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研究成果の概要（和文）：MIG-17/ADAMTSプロテアーゼは細胞外マトリックスの制御を介して、線虫C. elegans
の生殖巣リーダー細胞DTCの移動を制御する。本研究ではリボソームタンパク質RPL-20(G82R)の変異がなぜ
mig-17変異体のDTC移動異常を抑圧できるのかを追求した。依然として明確な回答は得られていないが、本研究
から、RPL-20(G82R)によるmig-17の抑圧は翻訳開始制御には無関係であることが分かった。RPL-20(G82R)は分泌
されず、何らかの分泌蛋白質を介してmig-17変異体の異常を抑制していることが示唆された。また、特にRPL-20
の腸での働きが重要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：MIG-17, an ADAMTS metalloprotease controls migration of gonadal distal tip 
cells (DTCs) through regulation of extracellular matrix in C. elegans. In the present study, we 
asked why the mutation in a ribosomal protein RPL-20(G82R) can suppress the DTC migration defect in 
the mig-17 mutants. Although we could not reach a clear understanding of the mechanism, we found 
that RPL-20(G82R) does not affect the regulatory mechanism of translational initiation. We also 
showed that RPL-20(G82R) is not secreted, but that it appears to act through unknown secreted 
proteins to suppress the mig-17 defects. We found that the RPL-20 activity is especially important 
in the intestine for the suppression to occur.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
ADAMTS は分泌型のメタロプロテアーゼ

である。ADAMTS には細胞外マトリックス
（ECM）に異常をきたす遺伝病の原因遺伝子
が多数見つかっており注目を集めている
(Porter et al., Biochem. J. 386, 15, 2005; Apte, J. 
Biol. Chem. 13, 284, 2009)。線虫の U 字型の生
殖巣（チューブ状上皮よりなる）は原基先端
のリーダー細胞（distal tip cell; DTC）が、幼
虫期に U 字型の移動を行うことにより形成
される。線虫の ADAMTS の一種をコードす
る mig-17 変異体では DTC が蛇行・迷走する
ために、生殖巣の形状が異常となる。最近、
我々は新規サプレッサー変異 tk73 の原因遺
伝子の同定に成功した。これまで分離、解析
してきたサプレッサー遺伝子は fibulin-1 や
collagen IV などの基底膜蛋白質をコードして
おり、MIG-17 が基底膜で機能することとよ
く一致していた。しかしながら、大変驚いた
ことに、tk73 の原因遺伝子はリボソームの大
サブユニット(60S)のコンポーネントである
L18a蛋白質（線虫では rpl-20遺伝子がコード）
をコードしており、tk73 変異では L18a のア
ミノ酸置換により mig-17 の欠損がバイパス
されることが分かった。本研究ではリボソー
ム蛋白質 L18a の変異により、なぜ分泌型メ
タロプロテアーゼ MIG-17 の欠損による細胞
移動異常が回復するのか、この不思議なメカ
ニズムの解明を目的とする。 
 
２．研究の目的 
我々は MIG-17/ADAMTS が線虫の生殖巣

リーダー細胞 DTC の移動を制御することを
明らかにし、その下流の ECM 蛋白質の制御
カスケードを明らかにしてきた。本研究では
L18a が MIG-17 カスケードで何らかの蛋白質
の翻訳制御に特異的に関わっているのか、あ
るいは翻訳とは無関係なプロセスで機能し
ているのかなど、L18a 蛋白質の新しい機能を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) mCherry 融合遺伝子を作成し、RPL-20 蛋
白質の発現部位の解析を行う。変異型 RPL-20
がサプレッサーとして機能する組織（細胞）
を組織特異的なプロモーターによる発現解
析により決定する。(2) rpl-20 変異による
mig-17 の抑圧が、翻訳制御の異常によるもの
であるのかを解析する。 (3) 免疫沈降法によ
りRPL-20と共沈してくる蛋白質を同定する。
また同定できた蛋白質について RNAi を行い、
mig-17 の抑圧の有無を検討する。 

