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研究成果の概要：RNAi（RNA 干渉）は線虫で初めて発見された現象で、細胞に外来性の二本

鎖 RNA(siRNA など)を投与することにより、同じ配列を持つ内在性の mRNA を阻害できると

いうものであり、多くの生物で同様の現象が知られるようになった。線虫では、siRNA が組織

や細胞を越えて広がる現象が知られている。本研究では、siRNA 小胞輸送に関わる分子の線虫

変異体などを用いて、siRNA が細胞間を伝播するのに必要なマシーナリーを絞り込むことを目

的にした。その結果、エンドサイトーシスに関わる分子の一部が伝播に必要なことを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
RNAi（RNA干渉）という現象は、1998 年に A. 
Fire 博士と C. Mello 博士のグループによっ
て線虫を用いた実験により発見された。外来
性の二本鎖 RNA（siRNA）を投与することによ
り、内在性の遺伝子発現を抑制することが可
能になったこと、すなわち、RNA 干渉の技術
を使って遺伝子機能阻害することにより、新
しい遺伝子機能解析法が確立されたにとど
まらず、従来は治療困難であった疾患群への
革新的な新規治療法の開発に繋がる可能性
を持っている。RNA 干渉という現象には、普

遍性があり、最初に見つかった線虫という生
物以外でも同様の現象が確認されていて、ヒ
ト培養細胞での遺伝子機能解析にも盛んに
使用されている。一方、RNA 干渉という現象
が起こる分子メカニズムについては、まだ完
全に解明されたとは言えない。線虫の RNA 干
渉が見つかった当初から、二本鎖 RNA が細胞
間を移動して、別の組織にも作用することが
知られており、哺乳類細胞でも弱いながら類
似の現象が知られている。RNA 干渉が遺伝子
医療への応用を期待されていることを考え
ると、siRNA が細胞間や細胞内でオルガネラ
などのコンパートメント間をどのように移
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動するかという問いに答えることが必要で
ある。そこで、本研究では、小胞輸送に関わ
る分子群について、RNA 干渉の伝播に着目し
て、その現象への関与を解析することで、こ
のメカニズムの一端を解明したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
一般的にオルガネラ間の膜およびその中に
含まれる可溶性分子、膜蛋白質は、小胞輸送
という現象を通して、オルガネラ間を移動す
ると言われている。また、細胞内の物質を細
胞外へ出す場合には、多くは、開口分泌のメ
カニズムを介して小胞内に蓄えられた分子
を放出する。一方、細胞への取り込みは、エ
ンドサイトーシス（受容体を介する場合と、
介さない場合がある）を介して行われる。
RNA 干渉については、細胞間で伝播する
（systemic RNAi）メカニズムにエッセンシ
ャルな分子が幾つか知られている。その内の
１つにSID-1と呼ばれる膜蛋白質が知られて
いる。本研究では、既知の小胞輸送に関わる
分子群が RNA 干渉の伝播にどのような役割
を持つか、逆に、SID-1 分子が小胞輸送にど
のような役割を持つかを明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）線虫の sid-1 遺伝子および小胞輸送に
関 わ る 分 子 群 の 変 異 体 は 、
trimethylpsoralen/UV法で変異導入し、PCR
で欠失変異をスクリーニングして分離した。 
（２）RNAi は、フィーディング法を用いた。
すなわち、IPTG によって、プラスミドのマ
ルチクローニング部位の両側にある T7 RNA
ポリメラーゼより、RNA合成を行うことで、
大腸菌内で任意の二本鎖 RNA を発現させる
ことができる。線虫は、大腸菌を餌として育
つので、これを食べると、腸より二本鎖 RNA
を吸収する。これが他の組織にも影響がある
かどうかを検定することで、RNAi の伝播を
検証できる。 
（３）トランスジェニック株の作成は、線虫
で発現させる GFP 付きのベクターに各種プ
ロモーターをサブクローンし、これを雌雄同
体成虫の生殖腺へマイクロインジェクショ
ンしてマーカー陽性の個体を選別してクロ
ーンとして飼育増殖した。 
（４）エンドサイトーシスのアッセイは、偽
体腔へ蛍光色素の注入を行うか、GFP を偽体
腔に分泌するトランスジェニック株で、
Coelomocytes への蛍光の取り込みを蛍光顕
微鏡で観察した。受容体依存性エンドサイト
ーシスは、腸管より卵黄分子 GFP 融合蛋白
質を分泌させるトランスジェニック株で、受
精卵への卵黄の取り込みを蛍光顕微鏡で観

察した。 
 
４．研究成果 
 
（１）sid-1 遺伝子の小胞輸送における役割
については、sid-1 変異体にエンドサイトー
シスアッセイを行った。受容体依存性および
非依存性のエンドサイトーシスは正常であ
った。また、蛍光標識 siRNA の Coelomocytes
への取り込みは全く正常であった。sid-1 は、
一般的なエンドサイトーシスのマシーナリ
ーの１つとして、二本鎖 RNA の取り込みを
行っているのではないと考えられる。 
（２）エンドサイトーシスに関わる可能性の
高い分子における systemic RNAi の作用につ
いて。Rab GTPase やその周辺で働く可能性の
高い分子群は、エキソサイトーシスやエンド
サイトーシスなどの小胞輸送で働く分子の
変異体でのフィーディング RNAi の効果を調
べた。しばしば体細胞と生殖細胞で RNAi の
作用の仕方が異なる例が知られているので、
vps-45 遺伝子およびその分子と一緒に働く
rabs-5遺伝子の変異体（tm246およびtm2036）
では、RNAi の効果が減弱していた。これらの
分子は、受容体依存性および非依存性のエン
ドサイトーシスに異常があることが我々の
解析で分かっている。一方、やはり、エンド
サイトーシスに異常がある vps-33.1 の変異
体では、野生型とほぼ同様に RNAi が作用す
ることが明らかになった。一方、全ての Rab
分子の変異体を分離し、そのうちの、生存可
能なRab分子の変異体についても同様の解析
を行ったが、全て、RNAi に関しては野生型と
区別がつかなかった。このことは、エンドサ
イトーシスのいくつかの経路のうち、特異的
な部分が二本鎖RNAの取り込みに関わってい
ることを示している。 
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