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研究成果の概要（和文）：成虫初期の線虫C. elegansの腸細胞内には、ABC輸送体HAF-4/HAF-9がその形成に必須な機能
未知の非酸性顆粒が豊富に存在する。この顆粒は飢餓条件下速やかに消失することから、栄養貯蔵並びに飢餓ストレス
応答に関わるオルガネラレベルの機構の存在が示唆された。この顆粒の飢餓応答における動態を光学顕微鏡と透過型電
子顕微鏡を用いて解析した結果、オートファジーとは異なり、顆粒構成膜の再編成による速やかな顆粒崩壊が起きてい
る事を見出した。またRNAiを用いた解析により、ペントースリン酸回路で働く酵素遺伝子群の機能抑制が非酸性顆粒を
含む特定の腸内顆粒の消失もしくは異常形成を引き起こす事を見出した。

研究成果の概要（英文）：The intestinal cells of the nematode C. elegans possess enriched non-acidic granul
es for whose formation ABC transporters HAF-4 and HAF-9 are required. The abundant granules rapidly disapp
ear upon food deprivation, suggesting the existence of unknown mechanisms on nutritional storage and starv
ation stress response at the organelle level. Light-microscopic and transmission electron microscopic obse
rvation of the starvation response revealed the rapid granular deterioration associated with the granular 
membrane redistribution, which seems to be independent of autophagic membrane degradation. Furthermore, we
 found that the gene knockdown of several pentose phosphate pathway-related genes causes the loss or abnor
mal formation of specific subsets of the intestinal granules including the non-acidic ones.
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１．研究開始当初の背景 

 私が所属研究室では、線虫(C. elegans)
の腸内顆粒上に局在する ABC(ATP-binding 
cassette)輸送体 HAF-4、HAF-9 の解析を進
めている。これらの輸送体は、哺乳類にお
いてリソソームに局在するペプチド輸送
体 TAPL(TAP-Like、ABC 輸送体ファミリー
の分類では ABCB9)の線虫ホモログであり、
我々はこれまでに、haf-4、haf-9 の遺伝子
欠損変異体において、腸内顆粒の形成不全、
および成長遅延やバイオリズムの異常と
いった表現型を発見した(Kawai H. et al., 
Mol. Biol. Cell, 20. 2979-2990 (2009))。
ABC 輸送体が、その輸送活性と関連した生
理機能だけではなく、特定の細胞内オルガ
ネラの形成・維持にも必須であることが報
告された例は極めて少なく、HAF-4、HAF-9
は、細胞内分子の取り込み・貯蔵・分解に
関わると予想されるリソソーム関連ABC輸
送体として極めて特徴的な輸送体蛋白で
ある。 

 線虫において HAF-4、HAF-9 が局在する
腸内顆粒には、哺乳類のリソソームマーカ
ー 蛋 白 と し て 知 ら れ て い る LAMP 
(lysosome-associated membrane protein) 
の線虫ホモログ LMP-1 も局在する(Kawai H. 
et al., Mol. Biol. Cell, 20. 2979-2990 
(2009), Kostich M. et al., J. Cell Sci., 
113. 2595-2606 (2000))。しかしながら、
この顆粒は酸性区画染色では染まらない
ことから、非酸性の顆粒という新たな特徴
を持つリソソーム様オルガネラであるこ
とが明らかとなった(Kawai H. et al., Mol. 
Biol. Cell, 20. 2979-2990 (2009))。一
方、この大型顆粒とは別に存在する自家蛍
光陽性の酸性顆粒の形成に必須な遺伝的
要因の解析は進んでいるものの(Hermann 
G.J.et al., Mol. Biol. Cell, 16. 
3273-3288 (2005), Schroeder L.K. et al., 
Mol. Biol. Cell 18. 995-1008 (2007) 
etc.)、酸性顆粒を消失しても致死には至
らないことから、線虫の腸細胞においては
リソソーム機能を代替する関連オルガネ
ラが多様に発達していることが予想され
る。 

 我々は、HAF-4、HAF-9、および LMP-1 が
共局在する腸内顆粒を解析する過程で、こ
の顆粒が飢餓条件下数時間で速やかに消
失し、HAF-4 および HAF-9 の遺伝子欠損変
異体における表現型と類似することを見
出した。餌の豊富な飼育環境下では、非酸
性顆粒が過剰な栄養分の貯蔵顆粒として
機能しているのではないかと推察される。
非酸性顆粒は腸細胞の細胞質領域に最も
顕著に観察される大型（直径約 2 µm前後）
のオルガネラでありながら、エンドサイト
ーシス経路の終末(terminal lysosome)と
しての位置付けが予想されていた程度で
あり、その形成制御や生理機能に直接着目

