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研究成果の概要（和文）：ADAMTS9/GON-1が失活すると、IP3受容体を介して、ERからカルシウムイオンが異常流
出し、細胞質のカルシウムイオン濃度が上昇することを明らかにした。そこで、上記表現型を抑圧する遺伝子を
探索したところ、GONドメインはIP3受容体の分解を制御していることが解明された。
C.elegansを用いて、フェブキソスタットの効果を検討した。その結果、FBXをC.elegansに投与するとミトコン
ドリアの劣化を抑制することができること を見出した。FBXをパーキンソン病、アルツハイマー病、筋ジストロ
フィーのモデル線虫に対して投与すると、疾患の進行を抑制できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　　Our research revealed that when ADAMTS9/GON-1 is deactivated, it 
triggers an unusual release of calcium ions from the endoplasmic reticulum (ER) through the IP3 
receptor, leading to a rise in cytosolic calcium levels. Subsequently, we identified that directly 
interact with the GON domain. Furthermore, we searched for genes that suppress the above-mentioned 
phenotype and found ERAD-related factors. This suggests that the GON domain plays a crucial role in 
regulating the degradation of IP3 receptors.
　　There is a link between aging and mitochondrial function. We showed that FBX protects 
mitochondria and prevents age-related muscle deterioration in C. elegans. We used C. elegans as a 
model for Duchenne muscular dystrophy (DMD), Parkinson’s disease, and tauopathy. We demonstrated 
that FBX is a candidate drug for treating all these models.

研究分野：生理学

キーワード： C.elegans　ADAMTS9　カルシウム調節　ミトコンドリア保護　フェブキソスタット　寿命

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小胞体（ER）は蛋白質を合成・輸送し、多様な生命活動の基礎となる機能を担う細胞内小器官である。そのた
め、ER機能の破綻は、蛋白質輸送の阻害に加え、代謝や脂質合成などを変化させ、結果的に種々な疾患を引き起
こす。ADAMTS9の細胞内機能を明らかにし、蛋白質輸送の恒常性を保つメカニズムと、を解明することにより、
広い生命科学分野の理解と、病態の解明につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）ADAMTS9は細胞外マトリックスを分解することが知られ、ADAMTS9の線虫 C.elegans
ホモログは「gon-1」という遺伝子である。ADAMTS9/GON-1 は細胞内でも機能し、
ADAMTS9/GON-1の機能抑制により蛋白質の細胞内輸送が阻害され、ERに蛋白質が蓄積する。
その結果、ERストレスが惹起されることがわかっていた。ADAMTS9/GON-1の細胞内での機
能には、C 末端に存在する GON ドメインが重要であり、プロテアーゼ活性は必要ないことを、
申請者は見出していた。ADAMTS9/GON-1がインスリンシグナルに関与している可能性を考え、
蛍光タンパク質と融合させたインスリン様ペプチド（INS-7::mcherry と DAF-28::GFP）を用
い、gon-1欠損株(tm3146)における上記融合タンパクの分泌能の検証を行った。その結果、gon-
1欠損株でインスリン様ペプチドの分泌が低下していることを見出していた。インスリンシグナ
ルは、寿命に影響することが知られているため、gon-1欠損株にける寿命も測定し、野生型より
も長寿であることを見出した。しかし、ADAMTS9/GON-1の細胞内における直接の機能は解明
されていなかった。 
 
（２）カロリー制限は寿命を延長させることが報告されているが、確実に人間の老化を防止し、
寿命を延長させる治療法は知られていない。老化は、皮膚のしわ、筋力の低下、聴力障害、視力
の低下、および認知症などの神経障害によって特徴付けられる。インスリンシグナル以外にも、
さまざまな要因が老化および寿命に関与することが報告され、その中でも、ミトコンドリアの機
能不全や機能障害によるエネルギー低下が、老化のメカニズムであることが示唆されている。一
方で、電子伝達系を阻害すると ATP産生が減少して寿命が延び、酸素消費を抑制すると寿命が
延びることも報告されている。ATP量と寿命の関係は不明な点があり、解明する必要がある。 
また、アロプリノールやフェブキソスタットなどのキサンチンオキシダーゼ/キサンチンデヒド
ロゲナーゼ（XO/XDH）阻害剤を高用量で用いることにより、心臓障害、筋肉萎縮、認知症の発
症を抑制するという報告があり、これは ATP の増強によるものと考えられている。しかし、
XO/XDH阻害剤のより効果的な使用方法と、寿命に対する影響を解析する必要がある。 
 
