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研究成果の概要（和文）：TAP-like (TAPL; ABCB9) はリソソームに局在し、細胞質からリソソ
ームにペプチドを運搬すると推測されているハーフタイプの ATP 結合カセット（ABC）輸送体
であるが、その生理機能は依然として不明である。研究代表者らは、ゲノムデータベースの比
較により、TAPL が単純なモデル生物である線虫 C. elegans から哺乳類まで様々な種で保存さ
れていることを明らかにした。本研究では、これらの生体内機能を解明するために、線虫の TAPL 
ホモログである HAF-4 と HAF-9 の発現部位やこれらの遺伝子欠損変異体の表現型の解析を行
った。緑色蛍光蛋白質（GFP）で標識した HAF-4 と HAF-9 は共に、幼虫期から成虫期にかけて、
非酸性ながら、リソソーム膜蛋白質（LAMP）のホモログ LMP-1 陽性の腸内顆粒の膜に局在して
いた。haf-4 や haf-9 の変異体では、幼虫後期から成虫の早期にかけて腸細胞内の顆粒の欠失
が認められた他、産卵数の減少、排泄周期の長期化、成長遅延の表現型を示した。更に、腸内
顆粒の表現型は、GFP 標識した野生型蛋白質の過剰発現でレスキューされたが、 ATP 非結合型
の HAF-4 ではレスキューされなかった。以上の結果は、輸送体 HAF-4 と HAF-9 が、腸内顆粒
の形成や他の生理的局面に関与することを示している。 
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研究成果の概要（英文）：TAP-like (TAPL; ABCB9) is a half-type ATP-binding cassette (ABC) 
transporter that localizes in lysosome and putatively conveys peptides from cytosol to 
lysosome. However, the physiological role of this transporter remains to be elucidated. 
Comparison of genome databases reveals that TAPL is conserved in various species from 
a simple model organism, Caenorhabditis elegans, to mammals. C. elegans possesses 
homologous TAPL genes: haf-4 and haf-9. In this study, we examined the tissue-specific 
expression of these two genes and analyzed the phenotypes of the loss-of-function mutants 
for haf-4 and haf-9 to elucidate the in vivo function of these genes. Both HAF-4 and HAF-9 
tagged with green fluorescent protein (GFP) were mainly localized on the membrane of 
nonacidic but lysosome-associated membrane protein homologue (LMP-1)-positive 
intestinal granules from larval to adult stage. The mutants for haf-4 and haf-9 exhibited 
granular defects in late larval and young adult intestinal cells, associated with 
decreased brood size, prolonged defecation cycle, and slow growth. The intestinal 
granular phenotype was rescued by the overexpression of the GFP-tagged wild-type protein, 
but not by the ATP-unbound form of HAF-4. These results demonstrate that two ABC 
transporters, HAF-4 and HAF-9, are related to intestinal granular formation and some other 
physiological aspects. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内ペプチド輸送体は、タンパク質・ペ

プチドの動態制御に関わる分子として、将来、

薬学領域でもその重要性が増すと期待され

ている。研究代表者らが ヒトやマウスに見

いだしたTAPL(TAP-Like)は、抗原ペプチドを

輸送するTAP (Transporter associated with 

antigen processing)との遺伝子構造の類似

性から命名された膜蛋白質で、ヒトのABC 

(ATP binding cassette)輸送体の分類では、

多剤耐性遺伝子MDR (multidrug resistance)

やTAP の属するBサブファミリーの新メンバ

ー (ABCB9) である（ Kobayashi A et al. 

(2000))。TAPLは抗原提示・薬物排出・老化

やストレスで生じた老廃物の処理・生理活性

分子の分泌や活性化などとの関連から極め

て興味深い輸送体蛋白である。薬物排出活性

へ の 影 響 (Ohashi-Kobayashi A et al. 

