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は しカ念き

近年 ＳＮＡ旺 蛋白質がシナプス小 胞の 開口分泌だ けではなく オルガネラ

間の小胞輸送においても中心的役割を果たすことが明らかになってきた。 申請

者 ら は線 虫 ｕｎｃ－１８ の 分 子 遺 伝 学 的解 析 を 行 い む㏄一１８ が 神 経伝 達 物 質 放 出 に

必 須の 蛋 白 質 で ある こと を 明 らか に した （Ｇｅｎｇｙｏ－Ａ 耐ｏｅｔａ１．，
Ｎ釧ｒ㎝ １１：

７０３－７１１
．１９９３）。 Ｕｎｃ－１８ は 進 化 的 に 保 存 さ れ た 遺 伝 子 フ ァミ リ ー

（Ｓｅｃ１／附 ｎｃ－１８ フ ァ ミ リ ー） を 形 成 して おり、ｉｎｖｉｔｒｏ で シ ン タ キ シ ン と 結 合

しＳＮＡＲＥ複合体形成を阻害する ことから膜融合制御に直接 関わる因子と して

注 目 さ れ て いる。

線虫の逆遺伝学的解析法と しそ ＲＮＡ 干渉法による 遺伝子ノックダウ ン

法と欠失変異体分離 による遺伝子ノック アウ ト法がある。 ＲＮＡ 干渉法 は手法の

簡便さからゲノムワイ ドな 機能解析が行われて おり、 遺伝子機能解析の１ 次情

報と して有効 である が、 遺伝子 によって効果が異なるという ＲＮＡ 干渉法の問

題点を常に考慮する必要がある。 遺伝子ノックアウ ト法は特定の遺伝子配列 を

欠失させているため微妙な表現型に関 しても再現性のあるデータ がとれる 可能

性 が 高く、 ＲＮＡ 干 渉法 で は 適用 でき な い トラ ン ス ジ ェ ニ ック 解 析 を 用 い た 詳 細

な遺伝子機能解析が行える という利 点がある一方、 スク リーニング効率の低さ

（１－２ ノ ック ァ ウ ト／ 半 年） か らゲ ノ ム 機 能 解 析 に は向 か な いと さ れ て き た臼

申請者 らは過去 ５ 年間で欠失変異体分離法の効率化とシステム整備を行い



（Ｇｅｎｇｙｏ－Ａｎｄｏ ＆ ＭｉｔａｎｉＢＢＲＣ：２０００）、 現 在 １５－２０ 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト ／ 週