した研究はなされていなかった。 

 飢餓条件下における代表的な細胞応答
としては、オートファジー(自食作用)がよ
く知られている。オートファジーでは、二
重の脂質二重膜からなる新たな小胞構造
オートファゴソームが細胞質内に形成さ
れるが、我々が見出した非酸性顆粒の崩壊
が、オートファジー誘導のメカニズムと関
連しているかどうかについても興味が持
たれた。 
 以上の知見から私は、線虫の腸細胞にお
いて主要に存在する大型の非酸性顆粒が、
飢餓などの環境ストレス応答に関わって
いるのではないかとの着想に至った。 

線虫（C. elegans）は、約 1,000 個の体
細胞から形成され、多細胞動物としては初
めてゲノム解析が完了したモデル生物で
ある。約 1,000 個の体細胞から形成される
線虫において、その腸は、体容積のかなり
を占めるにも関わらず、わずか 20 個の大
型の上皮細胞から形成される筒状の器官
である。線虫の腸は、消化吸収の器官とし
ての機能だけでなく、物質代謝や毒物の排
出といった肝臓に相当する機能や、餌と共
に侵入してくる病原体に対する第一の防
御ラインとしての役割も有する。従って、
多細胞動物が獲得した原初的な環境適応
応答のメカニズムを探る上でよいモデル
となり得るが、そうした視点からの分子機
構の解明は遅れている。本研究では、我々
が新たに見出した腸細胞内非酸性顆粒の
崩壊に関わる分子基盤を分子遺伝学的に
解析することにより、環境応答における細
胞内オルガネラの積極的な活用に関わる
新たな分子メカニズムの発見を期待した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、線虫の腸細胞内に形成さ
れる非酸性大型顆粒の崩壊を指標にした、環
境ストレスの感知応答機構における新規分
子基盤を明らかにすることにある。代表的な
環境ストレスの１つとして栄養環境（飢餓）
に着目し、環境応答に関わる新しい細胞内膜
系の動態と、それに関わる分子基盤の解明を
目指す。 
  
３．研究の方法 
 本研究課題において科学研究費の交付を
受けた 4年間に、 (1)線虫の腸内非酸性顆粒
の飢餓ストレス応答における動態を明らか
にした上で、(2)分子遺伝学的手法(RNAi ライ
ブラリーを用いたスクリーニング)を用いて、
腸内顆粒の崩壊に至る環境ストレスの感知
応答機構に関わる遺伝子群の同定・解析を試
みた。 
 
(1) 飢餓ストレスに対する腸内非酸性顆
粒の動態の解明 
 着目する腸細胞内オルガネラである非
酸性顆粒の形態は、光学顕微鏡下、微分干



渉で充分に判別できるほか、蛍光蛋白を融
合した HAF-4、HAF-9、および LMP-1 で可視
化できる。これらのオルガネラマーカーの
挙動を指標に、飢餓条件下における腸内顆
粒の経時変化や、栄養状態復帰後の顆粒の
回復過程について、共焦点顕微鏡を用いて
観察した。 
  
(2) 透過型電子顕微鏡を用いた腸細胞内
微細構造の観察 
 飢餓ストレス条件における腸細胞内膜
系の微細構造について、餌の無い環境で 0、
1.5、3、5、21 時間飼育した野生型成虫
（1 日目）をそれぞれ固定し、エポキシ
樹脂に包埋した。超薄切片（70〜100 nm
厚）を電子染色後、透過電子顕微鏡
（H-7650）にて観察した。電子顕微鏡を
用いた観察は、本学バイオイメージングセ
ンターの協力を得て行った。 
 
(3) 腸細胞内顆粒の崩壊阻害を指標とし
た、飢餓応答遺伝子の feeding RNAi によ
るスクリーニング 
 線虫では、特定の遺伝子配列と同じ配列
を持つ二本鎖RNAを発現する大腸菌を餌と
して与えるだけで、当該遺伝子産物の産生
を抑制（ノックダウン）することができる
（feeding RNAi）。まず、腸内顆粒の形成
異常を検出する為の RNAi スクリーニング
条件の検討を行った。腸内顆粒の形成異常
を示すポジティブコントロールとして
haf-4、haf-9、lmp-1に対するRNAiを用い、
非酸性顆粒の消失が観察される条件(具体
的には、feeding RNAi 用大腸菌の濃度や処
理時期のタイミング)を設定した。着目す
る非酸性顆粒の動態は、微分干渉顕微鏡に
よる肉眼観察、非酸性顆粒のマーカータン
パク質 HAF-4::GFP を発現する遺伝子導入
線虫の蛍光実体顕微鏡観察、および高倍率
高解像度のデジタルマイクロスコープを
用いて観察した。RNAi 処理後の個体は、餌
（大腸菌）を塗布していない寒天培地に移
すか、リン酸緩衝液を直接加えて浮遊培養
とすることで飢餓条件下に置いた。その上
で、feeding RNAi と飢餓ストレス条件下に
おける非酸性顆粒の崩壊系とを組み合わ
せ、RNAi によって飢餓ストレスの感知・応
答ができなくなるような候補遺伝子のス
クリーニング系の樹立を試みた。 
 
