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研究成果の概要（和文）：線虫が分泌する延命誘導物質によって発現が変動するインスリン様遺

伝子として ins-6, ins-12, ins-35 を同定した。遺伝子破壊線虫を用いた機能解析により、ins-6
は延命抑制に ins-12 は延命誘導に寄与すること、また、ins-35 は成虫寿命の制御には寄与せず、

幼虫休眠を著しく抑制することを明らかにした。加えて、ins-35 の時空間的発現パーターを解

析し、寿命・休眠制御との関連づけを行った。 
 
研究成果の概要（英文）：I have identified Caenorhabditis elegans insulin-like genes ins-6, 
ins-12, and ins-35. Expression of these genes was regulated by lifespan-extending 
substances secreted by C. elegans. Gene-disruption revealed that ins-6 and ins-12 were 
relevant to regulation of lifespan. In contrast, ins-35 was largely relevant to regulation of 
larval diapause not adult lifespan. In addition, analyses of expression patterns of ins-35 
allowed me to understand the physiological function of the gene. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 
 線虫 Caenorhabditis elegans のインスリン受
容体様遺伝子 daf-2 の変異が成虫寿命を２倍
に延長するとの報告以降, キイロショウジョ
ウバエおよびマウスにおいてもインスリン
様シグナルが寿命を制御することが明らか
にされた。現在, インスリン様シグナルによ
る寿命制御は動物種に共通の機構であると
考えられている。また、線虫のインスリン様

シグナルは幼虫休眠を制御することが知ら
れている。 

インスリン様シグナルによる寿命制御  
(2) 
 報告者は C. elegans の唯一のインスリン受
容体様タンパク DAF-2 のリガンド探索を行
い , 世界に先駆けてインスリン様ペプチド
Ceinsulin-1 (INS-18)などを同定し, 寿命制御
への関与を検証した。一方, ゲノムプロジェ
クトの終焉を契機に多数のインスリン様遺
伝子の存在(現在 40 種)が示唆され, 予想され
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るジスルフィド結合様式によりα, β, γの３タ
イプに分類される。β, γは哺乳動物のインス
リン族ペプチドと同様のジスルフィド結合
様式を有する。このうち、その生理機能が明
らかにされたものは daf-28, ins-1, ins-7 
(Type- β)ならびに ins-18 (Type-γ)のみである。 
 
(3) 
 報告者は世界に先駆けて C. elegans の分泌
物中に延命誘導活性を見出した。インスリン
様シグナル下流に位置する転写因子 DAF-16
の機能抑制を行った場合、この延命誘導活性
が消失することから、インスリン様シグナル
依存的な延命であると判断した。実際に、延
命誘導物質により INS-18 の発現量・発現部位
が変動することから、延命誘導物質が寿命を
制御する種々のインスリン様分子の発現を
制御する可能性に着目した。 

線虫が分泌する延命誘導物質 

 
２．研究の目的 
 本研究では, 環境因子である延命誘導物質
による種々のインスリン様分子(寿命制御因
子)の発現制御を解析することを通じて, 寿
命制御における「入力機構」の全容解明に迫
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 延命誘導物質により発現制御を受けるイ
ンスリン様遺伝子を同定した。40 種のインス
リン様遺伝子をドットしたマクロアレイを
作製し、延命誘導物質処理・未処理の線虫よ
り mRNA を調製し、それぞれ Cys3 ならびに
Cys5 で標識した後、ハイブリダイゼーション
を実施した。 
(2) 発現量に変動があったインスリン様遺伝
子の寿命制御への関与を RNA 干渉法ならび
に遺伝子破壊線虫を用いて検証した。RNA 干
渉には feeding 法を採用した。また、UV/TMS
法により作製した遺伝子破壊線虫を戻し交
雑により純化した。寿命測定を行い、成虫寿
命の変動を解析した。 
(3)レポーター遺伝子を導入した線虫を用い, 
各生育段階ならびに延命誘導時の上記イン
スリン様分子の発現変動を解析した。上流約
3kb を含む各インスイン遺伝子を増幅し、発
現解析様ベクターpPD-Venus に導入した。マ
イクロインジェクション法を用いて遺伝子
導入線虫を作出し、蛍光顕微鏡下で GFP 蛍光
を観察することにより各インスリン様遺伝
子の発現変動を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 

 マクロアレイを用いて発現量が変動するイ
ンスリン様遺伝子をサーチしたところ、ins-7 
(Type- β), ins-18 (Type-γ) に加えて、 ins-6 
(Type- β), ins-12 (Type-γ), ins-35 (Type-α)を同

