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I. 概要 
 

 

【本文】 

生理活性ペプチドは細胞から細胞への情報伝達を担うホルモンの一種であり、

この情報伝達によって生体内の様々な生理機能が調節されるため[1]、生理活性

ペプチドの新たな発見や機能解明は、農薬ならびに診断薬・治療薬の開発につな

がる可能性が高い。生理活性ペプチドのうち、C末端部に Arg-Phe-NH2を持つペ

プチド（RFamide）は動物界に広く存在し[2]、RFamide の発見は C 末端に Phe-

Met-Arg-Phe-NH2を持つ神経ペプチド（FMRFamide）の発見に始まる[3,4,5]。 

FMRFamide は無脊椎動物に広く存在し、神経伝達物質として侵害刺激回避、

温度適応、摂食などの生理機能を制御する。FMRFamide 関連ペプチドは線虫類

にも FLP (FMRFamide-Like-Peptide)として広く保存されており、モデル生物・線

虫 Caenorhabditis elegansにも 31種の遺伝子が存在する[6]。これまでの研究によ

り、C. elegans FLPは運動制御や熱、接触、化学物質等の刺激に対する行動制御

に関与することが報告されているが[7,8,9,10]、幼虫休眠制御への関与については

殆ど未解明であった。 

C. elegansは劣悪な生育環境（エサの枯渇、個体密度の上昇、高温）に置かれ

ると、頭部感覚神経で環境因子（エサ、個体密度、温度）の変化を受容・統合し

た後、下流のホルモンシグナル（TGF-様シグナルおよび、インスリン様シグナ

ル）を制御することで休眠幼虫へと形態を変化させる[11,12]。しかし、環境因子

の変化を受容した後、どのように下流のホルモンシグナルへ情報伝達し、制御す

るのかは明らかにされていなかった。そこで筆者は、FLPが環境応答因子として

下流のホルモンシグナルを制御するという予測の下、休眠制御における FLP お
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よび FLP受容体の機能解析を進めた。 

 第 1章では、flp遺伝子破壊線虫に対するスクリーニングで選抜した flp-6の

機能解析を行った。flp-6 遺伝子破壊線虫は最も顕著な休眠率上昇を示した。機

能解析の結果、以下のことが明らかとなった。①flp-6は休眠抑制遺伝子である。

②FLP-6は生育環境中の休眠誘導フェロモン濃度の上昇（個体密度の上昇）に対

する応答性を有する。③FLP-6 はインスリン様シグナルのリガンド分子（DAF-

28および INS-35）の分泌を促進することで、幼虫生育を維持（休眠抑制）する。

④FLP-6は DAF-28の分泌を産生レベルで制御するが、INS-35の分泌は産生レベ

ルで制御しない（分泌のみを制御する）。以上を踏まえ、FLP-6 はフェロモン応

答因子として、DAF-28については産生レベルで分泌を促進し、INS-35について

は分泌のみを促進することにより幼虫生育を維持する、と結論づけた。 

 第 2 章では、FLP-6 の受容体同定を目的として、他の生命現象では FLP 受

容体として同定された神経ペプチド受容体（Neuropeptide Receptor: NPR）を標的

とした研究展開を図った[6]。npr 遺伝子ファミリーの中でも、唯一 npr-15 遺伝

子破壊株が flp-6 遺伝子破壊株と同様に顕著な休眠率上昇を示した。NPR-15 の

機能解析の結果、以下のことが明らかとなった。①npr-15は休眠制御遺伝子であ

る。②NPR-15は TGF-様シグナルのリガンド分子（DAF-7）の分泌を促進する

ことで、幼虫生育を維持（休眠抑制）する。③NPR-15は DAF-7の分泌を転写レ

ベルで制御する。④NPR-15 は G タンパクサブユニット（GPA-4）と共役して

DAF-7シグナルを制御する。以上を踏まえ、NPR-15は GPA-4と共役し、DAF-7

を転写レベルで促進することで幼虫生育を維持（休眠抑制）する、と結論づけた。

FLP-6ならびに NPR-15は制御する下流のホルモンシグナル経路が異なることか

ら、遺憾ながら、NPR-15は FLP-6受容体ではないと結論付けた。 

 第 3 章では、FLP-6 の受容体同定のために、NPR 以外の神経ペプチド受容



9 

 

体に着目した研究展開を図った。C. elegansはペプチド受容体と目される GPCR

群として、NPR以外にも FRPR (FMRFamide Peptide Receptor)を有する[13,14]。そ

こで、frpr遺伝子破壊線虫に対するスクリーニングを行なったが、flp-6破壊線虫

と同様に休眠率上昇を示す遺伝子破壊線虫を見出すことはでなかった。これは、

FRPR群にも FLP-6受容体は存在しないことを示す。一方、Chaiらは、筆者と同

様に休眠率変動に着目して GPCR 破壊線虫の探索を行い、NPR ならびに FRPR

以外の NMUR-2, NTR-1, PDFR-1, TKR-2 が幼虫休眠に関与する可能性を示した

[15]。従って、これらの遺伝子破壊線虫の休眠率を測定したところ、ntr-1遺伝子

破壊株および tkr-2遺伝子破壊株が、flp-6遺伝子破壊株と同様に顕著な休眠率上

昇を示した。そこで筆者は、この 2種類の遺伝子のうち、休眠制御において重要

な役割を果たす ASJ細胞および腸細胞で発現すると報告されている NTR-1に着

目した[16,17]。NTR-1 が FLP-6 であるという予測（期待）の下、NTR-1 の機能

解析を進めた結果、NTR-1 は FLP-6 受容体ではないことが明らかとなった。従

って、TKR-2が FLP-6受容体の最終候補として期待される。 

第 1章で着目した FLP-6はネコブセンチュウ類（Meloidogyne spp.）にも存在

することから[18]、本研究はネコブセンチュウ防除を指向した農薬の開発への足

がかりになる可能性がある。第 2章で着目した NPR-15はヒト GPR15のオルソ

ログである[19]。さらに、GPR15およびヒト TGF-シグナルは癌との関連が報告

されている[20,21,22]。ヒト癌研究では GPR15と TGF-の関係性は未解明である

ことから、本研究は発癌機構ならびに抗がん剤開発に関する新たな知見を提供

する可能性がある。 

本研究では、線虫 C. elegansの幼虫休眠現象に着目して、短鎖神経ペプチドと

その受容体を基軸とした展開を図った。本研究で得られた知見は、C. elegansの

枠を超え、寄生性線虫、ヒトにまで波及する可能性がある、と考えている。筆者
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は、本研究が他の研究へ一石を投じる契機となることを期待したい。 
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II. 序論 

 

 

【生物にとっての生理活性ペプチドが果たす役割の重要性】 

多細胞生物は、生育環境ならびに生体内の状況に呼応して、種々の生理機能

の調節を行い生命維持・種の保存に努める。その際、生体内の情報伝達に様々

な物質を使用するが、動物界ではホルモンを含む生理活性ペプチドを用いて細

胞から細胞への情報伝達を行う場合が多々見受けられる。これらの生理活性ペ

プチドはそれぞれの受容体を介して細胞内の情報伝達に寄与する[1]。従って、

生理活性ペプチド・受容体の新たな発見や機能解明は、農薬ならびに診断薬・

治療薬の開発につながる可能性が高く、非常に有意義であると考えられる。脊

椎動物・無脊椎動物を問わず、動物界に広く存在する生理活性ペプチドとし

て、C末端部に Arg-Phe-NH2を有するペプチド（RFamide）がある[2]。そもそ

も、RFamideは Coturnix japonica（ニホンウズラ）の間脳視床下部から初めて

同定され[3]、RFamideの代表例である神経ペプチド Y (NPY)がヒトの運動制御

において重要であることが示された[4]。一方、無脊椎動物における RFamideの

発見は C末端に Phe-Met-Arg-Phe-NH2を有する神経ペプチド（FMRFamide）の

発見に端を発し、多くの FMRFamideの発見に至っている[5,6,7]。FMRFamide

は無脊椎動物に広く存在し、神経伝達物質として侵害刺激回避、温度適応、摂

食などの生理機能を制御する[6,7]。 
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【生理活性ペプチド FLPの機能を解明する意義】 

無脊椎動物の中でも、モデル生物である自活性土壌線虫 Caenorhabditis 

elegansを含む線虫類には、FMRFamide関連ペプチドの FLP（FMRFamide-Like-

Peptide）が存在する[8]。C. elegansを用いた研究により、FLPは運動制御や

熱、接触、化学物質等の刺激に対する行動制御に関与することが明らかにされ

ている[9,10,11,12]。一方で、環境応答戦略として重要な“休眠”への FLPの関

与は殆ど明らかにされていない。休眠は生物にとって重要な生存戦略の 1つで

あり、その解明の意義は非常に大きいと考えられる。C. elegansは劣悪な生育

環境（エサの枯渇、個体密度の上昇、高温）に置かれると、一時的に生育を停

止することで幼虫休眠に至る[13]。C. elegansは頭部感覚神経で環境因子（エ

サ、個体密度、温度）の変化を受容・統合した後、下流のホルモンシグナル

（TGF-様シグナルおよび、インスリン様シグナル）、両ホルモンシグナルの

下流に位置するステロイドホルモンシグナルを介して幼虫休眠を制御する

[14]。しかし、環境因子の変化を受容・統合した後、どのように下流のホルモ

ンシグナルへ伝達されるのかは、明らかにされていない。そこで筆者は、環境

因子により初期発動する神経伝達物質として、FLPが生育環境の変化を下流の

ホルモンシグナルへと伝達すると予測した。以上を踏まえ、本研究の目的を、

FLPおよび FLP受容体を基軸とした C. elegansの休眠制御機構の解明とした。 
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III. 本論 

第 1章 

 

 

線虫 Caenorhabditis elegans の幼虫休眠を制御する短鎖神経ペプチド

FLPの探索と FLP-6の休眠制御機構 

(A search for short-chain neuropeptide FLP that regulates larval diapause in 

the nematode Caenorhabditis elegans and the molecular mechanism of 

diapause controlled by FLP-6.) 

 

 

【緒言】 

神経ペプチドである FMRFamide は無脊椎動物で非常に良く保存されている

[1,2]。線虫 Caenorhabditis elegansは FMRFamide-Like Peptide (FLP)ファミリーを

有しており、31種類の遺伝子によってコードされている[3]。C. elegansの FLPは

様々な生理反応（運動、産卵、行動、咽頭薬理、雄の交尾、熱回避、学習と記憶、

睡眠様行動、凝集、ストレス応答、代謝、産卵、など）に関わることが明らかと

なっている[4-6]。一方、FLP が C. elegans の幼虫生育/休眠制御にどのように関

与しているのかは未解明である。 

C. elegansは幼虫生育の過程における生育環境（エサ、個体密度、温度）に応

じて通常生育/幼虫休眠を決定し、その決定は TGF-β様シグナルとインスリン様

シグナル、ならびにこれらの下流に位置するステロイドホルモンシグナルによ

ってなされる[7,8]。しかし、生育環境がどのように上記の制御シグナルに関与す
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るかについては明らかにされていない。そこで、筆者らは、神経伝達物質として

機能すると期待される FLP が環境応答因子として初期応答し、下流のホルモン

シグナルを制御していると予測した。本章では、まず flp遺伝子破壊株に対する

スクリーニングを行い、遺伝子破壊により著しい休眠率上昇を示した flp-6に着

目した研究展開を図った。 
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材料と方法 

 

 

1-1. Strains  

通常、大腸菌 OP50 (Caenorhabditis Genetics Center: CGCより提供) を播種した

線虫増殖培地（NGM）プレート上で 20℃に維持した[9]。本研究では CGCなら

びに日本の National BioResource Project (NBRP) C. elegansから入手した以下の遺

伝子破壊株を使用した。flp-1(ok2781)IV、 flp-2(ok3351)X、 flp-3(ok3265)X、 flp-

4(sy1600)II、 flp-5(tm10075)X、 flp-6(ok3056)V、 flp-7(ok2625)X、 flp-8(pk360)X、 

flp-9(ok2730)IV、  flp-10(ok2624)IV、  flp-11(tm2706)X、  flp-12(ok2409)X、 flp-

13(tm2448)IV、  flp-14(gk1055)III、  flp-15(gk1186)III、  flp-16(ok3085)II、  flp-

17(ok3587)IV、  flp-18(gk3063)X、  flp-19(ok2461)X、  flp-20(ok2964)X、  flp-

21(ok889)V、  flp-22(gk1201)I、  flp-23(tm4749)III、  flp-24(gk309)III、  flp-

25(gk1016)III、  flp-26(gk3015)X、  flp-27(tm4612)II、  flp-28(gk1075)X、  flp-

33(gk1038)I、  flp-34(ok3071)V、  daf-22(m130)II、  daf-28(tm2308)V、  ins-

35(ok3297)Vである。また、遺伝子導入株 tmEx4088(Ex[daf-7p::daf-7::mCherry]) な

らびに、 tmEx4106(Ex[daf-28p::daf-28::mCherry])[10]を東京女子医科大学・三谷教

授から分与いただいた。遺伝子導入株 mgIs40(Is[daf-28p::gfp])、 unc-119(ed3)III; 

wwIs39(Is[ins-35p::gfp; unc-119])を CGCから購入した。さらに本章では、筆者が

tkEx1(Ex[flp-6p::flp-6]; flp-6(ok3056))、 tkEx2(Ex[flp-6p::flp-6])、 tkIs1(Is[flp-6p::flp-

