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研究成果の概要（和文）：食餌制限による寿命の延長効果は、多くの生物種において認められており、その基本
的な仕組みには共通点が多いと考えられている。本研究は、線虫をモデル生物として用い、腸管に発現する広い
基質選択性を示すアミノ酸トランスポーターとオリゴペプチドトランスポーターを共にノックアウトすること
で、線虫個体のアミノ酸アベイラビリティを大きく低下させることを示した。さらにこのモデルを用い、アミノ
酸アベイラビリティを低下させることが線虫の個体寿命の延長に繋がることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Prolongation of life span by dietary restrictions has been reported in many 
species. Its fundamental mechanisms behind have been supposed to be in common among species. This 
research used C. elegans as a model animal and demonstrated that it is possible to restrict whole 
body amino acid availability by double knockout of an intestinal amino acid transporter with broad 
substrate selectivity and an intestinal oligopeptide transporter. Furthermore, this research showed 
that, in this animal model, the restriction of whole-body amino acid availability results in the 
prolongation of life span.

研究分野： 薬理学

キーワード： アミノ酸　トランスポーター　寿命

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食餌制限による寿命の延長効果についてのこれまでの解析では、食餌中から特定の成分のみを厳密に選択的に除
くことは困難であり、食餌制限がもたらす寿命への影響を摂取カロリーの減少の影響として一括りに捉えること
が多かった。本研究は、線虫を用い、腸管の複数のトランスポーターのノックアウトにより、個体のアミノ酸ア
ベイラビリティを大幅に低下させるモデル系を確立し、アミノ酸栄養の制限による個体寿命の延長を実証したも
のである。その分子機構の解明は、寿命研究に新たな方向性を提示するものと期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
寿命を規定するメカニズムは、酵母、線虫、ショウジョウバエ、マウス、サルなどの様々なモ

デル生物を用いて研究が進められ、特に食餌制限による寿命の延長効果は多くの生物種におい
て認められており、その基本的な仕組みには共通点が多いものと考えられている（引用文献１）。
従来の研究では、食餌制限がもたらす寿命への影響を摂取カロリーの減少の影響として一括り
に捉えることが多かったが、近年になって、硫化水素や α-ケトグルタル酸などの代謝産物がセ
リン・スレオニンキナーゼ mTOR を阻害して寿命を延長すること、また、S-アデノシルメチオニ
ンによるメチル基転移が関わる寿命制御機構の存在も報告され、個々の代謝産物が関与する寿
命制御機構が徐々に注目され始めている（２,３,４）。しかしながら、代謝酵素の欠損変異体を
モデル系として用いたこれまでの解析では、実際に食餌から摂取した特定の栄養素の多寡が、同
様の仕組みを介して寿命に影響するのかという本質的な問いに答えることができず、また、食餌
中から特定の成分のみを厳密に選択的に除くことは困難である。これに対して、本研究は、こう
いった困難を克服する研究手法として、アミノ酸の腸管吸収を担う分子を欠失させることで生
体へのアミノ酸アベイラビリティを低下させた変異体を用い、アミノ酸栄養が持つ寿命制御因
子としての機能を探索するものである。 
 
２．研究の目的 
本研究は、アミノ酸栄養が持つ寿命制御因子としての機能を探索するものであるが、その目的

を達成するため、モデル生物として線虫 C. elegans を用いる。研究代表者らは、1990 年代初頭
よりアミノ酸トランスポーターの分子同定と機能解析を行ってきたが、その生理的役割の研究
においては、ノックアウトマウスとともに、遺伝子改変が容易なモデル生物として線虫を用いた
研究を行ってきた（５）。線虫は、変異体の作製が容易であるとともに、世代交代が早いため、
寿命に対する影響も容易に観察することができる利点がある。本研究では、線虫のゲノム上に見
いだされたアミノ酸トランスポーターのうち腸管に発現するものに着目し、その機能欠失によ
り生体のアミノ酸アベイラビリティを低下させるものを選択した。その機能欠失変異体の表現
型を解析することで、アミノ酸栄養が持つ寿命制御因子としての意義を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
線虫 C. elegans のゲノム上にコードされるアミノ酸トランスポーターから、腸管に発現し、か

