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遺伝子レベルで細胞から個体まで研究出来る線虫モデル

香 川 弘 昭

岡山大学大学院 自然科学研究科 生命分子科学専攻 (理学部 生物学科)

岡山実験動物研究会の 40回記念大会で講演出

来ることを光栄に存じます｡線虫 C.エレガンス

を扱った研究についての話が､参加しておられる

広い分野の先生方に､多少とも御役に立てればと

願っております｡モデル生物には 2つの役割が有

り､ヒト研究のモデルとしてのマウス等の晴乳動

物と､発生過程を研究するのに好都合なショウジ

ョウバエ等の飼育容易な生物です｡線虫は後者と

して選ばれ､遺伝学､生化学の研究成果に続いて

全ゲノム配列が決定され､ヒトの遺伝子との相同

性が解ってきたので､近頃は前者のモデルにもな

ってきております｡初めに線虫関連の参考書 3冊

とデーターベースのアドレスを示します 卜4)｡こ

こでの話は 3つの部分からなり､まず線虫 C.エ

レガンスについて概略し､我々が行っている筋肉

遺伝子についての研究 5-9)を紹介して､最後に現

在行われている研究 l卜13)の動向を述べます｡

1.C.エレガンスは 3日で成虫になり 200佃の

卵を産む

センチュウと言えばマツノザイセンチュウ､根

こぶ線虫､回虫､糸状虫等があり寄生性として良

く知られているようです｡我々が使っている C.
エレガンスは自活性で､大腸菌を餌にして､摂氏

20度､3日で成虫になり､遺伝解析が行えるの

で突然変異体が多数単離されています｡C.エレ

ガンスは培養細胞と同じく液体窒素で永久保存出

来るのでモデル生物として最適です｡1967年イ

ギリスのMRC分子生物学研究所でF.クリックと

S.プレナ-が討論の末､セントラル ドグマ成立

以後の生物学の研究テーマは ｢発生と神経系｣で

あると定めて選ばれたモデル生物が線虫 C.エレ

ガンス (以下線虫)です｡

私がケンブリッジから帰国して岡山で線虫の

研究を始めたのは 1985年秋で､S,プレナ-は､

1987年 1月に林原国際フォーラム ｢自動及び高

速 DNA塩基配列決定法｣についての国際ワークシ

ョップに来岡され､一般市民に対しても講演して

おられます｡余談ながら､この企画は東大教授の

和田昭允先生 (当時)が主催され､ハーバー ド大

学のギルバー ド教授やオックスフォー ド大学のサ

ザン教授も参加されました｡プレナ-博士はカリ

フォルニアの分子科学研究所長として現在でもフ

グゲノムの研究を中心に現役で活躍されています｡

日本が大変好きで年に数回は渡 目されてお り､

2001年秋の第 73回遺伝学会 (東京)にも特別講

演されます｡

線虫は全細胞系譜､全神経網に続いて全塩基

配列も 1998年末に決定されました｡97,000Kbp

に 19,000遺伝子がコー ドされ､ヒトと相同な遺

伝子も 40%ほど見つかっています｡2001年 2月

に発表された 30億塩基対あるヒトの遺伝子数が

35,000で意外と少ないのが話題になっています｡

線虫は､細胞死､神経､発生､老化 (加齢)等の

研究においても先導的役割を果たしております｡

細菌からヒトまで解読された生物の全ゲノムと遺

伝子数をまとめてみました｡

表 1 各種ゲノムの全塩基対と遺伝子数

生物種 全塩基対 遭伝子数 決定された年 Kbp/辻伝子

原核生物
大腸菌Escherlchlacol1

4,636

4,639

胃内細菌Hell'cobaclerpILoT･1

1,667

インフルエンザウイルス

HaemophIJusI-n伽enZae
l,830

枯草菌BacmussubtDIs

4,214

結核菌MycobacteT･ium tubeTCUIosJ'S

4,411

4,803 1997

4,288 1997

1,590 1997

1,743 1995

4,100 1997

4,000 1998

真核生物

酵母SaccharomycesceTeVl'clae

12,068

線虫CaenorhabdJ'lL'selegans

97,000

シロイヌナズナArabJdopslsthall'ana

125,000

ショウジョウバエDrosophllameTan0gaSter

120,000

ヒト HomosaDlens

3,000,000

5,885 1996

19,0()0 1998

25,948 2000

13,600 2000

35,000 2001 85.7
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大腸菌､酵母は単細胞で､ゲノムサイズも小さく､