6])、 tkEx3(Ex[flp-6p::flp-6::mrfp])ならびに、 tkEx5(Ex[ins-35p::ins-35::mrfp])を作出

し、使用した（下記参照）。また、多重変異株、tkEx3; daf-22(m130)、 tkIs1; tmEx4088、 
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tkIs1; tmEx4106、 tkIs1; tkEx5、 tkIs1; daf-28(tm2308)、 tkIs1; ins-35(ok3297)、 tkIs1; 

mgIs40ならびに、 tkIs1; unc-119(ed3); wwIs39を交雑により作出した。 

 

1-2. plasmidの構築ならびに transgenic worm の作出 

 

1-2-1. plasmidの構築 

本章で使用した各種プラスミドを以下に示すように構築し、プラスミド増幅

には大腸菌 DH5(TOYOBO, Osaka, Japan)を用いた。本章で使用した全ての PCR

プライマーを補足資料、Supplementary Table 1に記載する。すべての DNA増幅

を high fidelity PCRにより行い、得られたプラスミドの塩基配列を確認（受託配

列）の上、使用した。 

 

1-2-2. flp-6 transgene (flp-6p::flp-6) 

flp-6翻訳領域、上流 4.0 kb、ならびに下流 1.0 kbの配列を含むゲノム断片を、

線虫ゲノム DNAを鋳型とした PCRで増幅し、10 x A-attachment mix (TOYOBO) 

を用いて dA付着後に pGEM-T Easy vector (Promega, Madison, USA) に挿入した。 

 

1-2-3. flp-6 reporter gene (flp-6p::flp-6::mrfp) 

塩基配列確認済みの上記 flp-6 transgene を鋳型として flp-6 翻訳領域（ストッ

プコドンを割愛）ならびに上流配列 4.0 kbを含むゲノム断片を増幅し、pHK_mrfp

ベクター（国立遺伝学研究所の鹿児島浩博士から好意により提供）Sma Iサイト

に In-Fusion法（Clontech, CA, USA）を用いて挿入した。 

 

 



22 

 

1-2-4. ins-35 reporter gene (ins-35p::ins-35::mrfp) 

ins-35翻訳領域（ストップコドンを割愛）ならびに、上流 3.0 kbを含むゲノム

断片を、線虫ゲノム DNA を鋳型とした PCR で増幅し、上記と同様にして

pHK_mrfpベクターに挿入した。 

 

1-2-5. transgenic worms 

flp-6(ok3056)のレスキュー実験のため、flp-6p::flp-6 導入遺伝子(15 ng/μl)を

injection markerである rol-6 (50 ng/μl)（ノースウェスタン大学・James M. Kramer

博士より提供）と共に flp-6(ok3056)の生殖腺に注入することで、flp-6レスキュー

株（tkEx1(Ex[flp-6p::flp-6]; flp-6(ok3056))）を作出した[11]。 

flp-6 過剰発現実験ため、injection marker である pCFJ90[myo-2p::mcherry::unc-

54 3´-utr] (10 ng/μl) と共に flp-6p::flp-6導入遺伝子を野生株の生殖腺に注入し、

同様の方法で flp-6過剰発現株（tkEx2(Ex[flp-6p::flp-6])）を作出[11]。得られた tkEx2

を染色体内固定（紫外線照射）することにより、安定発現株を作出した[12]。そ

の後、野生株との戻し交配を 5 回行うことで不要な変異を除去し、flp-6 過剰発

現株（tkIs1(Is[flp-6p::flp-6])）として以降の実験に用いた。 

FLP-6 分泌の挙動を観察するため、rol-6 (50 ng/μl)と共に発現プラスミド flp-

6p::flp-6::mrfp を野生株の生殖腺に注入することで、 FLP-6::mRFP 発現株

（tkEx3(Ex[flp-6p::flp-6::mrfp])）を作出した[11]。 

INS-35分泌の挙動を観察するため、injection marker である lin-44p::gfp（東京

大学・飯野雄一教授より提供）と共に発現プラスミド ins-35p::ins-35::mrfpを野生

株の生殖腺に注入することで、 INS-35::mRFP 発現株（ tkEx5(Ex[ins-35p::ins-

35::mrfp])）を作出した[11]。 
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1-3. 幼虫休眠率測定 

幼虫休眠を誘導するフェロモン粗抽出物[13]の存在下で、ダウアー（休眠幼虫）

の形成を試験した。1%の粗フェロモン抽出物（v/v）を含む NGMプレートに大

腸菌 OP50を塗布し、各プレートに約 50匹の線虫を配置した。線虫株の成虫に

20℃で 2~3 時間産卵させた後、成虫を摘出することで、配置した線虫の生育時

期を可能な限り揃えた。20℃で 72時間培養後、顕微鏡を用いて形状の相違によ

りダウアー幼虫と非ダウアー幼虫を識別（Figure 2B）し、匹数をカウントした。

幼虫休眠アッセイでは、3枚の独立したプレートを 1トライアルとしてアッセイ

した。グループ間の多重比較には Dunnett検定を用いた。 

 

1-4. 蛍光測定 

蛍光画像の撮影と解析には、FV10i 共焦点レーザー走査型顕微鏡（Olympus, 

Tokyo, Japan）と FV10-AWS software (Olympus)を用いた。2群間の蛍光強度の差

は、t-検定を用いて分析した。0.05未満の p値の場合は、統計的に有意とみなし

た。 
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実験結果 

 

 

標的となる flp遺伝子の選抜 

 線虫 C. elegans には 31 種類の flp 遺伝子が存在する[6]。本章の対象とすべき

flp遺伝子を選抜するため、現存する全ての flp遺伝子破壊線株を入手して、休眠

率測定に供した。その結果、Figure 1 に示すように、flp-3 遺伝子破壊株（flp-

3(ok3256)）と flp-6遺伝子破壊株（flp-6(ok3056)）の 2種類が休眠率上昇を示し、

flp-6遺伝子破壊株の休眠率上昇がより顕著であった。一方、14種類の遺伝子破

壊株が休眠率低下を示した。以上の結果から、休眠率上昇を示した数少ない候補

の中でも、より顕著な休眠率の上昇を示した flp-6を研究対象とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. flp-6遺伝子破壊が最も顕著な休眠率上昇を示す。 

野生株（N2）の実測値を基準とした、各遺伝子破壊株の相対休眠率を示す。各

mean ± sem は 3枚のプレート（1トライアル）で休眠率を測定し、算出した。
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Dunnett検定を用いて有意差の有無を算出した（* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 

0.001; n.s., not significant）。mean ± semの値、被検体数、試行回数、p値等の詳細

な数値を補足資料 Supplementary Table 2に示した。 

 

 

レスキュー実験 

 flp-6が休眠制御遺伝子であることを立証するため、レスキュー実験を行った。

まず、flp-6遺伝子破壊株（flp-6(ok3056)）中の変異原（EMS）による不要な変異

を除去するため、野生株（N2）との戻し交雑を 5 回行った後、以下に示す実験

に供した。 

Figure 2Aに示したように、flp-6(ok3056)の遺伝子欠損領域は第 1エキソンと第

2エキソンの一部を含む全長 421塩基である。故に、flp-6(ok3056)は幼虫休眠の

促進を誘発する機能欠失型の変異株(lf)であり、通常では FLP-6は通常生育を維

持（休眠を阻害する）と考えられる。そこで、flp-6(ok3056)に対して fp-6遺伝

子を導入（レスキュー）することにより N2との同等の休眠率を示すのか、さ

らには、野生株に fp-6遺伝子を導入することにより（過剰発現）休眠率が低下

（通常生育促進）するのかを検証した。 

遺伝子破壊株 flp-6(ok3056)が N2と比較して休眠率上昇を示したのに対し、レス

キュー株 tkEx1が N2と同等の休眠率の値を示し、さらには過剰発現株 tkEx2が

flp-6(ok3056)とは逆の表現型、つまり休眠率低下を示した（Figure 1C）。以上の結

果から、flp-6(ok3056)の休眠率上昇は flp-6 遺伝子欠損に起因することが明らか

となり、flp-6が休眠制御遺伝子であることを立証するに至った。 
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Figure 2. flp-6遺伝子は幼虫休眠を阻害するように機能する。 

(A) 四角が flp-6 のエキソンを示し、破線が flp-6(ok3056)の遺伝子欠損領域を示

す。(B) 休眠幼虫（左, 中央）と 4齢幼虫（右）を示した。(C) フェロモン添加

による休眠誘導条件下での、野生株（N2）の実測値を基準とした各変異株の相

対休眠率を示す。各 mean ± sem を 3回の休眠率測定で算出した。有意差の有無

を Tukey HSD 検定を用いて算出した（異符号間で有意差有り）。mean ± sem の

値、被検体数、p値等の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 3に示した。 

 

 

生育環境に対する応答性の有無の検証 

 flp-6 が休眠制御遺伝子であることの立証を受けて、FLP-6 が環境応答因子と

して休眠制御に関わるのかを検証した。エサの枯渇、個体密度の上昇、高温が、

休眠誘導を促進する生育環境とされることから[8]、これらの生育環境に対する

FLP-6の応答性を検証することとした。 

まず、エサに対する応答性の有無を検証した。エサ（大腸菌 OP50）を培地に添

加して生育させた FLP-6::mRFP 発現株（tkEx3）の 2齢幼虫と、一定期間エサを

与えずに生育させた tkEx3の 2齢幼虫を調製した。続いて、体腔細胞内に蓄積し
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た各 2 齢幼虫の FLP-6::mRFP の蛍光量を、FLP-6 のレポータータンパクとして

測定・比較した。体液中へと分泌されたペプチドホルモンの一部は、エンドサイ

ト―シスによって体腔細胞内に取り込まれるため[14]、体腔細胞内に蓄積された

FLP-6::mRFPの蛍光量を分泌量の指標とした。体腔細胞は頭部、腹部、尾部の三

ケ所に点在しており、FLP-6 は頭部感覚神経で産生・分泌されていることから

[15]、頭部の体腔細胞を蛍光測定の対象とした。その結果、Figure 3Aに示すよう

に、エサの有無による FLP-6::mRFP の蛍光量に相違は認められなかった。この

結果から、FLP-6の分泌はエサの有無によって変動せず、FLP-6はエサ応答性で

はないと結論づけた。 

次に、個体密度の上昇に対する応答性の有無を検証した。C. elegansは休眠誘導

フェロモンを継続的に産生・分泌し続けているため[16]、個体密度上昇に伴い生

育環境中のフェロモン濃度が上昇し、休眠誘導フェロモンの作用によって幼虫

休眠の誘発が促進される。そこで、休眠誘導フェロモンに対する応答性の有無を

検証することで、個体密度の上昇に対する FLP-6 の応答性の有無を検証するこ

ととした。フェロモン応答性の有無の検証には、C. elegansの液体培養濾液より

調製したフェロモン粗抽出物を用いた[13]。添加したフェロモンの影響のみに限

定するため、フェロモン生合成遺伝子 daf-22[16] の破壊条件下での FLP-6 分泌

の変動を検証した。FLP-6::mRFP 発現株（tkEx3; daf-22(m130)）をフェロモン粗

抽出物添加培地あるいは無添加培地で生育させた 2 齢幼虫を調製した。それぞ

れの培地で生育させた線虫の頭部体腔細胞内に蓄積した FLP-6::mRFP の蛍光量

を測定・比較した。その結果、Figure 3Bが示すように、フェロモン添加により

FLP-6::mRFPの蛍光量が有意に減少した。この結果から、FLP-6の分泌はフェロ

モンに応答して減少し、FLP-6は個体密度の上昇に対する応答性を有すると推察

した。FLP-6 は幼虫生育を維持/促進する機能を有することから、フェロモンに
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よる休眠誘導が FLP-6の分泌を抑制することには齟齬がない、と考えられる。 

