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研究成果の概要（和文）：線虫C. elegansの咽頭をモデルとして、器官サイズ制御機構の解析を行った。C. 
elegansの咽頭は筋肉、マージナル細胞、神経、分泌腺などを含む62個の細胞からなる。変異原EMS処理により、
咽頭長が野生型よりも長くなる変異体を多数分離した。これらの変異体を解析したところ、咽頭長制御に関して
（１）アピカル細胞外マトリックス、（２）ベーサル細胞外マトリックス（基底膜）、（３）細胞外ROS生成の
少なくとも３種類の独立な制御があることが分かった。また、何れの変異体でも咽頭の細胞数に変化は無かっ
た。本研究から、線虫の咽頭長制御には細胞外の分子機構が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the regulatory mechanism for organ size using C. elegans pharynx
 as a model system. The C. elegans pharynx consists of 62 cells involving muscle, marginal, neural, 
and gland cells. Using EMS mutagenesis, we isolated various mutants having an elongated pharynx 
phenotype. Genetic analyses of these mutants revealed that there are at least three independent 
mechanisms: (1) Regulation of apical extracellular matrix, (2) regulation of basal extracellular 
matrix, and (3) generation of extracellular reactive oxygen species. None of the mutants exhibited 
abnormalities in the pharyngeal cell number. Our findings indicate that extracellular molecular 
mechanisms act in a major role to regulate pharynx length.

研究分野：発生生物学

キーワード： 器官サイズ制御　咽頭　線虫　細胞外マトリックス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動物の器官サイズの制御機構は発生生物
学の重要な課題の一つである。動物の体のサ
イズは、同じ種の中でも栄養状態などの生育
環境や遺伝的要因によって大きく異なる場
合がある。栄養状態が悪いと通常個体は小さ
くなるが、これには insulinや TORシグナリ
ングを介する栄養状態のセンシング機構が
働くことが知られている(Brogiolo et al., Curr. 
Biol. 11, 213, 2001; Martin and Hall, Curr. Opin. 
Cell Biol. 17, 158, 2005)。近年このような液性
因子のシグナルの下流では、ショウジョウバ
エで発見され、進化的に保存された Hippo経
路による細胞増殖制御があることが分かっ
てきた(Zhao et al., Nat. Cell Biol. 13, 877, 
2011)。このように個体としての体のサイズ制
御の分子機構は次第に明らかになりつつあ
る。しかしながら、犬の品種でも例えばダッ
クスフントは体の大きさの割に足が短い。人
においても、体の大きさはあまり変わらない
が、手足や頭部のサイズがかなり違う場合を
日常的に経験する。内臓器官においても個体
差は存在するであろう。このような個体差は
遺伝的要因が大きいと思われるが、具体的な
分子機構はまだよくわかっていない。そこで、
申請者は C. elegansを用いて体のサイズは正
常だが内臓器官のサイズが異なる変異体を
分離し、原因遺伝子を同定・解析することで、
器官サイズの制御機構の解明を行いたいと
考えた。興味深いことに、当研究室で生殖巣
形成リーダー細胞の移動異常変異体として
単離・解析している mig-17変異体では、生殖
巣の伸長方向異常に加えて、咽頭のサイズに
も異常をきたし、咽頭のサイズが長くなるこ
とが分かった。 
 
２．研究の目的 
申請者は線虫の ADAMTS family 分泌型メ
タロプロテアーゼをコードする mig-17 遺伝
子の変異体では、咽頭のサイズが長くなるこ
とを見出した。さらに咽頭サイズに着目した
スクリーニングから、新たな変異体の分離に
成功した。本研究では咽頭サイズ異常変異体
の分離・解析から、咽頭サイズ制御に関わる
遺伝子群を同定し、その遺伝子産物の局在や
機能を分子生物学・細胞生物学的手法により
解析する。これらの研究から動物の発生過程
における器官サイズ制御機構についてモデ
ルを提示する。 
 
３．研究の方法 

(1) 咽頭サイズ制御における MIG-17 の機
能解析（咽頭サイズ制御に関与する MIG-17
のドメイン解析）、(2) 咽頭サイズ制御におけ
る mig-17 関連遺伝子と基底膜関連遺伝子の
機能解析（種々の既存変異体で咽頭表現型を

解析）、(3) 新規咽頭サイズ変異体の分離と解
析（遺伝子クローニング、発現部位や表現
型・機能の解析）、(4) 新規咽頭サイズ変異体
間および mig-17 との遺伝的相互作用の解析
（二重変異体の表現型解析）。 
 
