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研究成果の概要（和文）：全身性RNAiに関与する新規因子を同定するために、線虫C. elegansを用いて順遺伝学的なサ
プレッサースクリーニングを行い、全身性RNAiが効きにくい変異体(rsd変異体)における全身性RNAiの不全を抑圧する
遺伝子変異体を取得した。遺伝子マッピングやトランスジェニックレスキュー実験を行う事で、そのうちの一つの原因
遺伝子を同定した。同定した遺伝子は金属イオンを輸送すると考えられる溶質輸送体であり、最終年度は本輸送体の機
能解析を中心に行い、本輸送体が小胞輸送の制御に関わる事を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In C. elegans, dsRNA can systemically spread throughout the animal and lead to 
non-cell autonomous RNAi in cells distinct from the cells where dsRNA is originally introduced. This RNA 
silencing phenomenon is called the “systemic RNAi”. Systemic RNAi is thought to largely depend on 
vesicle transport because clathrin-dependent endocytosis and several proteins that localize endomembrane 
systems have been shown to be involved in systemic RNAi. However, underlying molecular mechanisms by 
which dsRNA is secreted to the extracellular space and enters into cells still unclear. To identify new 
factors that is involved in systemic dsRNA spread, genetic screening in which a strain defective in 
systemic RNAi restores RNAi ability was performed using C. elegans. One of the causal genes of the 
mutants was identified and analyzed.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 血液などの体液中にRNAが存在することは
古くから知られていたが、その生理的な意義
については謎が多かった。こうした中、「マ
スト細胞が細胞外 RNA として機能的な
microRNA と mRNA を細胞外に放出し、細胞外
RNA が別の細胞へ伝播する」という Valadi ら
の発見によって細胞間情報伝達における細
胞外RNAの重要性が認識されるようになった
（Valadi et al., Nat Cell Biol 2007）。一
方、RNAi 現象が最初に見出された C. elegans
や一部の植物においては、dsRNA が細胞間を
伝播し、細胞非自立的に遺伝子の発現を抑制
する全身性 RNAi（systemic RNAi）という現
象がRNAiの発見当初から知られていた（Fire 
et al., Nature 1998）。この現象は、一部の
哺乳動物の培養細胞でも観察されることか
ら、進化的に保存された機構であると考えら
れる。また、人工的な dsRNA に限らず、dsRNA
様の構造を持つ micro RNA の前駆体が細胞外
に存在することから、生理的にも systemic 
RNAi と同様の機構が存在する可能性がある。 
  
 EpsinR はクラスリン及びホスホイノシタ
イド結合タンパク質で酵母や哺乳類細胞で
はエンドソームーゴルジ体間の小胞輸送に
関わることが示されている（Mills et al., J. 
Cell Biol 2003、 Hirst et al., Mol Biol Cell 
2003）。Plasterk らによって全身性 RNAi にお
いて線虫 EpsinR ホモログが生殖細胞に限定
的に必要とされるということが報告されて
いたが（Tijsterman et al., Curr Biol 2004）、
我々は systemic RNAi に関わる遺伝子のスク
リーニングを通じて、EpsinR が普遍的に全身
性 RNAi に不可欠であることを見出していた
（投稿中）。他方、Hunter らによって、dsRNA
が細胞膜を通過する為にはSID-1というチャ
ネル分子が必要であることが示されてきた
（Winston et al., Science 2002）。SID-1 は
哺乳動物にもホモログが存在し、同様の機能
を有することが示されている。しかし、SID-1
や EpsinR が dsRNA を取り込むメカニズムに
ついては不明な点が多く、取り込みに関わる
関連分子についても全く明らかになってい
なかった。こうした中、我々は EpsinR 変異
体の抑圧変異体スクリーニングを行い、抑圧
変異体を取得していた。 
 
 ２．研究の目的 
  
 本研究の目的は、細胞外 RNA が細胞内へ取
り込まれる分子メカニズムを解明すること
である。そのために、線虫 EpsinR が systemic 
RNAi に関与するという事実を手がかりに研
究を展開する。研究開始当初、EpsinRは dsRNA
を受け取る側の細胞において必要であり、ホ
スホイノシタイドとの結合を担う ENTH ドメ
インの発現が全身性 RNAi に必要十分である
ことを明らかとしていた（投稿中）。そこで、

「systemic RNAi において細胞外 dsRNA が特
定のホスホイノシタイドを介して細胞に取
り込まれる」という仮説を検証し、その分子
メカニズムを解明することを目指した。 
  
 また、細胞外 RNA の取り込みと分泌に関わ
る新たな分子ネットワークを解明するべく、
単離したサプレッサー変異体をを同定・解析
を進めることを計画した。 
 
３．研究の方法 
 
 ホスホイノシタイドの修飾に関わる酵素
遺伝子の遺伝子欠失変異体やドミナントネ
ガティブ発現株、過剰発現株を用いて、ホス
ホイノシタイドが systemic RNAi に関与する
か否かを検証する。また、既に単離している
EpsinR サプレッサー変異体の原因遺伝子を
同定する。同定したサプレッサー遺伝子の
systemic RNAi における役割を調べるべく、
変異体の解析と原因遺伝子がコードするタ
ンパク質の発現パターン、細胞内局在を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
 