(4) 腸細胞内顆粒の形成阻害を指標とし
た RNAi スクリーニング 
 (3)で設定した腸内顆粒の形成異常を示
すポジティブコントロールを用いた
feeding RNAi 条件下、約 12,000 の線虫遺
伝子を網羅する C. elegans RNAi Feeding 
ライブラリー(Open Biosystems 社)を用い
て、飢餓条件下の線虫腸細胞と同様の RNAi
表現型を示す遺伝子をスクリーニングし
た。得られた候補遺伝子の機能から類推さ

れた関連遺伝子とともに、feeding RNAi に
よって各種腸内顆粒（GFP 融合 HAF-4 陽性
非酸性顆粒、GFP 融合 DHS-3 陽性脂肪滴、
GFP 融合 GLO-1 陽性酸性顆粒）の形成・維
持に対する影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 飢餓ストレスに対する腸内非酸性顆粒
の動態 
 非酸性顆粒の生理的意義を明らかにする
ために、飢餓ストレスが非酸性顆粒の細胞内
動態（形成、崩壊）に及ぼす影響を調べた。
その結果、最終齢ステージの幼虫もしくは若
い成虫の腸内顆粒は、絶食後数時間で減少す
ること、また、再給餌によって回復すること
を見出した。非酸性顆粒が、栄養状態に呼応
して可塑的に形成・崩壊するオルガネラであ
る事を示している。次に、非酸性顆粒の形成
に必須な HAF-4、HAF-9、LMP-1 と蛍光蛋白質
との融合蛋白質を非酸性顆粒のオルガネラ
マーカーとして用いた共焦点顕微鏡による
観察の結果、通常飼育条件下では非酸性顆粒
上に局在するこれらのマーカー蛋白質が、絶
食後に網目状の局在パターンを示す事を見
出した。また、連携研究者による解析の結果、
リソソーム様酸性顆粒の形成不全を引き起
す遺伝子欠損変異体でも非酸性顆粒の飢餓
依存の崩壊が認められた。これらの結果は、
異物を内包したオートファゴソームとリソ
ソームの融合による細胞内小器官分解を伴
うオートファジーと、我々が着目した非酸性
顆粒の崩壊様式とが異なる事を示している。
すなわち、非酸性顆粒が膜を含むオルガネラ
ごと消失しているというよりもむしろ、顆粒
構成膜の再編成が引き起されている可能性
が高い。 
 
(2) 飢餓条件下における腸細胞内微細構造の
経時変化の観察  
 餌の無い環境で成虫1日目の個体を飼育し、
透過型電子顕微鏡を用いて飢餓条件下の腸
細胞内膜構造の変動を経時的に調べた。その
結果、細胞の飢餓応答に特徴的なオートファ
ゴソームよりもむしろ、HAF-4/HAF-9 陽性非
酸性顆粒の崩壊過程と予想される特徴的な
顆粒が顕著に観察された（飢餓 3 時間）。更
に、顆粒の多くが消失した後（飢餓 5時間）、
歪な半月状の膜構造体が出現した（飢餓 21
時間）。今後、各種腸内顆粒の欠損や形成異
常を引き起す変異体を用いた比較観察や、
オルガネラマーカーに対する免疫電子顕微
鏡観察等を通して、今回見出されたそれぞ
れの特徴的な細胞内膜構造の性状を明らか
にしていく必要がある。 
 