２．研究の目的 
（１）細胞内における ADAMTS9/GON-1の機能には、GONドメインが重要であることがわか
っていた。そこで、細胞内で GONドメインと直接相互作用する分子を検討し、作用点を明らか
にする。細胞内における輸送は細胞が正常に機能するために必須な、調節性分泌、エンドサイト
ーシス、タンパク分解など、多岐に関与する。従って、そのメカニズムの解明は重要である。 
 
（２）これまで相反する報告があった、ミトコンドリアの状態と ATP量と寿命の関係を、明ら
かにすることである。さらに、ATP を増強させると言われているフェブキソスタットが、寿命
を延長させるか否かを検討する。ヒトにおいて、フェブキソスタットによる寿命延長の効果を測
定することは難しいため、線虫 C.elegansを用いて寿命を測定する。マウスを含むほとんどの哺
乳類は、尿酸を分解するウリカーゼを持っているが、ヒトはウリカーゼが不活性であるため、尿
酸を分解することができない。線虫 C.elegansもウリカーゼを持たず、尿酸を分解することがで
きないないため、ヒトにおけるフェブキソスタットの効果を調べるモデルとして適切である。 
 
３．研究の方法 
（１）ADAMTS9/GON-1の細胞内機能についての研究 
①RNAi 
C.elegans を用い、ER に局在する可能性のある蛋白質をコードする約 400 個の遺伝子に対して
RNAi を行い、gon-1 変異体の表現型（ER の形態異常とタンパク質分泌阻害）を抑圧する遺伝子
のスクリーニングを行った。 
RNAiにより、サプレッサー候補となった遺伝子に対する変異体を作成した。gon-1欠損変異体と
の２重変異体を作成し、RNAiの結果が再現できるかを確認した。 
 
②免疫沈降 
培養細胞 HEK293を用い免疫沈降法により、①の結果得られた GON-1と相互作用する分子の候補
と、GONドメインとの結合を検討した。 
 
③細胞内 Ca2+濃度変化の観察 
C.elegans と培養細胞 HEK293 に GCaMP6s を発現させ、ADAMTS9/GON-1 の機能抑制により細
胞質内の Ca2+濃度がどのように変化するかを調べた。さらに、①で見出したサプレッサーと思
われる遺伝子の発現を抑制した際に、細胞質内の Ca2+がどのように変化するかも観察を行った。
培養細胞 HEK293では、シングルコピーで KillerRed融合 GONドメインが発現する株を作成
し、GONドメイン失活直後の Ca2+の濃度変化を測定した。 
 
 



④IP3 受容体変異体作成 
C.elegansを用い、IP3 受容体の C.elegansホモログ（ITR-1）のユビキチン化サイトを置換した
変異体を作成した。作成した itr-1 変異体と gon-1 変異体の２重変異体を作成し、gon-1 変異体
における Ca2+調節異常の表現型が抑圧されるかを検討した。 
 
⑤ウエスタンブロットによる IP3 受容体のユビキチン化の検出 
HEK293を用い、ADAMTS9の siRNAを投与し、IP3 受容体のユビキチン化が変化するか否かを検討
した。さらに、GONドメインを発現することにより、IP3 受容体のユビキチン化が変化するか否
かも併せて検討した。 
 
⑥ERADとの関連を検討 
ERAD関連分子の１つである cdc48の線虫ホモログ（cdc-48.1, cdc-48.2）の変異体と gon-1 変
異体との２重変異体を作成し、gon-1 変異体の表現型が抑圧されるかを検討した。 
 
（２）C.elegansにおけるフェブキソスタット(FBX)の作用メカニズムの解析 
①C.elegansにおける FBX 効果の検討 
C.elegansに対し、FBXを投与し、加齢に伴う体壁筋のダメージを軽減できるかを検討した。観
察には、Pmyo-3::NLS-GFPと Pmyo-3::mito-GFPを発現した株（ccIs4251）を用いた。また、FBX
添加が、C.elegansの寿命に与える影響や ATP量の変化を検討した。 
 
②ミトコンドリア電子伝達系阻害剤添加時の FBX 効果の検討 
C.elegansに対し、電子伝達系阻害剤として NaN3を添加し、さらに FBXを添加し、生存時間を検
討した。 
 