最後に、高温（25 ̊C）に対する応答性の有無を検証した。C. elegansは高温状況

に置かれると、自らの生存のために休眠誘導を促進させる[6]。そのため、20 ̊C

（通常生育温度）と 25 ̊C（高温）で flp-6 遺伝子破壊株（flp-6(ok3056)）と flp-6

過剰発現株（tkIs1）の休眠率測定をそれぞれ行い、さらに 20 ̊Cと 25 ̊Cでの野生

株（N2）を基準とした各変異株の相対休眠率（遺伝子変異による休眠率の変動

具合）をそれぞれ比較することで、高温に対する応答性の有無を検証した。FLP-

6は幼虫生育を維持する（幼虫休眠を阻害）するため、FLP-6が高温に対する応

答性を有するのであれば、温度の上昇による休眠率の上昇は FLP-6 の機能が弱

められることで引き起こされる、と考えられる。従って、FLP-6が温度応答性で

あれば、flp-6(ok3056)は FLP-6の影響を受けないので、温度の上昇による休眠率

の上昇は生じない（20 ̊Cと 25 ̊Cで同等の休眠率の値を示す）と予測される。し

かし、N2は温度の上昇に応じて休眠率が上昇するので、flp-6(ok3056)の相対休眠

率は 25 ̊Cで低下すると予測される。実際に、20 ̊Cと 25 ̊Cで、それぞれ N2を基

準とした flp-6(ok3056)の相対休眠率を算出し、比較したところ、flp-6(ok3056)の

相対休眠率は 20 ̊Cと 25 ̊Cの間で有意に変動しなかった（Figure 3C）。これは、

flp-6(ok3056)が N2 と同様に、温度の上昇に応じて休眠率の上昇を示したという

ことである。従って、FLP-6以外の神経ペプチドが温度の上昇による休眠率の上

昇に寄与したと考えられる。同様の実験を flp-6 過剰発現株（tkIs1）に対しても

行った。FLP-6が温度応答性であれば、FLP-6の機能が弱められるため、tkIs1の

休眠率の値は温度の上昇に応じて上昇すると予測される。同様に、N2の休眠率

も温度の上昇に応じて上昇するため、tkIs1 の相対休眠率は変動しないと予測さ

れる。その結果、Figure 3Dに示すように、20 ̊Cと 25 ̊Cの間で相対休眠率は有意

に変動しなかった。むしろ、有意差こそ無かったものの、相対休眠率の低下を示
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した。これは、N2が温度の上昇による休眠率の上昇を示したのに対して、tkIs1

は 20 ̊C と 25 ̊C の間で同等の休眠率の値を示したということである。従って、

FLP-6は温度上昇の影響を受けていないと考えられる。これらの結果から、FLP-

6は遺伝学的に温度応答性でないと推察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. FLP-6は休眠誘導フェロモンに対する応答性を示す。 

(A) 2齢幼虫期における、エサを与えた場合とそうでない場合の頭部体腔細胞に

蓄積した FLP-6::mRFP の蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数
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(Food() = 14; Food() = 16)に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算

出した（ n.s., not significant）。mean ± sem の値の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 4に示した。(B) 2齢幼虫期における、daf-22遺伝子破壊下で

フェロモンを与えた場合とそうでない場合の頭部体腔細胞に蓄積した FLP-

6::mRFPの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（Pheromone() 

= 8; Pheromone() = 12）に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出

した（* p < 0.05）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 

4に示した。 (C) コントロールの野生株（N2）の実測値を基準とした、20 ̊Cお

よび 25 ̊Cでの flp-6遺伝子破壊株の相対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3回の

休眠率測定で算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（n.s., not 

significant）。mean ± sem の値、被検体数、p 値等の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 4に示した。(D) コントロールのN2の実測値を基準とした、

20 ̊Cおよび 25 ̊Cでの flp-6過剰発現株の相対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3

回の休眠率測定で算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（n.s., not 

significant）。mean ± sem の値、被検体数、p 値等の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 4に示した。 

 

 

ホルモンシグナル伝達経路への関与の検証 

通常生育/幼虫休眠の決定は、下流のホルモンシグナルである TGF-β様シグナル

伝達経路（DAF-7 が唯一のリガンド）ならびにインスリン様シグナル伝達経路

（40種類のインスリン様ペプチドの存在が推定）によりなされる[8]。40種類の

インスリン様ペプチドのうち DAF-28 が最も優位にインスリン様シグナルを制

御する[17,18]。TGF-β 様シグナルのリガンド DAF-7 ならびにインスリン様シグ
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ナルのリガンド DAF-28は同一の頭部感覚神経細胞（ASI細胞）で産生・分泌さ

れており、これらリガンド分子の転写はフェロモンの影響を受けることが知ら

れている[17,19,20]。両シグナル伝達の FLP-6 による制御の可能性を検証するた

め、リガンド分子 DAF-7ならびに DAF-28の分泌変動の有無を検討した。まず、

DAF-7レポータータンパク（daf-7p::DAF-7::mCherry）を発現する株（tmEx4088）

を用いて[10]、頭部体腔細胞内に蓄積したDAF-7::mCherryの蛍光量を測定した。

次に、この tmEx4088と flp-6過剰発現株（tkIs1）を交雑し、flp-6過剰発現下での

DAF-7::mCherry（頭部体腔細胞内に蓄積）の蛍光量を同様に測定した。その結果、

Figure 4Aに示すように、tmEx4088（flp-6通常発現）と tkIs1; tmEx4088（flp-6過

剰発現）で DAF-7::mCherryの蛍光量は同程度であった。さらに、先行研究でも

flp-6 遺伝子破壊株（flp-6(ok3056)）を用いて同様の実験を行ったところ[21]、蛍

光量は同程度であった。これらの結果から、FLP-6 は DAF-7 の分泌に影響を及

ぼさず、FLP-6による幼虫休眠の制御はDAF-7とは無関係であると結論づけた。 

次に、DAF-28 の分泌に対する FLP-6 の影響を上記と同様の方法で検討した。

DAF-28 のレポータータンパク（daf-28p::DAF-28::mCherry）を発現する株

（tmEx4106）を tkIs1と交雑させ、頭部体腔細胞に蓄積する DAF-28::mCherryの

蛍光量の変動を確認した。flp-6過剰発現下では、蛍光量は有意に増大した（Figure 

4B）。さらに、先行研究でも flp-6(ok3056)を用いて同様の実験を行ったところ、

蛍光量は有意に増大した[21]。これらの結果から、FLP-6 が DAF-28 の分泌を促

進することで、通常生育を促進する（幼虫休眠を阻害する）と推察した。 

 FLP-6 が DAF-7 の分泌に影響を及ぼさず、DAF-28 の分泌を促進することか

ら、FLP-6は TGF-様シグナルではなく、インスリン様シグナルに関与すること

が明らかとなった。40種類のインスリン様ペプチドのうち、DAF-28が最も優位

にインスリン様シグナルを制御するが、腸での発現が認められている、INS-35も
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休眠制御において重要な役割を果たすことが明らかにされている[22,23]。従って、

INS-35の分泌に対する FLP-6の影響についても、上記と同様の方法で検討した。

INS-35のレポータータンパク（ins-35p::INS-35::mRFP）を発現する株（tkEx5）を

tkIs1と交雑し、頭部体腔細胞に蓄積する INS-35::mRFPの蛍光量変動を確認した

ところ、flp-6過剰発現下で蛍光量は有意に増大した（Figure 4C）。さらに、先行

研究でも flp-6(ok3056)を用いて同様の実験を行ったところ、蛍光量は有意に減少

した[21]。これらの結果から、FLP-6が DAF-28に加えて INS-35の分泌を促進す

ることで、通常生育を促進する（幼虫休眠を阻害する）と推察した。 
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Figure 4. FLP-6は DAF-28および INS-35の分泌を促進する。 

(A) 2 齢幼虫期における、flp-6 通常発現下および flp-6 過剰発現下での頭部体腔

細胞に蓄積した DAF-7::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの
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被検体数（WT = 20; Is[flp-6p::flp-6](tkIs1) = 20）に応じて算出した。有意差の有無

は t-検定を用いて算出した（n.s., not significant）。mean ± semの値の詳細な数値

を補足資料 Supplementary Table 5に示した。(B) 2齢幼虫期における、flp-6通常

発現下および flp-6過剰発現下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-28::mCherryの

蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 20; Is[flp-6p::flp-

6](tkIs1) = 20）に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（*** 

p < 0.001）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 5に示

した。(C) 2齢幼虫期における、flp-6通常発現下および flp-6過剰発現下での頭部

体腔細胞に蓄積した INS-35::mRFPの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれ

の被検体数（WT = 20; Is[flp-6p::flp-6](tkIs1) = 20）に応じて算出した。有意差の有

無は t-検定を用いて算出した（*** p < 0.001）。mean ± semの値の詳細な数値を

補足資料 Supplementary Table 5に示した。 

 

 

epistasis 解析 

FLP-6 が TGF-β 様シグナル伝達経路ではなく、インスリン様シグナル伝達経路

の DAF-28および INS-35の分泌を促進することで、幼虫休眠を阻害することが

分子遺伝学的に示唆された（Figure 4A, B）。しかし、Figure 4A, Bの結果からは、

FLP-6 の影響によって DAF-28 および INS-35 の分泌が増大することは明らかに

されたが、これらのインスリン様ペプチドの分泌増大によって最終的に幼虫休

眠が阻害されることは明らかにされていない。そこで、FLP-6が DAF-28を介し

て最終的に幼虫休眠を阻害しているのかを検証するために、flp-6 過剰発現株

（tkIs1）と daf-28遺伝子破壊株（daf-28(tm2308)）および ins-35遺伝子破壊株（ins-

35(ok3297)）の epistasis（遺伝学的上下関係）解析を行った。その結果、Figure 5
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に示すように、幼虫休眠を抑制する flp-6を過剰発現させても、daf-28(tm2308)お

よび ins-35(ok3297)の幼虫休眠は全く抑制されなかった。この結果から、daf-28お

よび ins-35は flp-6に対して遺伝学的完全上位（epistatic）であり、flp-6は daf-28

および ins-35を介して最終的に幼虫休眠を阻害すると推察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. daf-28および ins-35は flp-6に対して遺伝学的に完全上位である。 

(A, B)フェロモン添加による休眠誘導条件下での、野生株（N2）の実測値を基準

とした各変異株の相対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3回の休眠率測定で算出

した。有意差の有無は Tukey HSD検定を用いて算出した（異符号間で有意差有

り）。mean ± semの値、被検体数、p値等の詳細な数値を補足資料 Supplementary 

Table 6に示した。 

 

 

DAF-28および INS-35の産生への関与の検証 

 FLP-6 の影響によって DAF-28 の分泌が増大することは明らかにされたが

（Figure 4B）、それが DAF-28の産生量増大に起因するものであるのかは不明で

あった。そこで、FLP-6によるDAF-28産生制御の可能性を検証することとした。
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まず、daf-28 プロモーター制御下で GFP を発現する株（mgIs40）を用いて、頭

部感覚神経（ASI細胞）における daf-28p::GFPの蛍光量を測定した。次に、この

mgIs40と flp-6過剰発現株（Is[flp-6p::flp-6] (tkIs1)）を交雑し、flp-6過剰発現下で

daf-28p::GFP（ASIで発現）の蛍光量を測定した。その結果、Figure 6Aに示すよ

うに、統計学上の有意差は示さなかったものの tkIs1; mgIs40（flp-6過剰発現）で

蛍光量が増大した。Figure 4Bに示すように、同様の実験で DAF-28 の分泌量も

大きく変動した（flp-6 過剰発現下で約 2 倍）。以上の結果から、FLP-6 は DAF-

28 の産生量を増加させ、結果的に分泌量を増加させることによりインスリン様

シグナルを亢進し、幼虫生育を促進（幼虫休眠を阻害）すると推定した。 

DAF-28の分泌と同様に、INS-35の分泌も FLP-6の影響によって増大することが

明らかにされた（Figure 4C）。従って、INS-35についても、分泌量増大が産生量

増大に起因するものである可能性が考えられる。そこで、FLP-6 による INS-35

産生制御の可能性を検証した。まず、ins-35 プロモーター制御下で GFP を発現

する株（unc-119(ed3); wwIs39）を用いて、INS-35の腸（前腸）における ins-35p::GFP

の蛍光量を測定した。次に、この unc-119(ed3); wwIs39と flp-6過剰発現株（tkIs1）

を交雑し、flp-6 過剰発現下で ins-35p::GFP（前腸で発現）の蛍光量を測定した。

その結果、Figure 6Bに示すように、tkIs1; unc-119(ed3); wwIs39（flp-6過剰発現）

で蛍光量は有意に増大しなかった。Figure 5Cに示すように、同様の実験で INS-

35 の分泌量は大きく変動した（flp-6 過剰発現下で約 4 倍）。以上の結果から、

FLP-6 は INS-35 の産生は制御せず、分泌量のみを増加させることによりインス

リン様シグナルを亢進し、幼虫生育を促進（幼虫休眠を阻害）すると推定した。 
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Figure 6. FLP-6は daf-28の転写制御に影響を与えるが、ins-35の転写制御には