(3) 非酸性顆粒崩壊阻害を指標とした飢餓



応答遺伝子の RNAi スクリーニングの条件検
討 
 非酸性顆粒の環境応答に関与する遺伝子
のスクリーニングに向けて、Feeding RNAi に
よるスクリーニングの条件を検討した。その
結果、haf-9、lmp-1 の RNAi をポジティブコ
ントロールとして、腸内顆粒の崩壊の観察し
やすい幼虫後期から成虫初期にかけて、腸内
顆粒の形成異常を明瞭に観察できる実験条
件を確立した。また、市販の線虫 RNAi ライ
ブラリーには含まれていなかったhaf-4 RNAi
用のコンストラクトを作製した。 
 約 12,000 クローンに及ぶ Feeding RNAi ラ
イブラリーのスクリーニングサイズに対応
する為、腸内顆粒の多寡を簡便かつ迅速に判
断できる飼育・観察方法の検討を進めた。ま
ず、腸内非酸性顆粒の有無を、その顆粒膜上
に局在する HAF-4::GFP 由来の蛍光強度の変
化を指標に蛍光実体顕微鏡下で視認できる
かどうか調べた。しかしながら、飢餓による
顆粒崩壊前後で蛍光強度の明確な変化は観
察されなかった。これは、顆粒が崩壊しても、
その結果生じる網目状の細胞内膜構造に GFP
の局在が残存しているためと考えられた。 
 そこで、Feeding RNAiに汎用される12-well 
plateでの飼育条件のまま、高倍率の明視野像
で腸内顆粒を観察できるデジタルマイクロス
コープ（キーエンス社）を検討した。複数の
規格のレンズを用い、100倍から5000倍の倍率
で腸内顆粒の有無の判定を試みた結果、
100-1000倍の拡大倍率をカバーするレンズ
（VH-Z100R）を用いて500倍で観察することに
より、十分な焦点距離(25 mm)を保ちつつ、迅
速に腸内顆粒の有無を判定することが可能と
なった。 
 次に、96-wellマルチウェルプレートに保存
されたfeeding RNAi用大腸菌ライブラリーを
用いて効率的にスクリーニングを進めるにあ
たり、RNAi処理後に成虫を飢餓環境に移す操
作が律速段階となった。そこで、96-wellプレ
ートの同一ウェル内でRNAiから飢餓処理まで
一貫して実施可能な系を検討した。しかしな
がら、一齢幼虫でのRNAi処理開始から成虫1
日目での飢餓処理開始までに餌が枯渇しない
程度の一齢幼虫（1ウェル5匹程度）を96-well
プレートに均等に分注することが技術的に困
難であったことから、RNAiと飢餓条件を組み
合わせた網羅的なスクリーニング系の構築は
保留とした。 
 
(4)腸内顆粒の形成異常を示すRNAi表現型の
スクリーニング 
 当初の申請時に想定していた代替案（通常
飼育条件下、つまり栄養状態の良い環境にお
ける非酸性顆粒の形成を「環境応答」と捉え、
顆粒の形成異常を伴う表現型を示す候補遺伝
子をスクリーニングする）に基づきRNAiスク
リーニングを進めた結果、腸内顆粒形成異常
を伴うRNAi表現型を示す候補遺伝子として、
ペントースリン酸回路（Pentose Phosphate 

Pathway: PPP ）で働く酵素遺伝子 tkt-1
（transketolase-1）を同定した。PPPは、核
酸合成の材料となるペントースの供給や、脂
肪酸合成やレドックス制御に関わるNADPHの
産生を担う解糖系の分岐経路である。 
 ペントースリン酸回路で働く複数の酵素遺
伝子のRNAiによって、飢餓状態とよく似た顆
粒形成異常が引き起されることを見出した。
PPPとその派生経路（核酸合成、脂肪酸合成、
レドックス制御）で働く遺伝子のうち、RNAi
用大腸菌の入手可能な14種の遺伝子について
解析した結果、PPPで働く4種の遺伝子（tkt-1, 
gspd-1 等）の他に、レドックス制御に関わる
グルタチオン還元酵素gsr-1のRNAiによって
腸内顆粒形成異常が引き起されることを新た
に見出した。tkt-1、gspd-1のRNAiでは、
HAF-4/HAF-9陽性の非酸性顆粒とDHS-3陽性の
脂肪滴に選択的な消失もしくは矮小化が認め
られた。一方gsr-1 RNAiは、GFP融合HAF-4の
局在に網目状の特徴的な異常を引き起した。
これらのRNAi表現型の差異は、細胞内エネル
ギー産生制御におけるPPPの多機能性を反映
していると考えられる。 
  
 以上、本研究で得られた結果は、細胞内栄
養代謝経路の機能不全や飢餓ストレスに伴う
ダイナミックな腸細胞内膜構造の変動の存在
を示している。今後、非酸性顆粒の内容物の
同定の試みと併せて、その形成・維持・崩壊
の制御に関わる遺伝的要因の更なる解析と微
細構造レベルの形態学的な解析を組み合わせ
る事で、飢餓ストレスに対する細胞内オルガ
ネラレベルの新たな応答機構の更なる解明に
繋がると期待される。 
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