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研究成果の概要（和文）：RNAi（RNA干渉）は、二本鎖RNAを細胞に投与すると、細胞内で同一配列を持つmRNAの
分解を起こして遺伝子機能を抑制する生命現象である。最初に線虫で発見されたが、ヒト細胞を含めて同様に現
象が確認され、医療応用を目指して研究されている。我々は、この現象が二本鎖RNAの小胞輸送メカニズムを介
した細胞間の移動により成り立っているという仮説に基づき、全身性RNAiが亢進する遺伝子変異体zipt-9（二本
鎖RNAの取り込みに関わる）と、２つの変異体tbc-3及びrexd-1（二本鎖RNAの分泌に関わる）を見出した。これ
らの分子の機能により、餌から取り込んだ二本鎖RNAは全身に拡散して作用する。

研究成果の概要（英文）：RNA interference is a phenomenon that double stranded RNA (dsRNA) acts to 
degrade mRNA molecules that have the same sequence. The phenomenon was first discovered in C. 
elegans, but later, was also demonstrated to be active other cells including humans, suggesting 
usefulness for application to medical treatments. We hypothesized that dsRNA molecules are 
transferred via the vesicular trafficking function. We screened and found that zipt-9 mutants show 
an enhanced RNAi phenotype via importing dsRNA into cells. We also found that two mutants tbc-3 and 
rexd-1 show a decreased RNAi phenotypes, and the two molecules are involved in exporting dsRNA from 
cells. When animals eat E. coli with dsRNA as a food, animals can absorb dsRNA into intestinal cells
 and then secrete  these dsRNA into extracellular spaces. Other tissues absorb dsRNA and the RNAi 
effects can spread to the whole body.  

研究分野：分子細胞生理学

キーワード： RNAi　Caenorhabditis elegans　vesicular traffic　zipt-9　tbc-3　rexd-1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAi（RNA干渉）は二本鎖RNA（人工合成されたsiRNAを含む）を細胞に投与することで、細胞内の同一配列mRNA
を分解して遺伝子機能を抑制する生命現象である。ヒト細胞などでも有効であることから、分子細胞生物学的な
実験で多用されている。一方、当初期待されていた医療応用に関しては、一部の脳神経系疾患などに応用されて
臨床試験も進んでいるが、ウイルス感染症やがんなどの重篤な疾患の治療には劇的な成果に至っていない。我々
は、RNAiが増強する線虫の遺伝子変異体が存在することを明らかにした。これは、生体内でRNAi経路が特定の遺
伝子を抑制することで増強でき、治療の適用を拡大できる可能性を示している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
全身性RNAiは、線虫において最初に発見された。すなわち、二本鎖RNAを躰のどこかで作用さ
せると他の細胞や組織でも同一mRNA分子の分解が起こり、遺伝子機能抑制が可能になること