増えるという特性から､分裂増殖の研究に用いら

れています｡線虫は 1,000細胞からなり簡単です

が､皮膚､筋肉､神経などを持った高等動物です｡

遺伝子も多細胞に特徴的な､転写制御因子､膜在

性受容体/イオンチャンネル､神経関連分子､リ

ン酸化酵素などの情報伝達関連分子､細胞骨格が

大部分を占めてお ります｡3日で成虫になるので

マウスやショウジョウバエよりも遺伝学が簡単に

でき､色々な変異体が単離されています｡最近は

学習や記憶の研究も盛んに行われています｡生物

が細胞か らなり､細胞には遺伝子産物の蛋白質が

働いていると言う普遍性から､線虫の研究成果が

マウスやヒトにもすぐ適用できるからです｡

飼育は大腸菌を生や した寒天培地の上で行い､

通常は雌雄同体で､自家受精により､ 1匹から数

細胞死によるものです｡運動不良や形態異常の変

異体 と正常な線虫の細胞系譜を比較して､計画的

細胞死の変異体では死ぬべき細胞が死んでないこ

とが解 りました｡

次に我々が研究している筋肉についての概略を

示します 5)0

百個の卵が産まれ虫になります｡1,000匹に 1匹

の割合で現れる雄を使えば簡単に遺伝子を一方向 Muscle

に伝えることも出来ます｡メンデルの法則により､

ヘテロのFlからF2では 1:2:1の割合で分離する

ので､変異遺伝子をホモに持つ個体が 1/4の割合

で出現します｡体が透明なので､受精､細胞分裂

から腔発生の過程を光学顕微鏡で観察出来ます｡

細胞致 (生存桟敷)

600

500

400

300

200

100

0
0(U4n

V
03002

胡
胎の
生
成

一分裂

原
勝形
成

I.
.

i

"Irl'iPr.I:F'.〟
(9
,

-

C

Omma

-

最
初
の
プ
ロ

グラ
ム
細
胞
死

-

excret
oryc

e

lrの卑
生

50

し

性

二形性の観察

_

2

･fotd
/

0
_

3
-fo
td

/
◎0

-
鴫
頭
グ
ラ
イ

ン
ダ

ー
活
性
化

007
.

_
ク
テ
ク
ラ
層
の
合
成
開
始

0

-
最
後
の
プ

ロ
グ
ラ
ム
初
胸
死

n
V

6

-
貯
化

_
咽
頭
の
ポ
ン

ピ
ン
グ
開
始

図 1 細胞分裂と細胞数

受精してからの時間を横軸に細胞数を縦軸に示してある｡

筋肉は細胞分裂終了後､形態形成期から作られる1･3).

受精からの時間を横軸に細胞数を縦軸にグラフに

したものです｡発生は厳密に時間で決まっている

ので､何度も繰 り返して観察することにより､全

細胞系譜が 1983年に決定され､今では多くの教

科書にも掲載されています｡細胞分裂期に続いて

形態形成､組織分化が起こります｡後期に細胞数

が減少しているのは､神経系などにおける計画的
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図 2 神経筋接合部と興奮収縮連関に関わる遺伝子

神経前膜のアセチルコリン遊離から､神経後膜のアセチルコ

リン受容体､カルシウムチャンネル､筋小胞体のリアノジン

受容体および筋繊維のタンパク質について示してある｡

線虫の筋肉には餌を食べるために使われる咽頭筋

と刺激に応じた動きに働く体壁筋があり､それぞ

れ,ほ乳類の心筋と骨格筋類似と考えられていま

す｡ミオシン重鎖のモノクローナル抗体で両組織

のアイソフォームが染め分けられたことから､咽

頭筋と体壁筋では異なる遺伝子産物が筋肉を構成

していることが解 りました｡それ以外に産卵の時

に使われる陰門筋､脱糞に使われる虻門筋があり､

雄特有の雄尾筋は交接時に使われます｡

我々が筋肉蛋 白質遺伝子のクローニ ングに用

いた方法を簡単に説明します｡単離した筋肉蛋白

質の抗体を使って､ゲノム断片と IacZ遺伝子を
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読み枠を揃えてつないで大腸菌で発現させたプラ

