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研究成果の概要（和文）：リソソームは細胞内において様々な物質分解を担う膜オルガネラであ

る。リソソームと他の膜オルガネラとの直接的な融合が正常な物質分解に必須であるが、その

融合の分子機構に関しては不明な点が多い。本研究では線虫C. elegansをモデル生物に用いて、

リソソームの細胞内動態を制御する因子群の探索を行い、低分子量Gタンパク質Arl8とHOPS
複合体が協調的に機能し、リソソームの融合を制御する可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Lysosomes are membrane organelles responsible for degradation of 
various macromolecules.  Fusion of lysosomes with other membrane organelles is critical 
for the lysosomal degradation; however, the molecular mechanism underlying the 
lysosomal fusion is poorly understood.  In the present study, I performed genetic screening 
for genes involved in regulation of lysosomal dynamics using the nematode C. elegans as a 
model organism and found that the small GTPase Arl8 may cooperatively function with the 
HOPS complex to regulate lysosomal fusion.    
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１．研究開始当初の背景 
一般的に細胞内のオルガネラ間輸送は、膜

オルガネラから出芽した輸送小胞が、標的の
膜オルガネラに運ばれて融合するという“小
胞輸送”を介して行われる。しかし、リソソ
ームへの輸送に関しては、膜オルガネラ同士
が直接融合・再形成することにより達成され
るという点で非常にユニークである（Luzio, 

et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2007）。具体
的には、後期エンドソーム、ファゴソーム、
オートファゴソームはリソソームと直接融
合し、外来物質や自身の構成成分の分解が達
成される。その後リソソームは、それらのハ
イブリッドオルガネラから再形成され、細胞
内のリソソームの数と大きさは概ね一定に
保たれている。そのバランスの維持は正常な
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リソソーム機能に必須であるが、リソソーム
のダイナミックな細胞内動態がどのように
制御されているかの分子機構に関しては殆
ど理解が進んでいない。 
研究開始当初、申請者はモデル生物線虫を

用いて、新しいタイプの低分子量Ｇ蛋白質
Arl8 の欠損変異体（arl-8 変異体）が、これ
まで報告されたことのない特徴的なリソソ
ーム・後期エンドソームの形成異常の表現型
を示すことを見出していた。この知見を踏ま
え、線虫を用いた遺伝学的・形態学的解析手
法がリソソームの機能動態を解明する上で
有用なツールになると考え、本研究に着手し
た。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、リソソーム動態を制御する因
子群を、線虫を用いた遺伝学的スクリーニン
グにより網羅的に探索し、ライブセルイメー
ジングなどの他の評価系も併用することに
より、リソソームの機能動態を制御する分子
基盤の解明を目指した。本研究ではリソソー
ム動態に着目したが、他のオルガネラの機能
動態解析にも応用可能な実験系の構築を目
指した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）微分干渉顕微鏡による観察 
線虫を 4%アガロースゲル上の 2 mM 
levamisole を含む M9 中に置いて観察した。
微分干渉像は Zeiss Axioimager M1 
microscope (Carl Zeiss)を用いて、蛍光像
は Zeiss Axioimager M1 microscope (Carl 
Zeiss)または Nikon ECLPSE TE2000-E 顕微
鏡を用いて撮影した。 
 
（２）各種マーカータンパク質を発現するト
ランスジェニック線虫の作成 
生きた個体内におけるリソソーム、エンドソ
ーム、ファゴソームの動態をモニターする目
的で、それらに局在するタンパク質と蛍光タ
ンパク質の融合分子を発現するトランスジ
ェニック線虫を作成した。方法はマイクロイ
ンジェクション法により行った(Mello and 
Fire, 1995)。染色体外アレイの染色体への
挿入は紫外線照射により行った(Mitani, 
1995)。 
 
（３）Feeding RNAi によるスクリーニング 
Feeding RNAi ライブラリーに関しては
Geneservice 社及び Open Biosystems 社から
購入したものを用いた。個々の遺伝子に対す
る double-strand RNA（dsRNA）を発現する大
腸菌は 96 well または 384 well フォーマッ
トで供給されたので、まず各クローンを液体
培養後、Feeding RNAi 用のプレートに培養す

る。それらを餌としてトランスジェニック動
物を生育させることにより、その個体に RNAi
を作用させて各オルガネラの形態を観察し
た。 
 
（４）単離 coelomocyte を用いたライブセル
イメージング 
線虫体腔部の組成に近い緩衝液を用いて、

単離 coelomocyte の初代培養を行った。線虫
を培地中で 30G 針をもちいて裁断し、培地中
に遊離してきた coelomocyteをガラスボトム
ディッシュに単離した。培地には蛍光標識し
た BSA を添加し、エンドサイトーシスにより
coelomocyte に取り込まれた BSA がリソソー
ムへと輸送される様子を、各種オルガネラマ
ーカーと同時にイメージングした。観察装置
としては、高速共振ガルバノ搭載の共焦点顕
微鏡装置を用い、光毒性、蛍光退色を極力抑
えた。各種オルガネラマーカーを発現する野
生型及び変異体線虫を用いて、エンドサイト
ーシスの素過程の比較検討を行った。 
 
（５）ファゴサイトーシスのタイムラプスイ
メージング 
線虫生殖腺におけるファゴサイトーシスの
タイムラプスイメージングにはNikon ECLPSE 
TE2000-E 共焦点顕微鏡を用いた。4%アガロ
ースゲル上の 2 mM levamisole を含む M9 緩
衝液中に L4から 24時間後の成虫を置き、2-3
分毎に Z軸方向 3-10 セクションで切った
（2-3 μm/セクション）画像を 120-180 分間
にわたって撮影した。 
 