はRNAiが最初に発表された時点(Fire et al., Nature 1998)で知られていた。その後、比較的早い
段階より、人工合成されたsiRNAをヒト培養細胞に投与することで、遺伝子発現抑制に使うこと
が可能と判明し、商業ベースでsiRNAが提供されているため、ヒトでRNAiが有効であることは
自明であった。このような可能性から、最初の発見者であるFire博士とMello博士が2006年にノ
ーベル生理学医学賞を受賞している。上記の最初の論文を発表して間もない時期に、Mello博士
より、RNAiに関して私の研究室との共同研究を依頼されたことが、申請者がRNAiに関わるよう
になったきっかけである。Mello博士は主として、RNAiに関わる酵素などの分子に興味があり、
一方で、申請者は、Mello博士との共同研究を始める前より小胞輸送に興味を持って、線虫の遺
伝学的研究を進めていた。そこで、共同研究として、Mello研究室のテーマに参加すると共に、
それとは別個に全身性RNAiと小胞輸送の関係を解析することとした。 
２．研究の目的 
本研究では、これらの分子の作用メカニズムを線虫の分子遺伝学と生理学的な手法を組み合わ

せることで解明することを目的とした。特に、小胞
輸送では細胞外の物質の取り込みと細胞内の物質の
分泌によって細胞間の分子の移動が行われることか
ら、全身性 RNAi で dsRNA がどのように細胞間を
移動するのかということが主要な疑問である。一方
で、既にヒト脳などに対する RNAi 治療の実用化が
進んでいる。しかし、最先端研究でも劇的な効果が
期待できる対象臓器は少ない。一般的な組織におい
て有効になる方策を見出すには、投与した siRNA の
代謝や細胞内での挙動を解明することが重要な情報
となり、それらの情報を用いて、効果的に RNAi を
起こすことができるようになる条件を見出すことが
目的である。 
本研究では、まずは、線虫という全身性 RNAi が発
見され、かつ、極めて明確な表現型が観察される材
料を用いて、この生命現象に関わる候補分子を同定
し、機能を調べる。全身性 RNAi に関わり、かつ、
細胞内小胞輸送のメカニズムを修飾していると考え
られる新規遺伝子を順遺伝学的手法により、１０個
以上同定しているが、本研究ではその中の 3 個の遺

伝子に焦点を当て、3個の遺伝子の産物と相互作用する分子を含めて全身性 RNAi に関わる遺伝
子の同定とその作用機序を明らかにする。その過程で、細胞内で dsRNA がどのような経路（ど
のような分子の作用でどのような細胞内コンパートメント内に局在するか）を辿って細胞に取
り込まれ（図参照）、関連する分子とどのような関係にあるかも付随的に解明することを目的と
した。 
３．研究の方法 
（テーマ１）亜鉛トランスポーターの全身性 RNAi における作用メカニズムの解析：我々は、線
虫を用いて遺伝的なスクリーニングを行なった結果、rsd-3 という ENTH ドメインを持つタン
パク質を同定した(Imae R, Dejima K, Kage-Nakadai E, Arai H, Mitani S. Sci Rep. 2016 Jun 16; 6: 
28198.)。この遺伝子の変異体では全身性 RNAi が減弱することを利用し、この変異体にさらに
変異導入することで全身性 RNAi が回復するストレインを分離した（サプレッサーと呼ぶ：GFP
発現トランスジェニック個体に GFP に対する RNAi を作用させるとで rsd-3 変異体では、蛍光
が減弱しないが、再び全身性 RNAi が有効になると蛍光が消退する）。その中でも亜鉛トランス
ポーターzipt-9 についての解析を重点的に行った。zipt-9 がどのオルガネラで RNAi を調節して
いるかを調べるために、zipt-9 遺伝子のゲノム断片を long PCR にて増幅し、そこにGFP cDNA
を連結して発現解析コンストラクトを作成し、線虫トランスジェニック株を作成し、zipt-9 変異
体を回復することを確認した上で RNAi 機能が発現している局在部位の解析を行った。zipt-9 は
ヒト亜鉛トランスポーターZIP9 の相同分子であるが、線虫内で本当に作用しているイオンが亜