つその機能欠失により生体のアミノ酸アベイラビリティを低下させるものを選択し、寿命を含
めた表現型解析を行った。そのトランスポーターについて、アミノ酸輸送機能、それが関連する
タンパク質相互作用、線虫での局在とその日齢による変動の解析を行った。さらにグルーバルプ
ロテオミクス、リン酸化プロテオミクスの測定系を立ち上げ、アミノ酸トランスポーターの抑制
によって引き起こされる機能変動と適応機構の解析に適用した。 
 
４．研究成果 
(1) 腸管に発現し、かつその機能欠失により生体のアミノ酸アベイラビリティを低下させるト
ランスポーターの選定 
 線虫 C. elegans のゲノム上の遺伝子がコードする推定タンパク質のうち、哺乳類の
SLC(solute carrier)ファミリーのトランスポーターと相同であり、かつデータベース上線虫の
腸管に発現し、さらに哺乳類のアミノ酸トランスポーターファミリーである SLC7 ファミリーと
相同なトランスポーター群に着目した。SLC7 ファミリーは、その基質認識の特性から基質選択
性の広いアミノ酸トランスポーターからなる哺乳類の代表的なトランスポーターファミリーで
ある（６）。 
 線虫のゲノム上にコードされる推定タンパク質に関して、哺乳類の SLC7 ファミリーと相同な
ものを探索した結果、AAT-1、AAT-2、AAT-3、AAT-4、AAT-5、AAT-6、AAT-7、AAT-8、AAT-9、お
よび CeCAT1、CeCAT2、CeCAT3 が SLC7 ファミリーに相同な線虫の推定タンパク質として特定され
た。このうち CeCAT1、CeCAT2、CeCAT3 は、SLC7 ファミリーの塩基性アミノ酸トランスポーター
（CAT）サブファミリーに相同なものであり（６）、塩基性アミノ酸のみを輸送する狭い基質選択
性を示す。これに対して、AAT-1〜9 は、SLC7 ファミリーのヘテロ二量体型アミノ酸トランスポ
ーター（HAT）サブファミリーに相同なものであり（６）、中性、塩基性、酸性アミノ酸を含む広
い基質選択性を示すものと推定された。本研究は、まずはその機能欠失変異により線虫へのアミ
ノ酸アベイラビリティを広くさせるものに焦点を絞ることとし、広い基質選択性を示すと推定
される HAT サブファミリーに相同な AAT-1〜9 に着目した。 
 AAT-1〜9 のうち、線虫の腸管に発現するものを選別する目的で、AAT-1〜9 のそれぞれの遺伝
子のプロモーターに GFP(Green Fluorescent Protein)の cDNA を組み込んだプラスミドを構築
し、線虫の成虫の生殖巣にマイクロインジェクションすることで導入した。GFP の検出は、成虫
を蛍光顕微鏡下で観察することにより行い、GFP の検出をもって遺伝子発現の指標とした。その
結果、AAT-1 は感覚神経細胞（Amphid, phasmid neuron）、AAT-3 は別の感覚神経細胞（外部セン
サーニューロン）、AAT-2 は咽頭および一部の腸管の細胞、AAT-7 は頭側および尾側に限局した一
部の腸管の細胞、AAT-4 および AAT-8 は体幹中央部分を中心にした腸管の細胞、AAT-6 は体幹全
域に渡る腸管の細胞に発現することが明らかになった。以上の発現の分布の解析に基づき、その