４．研究成果 
（１）低分子量 G タンパク質 Arl8 は、線虫
coelomocyte において、後期エンドソームと
リソソームの融合に重要である。 
これまでの当研究室の線虫を用いた解析

から、線虫 arl-8 欠失変異体におけるマクロ
ファージ様細胞 coelomocyte では、小型化し
た LMP-1（後期エンドソーム・リソソームの
マーカー）陽性小胞が多数存在することが示
されており、arl-8 が何らかのリソソームに
関与する可能性が示唆されていた。そこでエ
ンドサイトーシスされた物質がリソソーム
へと輸送される過程における arl-8の役割を
解析する目的で、線虫の体腔部から単離した
coelomocyte をガラスボトムディッシュ上で
培養し、タイムラプスイメージングを行うた
め の 実 験 系 を 確 立 し た 。 ま ず 野 生 型
coelomocyte を用いた解析から、エンドサイ
トーシスされた Alexa488-BSA を含む後期エ
ンドソームが、リソソーム酵素 ASP-1 を含む
リソソームと融合する様子を観察すること
に成功した。一方、arl-8 変異体 coelomocyte
においては、Alexa488-BSA を含む小胞は
ASP-1 陽性小胞と非常に近接するものの、両



 

 

者が融合する様子は観察されなかった。以上
により、arl-8 は後期エンドソームとリソソ
ームの融合に促進的に機能する因子である
ことが示唆された。 
 
（２）Arl8 は HOPS 複合体と協調して、リソ
ソームの融合を制御する可能性がある。 
arl-8 変異体の表現型解析から、この変異

体の生殖腺において多数のアポトーシス細
胞が蓄積することを見いだした。線虫生殖腺
では、多くの生殖細胞がアポトーシスを起こ
し、周囲を取り囲む sheath cell という上皮
細胞によって貪食・分解除去されることが知
られている。そこで、アポトーシス細胞の出
現から消失までの時間を計測したところ、ア
ポトーシス細胞の出現頻度は野生型と arl-8
変異体間で差は見られなかったが、その消失
に要する時間に関しては、野生型で 1時間以
内であったのに対し、arl-8 変異体では 100
分以上という大幅な遅延が生じていた。よっ
て arl-8 変異体においては、アポトーシス細
胞の除去過程に異常が生じ、アポトーシス細
胞が蓄積すると考えられた。 
そこで、arl-8 変異体において、生殖腺の

アポトーシス細胞の貪食及び分解を担う
sheath cell に ARL-8-GFP を特異的に発現さ
せたところ、アポトーシス細胞が蓄積する表
現型は救助され、sheath cell における ARL-8
の機能不全がアポトーシス細胞蓄積の原因
であると考えられた。次に、arl-8 変異体に
おけるアポトーシス細胞が sheath cell に貪
食されるかを検討する目的で、貪食された死
細胞のみを染色することが知られている
Acridine Orange による染色を行った。その
結果、arl-8 変異体におけるアポトーシス細
胞は野生型と同様 Acridine Orange で染色さ
れたことから、貪食は正常に行われているこ
とが示唆された。したがって arl-8 変異体で
は貪食後のアポトーシス細胞の分解過程に
異常があると考えられた。 

sheath cell に貪食されたアポトーシス細
胞を含むファゴソームの成熟状態を調べる
目的で、初期及び後期ファゴソームマーカー
（初期：RAB-5、後期：RAB-7）の局在を検討
した。その結果、arl-8 変異体において蓄積
しているアポトーシス細胞の大部分は RAB-7
陽性であり、RAB-5 陽性数は野生型と同程度
であった。よって arl-8 変異体におけるファ
ゴソームの成熟化は、RAB-7 陽性の後期段階
まで進行していることが示唆された。 
 RAB-7 陽性のファゴソームは最終的にリソ
ソームと融合してファゴリソソームとなり、
内容物の分解が進行する。そこで arl-8 変異
体においてファゴリソソームが形成される
かを検討した。その結果、コントロールにお
いてはリソソーム酵素 NUC-1を含むリソソー
ムがファゴソームと融合し、NUC-1 がファゴ

ソーム内に広がっていく様子が観察された
が、arl-8 変異体ではリソソームがファゴソ
ームの周りに留まりファゴソームと融合す
る様子は殆ど観察されなかった。 
以上の結果から、ARL-8 がファゴソームと

リソソームの融合過程に関与し、アポトーシ
ス細胞の効率的な分解に重要な低分子量 Gタ
ンパク質であると考えられた。 
arl-8 と協調的に機能して働く因子群を明

らかにする目的で、arl-8 変異体と同様の表
現型を示す線虫変異体のスクリーニングを
行った。リソソーム膜に局在すると考えられ
る約 200 種類の因子に対する Feeding RNAi
を行い、その表現型を観察した結果、酵母液
胞の融合に関与することが知られている
HOPS 複合体のコンポーネントである vps-39
及び vps-41 に対する RNAi が、arl-8 変異体
と同様の表現型を示すことを見出した。よっ
て、ARL-8 は HOPS 複合体と協調してファゴソ
ームとリソソームの融合を正に制御し、アポ
トーシス細胞の速やかな分解除去に寄与す
る可能性が示唆された。 
 上記の結果から、低分子量 G タンパク質
arl-8 がリソソームと様々な膜オルガネラと
の膜融合を制御する、新たな制御因子である
ことが示唆された。 
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