 ENTH ドメインはゴルジ体やエンドソーム
に多く存在するホスホイノシタイド（PI）で
ある PI(4)P や PI(3,5)P2 と結合する。PI と
全身性 RNAi の関連性に迫るべく、vps-34 遺
伝子の全身性 RNAi における必要性を検証し
た。最終的に、vps-34 は全身性 RNAi に必要
である可能性があるが、本遺伝子を端緒に解
析を展開する事は困難であることが判明し
た。 
 
 先行論文では、vps-34 を RNAi によってノ
ックダウンした細胞や線虫を用いて、別の遺
伝子に対する RNAi の効果を調べる事で、PI

図 1. 食餌法 ncl-1 RNAi による各種変異体株における RNAi の効果の検証。vps-34
変異体においても RNAi は作用した。核小体を黒丸で示した。 



の RNAi への関与が示唆されていた（Saleh et 
al., Nature Cell Biol., 2006）。本研究で
は遺伝学的により厳密に PI の関与を明らか
にし、更なるメカニズムの解析に用いること
を意図して、RNAi によるノックダウンではな
く、遺伝子機能破壊株を用いる事で vps-34
の全身性RNAiへの関与を調べることにした。
vps-34 遺伝子破壊株は、幼虫後期（L4 期）
に致死となる（Roggo et al., EMBO J 2002）。
そこで L4期よりも早い段階で RNAi の効果を
評価するべく ncl-1 RNAi を行い、核小体が
大きくなる表現型を指標に vps-34 の全身性
RNAi の効率を食餌法による RNAi により検証
した。本手法では腸細胞から他の細胞への
RNAi の伝播を評価する事が可能である。図 1
に示すように既知の RNAi 異常変異体では
ncl-1 RNAi が効かなくなるが、vps-34 変異
体では ncl-1 RNAi は正常に作用した。変異
体株では母性効果により機能が残っている
為に、RNAi 異常という表現型が検出されなか
った可能性が考えられた。 
 
 そこで、野生型タンパク質と触媒部位に変
異を導入したドミナントネガティブタンパ
ク質の過剰発現株を作成した。野生型タンパ
ク質の過剰発現株は正常に発生し、生殖可能
であったが、ドミナントネガティブタンパク
質の過剰発現株はタンパク質を誘導する前
の状態においても大多数が不稔となった。不
稔からのescaperを用いる事でドミナントネ
ガティブタンパク質の発現を誘導させた場
合の ncl-1 RNAi の効果を調べたところ、低
い浸透度(30%程度)で RNAiが効かなくなる事
を見出した（図 2）。他方、野生型タンパク質
の過剰発現株では全身性 RNAi が正常に作用
したため、本分子による PI(3,5)P の余剰な

合成はdsRNAの伝搬に影響しないことが考え
られた。 
 
 全身性 RNAi に関与する新規因子を同定す
るために、線虫 C. elegans を用いて順遺伝
学的なサプレッサースクリーニングを行い、
全身性RNAiが効きにくい変異体(rsd変異体)
における全身性 RNAi の不全を抑圧する遺伝
子変異体を取得してきた。GFPに対するdsRNA
を摂食により線虫体内に導入し、rsd 変異体
の体壁筋におけるGFPの消光を指標にスクリ
ーニングし、全身性 RNAi の不全を抑圧する
変異体を複数単離した。遺伝子マッピングや
トランスジェニックレスキュー実験を行う
事で、そのうちの一つの原因遺伝子を同定し
た。また、独自に CRIPSR-Cas9 法にて原因遺
伝子のノックアウト行ったところ、新たに取
得したノックアウト株も順遺伝学手法で単
離した株と同様に全身性 RNAi の不全に対す
る抑圧効果を示した。しかし、抑圧効果はス
クリーニングで得られた点変異株と比べる
とより強い抑圧効果を示した。従って、スク
リーニングで得られた株は weak allele であ
る事が示唆された。同定した遺伝子は金属イ
オンを輸送すると考えられる溶質輸送体で
あった。発現解析を行ったところ、本遺伝子
は咽頭、腸、上皮など全身で広く発現してい
る事が判明した。最終年度は本輸送体の機能
解析を中心に行い、本輸送体が細胞内膜系に
局在し、小胞輸送の制御に関わる事を明らか
とした。加えて、既知の全身性 RNAi 関連遺
伝子との遺伝学的相互作用を調べる事で、本
分子が一部の分子と並行した経路あるいは
それらの下流で働く事が示唆された。働機能
性RNAの伝播に関わる新規因子として溶質輸
送体を同定し、本輸送体を介した小胞輸送が
dsRNA の伝播に関わる事を、現在、論文とし

図 3. ccIs4251(Pmyo-3::Mito+NLS-GFP)を有するそれぞれの変
異体に対して gfp RNAi を feeding 法で行った。Egg から RNAi
を開始し、96 時間後に day 1 adult の gfp 蛍光を比較した。
epsinR(0)変異体では RNAi の効きが悪く gfp に対する RNAi を
行っても gfp 蛍光が残存する。スクリーニングで単離した株（中）
では gfp に対する RNAi が作用するようになる。抑圧遺伝子のノ
ックアウトでは更に gfp が RNAi が作用する。 図 2. 野生型と活性中心を破壊した VPS-34 を過剰発現する線虫の作

出と、ncl-1 RNAi による RNAi への関与の検証。MosSCI 法を用い
て熱ストレスでVPS-34 を発現するコンストラクトのシングルコピー
を Chr. II に挿入した。VPS-34(KD)を過剰発現する株では RNAi が効
きにくなる。 
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