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研究成果の概要（和文）： 線虫C. elegansの耐性幼虫期に放射線を照射すると寿命延長効が見られ、転写因子MXL-3の
発現が上昇すると報告してきた。
 放射線が生体内の水と反応し発生する活性酸素が細胞傷害に大きく寄与することが知られ、MXL-3が酸化ストレス応答
に関わるSKN-1と結合する報告がある。事実、生体内に活性酸素を過剰に発生させるパラコートを曝露させると発現量
上昇が認められ、またmxl-3突然変異体はパラコート高感受性を示し、高濃度酸素ストレス下で寿命短縮効果が顕著に
現れた。本研究では、転写因子MXL-3がSKN-1と協調して、酸化ストレス応答に関与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： We have previously shown that X-ray irradiation extends lifespan and 
up-regulates the expression of mxl-3 at a dauer larval stage of the nematode Caenorhabditis elegans.
　It is well known that reactive oxygen species generated from radiation react with water in vivo 
contributes to the cellular damages and it is reported that MXL-3 binds to SKN-1 related to oxidative 
stress. In fact, mxl-3 mRNA levels was up-regulated in wild type worms exposed to paraquat and then the 
mxl-3 mutant was hypersensitive to paraquat and is short lived under oxygen stress of high 
concentration.Our result raise the possibility that MXL-3 is involved in response to oxidative stress in 
collaboration with SKN-1.

研究分野： 放射線生物学
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１． 研究開始当初の背景 
線虫は放射線に対して強い耐性を示すこ

とが知られている。これまでの研究から、線
虫 C. elegansの特殊なステージである耐性
幼虫期の初期に放射線を照射した後、正常な
幼虫期の虫に戻すと、成熟後の寿命が延長す
ることを見出した。この強い放射線ホルミシ
ス効果は、遺伝子発現の網羅的な解析から、
放射線照射によって転写因子である MXL-3
が関わっていることが示唆された。本研究で
は MXL-3 の下流にある遺伝子の同定と放射
線耐性の関わりを調べることで、このシグナ
ル伝達経路を介した放射線耐性の応答メカ
ニズムを明らかにすることを目的とした。 
しかし、この放射線による寿命延長効果は耐
性幼虫期の特定の時期のみ現れないことが
明らかになった。 

MXL-3 は bHLH-LZ (basic helix- loop- helix- 
leucin zipper)ドメインを有する転写因子で哺
乳類 Max 転写因子のホモログとして知られ
おり、飢餓ストレス下における脂質代謝に関
与していることが報告されている。飢餓状態
で栄養がなくなると細胞が弱り、さまざまな
病気に罹りやすくなるので、生物が飢餓状態
に陥ると、さまざまなストレスに対する防御
機構を強めることが分かっている。 
放射線は生体内の水と反応して活性酸素

を生じ、これが細胞を傷害することが知られ
ており、また MKX-3 が酸化ストレス応答に
関わる SKN-1 と結合するという報告が出た
ことから、MXL-3 の酸化ストレス応答への関
与を詳細に調べることを目的とした。 
 
２． 研究の目的 
(1) MXL-3 転写因子 
当研究室では、線虫 C. elegans の耐性幼虫

期と呼ばれる、様々なストレスに対して耐性
をもつ発生期に電離放射線(X 線)を照射し、
マイクロアレイによるゲノムワイドな遺伝
子発現解析を行い、その影響を調べた。その
結果、未照射のものに比べて、細胞障害影響
関連遺伝子群（小胞体ストレス応答、細胞死
誘導シグナル、細胞骨格構築蛋白質、抗酸化
物質合成、異物代謝、自然免疫など）や、エ
ネルギー代謝遺伝子群（糖新生、β 酸化、不
飽和脂肪酸合成、アミノ酸代謝）の発現上昇
を確認した。発現上昇した遺伝子群の中で、
機能性遺伝子の発現調整を行うと推測され
る転写因子を絞り込み、リアルタイム PCR に
よって発現量を確認したところ、転写因子
MXL-3 の遺伝子発現量の上昇を確認した。転
写因子 MXL-3 は bHLH(basic helix-loop-helix)
ドメインを有する転写因子であり、哺乳類
Max 転写因子のホモログとして知られてい
る。   