のス ピー ドで変異体を 取得 している。 これ は国内のみならず国外においても例

を み な いハイ ス ル ー プツ トな シス テ ム であ り、 この 手 法 を 用 い て 感 覚統 合 と 学

習 （ｌｓｈｉｈａｒａｅｔａｔ．，
Ｃｅ１ｌ：２００２）， 糖 鎖 機 能（Ｍｉ醐 ｇ㏄ ｈｉｅｔａｌ．Ｎａ加ｒｅ：２００３）、

ア ポ トー シス（Ｗａｎｇｅｔａ１．，
Ｓｃｉｅｎｃｅ：２００３） な どの さ ま ざま な 生 命 現 象 に 関わ

る 遺 伝 子 機 能解 析 を 行 っ て い る。
Ｓｅｃ１／附 ｎｃ－１８ の 系 統 的 な 機 能 解 析 を 行 う た

め こ の 方 法を 用 い て ゲノ ム 配列 か ら予 測 さ れ る Ｓｅｃ１／附 篶ｃ－１８ フ ァミ リ ー の

ノ ックアウ ト変異体を 作成し、 詳細な表現型解析が進行中である日 その過程で

酵母の液胞への膜輸送異常突然変異体として同定された ｖｐｓ４５ の線虫ホモロ

グ（Ｃｅ－ｖｐｓ４５）変 異 体 が リ ソ ソ ー ム 異 常を 示 す こと を 見 い 出 した。 さ ら に ＣＥ－

ＶＰＳ４５ を神 経細胞で強制発現 しても ㎜ｃ－１８ 変異体の神経伝達物質放出異常を

レ スキ ュー せ ず、 一 方 ｕＮＣ－１８ を す べ て の 細 胞 で 強 制 発 現 して も Ｃｅ－ｖｐｓ４５ 変

異 体 の リ ソ ソー ム異 常 を レス キ ュ ー しな い こ と を 明 ら か に した。
「膜 輸 送の 特

異性に関わっ ている 分子 は何か？」 と いう小胞輸送の根源的な間いに対 して

ＳＮＡ 旺 蛋 白質 がそ の 候 補 と して 報 告 さ れ て い る が（ＭｃＮｅｗ ｅｔａｌ．Ｎａ加ｒｅ，

２０００）、 これ らの 結 果 か ら Ｓｅｃ１／ 附ｎｃ－１８ フ ナミ り 一 も 膜 輸 送の 特 異 性 を 決

定する童要な因子であるという仮説を導いた。

そ こで本研究課題では①その仮説を検証 し、 ②機能 ドメイ ンと既知の特

異性決定因子であるシ ンタキシ ン結合 ドメイ ンとの構造機能相 関を 明らかにす

る た め、 ㎜ｃ－１８ と Ｃｅ－ｖｐｓ４５ との キ メ ラ 遺 伝子 を 用 い た 機 能 相 補 実 験 を 行 い、

プレシナプス膜 （細胞膜） およ びリソソーム膜への膜輸送の特異性に関わる



Ｓｅｃ１／Ｍｕ洞ｃ－１８ フ ァ ミ リ ー の 機 能 ド羊 イ ンを 決 定 す る。 さ ら に そ れ ぞ れの キ メ

ラ蛋 白 質 や 欠 失 変 異 体 蛋 白 質 の シ ン タ キ シ ン との 結 合 活 性 を Ｔｗｏ－Ｈｙｂｒ１ｄ シ ス

テ ムで 解 析 した。

Ｓｅｃ１／Ｍ ㎝ｃ－１８ と シ ンタ キ シ ン複 合 体 の 結 晶 構 造 解 析 か Ｓｅｃ１／Ｍｕｎｃ－

１８ が構造的に ３ つの ドメイ ンから構成され、 特定の ドメイ ンでシンタ キシン

と相 互作 用 す る こ と が推 定 さ れ た （Ｍｉｓｕｒａｅｔａｌ．，
Ｎａ 倣 ｅ，

２◎ＯＯ）。 細 胞内 の 異

な る 膜 輸 送 経路 で働 く Ｓｅｃ１／Ｍｕｎｃ－１８ 蛋 白 質 の 機 能 発 現 に 関わ る ドメ イ ン構

造とシンタ キシンとの相 互作用の関係を個体 レベルで解析 した例は現時点では

存 在 しな い。 ま たノ ック アウ ト変 異 体 を 用 い た キ メ ラ 解 析 は 開 口 放 出 に 関 与 す