鉛であるかどうかを確認するために、亜鉛検出蛍光レポーターを用いて zipt-9 変異体における
亜鉛の濃度変化を観察した。RNAi の作用に対して、種々の金属イオンを添加した状態で表現型



の変化があるかどうかにより zipt-9 変異体で効果を持つイオンが亜鉛そのものであるかどうか
を検証した。線虫には２３種類の亜鉛トランスポーター遺伝子が存在する。相同性から考えて、
いずれも細胞質の亜鉛濃度を上昇させるか低下させるかの働きを想定されている。これらの変
異体での RNAi の効果を検証した。亜鉛トランスポーター変異体と、rsd-3 その他の RNAi を調
節する分子との間の遺伝学的相互作用を調べ、機能のエピスタシスや冗長性を明らかにする。
zipt-9 変異体では dsRNA の取り込みか放出のどちらが主要な作用メカニズムであるかを検討す
る。 
（テーマ２）Rab GAP タンパク質による二本鎖 RNA の細胞内輸送機構の解析：順遺伝学的手
法によって、RNAi 耐性（Rde）の変異体をスクリーニングした。線虫に bli-1 遺伝子の dsRNA
を餌の大腸菌に発現させておくと、線虫には Bli 表現型（表皮に水疱ができる）がみられる。予
め変異導入を行った個体に bli-1 の RNAi を与えて、Bli にならない個体を分離した。変異体を
次世代シーケンス解析し、既知の RNAi 抵抗性の遺伝子を除外して、新規の RNAi 抵抗性の多数
の新規候補分子を発見した。その中に、Rab GAP タンパク質の１つであるTBC-3 と、新規のタ
ンパク質 REXD-1 が存在していた。これらの遺伝子にGFP cDNA を融合して線虫でトランスジ
ェニック発現させることにより、これらの分子の局在を調べた。これらの分子の変異体において、
dsRNA の取り込みか、放出かのどちらが異常になるかを検証した。また、線虫の tbc-3 変異体
や rexd-1 変異体の単独では、全身性 RNAi は完全には抑制されないが、他の既知の RNAi に関
わる分子との間の機能的冗長性を検証し、どのような経路の和で上記のような機能が達成され
ているかを検証した。 
４．研究成果 
（テーマ１） 
zipt-9 の機能解析では、rsd-3 変異体との二重変異体で RNAi が回復することを見出したが、
zipt-9 単独でも RNAi は増強されることから、RSD-1 の抑圧だけでなく、基本的に RNAi が強く
なる（Enhanced RNAi（Eri）の表現型を呈する）ことが分かった。また、ヒト相同遺伝子である
ZIP9 のトランスジェニック発現を行うと、zipt-9 の変異体の表現型が減弱することが分かった。
したがって、線虫 zipt-9 遺伝子はヒト ZIP9 遺伝子と同様の機能により RNAi に関わっているこ
とが示された。線虫に亜鉛イオンレポーター（Pmtl-1::gfp）を発現して（亜鉛の濃度上昇によ
ってメタロチオネインが発現上昇する）を発現させて遺伝子型による亜鉛濃度の違いを検討し
た。zipt-9 変異体バックグラウンドでは培地に亜鉛を添加しても細胞質の亜鉛が上昇しないこ
とが確認され、予想通りに ZIPT-9 は細胞質の亜鉛濃度を高める作用を持っていることが分かっ
た。zipt-9 遺伝子に GFP を融合させて発現させた。ゴルジ体（AMAN-2）、リサイクリングエンド
ソーム（RAB-11）、後期エンドソーム（RAB-7）、初期エンドソーム（RAB-5）、リソソーム（LAMP-
1）との共局在を調べたところ、最も一致したのは RAB-7 であり、ZIPT-9 は主として後期エンド
ソームに局在すると考えられた。すなわち、ZIPT-9 は後期エンドソーム中の亜鉛を細胞質に放
出するトランスポーターであると考えられる。培地に亜鉛を添加することで RNAi が減弱する傾
向にあることを考えると、zipt-9 は後期エンドソームから細胞質への亜鉛の放出を介して RNAi
を調節（抑制）していると考えられる。一方、線虫の他の亜鉛トランスポーターの変異体では同
様の Eri 表現型が見られないことから、単純に細胞質の亜鉛濃度を上昇させることが RNAi の効
果を制御しているとは限らない。亜鉛は後期エンドソームから放出されるので、後期エンドソー