③FBXの寿命への影響の検討 
C.elegansに FBXを投与し、寿命を測定した。その際、抗酸化剤として Vit.Cも同時に投与した。 
 
④アルツハイマー病、パーキンソン病、Duchenne 型筋ジストロフィーモデルに対する FBX の効
果の検討 
C.elegansのアルツハイマー病モデルとして、神経に Tauを発現させたトランスジェニック株を
用いた。パーキンソン病モデルとして、α-Syn (S129A)を発現させたトランスジェニック株を用
いた。Duchenne型筋ジストロフィーモデルとして、C.elegansの dystrophinホモログ（dys-1）
を欠損した変異体を用いた。上記トランスジェニック株や変異体に、FBXを投与し、表現型が緩
和されるか否かを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ADAMTS9/GON-1の細胞内機能についての研究 
①ERに局在する可能性のある蛋白質をコードする約 400 個の遺伝子に対して RNAiを行い、gon-
1 変異体の表現型を抑圧する遺伝子を探索した結果、hrd-1(sel-11)や erl-1 が候補となった。
hrd-1(tm1743), erl-1(tm2703)変異体と gon-1(tm3146)変異体を交配し、２重変異体を作成した
ところ、RNAiと同様に、gon-1 変異体の表現型を抑圧することが確認された。 
 
②HEK293を用い、GONドメインとヒト HRD1、または、ヒト Erlin1を発現させ、免疫沈降を行っ
た。その結果、GONドメインと、HRD1,Erlin1は結合することが示された。ヒト Erlin2と GONド
メインは結合が見られなかった。 
 
③HRD1 は ERAD 関連因子であり、Erlin1 は IP3 受容体のユビキチン化に関与する因子であるこ
とが知られているため、GONドメインと細胞内 Ca2+濃度の関係を検討した。 
・C.elegansの gon-1 変異体(tm3146)に KillerRed融合 GONドメインと GCaMP6sを発現させたト
ランスジェニックを作成した。KillerRedは、緑色光を照射することにより、融合してあるタン
パク質を失活させることができる。本研究では、gon-1 変異体を KillerRed融合 GONドメインで
レスキューしておき、緑色光照射直後から GONドメインを失活させることにより、GONドメイン
失活直後の Ca2+濃度を観察することができる。上記トランスジェニックに緑色光を照射した結
果、照射直後から細胞質の Ca2+濃度の上昇が見られた。この表現型は、hrd-1の発現を抑制する
ことにより、抑圧することが確認された。 
・HEK293のゲノムにKillerRed融合GONドメインをシングルコピーで挿入した株を用い、ADAMTS9
の発現抑制により、細胞内 Ca2+濃度が変化するか否かを検討した。その結果、C.elegansの結果
と同様に、緑色光照射直後から細胞質の Ca2+濃度の上昇が見られた。 
・HEK293のゲノムに KillerRed融合 GONドメインをシングルコピーで挿入した株を用い、ER内

の Ca2+濃度変化を測定した。その結果、緑色光照射により、ER内 Ca2+が低下していることがわか

った。 

これらの結果、GONドメイン失活により、ER内から Ca2+が流出していることがわかった。 



 

④上記結果を得たため、C.elegansを用い、IP3 受容体のユビキチン化サイトを置換した変異体

（itr-1(ΔUb)）を作成し、gon-1 変異体の表現型を抑圧できるか否かを検討した。その結果、

gon-1;itr-1(ΔUb)２重変異体では、gon-1 変異体の表現型が抑圧されることを確認した。 

 

⑤IP3 受容体はユビキチン化され、ERADにより分解されることが知られている。そこで、HEK293

を用い、ADAMTS9の発現抑制により、IP3 受容体のユビキチン化が変化するか否かを検討した。

その結果、ADAMTS9の siRNAを投与すると、IP3 受容体のユビキチン化が更新した。GONドメイ

ンを過剰発現することにより、IP3 受容体のユビキチン化が減少した。 

 

⑥ERAD に関わる因子の１つである、cdc48 の C.elegans ホモログ(cdc-48.1, cdc-48.2)の変異

体と gon-1 変異体の２重変異体を作成し、gon-1 変異体の表現型が抑圧されるか否かを検討し

た。その結果、cdc-48.1, cdc-48.2いずれの変異体でも、gon-1 変異体の表現型を抑圧すること

ができた。 

 