る 多 く の フ ァ ミ リ ー に も 共 通の 方 法 論 を 適 用 で き る と 考 え ら れ る邑

小 胞輸送の 分子メカニズムに関する研 究は主に酵 母の分子遺伝学ア プ

ローチと輸送反応の試験管内再構成系による生化学的ア プローチ により進めら

れてきた。 線虫は神経細 胞、 腸管細 胞な ど特殊 に分化 した 分泌組織を備えてお

り、 逆 遺 伝 学 的 解 析 や トラ ン ス ジ ェ ニ ック 解 析 を 簡 便 に行 える た め、 調 節 性 分

泌研究の強力なモ デル動物である， 線虫を用 いた個体 レベルでの 機能解析 によ

り、 現在まで に蓄積されてきた膨大な知 見を多細胞 系で検 証し、 小 胞輸送のよ

り高次な生理的意義を明 らかに していく ことは極 めて重 要である と考えられる。





研究成果

リソ ソームは動物細胞の分解コンパー トメ ントであり、 細胞内の不要

な物質の分解やエ ンドサイ トー シス により細胞内へ取り 込まれた物質の分解を

行 う こと で、 発 生 ・分 化、 形 態 形 成、 恒 常 性 維持 およ び 外 界 か ら の シ グ ナ ル 伝

達などの多彩な細胞機能を支える重要なオルガネラであるが、 リソソーム系の

構築と機能につ いては不明な点 が多 い。 酵母や植物では液胞がリソソー ムと機

能的 に相同なオ ルガネラであり、 液胞蛋白質が細胞表層ヘミスソー トする変異

体のスク リー ニングにより ゴルジ体から液胞への輸送に関わる酵母 ＶｐＳ遺伝子

群 が 同 定 さ れ、 液 胞 の 形 態 に より ６ つ の ク ラ ス に分 類 さ れ て い る百 さ ま ざ ま な

動植物のゲノ ム情報からｖｐｓ遺伝子群は真核生物 に広く保存されている ことが

明 ら か にな っ て い る。 本 研 究 課 題 で は Ｓｅｃ１／Ｍ ㎜ｃ－１８ フ ァ ミ リ ー の １ つ で あ

る ｖｐｓ４５ に 着 目 し線 虫 ｖｐｓ４５ の 機 能 解 析 を 行っ た。 そ の 結 果 ｖｐｓ４５ の 線 虫

ホモログがリソソームの形態形成や ゴルジ体か らリソソームヘの膜輸送な どの

酵母か らの酵母 から予測される機能だけではなく、 液相エ ンドサイ トー シスや

レセ プター仲 介エン ドサイ トーシスにも必須の機能を持つことを 発見し、 多細

胞系での検証の重要性を 示し国 際的 に高い評価を得ることができた（第 １４ 回線

虫国際会議ポスター賞）。 以下に実験結果を示す回

１， Ｃｅ一如ｓ４５ の 遺伝 子 構 造 とア ミ ノ 酸 配 列

Ｃｅ－ｖｐｓ４５ の 全 長 ｃＤＮＡ 塩 基 配 列 を ＲＴ－ＰＣＲ に よ り ク ロ ー ニ ン グ し、



塩 基 配列 を 決 定 し た臼 ｃＤＮＡ 塩基 配列 か ら 予測 さ れ る ア ミノ 酸 配 列 と酵 母

ｖｐｓ４５ お よ び ヒ ト ｖｐｓ４５ と の ホ モ ロ ジ ー は そ れ ぞ れ ３８％、 ４７％ で あ り、 Ｃｅ－

ｖｐｓ４５ は 線 虫 ｖｐｓ４５ を コ ー ド して いる と 推 測 さ れ た。

２． Ｃｅ－ｖｐｓ４５ の 発 現 解 析

Ｃｅ－ｖｐｓ４５：：ＥＧＦＰ 融 合 遺 伝 子 を レポ ータ ー に用 い た トラ ンス ジェ ニ ッ ク

解 析 に よ り Ｃｅ－ｖｐｓ４５ 遺 伝 子 の 発 現 パタ ー ンを 調 べ た。 ｕｎｃ－１８ は神 経綱 胞 特