影響を与えない。 

(A) 2齢幼虫期における、flp-6通常発現下および flp-6 過剰発現下での ASI 細胞

に発現した daf-28p::GFPの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数

（WT = 5; Is[flp-6p::flp-6](tkIs1) = 5）に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を

用いて算出した（n.s., not significant）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 7Aに示した。(B) 2齢幼虫期における、flp-6通常発現下およ

び flp-6過剰発現下での前腸に発現した ins-35p::GFPの蛍光量を示す。各 mean ± 
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sem はそれぞれの被検体数（WT = 18; Ex[flp-6p::flp-6](tkEx2) = 13）に応じて算出

した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（n.s., not significant）。mean ± sem

の値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 7Bに示した。 
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考察 

 

 

第 1 章では、FLP が環境応答因子として初期応答し、下流のホルモンシグナ

ル伝達経路を介して幼虫休眠を調節しているという仮説に基づき、まず、標的と

なる flp遺伝子の選抜を行った。遺伝子破壊線虫を用いたスクリーニングの結果

は、複数の flp遺伝子が、幼虫の発育を抑制または促進する可能性を示すもので

あった。複数の同種ペプチド遺伝子が幼虫生育を正負に制御する現象は、インス

リン様遺伝子の場合にも見受けられる[23,24]。FLPには複数の受容体が存在する

ことがしられており（第２章）、一方、インスリン受容体様タンパクは DAF-2の

みである。インスリン様分子の場合には同一受容体を介してアゴニスト・アンタ

ゴニストが幼虫生育を正負に制御するが、FLP の場合には呼応する受容体の相

違が幼虫生育を正または負に制御するに至るのではないか、と考えている。flp

遺伝子破壊株を用いた休眠率測定では、flp-6遺伝子破壊株（flp-6(ok3056)）が最

も高い幼虫休眠率を示した。さらに、FLP-6の分泌量は休眠誘導フェロモンによ

って減少したことから、FLP-6が生育環境に対する応答性を有することが示され

た。これより、筆者は本研究における仮説の一部を実証した。 

本章では、FLP-6 が ASI 細胞で産生される線虫インスリン様ペプチドの一つ

である DAF-28の産生を調節することにより、最終的に DAF-28の分泌と幼虫休

眠を調節することを示した。ASI 細胞は、通常生育/幼虫休眠を決定する最も重

要な神経細胞である[17,19,20,25]。休眠誘導フェロモンの受容体である、DAF-37

が存在する ASI 細胞では、インスリン様ペプチドである DAF-28 だけでなく、

TGF-様分子である DAF-7も生成する[17,19,20,26]。FLP-6が DAF-7には作用せ
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ず DAF-28選択的に作用する点は、極めて興味深い。FLP-6は DAF-28の産生を

調節することから、FLP-6による DAF-28選択的転写促進が、延いてはそれによ

って DAF-28の翻訳・分泌量を促進する可能性がある。この可能性を検証するに

は、FLP-6の過剰発現下で daf-28に対する ASI細胞特異的 qRT-PCRを実施する

必要がある。 

本章では、FLP-6は DAF-28のみならず、腸細胞で産生されるインスリン様ペ

プチド INS-35の分泌を調節することで、最終的に幼虫休眠を調節することも示

した。従って、ASI 細胞で産生・分泌された FLP-6 が体液経由で腸にまで到達

し、最終的に腸における INS-35 の分泌を制御していると考えられる。FLP-6 は

INS-35 の産生を調節しないことから、腸細胞で発現する受容体（未同定）を介

して INS-35 の分泌のみを制御し、分泌量を促進する可能性がある。FLP-6 が頭

部神経細胞（ASI 細胞）ならびに腸に作用して異なるインスリン様ペプチド

（DAF-28, INS-35）を制御する点は、非常に興味深く思われる。 

最後に、FLP-6が幼虫休眠を制御する分子機構を提案する。FLP-6は ASI細胞

で産生されることが報告されている[15]。さらに、フェロモン受容体 DAF-37を

発現する ASI 細胞では、①DAF-28 の発現は膜結合型グアニル酸シクラーゼ

（DAF-11）を介した cGMP合成によって調節され、②休眠誘導フェロモンはそ

の cGMP 合成に拮抗して幼虫休眠を誘発する、と考えられている[17,26,27,28]。

本章では、①FLP-6分泌量はフェロモンに応答して低下すること、②分泌された

FLP-6は DAF-28産生調節を介して DAF-28の分泌量を調節し、通常生育を維持

する（幼虫休眠を阻害する）こと、を示した。従って、以下に示すような分子制

御機構が考えられる。通常の生育環境下では、FLP-6は恒常的に分泌されている

が、生育環境中のフェロモン濃度が上昇すると、その影響による感覚入力によっ

て cGMP合成が抑制され、ASI細胞における FLP-6分泌が抑えられる(Figure 7A)。
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その結果、DAF-28 および INS-35 の分泌も抑えられ、最終的に幼虫休眠の誘発

が促進（通常生育の阻害）される。通常の生育状況下では、ASI細胞で分泌され

た FLP-6は DAF-28の産生を促進することによって、幼虫生育を維持する（Figure 

7B）。INS-35については、通常の生育状況下では、腸にまで到達した FLP-6が、

INS-35の分泌を促進することで、幼虫生育を維持すると予測される（Figure 7C）。

しかし、生育環境中のフェロモン濃度が上昇すると、その影響によって FLP-6の

分泌量が低下する。アデニル酸シクラーゼ（ACY-1）が cAMP合成を介して cAMP

依存性プロテインキナーゼ（PKA）を活性化することから[29,30]、FLP-6分泌の

低下によって cAMP合成が抑制されると、ASI細胞における DAF-28の分泌が転

写レベルで抑えられ、最終的に幼虫休眠の誘発が促進（通常生育の阻害）される。

一方、腸細胞においては、ホスホリパーゼ C（PLC-3）が ITR-1（イノシトール

1,4,5-トリスリン酸（IP3）結合ドメイン）を介して細胞内カルシウムイオン濃度

を調節することから[31]、FLP-6分泌の低下によって細胞内カルシウム濃度が低

下し、INS-35 の分泌が抑えられ、最終的に幼虫休眠の誘発が促進（通常生育の

阻害）される。 
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Figure 7A. 休眠誘導フェロモンの感覚入力による FLP-6の産生・分泌抑制。 
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Figure 7B. ASI細胞における FLP-6による DAF-28の産生・分泌抑制。 
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Figure 7C. 腸細胞における FLP-6による INS-35の分泌抑制。 
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補足資料 

 

 

Supplementary table 1. 本章で用いた各プライマーの配列 
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Supplementary table 2. Figure 1のデータの詳細 
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Supplementary table 3. Figure 2Cのデータの詳細  

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 4. Figure 3のデータの詳細 
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Supplementary table 5. Figure 4のデータの詳細 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 6. Figure 5のデータの詳細 
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Supplementary table 7. Figure 6のデータの詳細 
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第２章 

 

 

線虫 Caenorhabditis elegans の幼虫休眠を制御する短鎖神経ペプチド

受容体 NPR-15の休眠制御機構 

(The mechanism of diapause control of short-chain neuropeptide receptor 

NPR-15 that regulates larval diapause in the nematode Caenorhabditis 

elegans.) 

 

 

【緒言】 

Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は、様々な生理機能を制御する膜貫通型

受容体の主要なスーパーファミリーである。ヒトでは、800以上の GPCRが同定

されており、ヒト遺伝子の約 5％を占めている[1,2]。これらの受容体は、主要な

生理学的プロセスを制御するため、製薬業界では特に関心が高いが、その内因性

リガンドのいくつかはまだ発見されていない[3]。モデル生物である線虫 C. 

elegansは、ヒト（約 3000Mb）と比較してゲノムが小さい（約 100Mb）にもかか

わらず、1000以上の GPCRを有している[4]。最近の C. elegansにおける GPCR

研究では、自然免疫、胚発生、行動などに焦点が当てられているが[5-7]、休眠制

御に関連する GPCRとその分子機構については殆ど知られていない。 

C. elegansは幼虫生育の過程における生育環境（エサ、個体密度、温度）に応

答して、通常生育/幼虫休眠を決定する。環境からの感覚入力は頭部感覚神経で

受容・統合され、下流のホルモンシグナルである TGF-様シグナル、インスリン
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様シグナル、そしてステロイドホルモンシグナルへと伝達される[8]。これらホ

ルモンシグナルの情報伝達機構はよく研究されているが、環境因子（エサ、個体

密度、温度）を知覚した後の分子制御機構は完全には解明されていない。これま

でに、個体密度を化学的に媒介する休眠誘導フェロモンが単離・構造決定され、

さらに、その受容体 GPCR も同定された [9-12]。一方、休眠制御に関係する食

物中の基質、ならびに、その受容体は未同定である[13]。これらの環境因子に応

答して初期発動する短鎖神経ペプチドが、知覚と下流のホルモンシグナルを結

びつけて幼虫生育を制御していると仮定した[14]。これが本研究の発端である。 

第 1章では C. elegansが有する FMRFamide-Like Peptides (FLPs)に着目し、遺

伝子破壊線虫を用いたスクリーニング結果に基づき、筆者が FLP-6 の解析を行

った。また、当研究室では FLP-1および FLP-2の解析をほぼ終えている[15,16]。

FLP受容体は GPCRである神経ペプチド受容体（NeuroPeptide Receptor: NPR）で

あることから、環境応答因子として初期応答した FLPは受容体 NPRを介して幼

虫生育を制御すると予測される[17]。そこで、FLP-6受容体を固定すべく、npr遺

伝子破壊株に対するスクリーニングを行ったところ、npr-15 が遺伝子破壊によ

り唯一著しい休眠率上昇を示した。これは、flp-6遺伝子破壊の結果と一致する。

そこで、FLP-6が NPR-15を介して幼虫生育を制御するという予測のもと、npr-

15に着目した研究展開を図った。 
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材料と方法 

 

 

1-1. Strains 

本章でも CGC ならびに日本の NBRP から入手した遺伝子破壊株を使用した

（補足資料 Supplementary Table 1 に記載）。また、遺伝子導入株、ksIs2(Is[daf-

7p::gfp])を CGCから購入した。さらに本章では、東京女子医科大学・三谷教授か

ら分与いただいた tmEx4088(Ex[daf-7p::daf-7::mCherry])、および tmEx4106(Ex[daf-

28p::daf-28::mCherry])[18]の安定発現株 tmIs4088(Is[daf-7p::daf-7::mCherry])、 

tmIs4106(Is[daf-28p::daf-28::mCherry])を作出し、以降の実験に供した。また、

tkEx6(Ex[npr-15p::npr-15]; npr-15(ok1626))の安定発現株 tkIs6(Is[npr-15p::npr-15]; 

npr-15(ok1626))、  ならびに、 tkEx7(Ex[gpa-4p::npr-15 cDNA; gpa-4p::npr-15 

cDNA::gfp]; npr-15(ok1626))を作出し、以降の実験に供した(下記参照)。加えて、

多重変異株である tkEx6; npr-15(ok1626)、 tkEx-7; npr-15(ok1626)、 tmIs4088; npr-

15(ok1626)、 tmIs4106; npr-15(ok1626)、npr-15(ok1626); daf-3(e1376); lon-2(e678)、 

tmIs4088; tkEx-7; npr-15(ok1626)、 npr-15(ok1626); gpa-4(pk381)、 npr-15(ok1626); 

gpa-4XS(dpy-20(e1282); pkIs515[gpa-4XS; dpy-20])、  tmIs4088; gpa-4(pk381)、 

tmIs4088; gpa-4XS、 tmIs4106; gpa-4(pk381)ならびに、tmIs4106; gpa-4XSを交雑に

より作出した。 

＊XSは導入遺伝子による遺伝子の余分なコピーを示す。 
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1-2. plasmidの構築ならびに transgenic worm の作出 

 

1-2-1. plasmidの構築 

以下に記載するプラスミドを第 1 章と同様にして構築し、本章で使用した全

てのプライマー配列を補足資料、Supplementary Table 2 に記載する。すべての

DNA増幅を high fidelity PCR により行い、得られたプラスミドの塩基配列を確

認した（受託配列）。 

 