スミドライブラリーを選択することで､遺伝子の

断片をクローン化しました｡線虫のゲノムはイン

トロンが少なく DNA断片と 1acZ遺伝子との融合

プラスミドによる発現プラスミドライブラリーを

作ると､形質転換した大腸菌はβ-ガラクトシダ

ーゼと目的蛋白質断片との融合蛋白質を作ります｡

我々はこの方法で､パラミオシン 4)､トロポミオ

シン6･7)､トロポニンC9)､ トロポニン Ⅰ遺伝子を

クローン化しました｡これらとは別に筋小胞体に

あるカルシウム濃度依存性カルシウム放出チャン

ネルなど､興奮収縮に係わるリアノジン受容体の

研究もしております 5･8) (図 2)0
図には示してありませんが､筋肉には幾つか

の蛋白質があり多数のアイソフォームが知られて

います｡ミオシン重鎖､パラミオシン (無脊椎動

物の太い繊維の芯)等の変具体の運動不良の原因

は体壁筋の太い繊維を構成するアイソフォームの

繊維形成不良でした｡これらについてはすでに正

書に解説したので 3)､今回は運動異常をおこす筋

肉タンパク質､特にトロポニンCや トロポミオシ

ンを用いた筋肉遺伝子の研究成果を述べます 5･7･

9)｡トロポニン C変異の原因は､カルシウム及び

トロポニン Ⅰと結合出来ないことでした｡さらに

トロポニンC変異体は腫発生致死なので､線虫は

変異遺伝子をヘテロにして生育継体させます｡ト

ロポニンC変異体の解析は全動物で初めての解析

例です｡ トロポミオシン変異による個体はレバミ

ソール耐性のものと腫発生致死のものが有りまし

た｡以下詳しく解説します｡

2 薪肉遺伝子の変異は茄繊維形成のみならず茄

発生にも形讐する

2.1トElボニンC遺伝子 t11C-1/pat-10について
S.9)