MXL-3 転写因子は、餌が十分にある環境で
はリソソームに局在するリパーゼ遺伝子の
発現を抑制している。飢餓状態になると
MXL-3 遺伝子の発現が抑制され、TFEB と相

同性を示す HLH-30 転写因子の発現量が上昇
する。HLH-30 転写因子はリソソームに局在
するリパーゼ遺伝子及びオートファジーに
関与する遺伝子を発現させ、その結果リポフ
ァジーが活性化し、脂肪が分解する。MXL-3
遺伝子が欠損した突然変異体は飢餓と同じ
状態になり、N2 野生株に比べて寿命が延長
する。さらに、酸化ストレス応答に関与する
SKN-1 転写因子と結合することが報告され
ている。放射線は生体内の水と反応して活性
酸素を産生することが知られており、MXL-3
または MXL-3 及び SKN-1 によって形成され
たダイマーが、酸化ストレス応答に関与して
いる可能性が考えられる(図 1 C)。本研究では
MXL-3 の酸化ストレスへの関わりを調べた。 
 
(2) 酸化ストレス 
 哺乳類を含む好気性生物は、酸素の大部分
をエネルギー産生に利用し、高い運動性、機
能性を維持している。一方で、生体内に取り
込まれた酸素の数％が、ミトコンドリア内の
電子伝達の過程で活性酸素種  (Reactive 
oxygen species ; ROS)の一種であるスーパー
オキシド(O2－)へと変換される。ROS は酸素
分子由来の分子種で、通常の酸素分子より反
応性に富むため、生体内では核酸やタンパク
質、脂質などが酸化的な修飾を受ける。ROS
にはスーパーオキシド(O2－)に加えて、過酸
化水素(H2O2)、ヒドロキシラジカル(・OH)
などがあり、生体内ではこれらをスーパーオ
キサイドディスムターゼ(SOD)やカタラーゼ
などの抗酸化酵素や、ビタミン A、C、E な
どの抗酸化物質などで消去する。活性酸素産
生系が消去系を上回ることを酸化ストレス
と呼び、過剰に産生した ROS は上述したよう
に、生体分子を酸化する。酸化ストレスが蓄
積すると細胞機能が破綻し、老化の促進や糖
尿病、動脈硬化などをはじめとする様々な疾
患を引き起こす。 
 
(3) 放射線と酸化ストレス 
 活性酸素は様々な要因で作り出されるが、
放射線もまたその要因の一つである。生体内
の水が放射線照射を受けると、電離及び励起
によって・OH、水素ラジカル(H・)、水和電
子(e－aq)に分解され、二次的に O2－や H2O2
が生成される。こうして生じた ROS はその近
傍に存在する DNA や様々な生体分子へ酸化
損害を与える。放射線が生体に与える作用に
は、放射線が直接、生体分子に損害を与える
直接作用と、放射線によって生じた活性酸素
が生体分子に損害を与える間接作用が知ら
れているが、その 90%が間接作用であると考
えられている。 
  
(4) 線虫 C. elegans 
 線虫C. elegansは体長 1mm程度の小さな虫
で、成虫では約 1000 個の細胞からなる。表
皮、筋肉、神経、消化器官、生殖器官など、