定した。ins-6 は分子系統樹上 ins-7 と酷似して
おり、同一の生理機能（欠失した場合の幼虫
休眠誘導・成虫寿命延長）が期待できた。 

延命誘導物質により発現変動するインス
リン様遺伝子 

 
(2) 
 延命誘導物質によって発現量が変動する
ins-6, ins-12, ins-35 を標的とした RNAi を実施
し、寿命の変動を観察した。ins-6 に対する
RNAi は寿命延長をもたらし、ins-12 に対する
RNAi は僅かな寿命短縮をもたらした。ins-35
に対する RNAi では寿命変動が認められなか
った。より明確な表現型を観察するために遺
伝子破壊線虫を入手し、戻し交雑により不要
な変異を排除した後、表現型の観察を行った。
ins-6 破壊線虫は明確な延命を示した。ins-12
破壊線虫は僅かながらの寿命短縮を示した。
そこで、延命誘導条件下（ins-7 破壊）におけ
る ins-12 破壊の影響を検証したところ、ins-7
破壊による寿命延長が消失した。また、ins-35
破壊線虫は寿命の変動を示さなかった。さら
に、各遺伝子破壊の幼虫休眠に対する影響を
検証した。休眠誘導条件下（線虫培養液より
粗精製したものを添加）において、各遺伝子
破壊線虫の休眠率を測定したところ、ins-12
破壊は休眠率の低下を示した。一方、ins-6 破
壊は休眠率の変動を殆ど示さなかった。極め
て興味深いことに、ins-35 破壊は著しい休眠
率の上昇を示した。この休眠率上昇は ins-7
破壊によるものを遙かに凌駕していた。 

各インスリン様遺伝子の寿命への関与 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図１. ins-6 破壊は成虫寿命を延長させる  
野生株ならびに遺伝子破壊線虫の 4 齢幼虫を FudR 添加

培地（生殖細胞の分裂を阻害）上で培養し、寿命を測定

した。横軸は生存日数を、縦軸は生存率を示す。n は被

試験線虫数を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図２. ins-12 破壊は寿命延をキャンセルする 
野生株、ins-6 破壊線虫、ins-12 破壊線虫、ins-7, ins-12 破

壊線虫の寿命を測定した。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図３. ins-35 破壊は成虫寿命に影響しない 
野生株ならびに遺伝子破壊線虫の寿命を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図４. ins-6 破壊は幼虫休眠に殆ど影響しない 
休眠誘導物質を添加して培地上で野生株ならびに遺伝

子破壊線虫の孵化後の線虫を培養し、休眠幼虫(dauer 
larva)の数を測定した。n は被試験線虫数を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図５. ins-12 破壊は幼虫休眠を抑制する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図６. ins-35 破壊は幼虫休眠を大幅に促進する 
 

 以上の結果と考察を下にまとめる。 
・ins-6 は寿命制御のみに関与する。遺伝子破
壊により成虫寿命の延長が認められたこと
から、INS-6 はインスリン樣シグナルを亢進
するとアゴニストとして機能すると推定し
た。分子系統樹上極めて近い ins-7 が成虫寿
命・幼虫休眠の両方に寄与することに対し、
ins-6 が成虫寿命のみに寄与することは極め
て興味深い。 
・ins-12 は寿命制御・休眠制御の両方に関与
する。遺伝子破壊により延命条件下での寿命
延長がほぼ消失したこと、休眠誘導条件下で
の休眠率が低下したことから、INS-12 はイン
スリン樣シグナルを抑制するアンタゴニス
トとして機能すると推定した。アンタゴニス
トとして機能する INS-12, INS-18 が共に
Type-γに属することは極めて興味深い。 
・ins-35 は休眠制御のみに関与する。遺伝子
破壊により休眠誘導条件下での休眠率が著
しく上昇したことから、INS-35 はインスリン
樣シグナルを亢進するとアゴニストとして
機能すると推定した。また、線虫のインスリ
ン樣ペプチドの中では最強のアゴニストで
あると考えられる。Type-αに属する insuiln 樣
遺伝子が休眠を制御するという知見が得ら
れたのはこれが最初である。 
 
(3) 

 遺伝子破壊により大幅な休眠率上昇を示
した ins-35 の発現パターンを解析した。 

各インスリン様遺伝子の発現パターンの
解析 

 ins-35 は未受精卵において僅かながら発現
しており、幼虫期には腸の先端部分で強く発
現していた。また、咽頭筋周辺の細胞におけ
る発現も認められた。さらに、尾部の腸の先
端部分でも弱い発現が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図７. INS-35::VENUS の発現 
蛍光微分干渉顕微鏡にて観察した。 
 
 また、幼虫休眠時ならびに復帰時の発現変
動を観察したところ、腸先端部分の発現変動
は殆ど認められなかったが、頭部咽頭筋周辺
の発現変動が認められた。すなわち、休眠時
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には認められなかった発現が休眠からの復
帰時に認められるようになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 図８. 幼虫休眠期に於ける INS-35::VENUS の発現 
左が幼虫休眠期、右が休眠からの復帰時の発現。矢先は

復帰時のみに発現が認められる咽頭筋周辺の細胞を示

す。蛍光微分干渉顕微鏡にて観察した。 
 
 以上のことから、咽頭筋周辺の細胞で発現
する INS-35 が幼虫休眠を抑制し、また、幼
虫休眠からの復帰を促進すると考えられる。 
 
 現在、構築済みの遺伝子組換え線虫を用い
て INS-6::VENUS ならびに INS-12::VENUS の
発現解析を検討中である。 
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