トロポニンCは4つのCa2十結合部位をもつ､筋

収縮の制御に関わるタンパク質でN末端側のサイ

ト Ⅰ,Ⅱは Ca2十が特異的に結合し､C末端側のサ

イ トⅢ,Ⅳは Ca2†又は Mg2†が結合します｡ トロポ

ニンCは筋収縮制御におけるCa2寸濃度による構造

変化や､ トロポニン Ⅰとの結合性､また､カルモ

ジュリンの筋肉型として､進化的興味から組織特

異性や生物種による違いについて多くの生化学者

が取り扱って来ましたO

我々は線虫のトロポニンC遺伝子 tDC-1を､抗回

虫 トロポニン C抗体を用いてクローン化し､第 1

染色体上に位置づけ､同じ座位の pat-1O変異は

トロポニンC遺伝子の変異であることを証明しま

した｡ショウジョウバエやザリガニなどの無脊椎

動物､脊椎動物の心筋のトロポニンCの順で高い

相同性を示しますopat-10変異体は､腔発生が

2-fold期で停止する Pat(旦aralyzed,旦rreSted
elongationatユwo-foldstage)変異の一つで 10)､

2-fold期以降の腔は体壁筋の伸長が止まって､

虫は到死になります｡pat110変異体では トロポ

ニンC遺伝子内で 2ヶ所の塩基置換が起こり､サ

イトⅡの 64番目のアスパラギン酸がアスパラギ

ンに置換し (D64N),153番目のトリプトファン

が停止コドンになる (W153‡)ことで C末端へリ

ックスの欠失が生じていました｡遺伝子操作法に

より､pa卜10変異のそれぞれ 1つずつの変異を

もつ トロポニン Cを大腸菌内で産生させて､Ca2十
結合能とトロポニン Ⅰとの結合能を調べたところ､

正常なトロポニンCは Ca2十の存在下では Ca2+不在

下よりも SDS-PAGEでの泳動度が大きくなりまし

た｡これに対して､D64Nの置換が生じた変異 ト

ロポニンCでは Ca2†の濃度差による泳動度の差が

なくなりました｡W153‡の欠失が生じた変異 トロ

ポニンCでは Ca2十の濃度差による泳動度変化は見

られましたが､欠失に相当して分子量が減少して

いました｡ 別途クローン化した cDNAを用いてト

ロポニン Ⅰを大腸菌内で産生させ､ トロポニン C

との結合性を調べたところ､この欠失 トロポニン

Cはトロポニン Iと結合しませんでしたC トロポ

ニンCのC末端 Hへリックスは､ トロポニンⅠと

の結合に必須であることがわかりました｡
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図 3 変異トロポニンCのカルシウムと

トロポニンⅠとの結合

野生型(1,2)及びカルシウム結合不良(3,4),C末端欠失の ト

ロポニン C(5,6)を大腸菌で生産 してメンブレンにプロッ ト

した後､抗 トロポニン C抗体､抗 トロポニン Ⅰ抗体と反応さ

せた｡奇数番号はカルシウム存在､偶数番号は 5mNEDTA存

在下で泳動した 9)｡

これらの結果は､ウサギ骨格筋 トロポニン CとN

末端側 トロポニン Ⅰ(卜47)複合体の ‡線結晶構

造解析とも一致しています｡

pat-10変異体は抗 トロポニン C抗体で染色さ

れないことから､筋線維上にトロポニンCが存在

しないことがわかります｡変異 トロポニンCが ト

ロポニン Iと結合しないため､C-Ⅰ複合体が形成
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されていないのだろうと推定されます｡ トロポニ

ンCが機能しないと､体壁筋が形成されず､体の

伸長が出来なくなり､やがて致死になると考えら

れます｡これはトロポニンCが筋収縮の調節のみ

ならず､筋線維形成にも関わり､腔発生にも必須

であることを示しています｡pat-70変異体の解

析は トロポニンC変異を持つ生物として初めての

解析例です｡なぜこれまで トロポニンCの変異体

が単離されなかったのでしょうか｡従来は成虫の

表現型を指標にして単離していたので､腫発生致

死 Pat個体を見落としていたのでしょう｡今後は

改変 トロポニンCを線虫に導入して､遺伝子の変

化が個体の表現型にどう影響するかを調べます｡

2.2 トロポミオシン遺伝子 tmy11//ey-11につ

いて卜7)