(2006))や無細胞系でのペプチド輸送活性は

示された（Wolters JC et al. (2005)）もの

の、その生理機能は未明のままであった。 

 研究代表者は、本研究課題の準備段階とし

て、獲得免疫を持たないモデル生物・線虫に

TAPL ホモログが存在することを見いだして

いた。そして、予備的実験により、(1)TAPL

線虫ホモログが腸管の細胞内顆粒に主とし

て発現すること、(2)その遺伝子の欠損変異

体ではある種の腸内顆粒が消失するオルガ

ネラ異常を示すこと、更に(3)成長遅延やバ

イオリズムの異常等が見られること、を発見

した。これらは、この輸送体による個体レベ

ルの形質を初めて示したものである。  

 近年、国内外で線虫を題材とした細胞内の

物質輸送・代謝の研究は注目されている。し

かし、物質代謝の解析系のモデルとして線虫

を利用した研究を調べると、脂質に関しては

脂質貯蔵に関する新規遺伝子が線虫から発

見され、そのヒトホモログの機能解明に繋が

った(Mackey RM et al.(2003))が、ペプチ

ド・蛋白に関する報告はない。腸細胞内顆粒

に着目した報告例も二例のみであった。その

一つの自家蛍光顆粒が減少する変異体glo-1 
(Hermann GJ et al. (2005))は、我々の注目

する非酸性腸内顆粒とは違う顆粒の欠損で

あった。自家蛍光顆粒は酸性であることから

リソソームと以前は断定されていたが、色素

沈着の特徴からメラノソームなどリソソー

ム関連オルガネラの一種と思われる。もう一

つは、LAMP（Lysosome-associated membrane 

protein）の線虫ホモログ lmp-1 の変異体で、

TAPL ホモログと同じ非酸性顆粒の減少が唯

一報告されていた(Kostich M et al. (2000))。

このようにリソソーム機能に関連した線虫

の腸内顆粒は複数種あると予想され、研究開

始段階では、国内外の線虫研究者と協力し、

腸細胞のオルガネラの構成成分や形態・機能

を調べるためのツール作りから始めている

状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「線虫腸内リソソーム様

顆粒の形成・機能・調節機構と ABC 輸送体

HAF-4, HAF-9 の関連を解明すること」であ

る。線虫の腸は、哺乳類でみられるような消

化吸収の器官としての機能だけでなく、ペプ

チドホルモン産生・生殖腺への栄養供給・毒

物の排出・病原体への生体防御などの多機能

な器官であり、様々な高次の生命現象に重要

な役割を担うと考えられるが、その分子機構

の解明は遅れている。このような生命現象を

理解する分子基盤を構築するために、腸内顆

粒の変化を一つの指標として活用する。その

第一歩として、線虫における２つの TAPL ホ

モログ（HAF-4, HAF-9）のについて、(1)腸

細胞内での発現と(2)リソソーム様オルガネ

ラ形成における役割を明らかにし、更に(3)

注目する腸内顆粒の特徴を解析することと

した。 
 
３．研究の方法 
(1) 線虫 ABC 輸送体 HAF-4, HAF-9 の腸細胞

における細胞内局在解析 

 HAF-4もしくはHAF-9のゲノム遺伝子にin 

frame で GFP 遺伝子をつないだコンストラク

トを作成し、それぞれ線虫に遺伝子導入する

ことで、own promoter の制御下に GFP 融合

型 HAF-4（以下 HAF-4::GFP と表記する）も

しくは GFP 融合型 HAF-9（以下 HAF-9::GFP

と表記する）を発現させた。 

 これらのトランスジェニック線虫におけ

るGFPの蛍光を蛍光顕微鏡下で解析すること

により、HAF-4, HAF-9 の腸細胞における発現

とその細胞内局在を同定した。 

 HAF-4と HAF-9の腸細胞内の共局在に関し

ては、まず HAF-9::GFP の GFP の代わりに赤

色蛍光タンパクmCherryをつなげた、mCherry

融合型 HAF-9（以下 HAF-9::mCherry と表記す

る）を作成した。これを線虫に遺伝子導入す

ることで、HAF-9::mCherry を発現するトラン

スジェニック線虫を得て、HAF-4::GFP を発現

するトランスジェニック線虫と掛け合わせ

る こ と に よ り 、 HAF-4::GFP と HAF-9:: 