1-2-2. npr-15 transgene (npr-15p::npr-15) 

npr-15翻訳領域、上流 4.5 kb、および下流 0.9 kbの配列を含むゲノム断片を線

虫ゲノム DNAを鋳型として増幅し、10 x A-attachment mix (TOYOBO) を用いて

dA付着後に pGEM-T Easy vector (Promega) に挿入した。 

 

1-2-3. ASI-specific npr-15 transgene (gpa-4p::npr-15 cDNA) 

npr-15 の cDNA を RT-PCR により増幅し、ASI 細胞特異的発現を誘導する上

流配列を含む gpa-4プロモーター領域（2.6 kb）、ならびに、転写産物の安定化

を誘導する unc-54 3´-utr（0.7 kb）をそれぞれ増幅した。これらの断片を、In-Fusion 

kit (Clontech)を用いて pBluescript (TOYOBO)の Eco RVサイトに挿入した。 

 

1-2-4. ASI-specific npr-15 reporter gene (gpa-4p::npr-15 cDNA::venus) 

ASI-specific npr-15 transgene（上述）から、終止コドンを除いた gpa-4プロモー

ター領域と npr-15 cDNAが結合した断片を増幅し、In-Fusion kit (Clontech)を用い

て pPD_venusベクターの Sma Iサイトに挿入した。 

 



58 

 

1-2-5. transgenic worms 

第 1 章と同様にして、DAF-7::mCherry 安定発現株（ tmIs4088(Is[daf-7p::daf-

7::mCherry])）および DAF-28::mCherry 安定発現株（ tmIs4106(Is[daf-28p::daf-

28::mCherry])）を作出し、以降の実験に用いた。 

npr-15(ok1626)のレスキュー実験のため、npr-15p::npr-15導入遺伝子（15ng/μl）

を injection marker である rol-6 (50 ng/μl)と共に npr-15(ok1626)の生殖腺に注入す

ることで、npr-15 レスキュー株（Ex[npr-15p::npr-15]; npr-15(ok1626)(tkEx6)）を

作出した[19]。得られた tkEx6に紫外線（UV）照射を行い、npr-15p::npr-15導入

遺伝子を染色体内に挿入した[20]。その後、野生型（N2）との戻し交雑を 5回行

うことで不要な変異を除去し、npr-15 レスキュー株（Is[npr-15p::npr-15]; npr-

15(ok1626)(tkIs6)）として以降の実験に用いた。 

npr-15(ok1626)の ASI特異的レスキュー実験のため、gpa-4p::npr-15 cDNA導入

遺伝子 (15 ng/μl)と発現確認のためのレポーター遺伝子 gpa-4p::npr-15 

cDNA::venus (15 ng/μl)の混合物を、injection markerである rol-6 (50 ng/μl)と共に

npr-15(ok1626)の生殖腺に顕微注入した[19]。 

 

1-3. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 

2齢幼虫期の野生株（N2）および npr-15遺伝子破壊線虫（npr-15(ok1626)）か

ら total RNAを抽出後、mRNAを調製し、合成した cDNAを PCRに供した。daf-

7転写物および-アクチン（act-1は内部標準）のプライマーセットを GENETYX

ソフトウェア（GENETYX, Tokyo, Japan）を用いて設計した。使用したプライマ

ーの配列は補足資料、Supplementary Table 2 に記載する。SYBR Premix Ex Taq 

(Takara Bio)と CFX Connect™ Real-Time System (Bio-Rad, CA, USA)を用いて、定
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量的 PCR(qPCR)を実施した。3 つのプールの線虫から調製した各 cDNA を用い

て、qPCR試験を 3回繰り返した。 
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実験結果 

 

 

標的となる npr遺伝子の選抜 

 幼虫休眠以外の生命現象に関わる FLP の受容体として、GPCR をコードする

npr遺伝子が同定されている[17]。そこで、FLP-6の受容体として NPRが幼虫休

眠を制御する役割を担っていると予想した。まず、npr 遺伝子 35 種類に対応す

る遺伝子破壊株を用いて[21]、休眠率を測定した。その結果、Figure 1に示すよ

うに、35種類の npr遺伝子破壊株の中で npr-15 遺伝子破壊株（npr-15(ok1626)）

のみが休眠率上昇を示した。一方で、9種類の遺伝子破壊株が休眠率低下を示し

た。flp-6遺伝子破壊株（flp-6(ok3056)）の休眠率測定の結果（第 1章）と同様に、

休眠率上昇を示した npr 遺伝子破壊株は npr-15(ok1626)のみであった。そこで、

NPR-15が FLP-6受容体として幼虫休眠を制御するという予測の下、npr-15を対

象として研究を進めた。 
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Figure 1. npr-15遺伝子破壊が唯一休眠率上昇を示す。 

野生株（N2）の実測値を基準とした、各遺伝子破壊株の相対休眠率を示す。各

mean ± sem は 3枚のプレート（1トライアル）で休眠率を測定し、算出した。

Dunnett検定を用いて有意差の有無を算出した（* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 

0.001; n.s., not significant）。mean ± semの値、被検体数、試行回数、p値等の詳細

な数値を補足資料 Supplementary Table 3に示した。 
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レスキュー実験 

まず、npr-15が休眠制御遺伝子であることを立証するため、レスキュー実験を行

った。npr-15遺伝子破壊株（npr-15(ok1626)）を野生株（N2）と 5回交雑し、変

異原（EMS）による不要な変異を除去した後、以下の実験に供した。 

Figure 2Aに示すように、npr-15(ok1626)線虫は npr-15 の第 1 および第 2 エキソ

ンを欠失した、null変異体である。故に、npr-15(ok1626)は幼虫休眠の促進を誘発

する機能欠失型の変異株(lf)であり、通常では幼虫生育を維持/休眠を阻害すると

考えられる。そこで、npr-15(ok1626)に対して npr-15遺伝子を導入（レスキュー）

することにより N2との同等の休眠率を示すのかを検証した。 

遺伝子破壊株 npr-15(ok1626)が N2と比較して休眠率上昇を示したのに対し、レ

スキュー株 tkIs6（安定発現株）は N2と同等の休眠率の値を示した（Figure 2C）。

以上の結果から、npr-15(ok1626)の休眠率上昇は npr-15遺伝子欠損に起因するこ

とが明らかとなり、npr-15が休眠制御遺伝子であることを立証するに至った。 

NPR-15 は、数種の頭部感覚神経細胞で発現している[22]。その中でも ASI 細胞

は、主に幼虫の生育を制御する役割を担っている[23]。ASI 細胞は、TGF-様お

よびインスリン様シグナル伝達の主要なリガンドである DAF-7 および DAF-28

をそれぞれ発現している[24,25]。故に、NPR-15は ASI細胞で発現し、DAF-7、

DAF-28 のいずれか、あるいは両方の制御に関与している可能性が考えられる。

そこで、NPR-15の ASI細胞発現/休眠制御を検証するために、ASI特異的な発現

を駆動する gpa-4プロモーターを用いて、ASI細胞特異的にレスキュー実験を行

った[26]。レスキュー遺伝子 gpa-4p::npr-15 cDNA::unc-54 3´-utr とレポーター遺

伝子 gpa-4p::npr-15 cDNA::venus を構築し、npr-15(ok1626)に同時導入した。得ら

れた遺伝子導入株（tkEx7）のうち、染色体外配列として導入遺伝子を保有する

3 系統（ASI 細胞で VENUS 蛍光を発する）を休眠率測定に供した。その結果、
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Figure 2Cおよび、補足資料 Supplementary Figure 1に示すように、gpa-4プロモ

ーターを用いてレスキューした株は、N2と同様の休眠率の値を示した。以上の

結果から、ASIで発現する NPR-15が幼虫休眠を制御すると推察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. ASIで発現する NPR-15は幼虫休眠を阻害するように機能する。 

(A) 四角が flp-6のエキソンを示し、破線が npr-15(ok1626)の遺伝子欠損領域を示

す。(B) 休眠幼虫（左, 中央）と 4齢幼虫（右）を示した。(C) フェロモン添加

による休眠誘導条件下での、野生株（N2）の実測値を基準とした各変異株の相

対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3回の休眠率測定で算出した。有意差の有無

は Tukey HSD 検定を用いて算出した（異符号間で有意差有り）。mean ± sem の

値、被検体数、p値等の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 4に示した。

残り 2 系統の ASI 細胞特異的な npr-15 レスキュー株（ tkEx7）の数値は

Supplementary Figure 1に示した。 
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NPR-15のホルモンシグナル伝達経路への関与の検証 

先に述べたように、ASI細胞は幼虫生育制御に最も重要であり、DAF-7と DAF-

28を産生・分泌する[24,25]。DAF-7 は TGF-シグナル経路の唯一のリガンドで

あり、DAF-28 はインスリン様シグナル経路の 40 種類のインスリン様ペプチド

の中で最も支配的なリガンドである [25,27]。そこで、NPR-15が DAF-7 ならび

に DAF-28 を介して休眠を制御しているかどうかを検証することとした。まず、

DAF-7のレポータータンパク（daf-7p::DAF-7::mCherry）を発現する株（tmEX4088）

ならびに DAF-28のレポータータンパク（daf-28p::DAF-28::mCherry）を発現する

株（tmEX4106）を用いて[18]、それぞれの安定発現株 tmIs4088(Is[daf-7p::daf-

7::mCherry])ならびに tmIs4106(Is[daf-28p::daf-28::mCherry])を作出した。2齢幼虫

期の tmIs4088 と tmIs4106 を用いて、体腔細胞内に蓄積した DAF-7::mCherry と

DAF-28::mCherryの蛍光量を測定することにより、DAF-7ならびに DAF-28の分

泌測定に代えた。DAF-7, DAF-28 は ASI 細胞で産生・分泌されていることから

[24,25]、頭部の体腔細胞を蛍光測定の対象とした。tmIs4088ならびに tmIs4106を

npr-15(ok1626)と交雑し、頭部体腔細胞内に蓄積した DAF-7::mCherry と DAF-

28::mCherryの蛍光量を同様に測定した。その結果、Figure 3A, Bおよび補足資料

Supplementary Table 5A, Bに示すように、npr-15遺伝子破壊下で DAF-7::mCherry

蛍光量は有意に減少したが、DAF-28::mCherryの蛍光量は遺伝子破壊の影響を受

けなかった。このことから、NPR-15は DAF-7の分泌を促進し、通常生育を維持

していると推察した。さらに、ASI 細胞で発現する NPR-15 と DAF-7 分泌との

関連を検証するため、ASI細胞特異的レスキュー株（tkEx7）3系統を tmIs4088(daf-

7p::daf-7::mCherry)線虫と交雑し、これらの蛍光量を測定した。その結果、npr-15

遺伝子破壊による DAF-7::mCherryの蛍光量の減少が、npr-15の ASI細胞特異的

レスキューにより、tmIs4088（npr-15 通常発現）と同程度まで回復した（Figure 
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3C, Supplementary Figure 2）。以上の結果から、ASI細胞で発現する NPR-15が

DAF-7分泌促進を介して通常生育を維持する、と推論した。 

さらに、NPR-15の TGF-シグナル（DAF-7を唯一のリガンドとする）への関与

を立証するため、休眠率上昇を示す npr-15遺伝子破壊株（npr-15(ok1626)）と休

眠率低下を示す daf-3 遺伝子破壊株（daf-3(e1376)）を用いて、epistasis（遺伝学

的上下関係）解析を行った。daf-3遺伝子は TGF-シグナル最下流の転写制御因

子 Smadをコードする[28]。故に、daf-3遺伝子破壊（休眠不全）は、上流の DAF-

7 リガンドならびに DAF-7 受容体の遺伝子破壊による休眠誘導を無効化し、通

常生育をもたらす。そこで、npr-15(ok1626)と daf-3(e1376)を交雑し、得られた二

重変異株（npr-15(ok1626); daf-3(e1376)）の休眠率を測定した。Figure 3Dおよび、

補足資料 Supplementary Table 5Dに示すように、daf-3(e1376)は休眠率ほぼ 0を示

した。npr-15(ok1626); daf-3(e1376)は daf-3(e1376)と同等に休眠率ほぼ 0を示した

ことから、daf-3遺伝子破壊が npr-15遺伝子破壊による休眠誘導を完全に抑制し

たと結論づけた。以上の結果から、NPR-15の幼虫休眠制御は DAF-7分泌を介し

た TGF-シグナルに依存していると結論付けた。 

この時点で、NPR-15は FLP-6の受容体ではないことが濃厚となったが、NPR-15

のさらなる機能解析を進めることとした。 
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Figure 3. NPR-15は DAF-7の分泌を介して TGF-様シグナルを制御する。 