機能欠失変異により線虫へのアミノ酸アベイラビリテ
ィを広く低下させるものの候補として、体幹全域に渡
る腸管の細胞に発現する AAT-6 を選定した。 
 線虫へのアミノ酸アベイラビリティを評価する指標
として、種々のものが可能であるが、本研究では、その
機能的な指標として産卵数への影響（progeny number）
を検討した。RNA 干渉（RNAi）による線虫個体での AAT-
6 のノックダウン（feeding method）を行い、産卵数へ
の影響を検討したところ、AAT-6 単独のノックダウンで
は産卵数の減少は生じなかった（図１の aat-6 RNAi）。
線虫においても、哺乳類と同様に、腸管からのタンパク
質消化産物吸収を担うトランスポーターとして、アミ
ノ酸トランスポーターに加えてオリゴペプチドトラン
スポーターが存在する。線虫では、タンパク質消化産物
吸収におけるアミノ酸トランスポーターとオリゴペプチドトランスポーターの寄与率は十分検
討されていないが、哺乳類においてはアミノ酸トランスポーターとオリゴペプチドトランスポ
ーターはほぼ同等の寄与があるとされている。線虫の腸管にはオリゴペプチドトランスポータ
ーPEPT-1 が管腔側膜に存在し、タンパク質消化産物であるジペプチド、トリペプチドの吸収を
担っている。そこで、線虫へのアミノ酸アベイラビリティを広く低下させるには、AAT-6 ととも
にオリゴペプチドトランスポーターPEPT-1 の機能を欠失させる必要性を想定した。図１に示す
ように、PEPT-1 のノックアウト線虫（図１の pept-1(-)）では野生株（図１の wild type）に比
べて、産卵数は少ないが、この PEPT-1 のノックアウト線虫において、RNA 干渉により AAT-6 を
さらにノックダウンすると、産卵数がゼロになるという強い表現型が得られた（図１）。これは、
AAT-6 と PEPT-1 をともに機能欠失させることで、線虫のアミノ酸アベイラビリティを強く低下
させることができたことを示唆している。AAT-6 と PEPT-1 の機能欠損は、線虫の摂食活動（咽
頭の周期的運動により評価）には影響しないことは確認している。以上のような結果に基づき、
本研究では AAT-6 と PEPT-1 の共機能欠失体を線虫のアミノ酸アベイラビリティを低下させたモ
デルとして用いることとした。 
 
(2) AAT-6 の特性解析 
 PEPT-1 は、線虫の腸管の管腔膜に存在し、タ
ンパク質消化産物であるジペプチド、トリペプ
チドの吸収を担うことが示されているため、本
研究では、AAT-6 と PEPT-1 の共機能欠失体の表
現型を評価するための基盤情報を揃える目的
で、AAT-6 タンパク質の線虫における局在と輸
送機能の解析を行った。 
 トランスポーターとしての輸送機能の解析に
おいては、アミノ酸取り込みの背景値が低く、
アミノ酸トランスポーターの機能解析に適する
アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた。
AAT-6 の cRNA を合成し、マイクロインジェクシ
ョンよりアフリカツメガエル卵母細胞に注入して発現させたところ、単独では、輸送活性は見ら
れなかった。哺乳類の HAT サブファミリーは、トランスポーターの機能発現に１回膜貫通型のタ
ンパク質とヘテロ二量体を作ることが必要とされ、この１回膜貫通型のタンパク質は哺乳類で
は２つ存在する（６）。これと相同な１回膜貫通型タンパク質が、線虫においても２つ存在する
ため（ATGP-1 および ATGP-2）、AAT-6 と ATGP-1 あるいは ATGP-2 との共発現をアフリカツメガエ
ル卵母細胞で試みた。その結果、AAT-6 は、ATGP-1 との共発現でアミノ酸輸送活性を示すことが
明らかになった。哺乳類の HAT は第３膜貫通領域と第４膜貫通領域に挟まれた細胞外ループの
システイン残基を介して１回膜貫通型タンパク質とジスルフィド結合で連結されているが、AAT-
6 は相同なシステイン残基を欠いているものの非共有結合的に ATGP-1 と複合体を作っているこ
とを免疫沈降で確認した。AAT-6 と ATGP-1 との共発現によって得られるアミノ酸輸送活性の基
質選択性を図２に示す。AAT-6 は、中性アミノ酸全般（システイン、プロリン、シスチンは除く）
と塩基性アミノ酸を輸送する極めて広い基質選択性を示す。これは、シスチンおよびシステイン
を輸送しないということ以外は哺乳類の HAT ファミリーのメンバーである b0,+AT（SLC7A9）に相
当するものである。AAT-6 は、これまでの過程で求めてきた広い基質選択性を示すアミノ酸トラ
ンスポーターであることが確認された。 
 AAT-6 は、線虫の体幹全域に渡る腸管の細胞に発現することは、AAT-6 のプロモーターに GFP
を繋いだ construct を導入することにより示されたが、さらに AAT-6 タンパク質の細胞内局在
を明らかにするため、GFP タグを付けた AAT-6 を導入した線虫を作製した。線虫を蛍光顕微鏡で
観察したところ、GFP の強い蛍光が腸管全長に渡り管腔側膜に見られ、AAT-6 は腸管全長に渡り



