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研究成果の概要（和文）：　モデル生物・線虫Caenorhabditis elegansの休眠・寿命を制御するインスリン様ペ
プチド・INS-35の分泌制御因子の探索を行った。その際、膜輸送に関与するRabファミリータンパクに着目し
た。
　RNAiスクリーニングにより、INS-35の分泌制御に関わるRab-6.2を選別した。Rab-6.2は腸でのINS-35の分泌制
御に関与するのみならず、頭部神経細胞でインスリン様ペプチドDAF-28の分泌にも関与していた。加えて、休眠
制御に関与するRab-18を選別した。Rab-18が腸で発現するコレステロールトランスポーターNCR-1の膜輸送制御
を介して生育/休眠を制御していた。

研究成果の概要（英文）：　　In this research, I searched Rab family proteins which are relevant to 
regulation of INS-35, one of the insulin-like peptide of the model organism, Caenorhabditis elegans.
   My RNAi screen revealed that Rab-6.2 and Rab-18 are associated with regulation of larval diapause
 of C. elegans. I demonstrated that Rab-6.2 is relevant to regulation of INS-35 secretion in 
intestine. Moreover, Rab-6.2 is relevant to secretional regulation of DAF-28, one of the C. elegans 
insulin-like peptides, in head neurons. In addition, I next focused on Rab-18. I demonstrated that 
Rab-18 is associated with membrane traffic of NCR-1, a cholesterol transporter, expressed in 
intestine. Thereby, Rab-18 is relevant to regulation of larval development/diapause.

研究分野： 分子生物学・生物有機化学

キーワード： 線虫C. elegans　腸ペプチド　インスリン　分泌制御　幼虫休眠　コレステロールトランスポーター
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、インスリン様ペプチドの分泌を制御するRab-6.2を同定した。同タンパクはヒトにも存在するが、
インスリン分泌に関与することは知られていない。故に、本研究により得られた学術的意義は非常に大きい。同
タンパクがインスリン分泌不全による糖尿病発症に関与するかは極めて興味深い（社会的意義）。また、本研究
では、Rab-18が腸で発現するコレステロールトランスポーターの膜輸送に関与することを示した（新知見）。こ
の学術的意義は大きい。ヒトのコレステロールトランスポーターNPC1L1の膜輸送機構には不明な点が多く、本知
見をNPC1L1阻害、即ち、高脂血症予防に展開する可能性を見出した（社会的意義）。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 これまで申請者は、モデル生物・線虫 C. elegans を用い、インスリン様ペプチドを基軸とした休眠・寿
命制御機構に関する研究を展開してきた (河野 強 化学と生物 2017)。休眠・延命を促進するインスリン
様ペプチドを世界に先駆けて発見したこと (Kawano et al. BBRC 2000; Matsunaga, Kawano et al. BBRC 
2012) を契機に、休眠・寿命を制御する多数のインスリン様ペプチドを同定し、その機能解析を行った。
このうち、微小重量に応答して寿命を制御する INS-35 (Honda, Kawano et al. Sci. Rep. 2012) は、(1) 主に
腸で産生されること、(2) 幼虫時の生育環境（餌・フェロモン量）に応答して可逆的に分泌方向を基底膜
側（擬体腔）/頂端側（腸管内腔）に変動させること、(3) 通常生育/休眠のスイッチングに関与すること、
などを明らかにした（Matsunaga, Kawano et al. Nat. Commun. 2016）。本新発見の概略図を下に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 上述の背景の下、本研究では、個体モデルを用いて腸ペプチド・タンパクの分泌極性制御因子を探索
し、その機能解析行うことを通じて、未知なる腸ペプチド・タンパクの分泌制御機構を明らかにするこ
とを目的とした。将来的には、本研究で得られた知見を、ヒト結腸ガン由来 Caco-2 細胞・オルガノイ
ドを用いた細胞・組織レベルの研究、ならびに、マウスを用いた個体レベルの研究に展開することを視
野に入れている。 
 
３．研究の方法 
 研究方法の概要は、以下の通りである。膜輸送の制御に関わる Rab ファミリータンパク（線虫 C. 
elegans では 31 種存在）に着目した。(1) 腸ペプチドであるインスリン INS-35 に緑色蛍光マーカーVENUS
を連結した分泌極性検出モデルの構築、(2) 順・逆遺伝学的手法による蛍光インスリン分泌極性を制御す
る遺伝子の同定、(3) 分泌制御遺伝子の機能解析 (時空間的発現パターン・蛍光インスリンとの共局在性・
幼虫生育/休眠の制御) を行った。加えて、Rab ファミリータンパクのうち、INS-35 の分泌制御を介さず
に幼虫生育/休眠の制御に関与する Rab ファミリータンパクを探索し、その分子機構の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 検定用線虫 (蛍光インスリン INS-35::VENUS 安定発現株) の作出 
 染色体外遺伝子として存在する蛍光遺伝子 ins-35p::ins-35::venus を染色体内に挿入し安定発現株を作
出した。本株を用いて INS-35 の分泌制御に関わる Rab ファミリータンパクの探索（RNAi スクリーニ
ング）を行った。 
 