トロポミオシンは筋肉型と細胞骨格型の 2つに

分けられ､さらに筋肉型は骨格筋型と平滑筋型に

分けられます｡ トロポミオシンは 7アミノ酸残基

の繰り返しをもち､α-belixによるコイルーコイ

ル構造の二量体を形成して,アクチンの二重らせ

んの溝に沿ってアクチンートロポニン複合体の相

互作用を調節していますC

線虫の トロポミオシン遺伝子 細y｣ は 14個の

エクソンからなり､2つのプロモーターと択一的

スプライシングにより作られ､少なくとも3つの

アイソフォーム(CeTMI,皿,m)をコー ドしていま

す.アイソフォーム特異的なプロモーターとエク

ソンを読み枠を揃えて 1acZにつないだ融合遺伝

子を線虫に微注入 し､得られた形質転換体を解析

したところ､CeTMIとⅡは体壁筋で､CeTMⅢは咽

頭筋で発現しました｡抗線虫 トロポミオシン抗体

による抗体染色の結果からも､ CeTMI,Ⅰは体壁

筋特異的アイソフォームで､ CeTMⅢは咽頭筋特

異的アイソフォームであることが明らかになりま

した｡

tmy-1は第 1染色体上のミオシン重鎖遺伝子

UDC-54の隣りに位置しており､同じ座位に Jev-II

が位置づけられていました.レバミゾールはニコ

チン性アゴニス トで､野生型の線虫に作用させる

と筋肉は強縮をおこし､最終的には麻癒します｡

Icy-11変異はレバミゾール耐性変異であり､そ

の中で トロポミオシン遺伝子に変異をもつ st557
株と xlZ株が単離されています051557株は腔致

死(Pat)表現型を示し､スプライス異常によりイ

ントロン1の中でストップコドンが生じています｡

sl557株の腔が抗線虫 トロポミオシン抗体で染色

されないことから､st557株は トロポミオシンが

存在しないため､細い繊維が形成されず､致死に

なると考えられます｡この表現型は トロポニン C

のpaE-IO変異体と類似 しています｡なお sl557株

の腔では咽頭筋が動いているので､CeTMⅢが咽頭

筋で正常に機能していると思われます｡他方 x12

株は Unc表現型を示し､234番目のグルタミン酸

がリジンに置換 し(E234K)､側鎖の電荷がマイナ

スからプラスに変わっていました｡図 2から分か

るようにレバミゾールによって励起された筋収縮

の信号は､ トロポニン複合体までは正常に伝わる

が､変晃 トロポミオシンの所で止まると考えられ

ます｡234番目のグルタミン酸は トロポミオシン

の二量体形成に必要な部分ではないため､変異の

原因はトロポニン複合体とトロポミオシンの間､

又はトロポミオシンとアクチンの間の分子関相互

作用の異常だろうと考えられます｡このグルタミ

ン酸は トロポニン複合体あるいはアクチンとの相

互作用に必要な部分だと考えられます｡また､こ

の領域は3つのアイソフォームに共通のエクソン

であり､他の動物種でも保存されているので機能

的に重要であると推定されます｡

図 4 野生型と Iev11線虫のレバミソールに

対する反応

野生型(A)とJey-11線虫(B)に ImMレバミソ-ルをDl]えると.野

生型は 10秒後(C,),30秒後 (E)に強縮 して 5分後(F)に殆どの

虫が動かなくなるが変異体 (I).F.tI)では殆ど影響されない 7)0
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ほとんどのレバミソール耐性変異は､作用か