ム内の亜鉛濃度が重要である可能性も残るし、後期エンドソームの近傍での亜鉛濃度によって
RNAi の効率が調節されている可能性もある。後期エンドソーム内の亜鉛濃度測定は今後の課題
である。 
ZIPT-9 が dsRNA の取り込みか、放出のどちらかに作用することによって、zipt-9 変異体が Eri
表現型を呈しているかを調べる目的で dsRNA を擬体腔に注入した。我々の以前の報告では、rsd-
3 変異体で擬体腔に dsRNA をインジェクションすると、Rde 表現型を呈し、RSD-3 が dsRNA の取
り込みに作用することを示している。zipt-9; rsd-3 二重変異体に dsRNA をインジェクションす
ると、RNAi は表現型が回復することから、ZIPT-9 分子は少なくとも、dsRNA の取り込みに関わ
っていることが示された。 
亜鉛が RNAi を調節しているのはイオンとして特異的に作用しているかを調べるために培地に亜
鉛や他の金属イオンを変異体の培地に添加した。野生型と zipt-9 変異体においては、培地への
亜鉛の添加は RNAi 効率への効果は見られなかった。一方、rsd-3 変異体では、亜鉛の添加によ
って、RNAi は元々Rde 傾向であったが、RNAi は全く無効となった。それに比べて、Ca、Mg、Mn、
Fe イオンの添加は rsd-3 変異体の RNAi 効果に影響を与えなかった。さらに、zipt-9; rsd-3 二
重変異体での rsd-3 変異体の Rde 表現型の抑圧の程度は、野生型よりは弱いものの、同一の傾向
が観察された。この現象に関連して、亜鉛イオンの特異性が示された。 
（研究テーマ 2） 
我々は小胞輸送が全身性 RNAi に重要であるとの考えで、線虫の全ての Rab 分子の遺伝子破壊株
を作成して RNAi 表現型を検索したが、いずれも RNAi が観察された。恐らく、小胞輸送経路が複



数個冗長的に使用されており、単独の経路の表現型を見るのが難しいと想像された。そこで、小
胞のエキソサイトーシスに関わることが知られているrab-3とrab-27(aex-6)の二重変異体を親
株として変異導入を行い、Rde 表現型を呈するものがないかを調べることにした。この方法で
Y39A3CL.1 の２アレルの変異体を分離した。これらのアレルおよびゲノム編集にて追加分離した
１アレルでは bli-1 に対する RNAi が減弱していた。種々のプロモーターで組織特異的な発現を
用いてレスキュー実験を行ったところ、腸管および表皮での発現が表現型をレスキューするこ
とが分かった。また、腸管特異的に発現している遺伝子 act-5 に対する RNAi を行ったところ、
この変異体では野生型と同様に効果があった。したがって、Y39A3CL.1 遺伝子の変異体は dsRNA
の腸管細胞内への取り込みは可能である。さらに、トランスジェニック個体での dsRNA の発現を
行ったところ、bli-1 RNAi は正常に起こることから、dsRNA の取り込み全体も野生型だと思われ
た。これらから Y39A3CL.1 は dsRNA の放出に関わると考えられ、REXD-1 (RNAi Exporting 
Defective)と名付けた。REXD-1 分子に蛍光タンパク質マーカーを融合してトランスジェニック
発現させると、後期エンドソームマーカーRAB-7 やリソソームマーカーLMP-1 との共局在が見ら
れ、RAB-5、RAB-11、AMAN-2 などのマーカーとは共局在しなかった。REXD-1 は哺乳類のタンパク
質に相同性が低いことが判明した。 
我々は同じスクリーニングにより別の遺伝子 tbc-3 の変異体を分離した。tbc-3 変異体に対し
て bli-1 RNAi を行うと、効果は弱かった。tbc-3 の蛍光タンパク質レポーターで調べたところ、
AMAN-2（ゴルジ体）、RAB-7（後期エンドソーム）との共局在が見られた。表現型が弱いことから、
他の遺伝子変異体との冗長性を検討した。いずれも表現型が弱い rexd-1、tbc-3、sid-5 の二重
あるいは三重変異体を作成して表現型を調べた。単独変異体に対して二重変異体はより強い表
現型を示し、三重変異体はほぼ完全な Rde 表現型を示した。この３遺伝子が並列な経路を構成し