mCherry の両者を発現する線虫を作成し、そ

の観察をおこなった。 

 線虫における各タンパクの発現は、蛍光タ

ンパクに対する抗体や、既に作製していた



HAF-4 もしくは HAF-9 への抗体による

Western blot 法により解析した。その際は、

線虫の可溶性画分と不溶性画分を常法の線

虫実験プロトコールに従い分離して行った。 

(2) 線虫 ABC 輸送体 HAF-4、HAF-9 のリソソ

ーム様オルガネラ形成における役割 

 haf-4 欠損変異体、haf-9 欠損変異体をは

じめとする本実験で用いた変異体のほとん

どは、米国線虫ゲノムセンター（CGC）より

供与いただいた。 

 腸内顆粒の回復実験では、HAF-4::GFP を発

現するトランスジェニック体とhaf-4欠損変

異体との遺伝学的掛合せの手法を用いた。 

 基質輸送活性と顆粒の形成に関する実験

では、まず線虫haf-4のABC領域内のWalkerA

配列にあるアミノ酸残基をリジンからメチ

オニンに変異させることで輸送活性能を消

失した HAF-4（K539M）::GFP の線虫発現ベク

ターを作成した。これを HAF-4::GFP と同様

に用いて、トランスジェニック体の作製や回

復実験を行った。 

(3) HAF-4/HAF-9 の局在する腸内顆粒の解析 

 線虫の腸内顆粒の性状解析については、ま

ずアクリジンオレンジなどのオルガネラ染

色試薬で HAF-4::GFP トランスジェニック体

やhaf-4欠損変異体などを染色して観察した。

更に、ミトコンドリア、リソソーム、ゴルジ

体など各種オルガネラマーカー遺伝子を蛍

光蛋白と融合させたコンストラクトを用い

て、これらのマーカーとの共発現を蛍光顕微

鏡下で観察した。 

 電子顕微鏡に用いる線虫試料は、常法の線

虫実験プロトコールを参考に、固定条件等を

改変して作製した。実際の電子顕微鏡の切片

作製とデータ取得は岩手医科大学バイオイ

メージングセンターの電子顕微鏡部門の協

力により行われた。 
 腸内顆粒の精製は、線虫ペルオキシゾーム
の精製を取り扱った文献を参考に行った。そ
の他の一般的な線虫の飼育や取り扱いは、線
虫データベースの WormBase や線虫プロトコ
ールの常法に従った。 
 