管腔側膜に存在することが明らかになった（図３）。AAT-6 の機能
発現に必要であった ATGP-1 については、N-末端に蛍光タンパク
質 mCherry を繋ぎ線虫に導入したところ、図３に示すように、腸
管では、腸管全長に渡り管腔側膜に存在し、AAT-6 と共局在して
いた。アフリカツメガエル卵母細胞発現系において、ATGP-1 とは
異なり、AAT-6 の機能活性に寄与しなかった ATGP-2 は、同様に
N-末端に蛍光タンパク質 mCherry を繋ぎ線虫に導入したところ、
腸管では発現せず、AAT-6 との共存は見られなかった。また、ア
フリカツメガエル卵母細胞発現系において、ATGP-1 が AAT-6 の
機能発現に必要なのは、AAT-6 の細胞膜移行に ATGP-1 と複合体
を形成することが必要であるためであることが明らかになった。 
 
(3) AAT-6 と PEPT-1 の共機能欠失の表現型と寿命への影響 
 図１に PEPT-1 のノックアウト線虫で AAT-6 をさらにノックダ
ウンすると、産卵数がゼロになるという強い表現型が得られるこ
とを示した。このことから、AAT-6 と PEPT-1 をともに機能欠失さ
せることで、線虫のアミノ酸アベイラビリティを強く低下させる
ことができるものと想定し、本研究では、AAT-6 と PEPT-1 の共機
能欠失体を線虫のアミノ酸アベイラビリティを低下させたモデ
ルとして用いている。AAT-6 と PEPT-1 の共機能欠失による影響
を広範に検討するため、AAT-6 と PEPT-1 の共ノックアウト体を
作製した。上述のように AAT-6 と PEPT-1 の共ノックアウト体で
は産卵数がゼロとなるため、AAT-6 のホモノックアウト
体とPEPT-1のヘテロノックアウト体を交配することで、
AAT-6 と PEPT-1 の共ノックアウト体を得て、表現型解析
を行った。図４に示すように、野性型（図4のwild type）、
AAT-6 ノックアウト（図 4 の aat-6(-)）、PEPT-1 ノック
アウト（図 4 の pept-1(-)）、AAT-6/PEPT-1 共ノックア
ウト（図 4 の pept-1(-);aat-6(-)））の線虫の生存期間
を比較したところ、共ノックアウトで、野性型と比較し
て有意に長い生存期間を示した。この生存期間の延長
は、共ノックアウト線虫に AAT-6 を導入してレスキュー
することで野生型に戻った（図 4 の pept-1(-);aat-6(-) 
+ GFP-tagged aat-6））。これは、アミノ酸アベイラビリ
ティを低下させることで個体寿命が延長することを示
唆するものである。 
 産卵数がゼロとなることおよび寿命延長以外の AAT-6/PEPT-1 共ノックアウト体の表現型とし
ては、体長が短くしかも日齢に伴う成長が起こらないことである。これらの表現型は、これまで
の寿命関連の先行研究において、寿命の延長に伴って現れることが多いことでも知られている。
AAT-6/PEPT-1 共ノックアウト体では、日齢２日から日齢７日にかけて体長は変化せず、野生型
が十分な成長を遂げる日齢４〜５日では、AAT-6/PEPT-1 共ノックアウト体の体長は野生型の 15
〜20%程度であった。さらに AAT-6/PEPT-1 共ノックアウト体では、発達も障害され、L1 ステー
ジのまま止まってしまっていた。 
 