(A) 2齢幼虫期における、npr-15通常発現下および npr-15遺伝子破壊下での頭部

体腔細胞に蓄積した DAF-7::mCherry の蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞ

れの被検体数（WT = 5; npr-15(ok1626) = 5）に応じて算出した。有意差の有無は

t-検定を用いて算出した（* p < 0.05）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 5Aに示す。(B) 2齢幼虫期における、npr-15通常発現下およ

び npr-15 遺伝子破壊下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-28::mCherry の蛍光量

を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; npr-15(ok1626) = 5）に

応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（n.s.: not significant）。

mean ± semの値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 5Bに示した。(C) 2

齢幼虫期における、npr-15 通常発現下、npr-15 遺伝子破壊下および、npr-

15(ok1626)の ASI 細胞特異的レスキュー下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-

7::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; npr-

15(ok1626) = 5; Ex[gpa-4p::npr-15]; npr-15(ok1626) = 20）に応じて算出した。有意

差の有無は Tukey HSD検定を用いて算出した（* p < 0.05, ** p < 0.01, n.s.: not 

significant）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 5Cに、

残りの 2系統（Line2および Line3）の数値を Supplementary figure2に示す。(D) 

フェロモン添加による休眠誘導条件下での、野生株（N2）の実測値を基準とし

た各変異株の相対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3回の休眠率測定で算出した。
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有意差の有無は Tukey HSD 検定を用いて算出した（異符号間で有意差有り）。

mean ± semの値、被検体数、p値等の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 

5Dに示す。 

 

 

GPCR NPR-15と結合して幼虫休眠を制御する Gサブユニットの探索 

NPR-15の DAF-7分泌制御機構を明らかにするため、受容体である GPCR NPR-

15と共役して幼虫休眠を制御するGタンパク質サブユニットの探索を行った。

まず、gpa 遺伝子がサブユニットをコードすることから、gpa 遺伝子破壊株の

休眠率を測定した。NPR-15 および DAF-7 は ASI で発現することから、測定に

は ASI細胞での発現が報告されている gpa遺伝子の破壊株を用いた[22,24,29]。

Figure 4Aおよび補足資料 Supplementary table 6Aに示すように、唯一 gpa-4(pk381)

が npr-15(ok1626)と同様に顕著な休眠率上昇を示した。さらに、gpa-4 遺伝子は

NPR-15 と DAF-7 を発現している ASI 細胞でのみ発現していることから

[22,24,26,29]、gpa-4遺伝子に着目した研究展開を図った。GPA-4と GPCR NPR-

15の共役性を検証するために、gpa-4遺伝子の機能喪失型変異株（gpa-4(pk381)）

に加え、機能獲得型変異株（gpa-4XS）を用いてエピスタシス解析を行った。gpa-

4(pk381)ならびに gpa-4XS を npr-15(ok1626)と交雑することで、npr-15(ok1626); 

gpa-4(pk381), npr-15(ok1626); gpa-4XS をそれぞれ作出し、休眠率測定に供した。

Figure 4B に示すように、npr-15(ok1626); gpa-4(pk381)の休眠率上昇の値は npr-

15(ok1626)および gpa-4(pk381)の休眠率上昇の値とほぼ同等であり、休眠誘導す

る遺伝子欠損の相加的効果は認められなかった。さらに、Figure 4Cに示すよう

に、gpa-4XS は npr-15(ok1626); gpa-4XSと同様に、著しい休眠率低下を示した。

このことから、gpa-4 は npr-15 に対して遺伝学的に上位（epistatic）であると結
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論づけた。以上のことから、NPR-15は GPA-4と共役していると結論づけた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. gpa-4は npr-15に対して遺伝学的に上位（epistatic）である。 

(A) 野生株（N2）の実測値を基準とした、各遺伝子破壊株の相対休眠率を示す。

各 mean ± sem は 3枚のプレート（1トライアル）で休眠率を測定し、算出した。

Dunnett検定を用いて有意差の有無を算出した（* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 

0.001; n.s., not significant）。mean ± semの値、被検体数、p値等の詳細な数値を補

足資料 Supplementary Table 6A に示した。(B)フェロモン添加による休眠誘導条

件下での、N2 の実測値を基準とした各変異株の相対休眠率を示す。各 mean ± 

sem は 3回の休眠率測定で算出した。有意差の有無は Tukey HSD検定を用いて

算出した（異符号間で有意差有り）。mean ± semの値、被検体数、p値等の詳細
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な数値を補足資料 Supplementary Table 6Bに示した。(C) フェロモン添加による

休眠誘導条件下での、N2 の実測値を基準とした各変異株の相対休眠率を示す。

各 mean ± sem は 3回の休眠率測定で算出した。有意差の有無は Tukey HSD検

定を用いて算出した（異符号間で有意差有り）。mean ± sem の値、被検体数、p

値等の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 6Cに示した。 

 

 

GPA-4のホルモンシグナル伝達経路への関与の検証 

GPA-4 が NPR-15 と共役することを踏まえ、GPA-4 が同様にリガンド DAF-7 

の分泌を制御するかを検証するため、gpa-4機能喪失型変異株（gpa-4(pk381)）な

らびに gpa-4 機能獲得型変異株（dpy-20(e1282); pkIs515）と tmIs4088(Is[daf-

7p::daf-7::mCherry])を交雑し、蛍光測定を行った。その結果、Figure 5Aに示すよ

うに、tmIs4088; gpa-4(pk381) の頭部体腔細胞における蛍光量は、tmIs4088; npr-

15(ok1626)と同様に、予想通り減少した。さらに、Figure 5B に示すように、

tmIs4088; gpa-4XS の頭部体腔細胞における蛍光量は、tmIs4088 と比較して増大

した。以上の結果から、GPA-4 は NPR-15 と共に DAF-7 の分泌を制御する役割

を担っていることが示唆された。一方、tmIs4106; gpa-4(pk381)および tmIs4106; 

gpa-4XSのいずれも、tmIs4106(Is[daf-28p::daf-28::mcherry]) と比較して、頭部体腔

細胞における蛍光量はほとんど変化がなかった（補足資料 Supplementary figure 

3A, B）。以上の結果から、ASI細胞で発現する GPA-4は、DAF-7を制御するが、

DAF-28の分泌は制御しないことが明らかとなった。このことは、NPR-15とGPA-

4の共役を支持するものである。 

 

 



71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. GPA-4は DAF-7の分泌を制御する。 

(A) 2齢幼虫期における、gpa-4通常発現下および gpa-4機能喪失型変異下での頭

部体腔細胞に蓄積した DAF-7::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれ

ぞれの被検体数（WT = 5; gpa-4(pk381) = 5）に応じて算出した。有意差の有無は

t-検定を用いて算出した（** p < 0.01）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 7Aに示す。(B) 2齢幼虫期における、gpa-4通常発現下およ

び gpa-4機能獲得型変異下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-7::mCherryの蛍光

量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; gpa-4XS = 5）に応じ

て算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（* p < 0.05）。mean ± sem

の値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 7Bに示す。 
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NPR-15の転写レベルでの DAF-7産生への関与を検証 

 ここまでの結果から、ASI細胞で発現する NPR-15が Gタンパク質サブユニ

ットと共役し、DAF-7 の分泌を制御することで、最終的に幼虫休眠を調節して

いることが示された。しかし、NPR-15 が DAF-7 の分泌そのものを制御するの

か、それとも産生を制御することで分泌を制御するのかは明らかにされていな

い。そこで、NPR-15による DAF-7産生制御の可能性を検証することとした。ま

ず、daf-7プロモーター制御下で GFPを発現する株（ksIs2）を用いて、頭部感覚

神経（ASI細胞）における GFPの蛍光量を測定した。次に、この ksIs2と npr-15

遺伝子破壊株（npr-15(ok1626)）を交雑し、npr-15 遺伝子破壊下で GFP（ASI 細胞

で発現）の蛍光量を測定した。その結果、Figure 6Aが示すように、ksIs2と比較

して npr-15(ok1626); ksIs2 で GFPの蛍光量は有意に減少した。すなわち、NPR-

15非存在下では daf-7p::GFP蛍光が減少した。この結果から、NPR-15は DAF-7

の産生に関与することが示された。さらに、NPR-15が DAF-7の産生を転写レベ

ルで制御するのかを検証したところ、Figure 6Bに示すように、npr-15遺伝子破

壊下で daf-7の転写量は有意に減少した。以上の結果から、NPR-15は daf-7の転

写調節を介して DAF-7の産生を制御し、延いては DAF-7の分泌量に影響すると

考えられる。 
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Figure 6. NPR-15は DAF-7の産生を転写レベルで制御する。 

(A) 2齢幼虫期における、npr-15通常発現下および npr-15遺伝子破壊下での ASI

に発現した daf-7p::GFPの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数

(WT = 5; npr-15(ok1626) = 5)に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて

算出した（** p < 0.01）。mean ± semの値の詳細な数値を補足資料 Supplementary 

Table 8Aに示した。(B) 2齢幼虫期における、npr-15通常発現下および npr-15遺

伝子破壊下での、act-1を内部表現とした daf-7 mRNAの相対的な転写量を示す。

各 mean ± sem は試行回数（3トライアル）に応じて算出した。有意差の有無は

t-検定を用いて算出した (*** p < 0.001)。mean ± semの値の詳細な数値を補足資

料 Supplementary Table 8Bに示した。 
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考察 

 

 

本章では、第 1 章に記述した休眠制御短鎖神経ペプチド FLP-6 の受容体が

GPCR NPR-15 である可能性を検証すべく、NPR-15 の分子遺伝学的解析を進め

てきた。短鎖神経ペプチド FLPの受容体と目される NPRうち、機能破壊により

休眠率上昇を示す（FLP-6 機能破壊は休眠率上昇を示す）GPCR は唯一 NPR-15

であったことが、NPR-15を解析対象とした理由である。その結果、NPR-15は主

に休眠制御を担う ASI細胞で機能し、Gサブユニット GPA-4と共役することを

明らかにした。ASI細胞は TGF-様タンパク質である DAF-7 ならびにインスリ

ン様ペプチドである DAF-28を産生・分泌し、それぞれのシグナル伝達経路を通

じて幼虫休眠を制御する重要な役割を担っている[24,25]。NPR-15は GPA-4と連

携して、DAF-7を介して休眠制御に関与するが、DAF-28には関与しない。FLP-

6は DAF-7ではなく、ASI細胞で発現する DAF-28の産生・分泌に関与すること

から、NPR-15が関与する下流のホルモンシグナル伝達経路と一致しない。従っ

て、NPR-15は FLP-6受容体ではない、と結論付けた。npr-15と同様に、遺伝子

破壊で休眠率上昇を示す flp 遺伝子として、flp-6 以外に唯一 flp-3 が存在する。

しかし、FLP-3 も DAF-7 に関与しないことが報告されているため[30]、NPR-15

が関与する下流のホルモンシグナル伝達経路と一致しない。従って、FLP-3 も

NPR-15のリガンドではない、と推論可能である。上記を勘案し、NPR-15のリガ

ンドとして休眠を制御する神経ペプチドは、FLP以外に存在する可能性が高い。

C. elegans は FLP 以外にも Neuropeptide-Like Protein (NLP)ファミリーを発現し

ており、NLP-3が NPR-17を活性化してエサに対する回避行動を高めることが報
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告されている[31]。サントリー生命財団・佐竹博士らが開発した peptide-GPCR 

matching プログラム[32]等を用いて NPR-15 のリガンド候補として NLP を探索

し、さらに、分子遺伝学的解析を加えることでリガンド NLPを特定することは

可能である、と考える。 

同一の神経細胞（ASI 細胞）で産生・分泌され幼虫生育に関わる DAF-7 なら

びに DAF-28 が異なる制御を受けることは非常に興味深い。短鎖神経ペプチド

FLP-1は DAF-28 のみを制御し[16]、GPCR NPR-15 は DAF-7のみを制御する。

未同定である FLP-1受容体は、リガンドが未同定である NPR-15（現在、孤児受

容体）とは異なるメカニズムを介して DAF-28を制御する、と推察している。本

章では、NPR-15 が DAF-7 の産生を制御する分子メカニズムの解明に踏み込ん

だ。NPR-15 は daf-7 を転写レベルで制御し、故に、NPR-15 は DAF-7 の産生量

を結果的に制御する。DAF-7産生量の制御が延いては DAF-7分泌量の制御に至

ると考えている。さらに、Gタンパク質を介したホスホリパーゼ C（PLC）経路

は、頭部感覚神経細胞の AWC細胞で機能することが報告されている[33]。加え

て、PLCをコードする遺伝子 plc-1は、頭部感覚神経細胞の ASI細胞にて発現す

ることが報告されている[34]。従って、ASI細胞でも同様に、PLC経路が機能す

る可能性があると考えた。仮に ASI 細胞でも PLC 経路が機能するのであれば、

PLC 経路を介して細胞内カルシウムイオン濃度が上昇し、カルモジュリン経由

で daf-7の転写を制御すると考えられる。従って、Figure 6に示すような分子制

御機構を推察している。本研究では、GPCRが TGF-を直接制御する世界で最初

の例を示すことができた。 
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Figure 7. ASI細胞における NPR-15による DAF-7の産生・分泌制御。 

