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研究成果の概要（和文）：線虫 C. elegans において卵黄成分の取り込みに異常を示す rme 変異

株の解析により線虫からヒトまで高度に保存された rme 遺伝子群を同定した．このうち RME-3

はクラスリン，RME-4 はクラスリン被覆ピットに局在し，RAB-35 を小胞膜上にリクルートする

ことによって卵黄受容体を初期エンドソームから細胞膜へとリサイクリングさせる因子である

ことを明らかにした．また Rab-35 と相互作用するエフェクタータンパク質の候補の１つを同定

し，エンドサイトーシスにおける役割について解析した. 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the rme mutants which show defects in yolk uptake by 
oocytes in C. elegans and identified novel rme genes conserved from the worm to human.  
We found that the rme-3 gene encodes clathrin.  We also revealed that RME-4 functions 
on coated pits and/or vesicles to recruit small GTPase RAB-35, which in turn functions 
in the endosomes to promote receptor recycling.  We further identified a candidate for 
the Rab35 effector molecule and examined its functions in endocytosis. 
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

２００９年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２０１０年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 

 

研究分野：細胞生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・細胞生物学 

キーワード：線虫，エンドサイトーシス，低分子量 GTPase 
 
１．研究開始当初の背景 
  エンドサイトーシスは細胞が外界から
の物質や情報を細胞内に取り込むためのき
わめて重要なプロセスであり，様々な生命現
象に関与している．その役割は細胞外からの
栄養摂取，細胞膜レセプターのダウンレギュ
レーション，神経シナプスにおけるシナプス
小胞の再生など多岐にわたる．これまでにも

出芽酵母を用いた遺伝学的手法，動物細胞を
用いた生化学的手法により多くの因子が同
定されてきたが，それだけですべての現象が
説明できるとはいえず，特に多細胞生物にお
ける複雑なエンドサイトーシスの分子メカ
ニズムの理解には遺伝学的アプローチによ
るさらなる新規遺伝子の探索が不可欠であ
った．  
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  低密度リポタンパク質（LDL）は血中を
循環し，コレステロールを細胞に送り届ける
役割を担っているが，一方でコレステロール
を豊富に含むため悪玉コレステロールとも
呼ばれ，血中の量が過剰になると高コレステ
ロール血症や動脈硬化などの原因となる．通
常は細胞表面にある LDL 受容体が血中の LDL
を捕らえて何度も細胞内に取り込むことで
血中 LDL 量が適切に保たれているが，この分
子機構についてはいまだ未解明な点が多い 
 
２．研究の目的 
  線虫 C. elegans の卵黄成分は LDLと類
似したタンパク質—脂質複合体であり，LDL 
の場合と同様にエンドサイトーシスによっ
て卵母細胞に取り込まれる．研究代表者らは
この卵母細胞による卵黄タンパク質のエン
ドサイトーシスの分子機構に着目し，この過
程に異常を示す rme 変異株の解析を通じて，
様々な新規関連因子を同定してきた．本研究
課題では多細胞生物の優れたモデル系であ
る線虫の遺伝学的，細胞生物学的利点を活か
す事により，卵黄成分および LDL のエンドサ
イトーシスに関連する新たな因子の発見と
その分子メカニズムの解明を目指した． 
  
３．研究の方法 
  本研究では rme 変異株のうち，いまだ
未解析の rme-3，rme-4 変異株に焦点をあて，
原因遺伝子の同定および卵母細胞における
これらの役割について以下のように解析し
た． 
（１）まずこれらの変異体の表現型を詳細に
解析し，卵母細胞内においてエンドサイトー
シスのどの段階に異常があるのかについて
解析を行った． 
（２）発生過程や卵母細胞以外の組織におい
ても異常がないか解析を行った． 
（３）各変異の遺伝学的マッピング等によっ
て原因遺伝子を特定し，得られた rme 遺伝
子産物について細胞内における局在性や動
態について解析を行った． 
（４）エンドサイトーシスに関連するその他
の因子とのタンパク質間相互作用や遺伝学
的相互作用についても検討し，エンドサイト
ーシスのどの段階に働いているのかについ
て検討した 
（５）さらに酵母 two-hybrid 法や GST プル
ダウン法を駆使して rme 遺伝子産物と相互
作用する因子を探索し，得られた因子につい
て細胞内局在性や rme 遺伝子産物との機能
相関性について解析した．  
 
４．研究成果 
（１）卵母細胞による卵黄の取り込みに異常
を示す rme 変異体のうち，まず rme-4 と
rme-5 変異株について解析を行った．卵黄受

容体である RME-2の卵母細胞における局在性
について解析を行ったところ，RME-4と RME-5
は RME-2のエンドソームから細胞膜へのリサ
イクリングステップに働いていることが示
唆された．次に rme-5 変異の原因遺伝子を同
定したところ，低分子量 GTPase Rab ファミ
リーの一つである RAB-35 をコードしている
ことが明らかとなった．GFP を融合した
RAB-35 はエンドサイトーシス経路に広範に
存在し，その中でも特に初期エンドソームに
局在化していることが明らかとなった．一方，
rme-4 変異の原因遺伝子を同定したところ，
DENN ドメイン，クラスリン結合ボックス，
AP-2 結合モチーフをもった新規タンパク質
をコードしていることが明らかとなった．解
析の結果，RME-4 は RAB-35 の GDP 型またはヌ
クレオチドフリー型に特異的に結合し，
RAB-35 の初期エンドソーム膜への局在化を
制御する因子であることが明らかとなった．
また，RME-4 は AP-2 のサブユニットであるα
-アダプチンとも相互作用し，卵母細胞の細
胞膜上においてクラスリン被覆ピットに局
在することが明らかとなった．以上の結果か
ら，RME-4 はクラスリン被覆ピットに局在し，
クラスリン小胞の形成と同時に RAB-35 を小
胞膜上にリクルートすることによって卵黄
受容体の初期エンドソームから細胞膜への
素早いリサイクリングを可能にしているこ
とが明らかとなった．さらに RAB-35 のエフ
ェクター因子を酵母ツーハイブリッド法に
より探索し，候補遺伝子を同定した．この遺
伝子の変異体は卵母細胞による卵黄の取り
込みに異常を示すことから，有力な候補であ
ると考えられる． 

 
（２）一方，rme 変異体のうち rme-3 変異
体は高温においてエンドサイトーシスの異
常および胚性致死性を示す温度感受性株と
して同定された．解析の結果， rme-3 変異
体は多細胞生物における初めてのクラスリ
ン重鎖の変異体であることが明らかとなっ
た．rme-3 変異体は高温において特徴的な麻



 

 

痺の表現型を示し，神経において野生型クラ
スリンを発現させることで表現型が回復す
ることから，神経においてもクラスリンが重
要な役割をしていることが明らかとなった．
このように温度感受性を利用することで発
生に必須な遺伝子の個体における機能解析
が可能となった． 
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