(4) AAT-6 の管腔膜局在と日齢（aging）との関係 
 AAT-6 は、ATGP-1 と共局在し、複合体を作って存在することをすでに述べたが、研究代表者ら
は、AAT-6 には C-末端に PDZ 結合ドメインを持ち、線虫の PDZ タンパク質である NRFL-1 と結合
することをすでに示している（５）。AAT-6 は、ATGP-1 および NRFL-1 という２つの結合タンパク
質が明らかになったので、本研究において、線虫の in vivoにおける AAT-6の局在における ATGP-
1 と NRFL-1 の寄与を検討した。日齢３日までは、ATGP-1 および NRFL-1 を単独あるいは共にノ
ックアウトしても線虫腸管の管腔膜での AAT-6 の局在には変化はなかった。しかし、NRFL-1 ノ
オクアウト個体においては、日齢４日から AAT-6 の管腔膜への局在が乱れ、AAT-6 の蛍光（GFP
融合タンパク質）が細胞内にも見られるようになり、ウエスタンブロットで検討した AAT-6 のタ
ンパク質総量も減少していた。ATGP-1 のノックアウト個体では追跡した日齢６日までは AAT-6
の管腔側膜局在には有意な変化は見られなかったが、日齢６日に置いて有意差はないものの
AAT-6 の内在化の傾向が観察されており、NRFL-1 と同様に ATGP-1 も日齢（aging）ととともに内
在化する AAT-6 を管腔側膜に止める役割を果たしている可能性がある。 
 
(5) AAT-6/PEPT-1 共機能欠失による寿命延長の機序の解析に向けて 
 本研究によって、線虫の AAT-6/PEPT-1 共ノックアウトがこれまでになかった個体のアミノ酸
アベイラビリティを強く低下させるモデルとして有用であること、そしてアミノ酸アベイラビ
リティを低下させることで線虫の寿命延長効果が得られることが示された。そのメカニズム探
索において、個別のシグナル経路に着目した解析のみでは、複数の制御機構が共存する生体システ



ムの中で、寿命という非常に複雑な生命現象がどのように制御されているのかを明らかにすることは容
易でない。生体システム全体を捉える網羅的な手法を用いる必要があり、アミノ酸アベイラビリティ
に従ったシグナル系の変動を網羅的に捉えるため、網羅的なリン酸化プロテオミクスが有用であると考
えられる。本研究において、リン酸化プロテオミクスによる細胞内シグナル解析の成否に大きく
影響するリン酸化ペプチド濃縮、安定同位体標識化などのサンプル調整方法を最適化し、培養細
胞を用いて、アミノ酸トランスポーター阻害薬によるリン酸化プロテオームの変動が検出可能
かどうか、検討した。アミノ酸トランスポーター阻害薬としては、中性アミノ酸の取り込みを広
く抑制する薬物を用いた。その結果、アミノ酸トランスポーターの抑制によって細胞へのアミノ
酸アベイラビリティを低下させることで大きなリン酸化プロテオームの変動が生じ、特に細胞
周期、タンパク質合成、細胞骨格制御に関わるシグナル系に大きな変化が見られることが明らか
になった。これにより、リン酸化プロテオミクスを用いることで、線虫のアミノ酸アベイラビリティの
変動によるシグナル系変動の網羅的な把握が現実的となり、現在その検討を進めている。 
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