以上の結果より、GONドメインは、細胞内で IP3 受容体のユビキチン化を調節し、その結果、IP3

受容体の分解を調節していることがわかった。（論文投稿準備中） 

 
（２）C.elegansにおけるフェブキソスタット(FBX)の作用メカニズムの解析 
①C.elegansに対し、FBXが作用するか否かを 
検討した。FBXを添加し、体内の ATP量を測定 
した。FBXの添加により、体内の ATP量が増加
していることがわかった。また、Pmyo-3::NLS-
GFP と Pmyo-3::mito-GFP を 発 現 し た 株
（ccIs4251）を用い、加齢に伴い起こる体壁筋
の変性を抑制できるか否かを検討した。その結
果、FBX 添加により、体壁筋の変性を抑制する
効果があることが示された（図１）。 
FBXを添加した老化線虫のミトコンドリアの 
透過型電子顕微鏡写真を撮影し、FBXの効果を検討した。 
その結果、加齢 C.elegansのミトコンドリアのクリステは不鮮明になっていたのに対し、FBX 添
加下で飼育した加齢 C.elegansのミトコンドリアは、クリステが鮮明に維持されていた（図２）。 
 
②ミトコンドリア電子伝達系阻害剤添加時として 
NaN3を添加し、さらに FBXを添加した。 
NaN3のみの添加時に比べ、FBXを添加した方が 
全ての個体が死ぬまでの時間が延長された。 
この結果、FBXはミトコンドリア 以外の調節によ
り、 
ATPを補っていることが解明された。 
 

 

 

③C.elegansに対し、FBXを投与し寿命に変化が見

られるか否かを検討した。また、抗酸化剤として Vit. Cも同時

投与した場合とも比較した。その結果、FBX単独投与では寿命の

延長は見られなかったが、Vit. Cとの同時投与により、寿命の

延長が確認された（図３）。 
 
 
 
④C.elegansのアルツハイマー病モデルとして、 
神経に Tau を発現させたトランスジェニック株(tmIs390)を用
い、FBXを投与し、Tau 発現線虫の表現型を抑圧することを見出
した（図４）。tmIs388はマーカーだけを発現させたコントロー
ルとして使用した。 
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Mean 
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パーキンソン病モデルとして、α-Syn (S129A)を発現させたトランスジェニック株（tmIs913） 
に対し、FBXを添加した。さらに、抗酸化剤として Vit. Cも同時投与した。tmIs907はマーカー
だけを発現させたコントロールとして使用した。 
その結果、FBXと Vit.Cを同時添加した場合に、α-Syn (S129A)発現トランスジェニック株の表
現型を抑圧することを見出した（図５）。 
 
Duchenne型筋ジストロフィーモデルとして、C.elegansの
dystrophinホモログ（dys-1）を欠損した変異体に対して、 
FBXを投与し、影響を検討した。 
加齢 dys-1 変異体ではミトコンドリアの断片化が進行し、 
かつ、サルコメアの不均一性が促進されるが、 
FBXを添加することにより、ミトコンドリアの断片化（図
６）とサルコメアの不均一化が抑圧された（図７）。 
ミトコンドリア マーカー発現株として、ccIs4251を使用
した。サルコメアマーカー発現株として、st386を使用し
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに、dys-1 変異体の動きを評価するため、unc-22(e66)変異体との２重変異体を作成した。
この２重変異体に FBXと抗酸化物質として尿酸を添加し、一定時間内に動いた距離を測定した。 
その結果、何も添加しなかった時と比較し、FBXを添加した方が、C.elegansの動きが亢進して
いた。FBXを高濃度で添加し、かつ、尿酸を添加した場合が、最も動移動距離が長かった（図８）。 
 
以上の結果より、C.elegansに対し FBXを添加すると、 
FBXはミトコンドリアの負荷を減らすことにより、 
ミトコンドリアの保護作用を示すことを見出した。 
FBXを高濃度で添加した場合、抗酸化物質である尿酸量も 
減少してしまうため、FBXを添加すると同時に、抗酸化物質も 
添加する方がより FBXの効果が現れると考えられる。 
FBXはミトコンドリア を保護することにより、 
アルツハイマー病モデル、パーキンソン病モデル、Duchenne型筋
ジストロフィーモデルの C.elegansの表現型を抑圧していると 
考えられる。 
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