４．研究成果 
(1) 咽頭サイズ制御における MIG-17 の機能
解析 

mig-17 変異体はもともと生殖巣形成に働
くリーダー細胞である distal tip cell (DTC)の
移動異常変異体として発見された。mig-17遺
伝子は基底膜に局在する ADAMTS family 分
泌型メタロプロテアーゼをコードする
(Nishiwaki et al., Science 288, 2205, 2000)。我々
は mig-17変異体では、咽頭のサイズが長くな
ることを見出した。mig-17には null変異と考
えられる k174(Q111Stop)の他、様々なmissense
変異が存在する（図１）。これらの変異体に
ついて、成虫の咽頭サイズを測定したところ、
いずれの変異体でも野生型に比べて咽頭長
が長いことが分かった。DTC移動異常が最も
強い k174 が咽頭長が最も長く、DTC 移動異
常が最も弱い k113(mutant for 1st intron donor)
が最も短かった。 

図１．mig-17変異体の咽頭長異常表現型 
（上）野生型と mig-17(k74)を比較した。Bar: 
20 m。（下）MIG-17のドメイン構造と 6種
類の mig-17 変異体の変異部位を示した。SS, 
signal sequence; Pro, prodomain; MP, 
metalloprotease domain; DI, disintegrin-like 
domain; PLAC, protease and lacunin domain。 
 
また、DTC移動制御に必要であるMIG-17の 
触媒活性、DIドメイン、さらに糖鎖修飾はや
はり咽頭長制御にも必要であることが分か
った。これらの結果から MIG-17 の咽頭長制
御における役割は DTC 移動制御と同様であ
ると考えられる。 
 
(2) 咽頭サイズ制御におけるmig-17関連遺伝
子と基底膜関連遺伝子の機能解析 



DTC移動制御の研究からMIG-17の下流で
は基底膜分子である IV 型コラーゲン（遺伝
子は let-2）や fibulin-1（遺伝子は fbl-1）が機
能することが分かっている  (Kubota et al., 
Curr. Biol. 14, 2011, 2004; Kubota et al., PNAS 
105, 20804, 2008)。LET-2や FBL-1のアミノ酸
置換変異には mig-17変異体の DTC移動異常
を抑制するものがある。これらについて咽頭
長を測定したところ、やはり mig-17変異の咽
頭長伸長を抑制することが分かった。興味深
いことに MIG-17 の共同因子として機能する
分泌蛋白質 MIG-18の欠損（mig-18変異体）
は mig-17変異体と同様の DTC移動異常を示
すが、咽頭長は正常であった。これらの結果
はMIG-17による基底膜の制御はDTC移動制
御機構と咽頭長制御機構で類似しているが、
異なる部分もあることを示している。 
 
(3)アピカル ECM関連遺伝子の解析 
 本研究での変異体スクリーニングで、最も
頻繁に分離されるのは pqn-74 遺伝子の変異
であった。pqn-74はキチン結合ドメインを２
つもつ線虫のみに保存された分泌蛋白質を
コードする。gfp::pqn-74融合遺伝子は pqn-74
変異体をレスキューでき、GFPの発現を解析
したところ、咽頭の筋肉細胞とマージナル細
胞で発現し、咽頭内腔のルーメン（アピカル
面）に線状に局在することが分かった（図２）。
B. circulans キ チ ナ ー ゼ A1 由 来 の
chitin-binding domain (CBD)に Cy3等の蛍光
色素を付けたプローブを用いて染色を行っ
たところ、キチンは咽頭ルーメンで
GFP-PQN-74 と共局在することが分かった。
PQN-74 はキチンの局在を制御する可能性
が考えられたが、pqn-74変異体においても
キチンの局在は正常であった。 

 
 
図２．GFP-PQN-74の局在 
gfp::pqn-74 トランスジェニック株を CBD
プローブによって染色した。咽頭を共焦点
顕微鏡で観察し、Z-section像を示した。咽
頭ルーメンでキチンと GFP が共局在して
いることが分かる。 

 
 キチンはキチン脱アセチル化酵素によっ
てキトサンに変換される。キチン脱アセチ
ル化酵素をコードする lgx-1 変異体を入手
し、咽頭の表現型を解析したところ、野生
型よりも長いことが分かった。この変異体
に野生型 lgx-1 遺伝子を多コピー導入する
と咽頭表現型はレスキューされた。pqn-74
と lgx-1変異体（ともに null 変異体）を組
み合わせるとわずかながら表現型の増強が
見られた。そこで pqn-74変異体に lgx-1を
多コピーで導入したところ、咽頭長は正常
に回復した。これらの結果は PQN-74 と
LGX-1 が一部重複する経路で働いており、
LGX-1が PQN-74の下流で機能する可能性
を示唆する。また、pqn-74; mig-17二重変異
体ではそれぞれの単独変異体よりもさらに
咽頭長が長くなったことから、アピカル ECM
を制御するPQN-74と基底膜（ベーサルECM）
を制御する MIG-17 は独立な経路で働くと考
えられる。 
 