 
４．研究成果 
(1) mCherry-RPL-20 による局在観 

RPL-20 の局在を観察するために mCherry 
-RPL-20 を WT バックグラウンドで過剰発現
させ、観察を行った。野生型 RPL-20(WT)と
変異型 RPL-20(G82R)で局在に変化があるの
かを観察するために mCherry-RPL-20(WT)、
mCherry-RPL-20(G82R)を発現する 2種類のト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 線 虫 を 作 成 し た 。
mCherry-RPL-20(WT)、mCherry-RPL-20(G82R)
のどちらの局在も大きな差はなく、体の至る
所で発現が見られた（図 1）。特に腸で非常に
強い蛍光が見られ、DTC でもその局在が観察
された（図 1）。しかし、線虫体腔内に存在し、
不要になった分泌タンパク質などを取り込
み、分解する働きを持つスカベンジャー細胞
（セロモサイト）では蛍光は見られなかった。
よって RPL-20 は分泌されている可能性は低
いと考えられた。 

図１．mCherry-RPL-20(WT)の発現 
 
今回作成した mCherry-RPL-20 が機能的か

どうかを確かめるために、機能欠損変異体で
若 い 幼 虫 期 に 致 死 の rpl-20(ok2256) で
mCherry-RPL-20(WT)過剰発現させた。その結
果、rpl-20(ok2256)の若い幼虫期で致死となる
表現型は回復し、Adult まで成長することが
できたが、不稔で卵を生まなかった。 
ま た 、 mCherry-RPL-20(G82R) が

mig-17(k174)の生殖巣形成異常の表現型を抑
圧することができるのかについて調べた。
line 1、3 で mig-17(k174)の生殖巣異常を半分
程度まで抑圧することができた。Line 2 は僅
かな抑圧が見られたが有意差はなかった（図
２ ）。 こ れ ら の こ と か ら 、 mCherry- 
RPL-20(G82R)は、生殖巣形成異常の抑圧に部
分的に機能的であることがわかった。 

 



 

図 ２ ． mCherry-RPL-20(G82R) に よ る
mig-17(k174)変異体 DTC 移動異常の抑圧 
縦軸は生殖巣形態異常の割合、青と赤のバー
はそれぞれ前後の生殖巣を示す。 

 
(2) RPL-20(G82R)の組織特異的発現実験 
変異型 RPL-20(G82R)を種々の組織特異的

な promoter 下で過剰発現させ、mig-17(k174)
変異体の表現型を抑圧するかどうかを調べ
た。今回用いた promoter は、myo-2 (咽頭)、
myo-3 (体壁筋)、mig-24 (DTC)、elt-2 (腸)であ
る。 
その結果、どの組織で RPL-20(G82R)を発

現させた場合においても mig-17(k174)変異体
の表現型が抑圧された。また、elt-2（腸）で
発現させたものは、最も顕著に mig-17(k174)
変異体の表現型が抑圧されるという結果と
なった。これらの結果は RPL-20(G82R)は分
泌されてはいないが、何らかの分泌蛋白質を
介して mig-17 変異体の抑圧に働いている可
能性を示唆する。 
 
(3)翻訳開始制御の解析 

リボソームタンパク質は、翻訳を制御する
細胞小器官であり、翻訳の開始には翻訳開始
因子がかかわる。PERK / PEK-1 や GCN1 / 
GCN-1 などのリン酸化酵素は、翻訳開始因子
の１つである eIF2をリン酸化することで、
翻訳の抑制を引き起こすと考えられている
(Nukazuka et al., Genes & Dev. 22: 1025, 2008)。
また、target of rapamycin (TOR)は、真核生物
の翻訳開始因子(eIF2、eIF4)の上流で働いてる
と考えられている (Nukazuka et al., Nature 
comm. 2: 484, 2011) 。 
そこで tk73 変異による mig-17(k174)の生殖

巣形成異常の抑圧がタンパク質の翻訳調節
に よ るもの か どうか を 調べる た め 、
pek-1(ok275) 、 gcn-1(nc40) 、 rict-1(nc41) と
unc-42(e270) mig-17(k174)の２重変異体をそ
れぞれ掛け合わせにより作製した。結果、
mig-17(k174)は pek-1(ok275)、 gcn-1(nc40)、

rict-1(nc41)のすべてで抑圧、および増強され
なかった。このことから、rpl-20(tk73)による
mig-17(k174)の抑圧は、eIF2リン酸化および、
TOR 経路を介したものではないことが示唆
された。 
 