異 的 な 発 現パ タ ー ンを 示 す の に 対 して Ｃｅ－ｖｐｓ４５／ＥＧ印 融 合 蛋 白 質 は ほ ぼ す べ

て の 発 生 ス テ ー ジ に わ た り 神 経、 筋 肉、 表皮、 腸 管 等 多 く の 組 織 で 発 現 が 認 め

ら れ た。 Ｃｅ－ｖｐｓ４５ の こ の よ う な ｕｂｉｑｕｉｔｏ鵬 な 発 現 パ タ ー ン は ｖｐｓ４５ が リ ソ

ソ ー ム ヘ の 膜 輸 送 に 関 与 す る と い う 知 見 と 矛 盾 しな い よ う に 思 わ れ る。 また、

Ｃｅ－ｖｐｓ４５１ＥＧＦＰ はリ ソ ソ ー ムの 発 達 し て い る 腸 管 細 胞 で 特 に強 く 発 現 して い

た。 Ｃｅ－ｖｐｓ４５ を 腸 管 特 異 的 に 発 現 さ せ る こと で、 Ｃｅ－ｖｐｓ４５ 変 異 体 （後 述）

の表現型が回復する ことから、 この 遺伝 子が主 に腸管細 胞で働く ことが示 唆さ

れ た。

３． Ｃｅ－ｖｐｓ４５ の 欠 失 変 異 体 の 分 離 と 表 現 型 解 析

Ｃｅ－ｖｐｓ４５ の 機能 を 明 ら か に す る た め ↑ＭＰ／ｕＶ 法 を 用 い て コ ー ド領 域 に １．２ｋｂ

の 欠 失 を 持つ 変 異 体 ｔｍ２４６ を 分 離 した。欠 失 は 開 始 コ ドンを 含ん で いる た め、

おそらく ㎜ｌ１型変異であると推測された旬 遺伝学的解析からｔｍ２４６ は母性効

果のある温度感受性劣性幼虫致死変異である ことを見い出した。ｔｍ２４６ ホモ



接合体は低温生育下 （１５ 氾） では生存可 能であるが、 高温生育下（２５．Ｃ）で は

ほ ぼＬ１ 期 に発生停止となっ た。 この 時期は自家蛍光物質の蓄積などで推測さ

れ る リ ソ ソ ー ム が 発 達 す る 時 期 に一 致 して い る。 ま た、 制 限 温 度 で 生 育 した 変

異体の腸管細胞内ではリソソームマーカ ーである線 虫カテ プシ ンＤ／ＥＧＦＰ 融合

蛋 白 質 の 異常 な ａｇｇｒｅｇａｔｅＳ が 認め られ、 リ ソ ソ ー ム 経 路 の 機 能 障 署 が 示 唆さ

れ た。

さ らにＧＦＰをタ グにする ことで可 視化 した ビテ ロジェニ ンの卵細 胞への 取り込

み （レセ プタ ー仲介エ ン ドサイ トー シス）、 偽 体腔内に強制発 現させたＧ印の

マクロフ ァー ジ様細 胞への 取り 込み （液相エ ン ドサイ トーシス） を変異 体バッ

ク グ ラ ウ ン ドで 観 察 した。 そ の 結 果 線 虫ｖｐｓ４５は 酵 母ｖｐｓ４５か ら予 測 さ れ る ゴ

ルジ体か らリソ ソー ムヘの輸送だ けで はなく エ ンドサイ トーシスにも必須の 機

能 を も つ こと を 発 見 した。 エ ン ドサ イ トー シ ス の どの 過 程 に 異 常 が あ る の か を

オ ル ガ ネ ラ マ ーカ ー を用 い て検 討中 で あ る、

４．
Ｓｙ耐ａｘｉｎとの 相 互 作 用 の 検 定

Ｓｙｎｔａｘｉｎメ ンバ ー で あ るＴ１ｇ２と の相 互 作用 に関 わ る 線 虫ｖｐｓ４５の ドメ

イ ン を 明 ら か に する た めｙｅａｓｔｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄシ ス テ ム に よ りｄｅｌｅｔｉｏＰ ｓ加ｄｙお よ