生物として必要最低限の体制をもち、20℃で
飼育した場合、1 世代期間が 3 日半、最大寿
命が約 30 日と短い。非寄生性の線虫であり、
餌として大腸菌を用いる、凍結して長期保存
できるなど実験動物として扱いやすい。受精
後約 15 時間で孵化し、孵化直後の幼虫を L1
幼虫期と呼ぶ。その後、3 回の脱皮で L2、L3、
L4 幼虫期を経て、成虫となる。成虫となった
時点で生殖細胞以外の体細胞分裂が終了し
ているため、細胞に蓄積された障害の影響を
調べるのに最適である。卵巣と精巣をもつ雌
雄同体が基本であるため、自家受精によって
次世代が生まれる。そのため、神経や筋肉に
異常が生じても交配が可能であるため、遺伝
学研究にとって利点がある。さらに、遺伝的
な背景が均一であり、ヒトのように遺伝的な
多様性がないことから、遺伝子の特定が容易
である。多細胞生物ではじめて全ゲノム配列
が決定され、約 19,000 の遺伝子が存在するこ
とが分かっている。それらの遺伝子にはヒト
の遺伝子と相同関係をもつものが多く存在
する。これらのことから、老化や発生、行動
などあらゆる生物学の分野で広く用いられ
ている。 酸化ストレス応答に関与する遺伝
子群は、哺乳類をはじめとする多くの種に保
存されており、C. elegans でも確認されてい
る。そのため、酸化ストレス応答のメカニズ
ム解明に非常に有用なモデル生物である。 
 C. elegans の研究体制は世界的なレベルで
整備されている。ゲノム情報や解剖学的な情
報などはデータベースで整備されており、研
究に有用な情報はインターネットを通じて
簡単に取得できる。突然変異が国内外の遺伝
センターに登録されており、これらもインタ
ーネット通じて手に入れることができる。 
 
３． 研究の方法 
(1) パラコート曝露による mxl-3 遺伝子の発

現量 
30 mM パラコートを線虫 C. elegans の N2
野生株に 1～5 時間曝露させたのち、RNA を
抽出し、cDNA を合成後、リアルタイム PCR
で mxl-3 遺伝子の発現量を調べた。 

 
(2) パラコート感受性試験 
パラコートは生体内で過剰に活性酸素を発
生させることが知られている。mxl-3 突然変
異体が活性酸素に感受性を示すかどうかを
確認するため、パラコートを添加した NGM
寒天培地( 終濃度 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mM )に L1
幼虫を移し、L4 幼虫以上に成長した個体を計
測した。 

 
(3) 高濃度酸素下での寿命測定 
mxl-3突然変異体が高濃度の酸素にも感受性
を示すかどうかを確認するため、N2 野生株
及び mxl-3 突然変異体を高濃度酸素 (酸素濃
度 90％)に曝露し、寿命測定を行った。 

 
(4) フィーディングRNAiによる skn-1のノッ

クダウン 
 MXL-3 は酸化ストレス応答に関与する
SKN-1 と結合するという報告がある。MXL-3
と SKN-1 が形成したダイマーが酸化ストレ
ス応答に関与するかどうかを調べるため、N2
野生株及び mxl-3 突然変異体に対してフィー
ディング RNAi による skn-1 のノックダウン
を行い、酸化ストレス下で表現形解析を行っ
た。 
 
４． 研究成果 
(1) パラコート曝露による mxl-3 遺伝子の発

現量 
3 時間以上の曝露させたもので発現量上昇
が認められた(図 1) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ パラコート暴露による mxl-3 遺伝子の
発現量 
 

(2) パラコート感受性試験 
mxl-3 突然変異体は N2 野生株に比べ、パラ
コートに対して高感受性を示した(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２パラコート感受性試験  

 
(3) 高濃度酸素下での寿命測定 
高濃度酸素下では、通常の大気中 (酸素濃度

21％)に比べて、N2 野生株では 10％、mxl-3
変異体では 21％平均寿命が短縮した(図 3)。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 高濃度酸素下での寿命測定 

 
(4) フィーディングRNAiによる skn-1のノッ

クダウン 
 skn-1RNA処理した野生株ではパラコートに
高い感受性を示した。一方、mxl-3 変異体に
skn-1RNAi 処理した虫のパラコート感受性は
skn-1RNAi 処理した野生株や mxl-3 突然変異
体のパラコート感受性と同等な感受性を示
した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ フィーディング RNAi による skn-1 の
ノックダウン 
 
 以上の結果より、MXL-3 は SKN-1 と協調
して酸化ストレス応答に関与している可能
性が示唆された。 
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