 

 

 一方、ヒト研究に目を向けると、C. elegansの NPR-15はヒト GPR15のオルソ

ログであり、ヒト GPR15は癌との関連が報告されている[34,35]。また、C. elegans 

の GPA-4 は腫瘍抑制への関連が報告されているヒト GNAI1 のオルソログであ

る[36]。さらに、ヒト TGF-シグナルも癌に関与している[37,38]。ヒト癌研究で

は GPR15と TGF-の関係性は未解明であることから、本研究は新規の発癌機構

ならびに新規抗がん剤の開発に関する新たな知見を提供する可能性がある。

GPR15 を標的としたアゴニスト化合物が TGF-を介した癌抑制を誘導する可能

性があるのではないか、と考えている。 
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補足資料 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 1. npr-15 遺伝子破壊株の休眠率上昇は、gpa-4p::npr-15 

cDNAの導入（npr-15の ASI細胞特異的レスキュー）によって打ち消される。 

フェロモン添加による休眠誘導条件下での、野生株（N2）の実測値を基準とし

た npr-15(ok1626)および Ex[gpa-4p::npr-15]; npr-15(ok1626)（残りの 2系統）の相

対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3回の休眠率測定で算出した。有意差の有無

は Tukey HSD検定を用いて算出した（異符号間で有意差有り）。 
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Supplementary figure 2. npr-15 遺伝子破壊による DAF-7 の分泌減少は、gpa-

4p::npr-15 cDNAの導入（npr-15の ASI細胞特異的レスキュー）によって、npr-

15と同程度にまで回復する。 

2齢幼虫期における、npr-15通常発現下、npr-15遺伝子破壊下および、npr-15遺

伝子破壊の ASI 細胞特異的レスキュー下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-

7::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; npr-

15(ok1626) = 5; Ex[gpa-4p::npr-15]; npr-15(ok1626) = 20）に応じて算出した。有意

差の有無は Tukey HSD検定を用いて算出した（*** p < 0.001, n.s.: not significant）。 

 

 



86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 3. GPA-4は DAF-28の分泌に関与していない。 

(A) 2齢幼虫期における、gpa-4通常発現下および gpa-4機能喪失型変異下での頭

部体腔細胞に蓄積した DAF-28::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれ

ぞれの被検体数（WT = 5; gpa-4(pk381) = 5）に応じて算出した。有意差の有無は

t-検定を用いて算出した（n.s.: not significant）。(B) 2齢幼虫期における、gpa-4通

常発現下および gpa-4 機能獲得が多変異下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-

28::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; gpa-

4XS = 5）に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（n.s.: not 

significant）。 
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Supplementary table 1. 本章で用いた変異株の一覧 
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Supplementary table 2. 本章で用いた各プライマーの配列 
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Supplementary table 3. Figure 1のデータの詳細  
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Supplementary table 4. Figure 2Cのデータの詳細 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 5. Figure 3のデータの詳細 
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Supplementary table 6. Figure 4のデータの詳細 
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Supplementary table 7. Figure 5のデータの詳細 

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 8. Figure 6のデータの詳細 
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第 3章 

 

 

FLP-6受容体の探索 

(A search for FLP-6 receptor.) 

 

 

【緒言】 

第 2章では、FLP-6受容体の探索に際して NPR (NeuroPeptide Receptor)ファミ

リーに着目した。これは、既存の研究において、多くの FLP受容体が NPRであ

るとの既存の研究結果に基づいてのことであった。npr遺伝子破壊株を用いたス

クリーニングでは、flp-6(ok3056)と同様に遺伝子破壊による休眠率上昇を示した

のは npr-15(ok1626)のみであった。これを受けて、NPR-15 が FLP-6 受容体であ

るとの予測（期待）の下、NPR-15の分子遺伝学的解析を進めてきたが、NPR-15

は FLP-6受容体でないことが判明した。この結果から、FLP-6受容体は NPR以

外の神経ペプチド受容体（GPCR）であると予測される。そこで、NPR以外にも

FLP受容体として同定された神経ペプチド受容体（FMRFamide Peptide Receptor: 

FRPR）のファミリーに着目し[1,2]、遺伝子破壊株を用いたスクリーニングを実

施したが、休眠率上昇を示した株は皆無であった（Figure 1）。従って、FLP-6受

容体は FRPR ファミリーにも含まれないことが判明した。Chai らは筆者と同様

に、C. elegans の休眠現象に着目して休眠現象に関わる GPCR を探索した[3]。

Chaiらは、NPRならびに FRPR以外の GPCRにも着目し、nmur-2, ntr-1, pdfr-1, 

tkr-2 の遺伝子破壊株が休眠率上昇を示すことを明らかしている[3]。そこで本章
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では、FLP-6受容体を固定すべく、これらの遺伝子に着目した研究展開を図った。 
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材料と方法 

 

 

1-1. Strains  

本章でもCGCならびに日本のNBRPから入手した以下の遺伝子破壊株を使用

した。frpr-1(sy1292)X、 frpr-2(sy1364)X、 frpr-3(ok3202)V、 frpr-4(ok2376)II、 frpr-

5(sy1274)V、  frpr-6(tm12691)V、  frpr-7(sy1296)X、  frpr-8(tm10970)IV、  frpr-

9(sy1294)V、  frpr-10(ok1504)IV、  frpr-11(sy1278)V、  frpr-12(sy1581)V、  frpr-

13(sy1298)V、  frpr-14(sy1300)II、  frpr-15(tm7561)V、  frpr-16(sy1366)II、  frpr-

17(sy1302)X、 frpr-18(ok2698)V、 frpr-19(sy1304)IV、 nmur-2(ok3502)II、 ntr-

1(ok2780)I、 pdfr-1(ok3425)III、 tkr-2(ok1620)IV。また、著者が以前に作出した遺

伝子導入株 tkEx5(Ex[ins-35p::ins-35::mrfp])、 tmIs4088(Is[daf-7p::daf-7::mCherry])、 

tmIs4106(Is[daf-28p::daf-28::mCherry])、 tkIs1(Is[flp-6p::flp-6]) を使用した。さらに

本研究では、著者が tkIs5(Is[ins-35p::ins-35::mrfp])を作出し、使用した（下記参

照）。多重変異株、tmIs4088; ntr-1(ok2780)、 tmIs4106; ntr-1(ok2780)、 tkIs1; ntr-

1(ok2780)ならびに、tkIs5; ntr-1(ok2780)を交雑により作出した。 

 

1-2. transgenic worm の作出 

INS-35::mRFP発現株（tkEx5(Ex[ins-35p::ins-35::mrfp])）を染色体内固定（紫外

線照射）することにより、安定発現株を作出した[4]。その後、野生株（N2）と

の戻し交配を 5 回行うことで不要な変異を除去し、 INS-35::mRFP 発現株

（tkIs5(Is[ins-35p::ins-35::mrfp])）として以降の実験に用いた。 
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実験結果 

 

 

標的となる frpr遺伝子の選抜 

 第 2章で FLP-6受容体として機能する NPRの存在が否定されたため、NPR以

外で FLP受容体として同定された神経ペプチド受容体（FRPR）に着目した[2]。

線虫 C. elegansには FRPRをコードする遺伝子が 19種類存在する[1]。そこで、

FLP-6 の受容体候補となる FRPR を選抜するために、flp-6 と同様に遺伝子破壊

で休眠率上昇を示す frpr 遺伝子の探索を行った。現存する全ての frpr 遺伝子破

壊線株を入手し、休眠率を測定したところ、休眠率上昇を示す株は皆無であった

（Figure 1）。以上の結果から、FLP-6の受容体候補となり得る FRPRを発見でき

なかった。そこで、FRPRを FLP-6の受容体候補から外し、他の神経ペプチド受

容体（GPCR）に着目することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. frpr遺伝子破壊株は休眠率上昇を示さない。 
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野生株（N2）の実測値を基準とした、各遺伝子破壊株の相対休眠率を示す。各

mean ± sem は 3枚のプレート（1トライアル）で休眠率を測定し、算出した。

Dunnett検定を用いて有意差の有無を算出した（** p < 0.01; *** p < 0.001; n.s., not 

significant）。mean ± semの値、被検体数、試行回数、p値等の詳細な数値を補足

資料 Supplementary Table 2に示した。 

 

 

標的となる gpcr遺伝子の選抜 

線虫C. elegansにはNPRおよびFRPR以外に複数の神経ペプチド受容体（GPCR）

が存在する[1]。先行研究（Chaiら）で、これらの GPCR遺伝子に対する休眠率

測定が実施されたところ、nmur-2(ok3502)、 ntr-1(ok2780)、 pdfr-1(ok3425)、 tkr-

2(ok1620)の 4種類の遺伝子破壊株が flp-6遺伝子破壊株と同様に休眠率上昇を示

した[3]。故に、nmur-2, ntr-1, pdfr-1, tkr-2の 4種類を、FLP-6受容体をコードす

る遺伝子の候補とした。まず、nmur-2, ntr-1, pdfr-1, tkr-2が FLP-6受容体をコー

ドする可能性を検証するために、それぞれの遺伝子破壊株（nmur-2(ok3502)、 ntr-

1(ok2780)、 pdfr-1(ok3425)、 tkr-2(ok1620)）の休眠率測定を同時に行った。その

結果、Figure 2に示すように、ntr-1(ok2780)および tkr-2(ok1620)が顕著な休眠率上

昇を示した。これら 2 種類の遺伝子の中でも、ntr-1 は休眠制御において重要な

役割を果たす ASJ細胞および腸細胞の両方で発現するため[5,6]、ntr-1遺伝子に

対する分子遺伝学的解析を進めていくこととした。 
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Figure 2. ntr-1(ok2780)および tkr-2(ok1620)が顕著な休眠率上昇を示す。 

(A) 休眠幼虫（左, 中央）と 4齢幼虫（右）を示した。(B) 野生株（N2）の実測

値を基準とした、各遺伝子破壊株の相対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3枚の

プレート（1 トライアル）で休眠率を測定し、算出した。Dunnett 検定を用いて

有意差の有無を算出した（* p < 0.05; *** p < 0.001）。mean ± semの値、被検体数、

試行回数、p値等の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 3に示した。 

 

 

epistasis 解析 

遺伝子破壊線虫の休眠率測定の結果から、ntr-1遺伝子破壊が flp-6遺伝子破壊

と同様に休眠率が上昇することが示された。従って、NTR-1 は FLP-6 受容体で

ある可能性が考えられる。そこで、この可能性を検証するために、休眠率低下を

示す flp-6過剰発現株（tkIs1）と休眠率上昇を示すntr-1遺伝子破壊株（ntr-1(ok2780)）

の epistasis（遺伝学的上下関係）解析を行った。その結果、Figure 3に示すよう

に、flp-6過剰発現による休眠率低下は ntr-1遺伝子破壊により部分的に打ち消さ

れ、二重変異体は野生株とほぼ同等の休眠率の値を示した。この結果から、ntr-

1は flp-6 に対して部分的に遺伝学的上位（epistatic）であり、flp-6 は ntr-1 を介

して最終的に通常生育を維持（幼虫休眠を阻害）すると推察した。すなわち、
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NTR-1 が FLP-6 受容体である可能性が示されたことになる。この可能性を検証

し、NTR-1が FLP-6 受容体であることを立証するため、NTR-1 のホルモンシグ

ナル伝達経路への関与を検証した。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. ntr-1は flp-6に対して遺伝学的に部分的上位である。 

フェロモン添加による休眠誘導条件下での、野生株（N2）の実測値を基準とし

た各変異株の相対休眠率を示す。各 mean ± sem は 3枚のプレート（1トライア

ル）で休眠率を測定し、算出した。有意差の有無は Tukey HSD検定を用いて算

出した（異符号間で有意差有り）。mean ± semの値、被検体数、p値等の詳細な

数値を補足資料 Supplementary Table 4に示した。 

 

 