(4) FLAG 融合 RPL-20 の発現確認および
mig-17 表現型の抑圧活性 

tk73 変 異 が 入 る こ と で 、 RPL-20 は
mig-17(k174)の生殖巣異常を抑圧することか
ら、RPL-20(G82R)は野生型 RPL-20(WT)で異
なる相互作用因子が関わっている可能性が
ある。そこで、FLAG タグ付きの野生型
RPL-20(WT)および変異型 RPL-20(G82R)を作
成し、免疫沈降法により相互作用因子の同定
を行おうと考えた。 
まず、野生型および tk73 変異型の RPL-20

の N 末端、C 末端に 2×FLAG 配列を付けた
コンストラクトを作成し、トランスジェニッ
ク線虫を 3 Line ずつ作成した。それらの
FLAG タグ付きの RPL-20 の発現をウエスタ
ンブロット法にて確認した。 

FLAG タグ付きの RPL-20 の分子量は約 23 
kDa と予想され、20-30 kDa の間に野生型では
見られないバンドが検出され、FLAG 融合
RPL-20 の発現を確認した。 
今回作成した FLAG 融合 RPL-20(G82R)の

mig-17(k174)変異体の抑圧活性を調べた。N 末
端 2 × FLAG 融合 RPL-20(G82R) では、
mig-17(k174)変異体の異常を有意に抑圧した
の に 対 し て 、 C 末 端 2 × FLAG 融 合
RPL-20(G82R)は異常を抑圧しなかった。この
ことからN末端 2×FLAG融合RPL-20(G82R)
は生殖巣形成異常の抑圧に機能的であるこ
とがわかった。また、免疫沈降には、抑圧活
性の高かった N 末端 2 × FLAG 融合
RPL-20(G82R)の Line 3 を使用することにし
た。 
 
(5) FLAG 融合 RPL-20 の免疫沈降および結合
タンパク質の確認 

2×FLAG-RPL-20(G82R)の過剰発現による
mig-17(k174)変異体の異常の抑圧が観察され、
最 も 抑 圧 の 強 か っ た Line 3 と 2 ×
FLAG-RPL-20(WT)を比較することで tk73 変
異型 RPL-20 に結合するタンパク質の違いを
共免疫沈降法によって解析した。 
まず、FLAG が免疫沈降されていることを

確認した。anti-FLAG 抗体でのウエスタンブ
ロットにより、20 と 25 kDa の間で野生型（ネ
ガティブコントロール）にはないバンドが確
認され、FLAG-RPL-20 が免疫沈降されていた。
次に、免疫沈降を行ったサンプルを泳動し、



銀染色することで結合タンパク質を可視化
した（図３）。FLAG-RPL-20 を免疫沈降した
サンプルは野生型と明瞭な差を確認するこ
とができた。しかし、FLAG-RPL-20(WT)と
FLAG-RPL-20(G82R)でバンドパターンの明
確な違いを見つけることはできなかった。 

図３．2xFLAG::RPL-20 による免疫沈降 
FLAG 抗体による免疫沈降物を SDS PAGE

後、銀染色を行った。 
 
これらのサンプルを用いて LC-MS/MS 解

析を行った。RPL-20 がリボソームサブユニ
ットであることから、当然リボソームサブユ
ニットが多数検出されたが、これ以外のもの
の 中 で UNC-44 (Ankyrin-like), HRP-2 
(nuclear ribonucleoprotein), NAP-1 
(nucleosome assembly protein), LAF-1 
(RNA helicase), CCT-6 (chaperonin)などが、
野生型に比べて変異型 RPL-20 に結合しやす
いと考えられる結果となった。これらの遺伝
子について RNAi を行い、mig-17(k174)変異
体の DTC 移動異常が抑制されるかを検討し
てが、有意な抑制は認められなかった。 
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