(4) gob-1遺伝子の解析 
 トレハロース-6-リン酸脱リン酸化酵素を
コードする gob-1 遺伝子の変異体が得られた。
gob-1 変異体における咽頭長の伸長はトレハ
ロースの不足によるのか、あるいはトレハロ
ース-6-リン酸の蓄積によるのかのいずれか
であると考えられる。トレハロース-6-リン酸
合成酵素をコードする tps-1および tps-2遺伝
子の欠損変異体は咽頭長に異常はなかった。
さらに gob-1 tps-1; tps-2の三重変異体を作成
すると gob-1 変異の咽頭長異常が抑制された。
これらの結果から gob-1 変異による咽頭長異
常はトレハロース-6-リン酸の蓄積によると
考えられる。gob-1変異体を CBDプローブで
染色すると、キチンの局在が一部線状ではな
く破線状になっていた。このことから、蓄積
したトレハロース-6-リン酸がキチンの蓄積
に関与する分子機構に影響を与えている可
能性が考えられる。 
 
(5) doxa-1遺伝子の解析 
 Dual oxidase 活性化因子をコードする
doxa-1 遺伝子の変異体が得られた。Dual 
oxidase/BLI-3、Tetraspanin/TSP-15、DOXA-1
は複合体として線虫表皮のキューティクル
形成において、細胞外に H2O2 を産生するこ
とによりコラーゲン分子のチロシン架橋を
行うことが知られている (Moribe et al., PLOS 
Genetics, 8, e1002957, 2012)。そこで、bli-3お
よび tsp-15変異体が咽頭長に異常があるのか
を調べた。これらの変異体は表皮キューティ
クルの異常により体長自体が短くなる。そこ



で、久留米大学医学部の森部弘樹先生より、
表皮のみで野生型遺伝子を発現することに
より体長異常がレスキューされた bli-3 およ
び tsp-15変異体を入手し、咽頭長を測定した。
その結果、これらの変異体でもやはり咽頭長
が長くなることが分かった。 
 doxa-1::venusおよび tsp-15::gfp融合遺伝子
を用いて、発現部位を解析した。その結果、
TSP-15 は咽頭のマージナル細胞で発現して
おり、DOXA-1は隣接する筋肉細胞で発現す
ることが分かった。マージナル細胞は筋肉細
胞に向かって微細な突起を形成しており、
DOXA-1は特にこの突起の周辺に集積してい
ることが分かった。現在のところ、BLI-3 の
発現細胞は明らかではないが、DOXA-1 が
BLI-3 の活性化因子であることから、これら
の３因子は細胞間で図３のような複合体を
形成し、細胞外に H2O2 を産生することによ
り、咽頭長制御に関与していると予想される。
また、doxa-1; mig-17二重変異体ではそれぞれ
の単独変異体よりもさらに咽頭長が長くな
ったことから、H2O2の生成に関わる DOXA-1
と基底膜（ベーサル ECM）を制御するMIG-17
は独立な経路で働くと考えられる。 

 
図３．咽頭での DOXA-1, TSP-15, BLI-3によ
る H2O2産生のモデル 
TSP-15はマージナル細胞で、DOXA-1は筋肉
細胞で発現している。BLI-3 の発現は不明で
あるが、筋肉細胞として示している。これら
３者は細胞間で複合体を形成し、細胞外に
H2O2を産生する。 
 
(6) pqn-74 過剰発現株からの新規変異体の分
離 
野生株にトランスジーンとして pqn-74 遺
伝子を多コピーで導入すると、野生型よりも
咽頭長が短くなる。そこで、このようなトラ
ンスジェニック株を変異原であるエチルメ
タンスルホン酸(EMS)で処理することによ
り、F2世代で咽頭が長くなる変異体の分離
を行った。7 株の変異体の分離に成功し、

３株について SNP マッピングを行った。
このうちの 1株は II番染色体の中央付近、
他の2株は II番染色体の末端付近に位置す
る変異であることがわかった。本研究でこ
れまで分離・解析を行ってきた咽頭長制御
遺伝子には II番染色体のものは無く、これ
らは新規遺伝子の変異であると考えられる。 
 
(7) 咽頭長の制御機構 
 本研究での成果により、咽頭長制御に関し
て（１）アピカル細胞外マトリックス、（２）
ベーサル細胞外マトリックス（基底膜）、（３）
細胞外 ROS 生成の少なくとも３種類の制御
があることが分かった。また、これら３種類
の経路は互いに独立であることが示唆され
た。何れの変異体においても咽頭の細胞数に
変化が無かったことから、これらの制御系は
線虫の咽頭を構成する細胞のサイズ（長さ）
に影響を与えていることが分かった。 
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