ら予測されるようにアセチルコリン受容体の変異

です｡レバミゾール耐性変異の 1つとして トロポ

ミオシンの変異体が単離されたことは､注意深い

変異体の単離が新しい機能解析のきっかけをもた

らした点で面白い結果です｡神経後膜は興奮して

もトロポミオシンが変化することで分子間相互作

用が変化し､筋肉が収縮しなくなると思われます｡

今後 xI2株の変異分子を生化学的あるいは物理化

学的に解析すれば､筋収縮における細い繊維の動

的構造変化を分子レベルで解明する手がかりがつ

かめます｡

以上､ トロポニンCとトロポミオシンの変異体の

遺伝子から行動まで述べましたように､線虫では

分子から個体レベルまでの詳細な解析が可能です｡

従来の手法では生化学的に精製したタンパク質を

物理化学的に測定測定することは可能ですが､生

物個体での機能を直接測定することは困難でした｡

線虫を使うことにより､分子から個体までを段階

的に解析できます｡

3.線虫を用いた最近の研究

3.1ポス トゲノムの研究

線虫では DNA断片をプローブとしてコスミド

ライブラリーをスクリーンして､得られたクロー

ンをデーターベースの物理的染色体上に位置づけ､

遺伝子地図と対応させることが出来ます｡逆に変

異体を単離して遺伝子地図上に位置づけると､対

応するコスミドクローンが分かり､そのDNAを変

異体に導入して変異機能が回復するかどうかを調

べることで､遺伝子を同定することも出来ます｡

今では途中の実験を省いて任意の塩基配列が分か

ればコンピューターによるデーターベースを解析

して､標的遺伝子についての答えを得る事もでき

ます(地 底 濫臥,W～Q£温血a&eiO_融 ｡cDNAの 5'端
は少し欠けている場合もありますが､殆どの cDNA

がクローン化されており､データーベースのゲノ

ム配列から遺伝子上流配列も推定出来ます｡した

がって近頃は線虫以外の研究者が､遺伝子塩基配

列の相同性から､線虫ホモログを兄いだして､線

虫個体での発現場所や突然変異体の表現型を調べ

る研究が増えてきました｡

3.2RNAi法による遺伝子の機能解析および

/aczや gfp融合プラスミドを用いた莞現

組織の同定

今盛んに行われているのは全ての遺伝子の欠

失突然変異体を単離するノックアウトプロジェク

トです｡化学薬剤により突然変異体を誘発し､PCR

法により欠失部位を決め､順次全ての遺伝子の欠

失変異体を単離するプロジェクトで､日米英蘭等

の国際的協同研究が進められています｡従来行わ

れてきた､トランスポゾンの挿入による突然変異

体の単離と合わせて網羅的解析が進行しています｡

アンチセンスの 2重鎖 RNAを線虫に導入してタン

パク質合成を妨げる事で特定遺伝子の機能喪失に

よる表現型を調べるプロジェクトも複数のグルー

プで進められており､これまでに5つの常染色体

と一つの性染色体のうち､第 1,第 3染色体の全

ての遺伝子の解析結果が報告されています 12,13)0

ニューロンで発現する遺伝子や germlineではこ

の方法が使えないという制限が有りながら､取り

あえず全ての遺伝子について解析するという方法

が次々に進められていますO

細胞系譜が分かっているので､どの遺伝子が

何時何処でどの細胞で働いているかを特定できま

す.IacZや gfpなどの標識遺伝子を目的の遺伝

子のプロモーター下流につないで線虫に徴注入し

て､形質転換体の操作した遺伝子産物の分布を解

析することにより､各遺伝子の発現場所を調べる

仕事も進められており､結果が順次データーベー

スに公開されています｡合わせると､線虫の遺伝

子は塩基配列､発現場所､欠失株も表現型が全て

データーベース上で分かるようになります｡

3.3遺伝病の線虫モデル

細胞死が線虫の正常発生過程で起こっている.

ことが分かって､ヒトやマウスでの細胞死に類似

の反応機構が兄いだされ飛躍的に研究が進みまし

た｡引き続きヒト遺伝病として知られるアルツハ

イマー病やハンチントン病等の原因遺伝子が線虫

でも兄いだされ､これまで線虫を扱っていた人の

みならず生化学､医学からの研究参入が増加して

います｡最近は肥満や寿命等についても線虫を用

いた研究が多数行われています｡病状そのものは

ヒトと異なるのですが､相同遺伝子の働く反応が

線虫でも見られ､ヒトの遺伝病解析の手がかりが

得られるということです｡病状 (表現型)は多数

の素過程の積み重ねですから､関係する分子の数

は具なっても､個々の分子反応はヒトから線虫ま

で同じと考えられるからです｡

3.4これからの線虫モデル研究

生物の特性は …分裂と増殖"に加えて …自ら

動く=ことである｡細胞分裂異常は "ガン'とし

て､特異性については =免疫Mとして詳しく調べ

られてきましたo運動あるいはモータータンパク

質についても分子 1ケの運動が可視化されていま

す｡我々の結果は分子機械の部品が機械を作る過

程にも深く関わっていることを示したので､これ

からは分子機械を作る過程と分子機能を合わせて
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理解することが可能です｡これまでも言われてき

たように､…生物は積み木細工Mで作られていま

す｡初めから理想的な分子機械があるのではなく､

すでに有る構造に付け足して新しいものを作り､

不都合があれば除くという加減方式で作られてい

るようです｡線虫のゲノム解析結果は一つの生き

物をくわしく解析する方向と､細菌､ハエからヒ

トまで他の生物との比較研究する方向があります｡

下等生物の分子は未分化ですが多機能で､分化す

ると何かが除かれことで特殊機能が加わっている

ようです｡比較研究することで分子機械のからく

りがよりくわしく理解出来ます｡線虫からヒトま

で全ゲノムの塩基配列が決まったことで､コー ド

領域のみならず非コー ド領域の意味も解かなけれ

ばならないでしょう｡分子機械の部品が時間と場

所に応じて如何に準備され組み立てられるかも興

味ある問題です｡これまで困難であった =何故''

あるいは "どうして"という疑問も解けるように

なってきました｡線虫をモデルとした研究は､初

めに指摘した､飼育しやすさ､短い生活環に加え

て遺伝子や細胞関連情報の蓄積があるので､加速

度的に増えていくでしょう｡
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