ていると考えられる。三重変異体に pos-1、unc-15、act-5 の feeding RNAi を行ったところ、
pos-1（生殖腺）と unc-15（体壁筋）の RNAi は無効であったが、act-5（腸管）の RNAi は有効
であった。したがって、腸管で dsRNA の取り込みは正常に起こっているが、その後の dsRNA の移
動は起こらないと考える。この三重変異体を用いて、擬体腔に dsRNA を注入したところ、RNAi は
野生型と同様に起こった。これらの観察により、この３個の遺伝子は dsRNA の放出に関わってお
り、dsRNA は正常に起こっていると考えられる。 
この変異体は dsRNA の放出に関わっていることから、他の分泌について検討した。線虫は腸管
細胞で卵黄タンパク質を合成し、擬体腔に分泌してそれを卵細胞がエンドサイトーシスによっ
て取り込むことが知られている。VIT-2（卵黄タンパク質）マーカー三重変異体では卵細胞に VIT-
２が取り込まれていた。細胞のタンパク質の分泌は正常に可能である。マイクロ RNA の分泌を調
べる目的で、mir-83 の表現型を調べた。mir-83 は腸管で合成され、擬体腔に分泌されて
coelomocytes に取り込まれて LMP-1 陽性小胞を大きくする。よって、mir-83 の分泌不良状態で
は LMP-1 陽性小胞が小さくなると予想される。しかし、三重変異体では LMP-1 陽性小胞は通常の
大きさであった。よって、変異体でマイクロ RNA の分泌は正常である。さらに、三重変異体は著
しい運動異常を示さなかった。したがって、神経伝達物質の放出も正常であると考えられる。こ
れらのデータから、三重変異体バックグラウンドでは RNAi に関わる dsRNA の分泌は異常である
が、他の分泌システムは正常に起こっており、dsRNA に特異的な分泌系を構成していることが明
らかになった。 
TBC タンパク質は Rab GAP 活性を持ち、基質 Rab タンパク質を抑制することが知られている。
TBC-3 が何を基質としているかは興味深い。tbc-3 変異体に酵素活性が失活した変異体をトラン
スジェニック導入しても表現型が回復しなかったので、全身性 RNAi は TBC-3 の Rab GAP 活性を
必要としている。ショウジョウバエや哺乳類の解析から RAB-33、RAB-40 などが基質の候補であ
ったので、これらの線虫ホモログの変異体 rab-33 と rabr-1 との二重変異体を調べたが、単独
tbc-3 変異体と大差ない表現型を示した。そこで他の Rab タンパク質の変異体を調べたところ、
unc-108 (rab-2)変異体が tbc-3 変異体の表現型を抑圧することを見出した。UNC-108 の作用タ
ンパク質として知られているのは、RIC-19、RUND-1、CCCP-1 であるが、これらの変異体の中で、
lin-1 RNAi に対して作用が増強されているのは rund-1 のみであった。したがって、TBC-3 経路
では TBC-3 が UNC-108(RAB-2)を抑制し、RUND-1 と共同して RNAi を抑制している。UNC-108 や
RUND-1 の作用が弱まると Eri となり、TBC-3 の作用が弱まると UNC-108 が脱抑制されて Rde と
なることが分かった。 
２つのテーマで、冗長性のある dsRNA の全身性 RNAi における分泌と取り込み経路がほぼ網羅
された。どちらも複数経路を使っていたため、単純なスクリーニングで関与遺伝子が見つかるこ
とは難しかったと考えられる。我々のスクリーニングや詳細な解析で初めて全身性 RNAi の主要
経路が全て解明された。今後は新しい機能分子が判明された場合、これらのどの経路で働くかを
調べることにより、全貌が解明できると思われる。また、dsRNA の小胞輸送経路を調べることで、
遺伝子機能の抑制によって Eri 表現型を呈することが示された。これは、今後、このような分子
に対する低分子阻害剤の発見と利用により、RNAi の医療応用が進むと期待される。 
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