４．研究成果 
(1) 線虫 ABC 輸送体 HAF-4, HAF-9 の腸細胞

における細胞内局在解析 

① HAF-4 及び HAF-9 の発現部位 

 まず、HAF-4::GFP を発現するトランスジ

ェニック線虫を作成し、HAF-4 の腸細胞内局

在を解析した。その結果、HAF-4:: GFP のシ

グナルは、自家蛍光顆粒とは異なる一部の

腸内顆粒の膜上に局在していた。また、GFP

抗体並びに HAF−4 に対する抗体を用いた解

析から、HAF-4:: GFP は予想通り膜画分に回

収され、HAF-4 は膜輸送体としてある種の腸

内顆粒で発現し機能することが示唆された。 

 HAF-9 についても同様の実験を行った。

HAF-9::mCherry 及び HAF-9:: GFP を発現す

るトランスジェニック線虫を作成し、HAF-9

の局在を解析した。その結果、いずれのト

ランスジェニック線虫においても HAF−4 の

場合と同様に、シグナルは自家蛍光顆粒と

は異なる一部の顆粒膜上に局在していた。 

② HAF-4 と HAF-9 の共局在 

 HAF-4::GFP 発現線虫と HAF-9::mCherry

発現線虫との掛け合わせ実験を行った。そ

の結果、両者は同じ顆粒に共局在すること

が示された。線虫 ABC 輸送体 haf-4 と haf-9
のそれぞれの欠損変異体は、腸内顆粒の消

失をはじめ、複数の共通する表現型を有し

ていたが、同じ腸内顆粒に共局在すること

からも、２つの輸送体蛋白は相互作用、も

しくは協調して機能する可能性が考えられ

た。 

(2) 線虫 ABC 輸送体 HAF-4, HAF-9 のリソソ

ーム様オルガネラ形成における役割 

① haf-4, haf-9 欠損変異体にみられる腸

内顆粒の消失 

 haf-4 欠損変異体、並びに haf-9 欠損変異

体において、高倍率顕微鏡下で形態等の変化

があるかどうかについて観察した。その結果、

野生型 N2 株線虫と比較して、幼虫期から若

い成虫期に関して、著しい腸内顆粒の減少が

見いだされた。しかし、自家蛍光顆粒の減少

は見られず、消失した腸内顆粒は、HAF-4, 

HAF-9 が発現している顆粒である可能性が考

えられた。また、この表現型はホモの欠損変

異体で観察され、ヘテロの欠損変異体では見

られず、劣性の遺伝形質と考えられた。 

② 変異体の回復実験 

 そこで、haf-4 欠損変異体において見出し

た腸内顆粒の消失は、HAF-4::GFP の過剰発現

により回復するかどうかを調べた。実際には、

haf-4 欠損変異体と HAF-4::GFP を過剰発現

するトランスジェニック線虫とを掛け合わ

せてその表現型を解析した。その結果、

HAF-4::GFP を過剰発現した haf-4 欠損変異

体では、自家蛍光のない腸内顆粒の数が増大

し、野生型のように回復した。また、線虫を

蛍光顕微鏡下で観察するとその顆粒には

HAF-4::GFP の局在が認められた。以上の結果

から、自身の局在する腸内顆粒の形成に必要

であることがわかった。 

③ 線虫HAF-4局在顆粒の形成における輸送

活性の必要性の検討 

 次に、haf-4 欠損変異体への HAF-4::GFP



の過剰発現による、腸内顆粒の回復には、こ

の線虫ABC輸送体の基質輸送活性が必要であ

るか否かについて調べた。HAF-4 の WalkerA

配列内のアミノ酸残基を変異させ輸送活性

能を消失した HAF-4（K539M）::GFP の線虫発

現ベクターを作成し、変異体へ導入した場合

の腸内顆粒の状態を観察した。その結果、

HAF-4（K539M）::GFP を過剰発現する haf-4
欠損変異体では、HAF-4::GFP の場合と異なり、

腸内顆粒の数の増大は見られなかった。また、

HAF-4（K539M）::GFP の局在も顆粒以外に所々

に点在していた。以上の結果から、着目する

腸内顆粒の形成にはHAF-4の基質輸送活性が

必要であることが明らかとなった。 

 なお詳細は割愛するが、これらの HAF-4 に

関する解析と同様の結果が、HAF-9 を同じく

用いた解析でも得られたこれらの結果は、膜

輸送体の基質輸送能の異常が輸送基質の局

在のみならず、自身の存在するオルガネラの

形成にも影響する点で、興味深い新しい知見

である。 

(3) HAF-4/HAF-9 の局在する腸内顆粒の解析 

① オルガネラ染色試薬やオルガネラマー

カー等を用いた腸内顆粒の解析 

 解析されていない線虫の腸内顆粒の分類

を行った。HAF-4::GFP の局在する腸内顆粒と、

各種蛍光蛋白融合型オルガネラマーカー蛋

白との共局在、もしくオルガネラ染色色素と

の局在の比較を蛍光顕微鏡下で観察した。そ

の結果、HAF-4 の局在する腸内顆粒は、線虫

の LAMP ホモログ LMP-1 と共局在するが、酸

性オルガネラを染色するアクリジンオレン

ジでは染色されない、非酸性顆粒であること

が明らかとなった。 

② 電子顕微鏡による腸内顆粒の観察 

 haf-4 欠損変異体の腸細胞内オルガネラに

ついて、腸内顆粒の異常に至るまでにどのよ

うな細胞内の変化が生じているのかを詳細

に検討するため、透過型電子顕微鏡による細

胞内微細構造の観察を行った。その結果、何

種類かの区別できる腸内顆粒に関して、野生

型にはあるが、haf-4 欠損変異体にはほとん

ど見られない顆粒が同定できた。また、高倍

率顕微鏡レベルの観察では顆粒が消失する

という同じ表現型を示すと思われた他の既

知の変異体（lmp-1、tat-1）とも透過型電子

顕微鏡資料を作成して比べた結果、明らかに

異なる腸内顆粒の形態異常を示すことが示

された。 

③ 栄養状態の変化に伴う腸内顆粒の変動 

 HAF-4::GFP 発現線虫において、栄養状態の

変化（幼虫における飢餓刺激と、飢餓状態か

らの回復）に伴う、腸内顆粒の変動を調べた。

トランスジェニック体における HAF-4::GFP

陽性顆粒を顕微鏡観察した結果、飢餓刺激で

顆粒は消失したが、餌再投与で HAF-4::GFP

陽性顆粒が再形成されることが観察され、栄

養状態により HAF-4::GFP の発現する腸内顆

粒は変動することが明らかになった。 
④ HAF-4/HAF-9 局在顆粒の精製法の確立 
 HAF-4::GFP 陽性腸内顆粒の分離・精製に関
して、条件検討を進めた。線虫の生殖腺の発
達する前に個体を破砕し、脱核して分画する
ことで腸内顆粒の精製自体は行うことがで
きた。しかしながら、量的問題（純度を高め
ると極端に少量の顆粒しか精製できない点）
を解決できなかったため、今後に続く顆粒の
性状解析に関しては、研究戦略を変更して、
個体（野生型と変異体の幼虫腸全体）を用い
たプロテオーム解析を進めることとした。 
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