びｃｈｉｍｅｒａ ｓｔｕｄｙを 行 っ た。 Ｓｅｃ１／Ｍリｎｃ－１８フ ァ ミ リ ー は ３ つ の ドメ イ ン か ら

構 成さ れ て い る た めＮ末 お よ びＣ末 か ら 各 ドメ イ ンを 欠 失 さ せ たｃｏｎｓ柳 ㏄ｔお よ



び ㎜ｃ－１８と の キ メ ラ 体 を 各 種作 成 し解 析 した。 そ の 結 果 ドメ イ ン１単 独 ある い

は全長タ ンパク質の みＴｌｇ２との相 互作用 能力蛎 る こと がわ かった。 この相互作

用 能 は ドメイ ン１ 内 のＤ２８Ｎ変異 によ り 消 失 した。

５． 機能相補実験系の確立と検証

異 な る 膜 輸 送 経 路 で 働 く Ｓｅｃ１Ｍ ㎝ｃ－１８ フ ァ ミ リ ー （ｕｎｃ－１８：ゴル ジ 体

か ら プ レシ ナ プ ス 膜、 Ｃｅ－ｖｐｓ４５： ゴル ジ 体 か らリ ソ ソ ー ム） の 機 能 的 互 換 性 を

調 べる た め、 変 異 体 を 用 いた 機 能相 補 実 験 系 を 確 立 した日 Ｃｅ－ｖｐｓ４５ 遺 伝 子 の

プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 配 列 を ゲノ ム か ら ク ロ ー ニ ン グ し、 そ の 下 流 に

Ｃｅ－ｖｐｓ４５ ｃＤＮＡ の コ ー ド領 域を 挿 入 し た レス キ ュ ー 用 発 現 プラ ス ミ ドを 作 成

した日 こ の プ ラ ス ミ ドを Ｃｅ－ｖｐｓ４５ 変 異 体 内 で発 現 さ せ た トラ ンス ジコ＝ニ ッ ク

個 体 は 制 限 温 度 で も 生 存 可 能 で あ っ た。 同 様 に ㎜ｃ－１８ 遺 伝 子 プロ モ ータ ー ／

エ ンハ ンサ ー の 下 流 に ｕ㏄一１８ ｃＤＮＡ の コ ー ド領 域 を 挿 入 した レ ス キ ュ ー用 発

現 プラ ス ミ ドも 作 成 じ、 ｕｎｃ－１８ 変 異 体 の レス キ ュ ー 活 性 を 確 認 した。 表 現 型

の レス キ ュ ー 活 性 は ｕｎｃ－１８ に つ い て は 運動 異 常 の 回 復、 Ｃｅ－ｖｐｓ４５ につ い て

は制限温 度下での生存を指 標とするため、 ア ッセイ が非常 に簡便 であるという

利 点 が あ る。 こ の ア ッ セ イ 系 を用 い て ㎜ｃ－１８ と Ｃｅ－ｖｐｓ４５ の 機 能 的 互 換 性を

調 べ る た め に Ｃｅ－ｖｐｓ４５ を ｕｎｃ－１８ 変 異 体 の 神 経 細 胞 で、 ㎝ｃ－１８ を Ｃｅ－ｖｐｓ４５

変異体のさま ざまな細胞で発現さ せたところ、 お互 いに変異体の レスキ ュー活

性 は 認 め ら れ な か っ た。 一 方 マ ウ ス ｖｐｓ４５（ｍ－ｖｐｓ４５）は Ｃｅ－ｖｐｓ４５（ｔｍ２４６）



の 致死 表現型を機能相補す ることを見い出 した。 したがって異なる膜輸送経 路

で働 く メ ンバ ー につ いて は 機 能 的 互 換 性 は なく、 り ソ ソ ー ム経 路 で 働く ｖｐｓ４５

ホモログにつ いては異種間 でも機能的互換性があることがわかった。

さら に線 虫ｖｐｓ４５とＴｌｇ２との相 互作 用 がどの輸 送経路 に関わ って いる

のかを解 明するた め ドメイ ン１のみの 欠失蛋白 質を マク ロファージ様細 胞に過

剰発現さ せた ところ液相エ ン ドサイ トー シス に異常が観察された。 このよう に

線虫下１９２との 相 互作 用 能 を持 つ 欠失 蛋 白質 が エ ン ドサイ トー シス に関 して

ｄｏｍｉｎａｎｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ効 果 を 示 す こ と か ら線 虫ｖｐｓ４５はＴｌｇ２と共 にヱ ン ドサ イ ト

ー シス 経 路 に 関わ る こ と が 示 唆 さ れ た日 さ ら にＴｌｇ２と の 相 互作 用 能 を 消 失 した

Ｄ２８Ｎ蛋 白 質 の 生 理 学 的 活 性 に つ い て 検 討 し て い る。
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