(2)  INS-35 の分泌制御に関わる Rab タンパクの探索・同定と分子遺伝学的解析 
 INS-35 の分泌（INS-35::mRFP の体腔細胞への蓄積）変動を指標として RNAi スクリーニングを行っ
たところ、Rab-6.2 が最も INS-35 の分泌を抑制した。そこで、本タンパクが INS-35 の分泌に関与する
ことを証明するために、分子遺伝学的解析を行った。 
 rab-6.2 遺伝子破壊による INS-35 の分泌変動を解析した。（下図） 
 
 
 
 
 
 
   rab-6.2 遺伝子構造        （蛍光写真）                      （定量測定） 
                              
                             
                             INS-35::VENUS の体腔細胞への蓄積 



rab-6.2 遺伝子破壊により INS-35::VENUS の体腔細胞への蓄積（INS-35 の分泌）が著しく低下したこと
から、Rab-6.2 が INS-35 の分泌を促進することが明らかとなった。このことは、INS-35::VENUS と Rab-
6.2::mRFP が腸細胞内で共局在することからも支持された。 
 一方、rab-6.2 遺伝子破壊による休眠上昇率は ins-35 遺伝子破壊による休眠上昇率を超えていたこと
から、Rab-6.2 は他のインスリン様ペプチドの分泌制御に関与する可能性が示唆された。そこで、頭部
神経細胞 ASI で産生され、幼虫生育/休眠制御に中心的な役割を果たす DAF-28 に着目した。Rab-6.2 存
在下（野生株）、非存在下（rab-6.2 遺伝子破壊株）に於ける DAF-28 の分泌（DAF-28::mCherry の体腔
細胞への蓄積）変動を検証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               (蛍光写真）                                     （定量化） 
                               INS-35::VENUS の体腔細胞への蓄積 
 
上図に示すように、rab-6.2 遺伝子破壊により DAF-28::mCherry の体腔細胞への蓄積（DAF-28 の分泌）
が低下したことから、Rab-6. 2 は DAF-28 の分泌制御を介して幼虫生育/休眠制御に関わることがあき
らかとなった。このことは、Rab-6.2::mRFP が DAF-28 産生細胞である ASI でも発現することからも支
持される。 
 以上をまとめると、Rab-6.2 は腸で産生される INS-35 の分泌のみならず、頭部神経細胞 ASI で産生
される DAF-28 の分泌制御を介して、幼虫生育/休眠の制御に関わることが明らかとなった。Rab-6.2 が
腸ならびに頭部神経細胞において、インスリン様分子の分泌制御に関わることは非常に興味深い。ヒ
トにおいて RAB-6 がインスリン様ペプチドの分泌制御に関与する、との報告はない。 
 
(3) 幼虫生育/休眠の制御に関わる他の Rab タンパクの探索・同定と分子遺伝学的解析 
 INS-35 の分泌（INS-35::VENUS の体腔細胞への蓄積）変動を指標として RNAi スクリーニングに加
えて、幼虫生育/休眠の変動を指標とした RNAi スクリーニングを行った。Rab-18 RNAi は著しい休眠
上昇を示すが、INS-35 の分泌には関与しなかった。Rab-18 変異はヒトではワールブルグ・ミクロ症候
群の原因となることから、Rab-18 を対象とした分子遺伝学的解析を行うこととした。 
 分子遺伝学的解析により、Rab-18 はインスリン様シグナルの下流に位置するステロイドホルモンシ
グナルに関与することが明らかとなった。また、腸特異的 RNAi により Rab-18 の作用点は腸であるこ
とが明らかとなった。そこで、ステロイドホルモン dafacronic acid の原料となるコレステロール輸送体
NCR-1 に着目した。エピスタシス解析により、rab-18 の作用点は ncr-1 であることが明らかとなった。
（下図） 
 
                    そこで、RAB-18 が NCR-1 の頂端側への膜輸送に関         
                    与するのかを検証した。腸で発現するコレステロールト       
                    ランスポーターNCR-1 は頂端側（腸管内腔側）に膜輸送 
                    されるが、rab-18 欠損では頂端側への膜輸送が、rab-18 
                    欠損では頂端側への膜輸送が著しく阻害された。（下図） 
                    このことから、Rab-18 は NCR-1 の膜輸送に関与し、腸管 
                    からのコレステロール吸収の制御を介して、幼虫生育/休 
                    眠制御に関わると結論づけた。 
                     
                    
                     
 
 
 
                        Rab-18 欠損による腸コレステロールトラン 
 
 
 rab-18 KO, ncr-1 KO, rab-18 KO;ncr-1 KO の 
       幼虫生育阻害（休眠）率 
                     Rab-18 欠損による腸コレステロールトランスポーター 
                           NCR-1 の頂端側への輸送不全 
        



このことは、VENUS::RAB-18とNCR-1::mRFPが腸細胞内で共局在することからも支持された。（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 腸コレステロールトランスポーターNCR-1 と Rab-18 の共局在 
 
 
 
 以上をまとめると、腸で機能する RAB-18 はコレステロールトランスポーターNCR-1 の頂端側への
膜輸送を制御し、ステロイドホルモン dafachronic acid の生合成に関与することを介して幼虫生育/休眠
制御に関与することが明らかとなった。NCR-1 はヒト小腸で発現するコレステロールトランスポータ
ーNPC1L1 のホモログであり、NPC1L1 の膜輸送がヒト RAB-18 によって制御されるのかが、非常に興
味深い。 
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