ホルモンシグナル伝達経路への関与の検証 

通常生育/幼虫休眠の決定は、下流のホルモンシグナルである TGF-β様シグナ

ル伝達経路（DAF-7 が唯一のリガンド）ならびにインスリン様シグナル伝達経

路（40種類のインスリン様ペプチドの存在が推定）によりなされる[7]。そして、

40 種類のインスリン様ペプチドのうち DAF-28 が最も優位にインスリン様シグ

ナルを制御する[8,9]。TGF-β 様シグナルのリガンド DAF-7 は頭部感覚神経細胞
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の ASI細胞で産生・分泌されている[10]。一方で、インスリン様シグナルのリガ

ンド DAF-28 は頭部感覚神経細胞の ASI細胞および ASJ 細胞で産生・分泌され

ている[8]。そして、これらリガンド分子の転写はエサおよびフェロモンの影響

を受けることが知られている[8,10]。さらに、DAF-28 を除けば、40 種類のイン

スリン様ペプチドのうち、腸で産生・分泌される INS-35も休眠制御において重

要な役割を果たすことが明らかにされている[11]。第 1章では、ASI細胞で発現

するフェロモン応答性の FLP-6が、DAF-7ではなく DAF-28および INS-35の分

泌に関与することが示された。そこで、神経ペプチド受容体（NTR-1）の下流の

ホルモンシグナル経路が、FLP-6のそれと一致するのかを検証するため、リガン

ド分子 DAF-7、DAF-28および INS-35の分泌変動の有無を検討した。まず、2齢

幼虫期の DAF-28レポータータンパク（daf-28p::DAF-28::mCherry）を発現する株

（tmIs4106）および、INS-35レポータータンパク（ins-35p::INS-35::mRFP）を発

現する株（tkIs5）を用いて、頭部体腔細胞内に蓄積した DAF-28::mCherryおよび

INS-35::mRFP の蛍光量を測定した。次に、この tmIs4106 ならびに tkIs5 を ntr-

1(ok2780)と交雑させ、ntrr-1 遺伝子破壊下で DAF-28::mCherry および INS-

35::mRFP（頭部体腔細胞内に蓄積）の蛍光量を同様に測定した。その結果、Figure 

4A, B に示すように、ntrr-1 遺伝子破壊下では DAF-28::mCherry および INS-

35::mRFPの蛍光量は、ntr-1通常発現下と同程度であった。この結果から、NTR-

1 は DAF-28 および INS-35 の分泌に影響を及ぼさないことが明らかとなった。

従って、この時点で NTR-1は FLP-6受容体でないことが明らかとなった。 

次に、NTR-1 の TGF-様シグナルへの関与を明らかにするため、DAF-7 の分

泌に対する NTR-1の影響を上記と同様の方法で検討した。DAF-7のレポーター

タンパク（daf-7p::DAF-7::mCherry）を発現する株（tmIs4088）を ntr-1(ok2780)と

交雑させ、頭部体腔細胞に蓄積する DAF-7::mCherryの蛍光量の変動を確認した。
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その結果、ntr-1遺伝子破壊下では、蛍光量は ntr-1通常発現下と同程度であった

（Figure 4C）。この結果から、NTR-1は TGF-様シグナル（DAF-7を唯一のリガ

ンドとする）に関与しないことが明らかとなった。従って、Rは DAF-28お

よび INS-35以外のインスリン様分子を介して、幼虫休眠を阻害すると推察した。 
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Figure 4. NTR-1は DAF-28、INS-35および DAF-7のいずれの分泌制御にも関与

しない。 

(A) 2 齢幼虫期における、ntr-1 通常発現下および ntr-1遺伝子破壊下での頭部体
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腔細胞に蓄積した DAF-28::mCherryの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれ

の被検体数（WT = 5; ntr-1 = 5）に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用

いて算出した（n.s., not significant）。他の遺伝子破壊株を含む、mean ± semの値

の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 5Aに示した。(B) 2 齢幼虫期にお

ける、ntr-1 通常発現下および ntr-1 遺伝子破壊下での頭部体腔細胞に蓄積した

INS-35::mRFPの蛍光量を示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; 

ntr-1 = 5）に応じて算出した。有意差の有無は t-検定を用いて算出した （n.s., not 

significant）。他の遺伝子破壊株を含む、mean ± semの値の詳細な数値を補足資料

Supplementary Table 5Bに示した。(C) 2齢幼虫期における、ntr-1通常発現下およ

び ntr-1 遺伝子破壊下での頭部体腔細胞に蓄積した DAF-7::mCherry の蛍光量を

示す。各 mean ± sem はそれぞれの被検体数（WT = 5; ntr-1 = 5）に応じて算出し

た。有意差の有無は t-検定を用いて算出した（n.s., not significant）。他の遺伝子破

壊株を含む、mean ± semの値の詳細な数値を補足資料 Supplementary Table 5Cに

示した。 
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考察 

 

 

第 3 章では FLP-6 受容体の探索に際して、FLP 受容体として同定された神経

ペプチド受容体（FRPR）に対して[1,2]、遺伝子破壊株を用いたスクリーニング

を実施したが、休眠率上昇を示した株は皆無であった。そこで、Chaiらが nmur-

2, ntr-1, pdfr-1, tkr-2の 4種類が遺伝子破壊で休眠率上昇を示すことを明らかにし

たため[3]、これら 4種類を、FLP-6受容体をコードする遺伝子の候補とした。ま

ず、この 4 種類の遺伝子破壊株の休眠率測定を同時に行った。その結果、ntr-

1(ok2780)および tkr-2(ok1620)のみが顕著な休眠率上昇（flp-6(ok3056)と同じ表現型）

を示した。この 2 種類の遺伝子の中でも、ntr-1 は休眠制御において重要な役割

を果たす ASJ細胞および腸細胞で発現するため[5,6]、GPCR遺伝子 ntr-1の分子

遺伝学的解析を進めることとした。 

それに際して、まず、NTR-1 が FLP-6 と共役する可能性を検証するために、

flp-6過剰発現株（tkIs1）と ntr-1(ok3425)の epistasis解析を行った。その結果、ntr-

1は flp-6 に対して部分的に遺伝学的上位（epistatic）であり、flp-6 は ntr-1 を介

して最終的に通常生育を維持（幼虫休眠を阻害）する可能性が示された。その次

の段階として、NTR-1が関与する下流のホルモンシグナルが、FLP-6が関与する

下流のホルモンシグナルと一致するのかを検証した。その結果、NTR-1 が関与

する下流のホルモンシグナルが、FLP-6が関与する下流のホルモンシグナルと一

致しないことが明らかとなった。従って、NTR-1 は FLP-6 受容体でないことが

明らかとなったため、TKR-2が FLP-6受容体の最終候補として期待される。 

 frpr 遺伝子破壊株に対するスクリーニングの結果、休眠率低下を示す frpr 遺
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伝子破壊株は 12種類も存在したのに対し、休眠率上昇を示す frpr遺伝子破壊株

は皆無であった。この結果は幼虫生育を阻害する（幼虫休眠を誘導する）FRPR

は多数存在するのにも関わらず、幼虫生育を維持する（幼虫休眠を阻害する）

FRPRは存在しないことを示す。従って、幼虫生育を阻害する（幼虫休眠を誘導

する）因子は多数存在するが、幼虫生育を維持する（幼虫休眠を阻害する）因子

は数少ない可能性が高い。第 2章で 35種類の npr遺伝子破壊株に対するスクリ

ーニングを行った際にも、休眠率低下を示す npr 遺伝子破壊株は 9 種類も存在

したのに対し、休眠率上昇を示す npr 遺伝子破壊株は 1 種類しか存在しないこ

とは、この可能性の高さを助長する。これは、あらゆる生育環境中の悪化（エサ

の枯渇、個体密度の上昇、高温）に対して迅速に対応するために、幼虫生育を阻

害する（幼虫休眠を誘導する）因子が多数存在すると考えられる。 
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Supplementary table 1. 本章で用いた各プライマーの配列 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 2. Figure 1のデータの詳細 
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Supplementary table 3. Figure 2のデータの詳細  

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 4. Figure 3のデータの詳細  

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary table 5. Figure 4のデータの詳細 
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IV. 総合討論 

 

 

【ASI細胞および腸細胞における FLP-6の分子制御機構】 

第 1 章では、フェロモン応答性の FLP-6 が、インスリン様シグナルのリガン

ド分子（DAF-28および INS-35）の分泌を介して通常生育を維持（幼虫休眠を阻

害）することを示した。加えて、DAF-28については産生レベルで分泌を制御し、

INS-35 については分泌のみを制御することを示した。FLP-6 ならびにフェロモ

ン受容体 DAF-37 は幼虫生育に最も重要な働きを担う頭部感覚神経 ASI 細胞で

発現する[1,2]。故に、生育環境中のフェロモン濃度上昇（生育密度上昇に伴う）

により ASI 細胞における FLP-6 の分泌量が減少し、インスリン様シグナルが減

少することで、幼虫休眠に至る、と考えられる。ASI細胞では、DAF-28に加え

て TGF-様分子である DAF-7も産生・分泌される[3,4,5]。FLP-6が DAF-28のみ

を識別するメカニズムは非常に興味深く、FLP-6は受容体を介して最終的に daf-

28 の転写を促進し、最終的に DAF-28 の産生・分泌を促進する可能性が高い。

一方、当研究室では、DAF-7の産生・分泌のみに関与する（DAF-28には影響し

ない）FLP-11を固定している[6]。FLP-11は受容体を介して daf-7のみの転写を

制御する可能性が考えられる。異なる FLP（FLP-6, FLP-11）が ASI細胞に作用

し、それぞれ異なる生育ホルモン（DAF-28, DAF-7）を転写レベルで制御するこ

とにより幼虫生育/休眠を統合的に決定付けることが立証できれば、極めてイン

パクトの大きい知見になり得ると考えている。 

フェロモン応答性 FLP-6 自体の制御機構ならびに FLP-6 のインスリン様シグ

ナル制御に至る制御機構を以下の様に考えている。FLP-6産生細胞である ASI細

胞ではフェロモン受容体（DAF-37）ならびにフェロモン応答性グアニル酸シク
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ラーゼ（DAF-11）が発現しており[7,8]、FLP-6の産生ならびに分泌は DAF-11を

介した cGMP合成経路による転写調節によって制御される可能性が考えられる。

この可能性は、ASI 細胞で産生される他の神経ペプチド NLP-3 の発現がフェロ

モン受容体 DAF-37 を介したシグナルによって調節されることにも裏打ちされ

る [9]。また、ASI 細胞ではアデニル酸シクラーゼ（ACY-1）の発現が確認され

ていることから[10]、cAMPを介した DAF-28の産生および分泌制御の可能性も

考えられる。以上を統合すると、FLP-6のフェロモン応答から DAF-28の分泌に

至るまでの制御機構については、以下の制御モデルが考えらえる（Figure 1A, B）。 
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Figure 1. 休眠誘導フェロモンの感覚入力による FLP-6 の産生・分泌抑制から、

ASI細胞における DAF-28の産生・分泌抑制に至るまでの制御機構。 

(A) ①ASI細胞がフェロモンを感知、②フェロモン受容体 DAF-37シグナルの発

動、③グアニル酸シクラーゼ DAF-11の不活性化、④cGMP減少、⑤FLP-6産生・

分泌の抑制、の一連の流れである。(B) ⑥FLP-6産生・分泌の抑制による FLP-6

受容体の不活性化、⑦アデニル酸シクラーゼ ACY-1の不活性化、⑧cAMP減少、

⑨PKA不活性化、⑩daf-28の転写抑制、⑪DAF-28の産生・分泌抑制、の一連の

流れである。ASI細胞内のオートクラインによる制御を想定している。 

 

 



113 

 

一方、INS-35 は主に腸細胞で産生・分泌されることが報告されている[11]。

FLP-6の腸細胞での発現は確認されていないことから、ASI細胞で産生・分泌さ

れた FLP-6が体液経由で腸に到達し、INS-35の分泌を制御すると考えられる（産

生は制御しない）。腸細胞においては、ホスホリパーゼ C（PLC-3）が ITR-1（イ

ノシトール 1,4,5-トリスリン酸（IP3）結合ドメイン）を介して細胞内カルシウム

イオン濃度を調節することが報告されている[12]。従って、腸で発現する FLP-6

受容体を介して細胞内カルシウム濃度を調節し、INS-35 の分泌を最終的に制御

する可能性が考えられる。従って、以上を統合すると、INS-35 の分泌制御機構

については、以下の制御モデルが考えらえる（Figure 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. 腸細胞における INS-35の分泌抑制。 
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①FLP-6 産生・分泌抑制による FLP-6 受容体の不活性化、②ホスホリパーゼ C

（PLC-3）の不活性化、③IP3減少、④細胞内 Ca2+濃度の低下、⑤DAF-28の分泌

抑制、の一連の流れである（フェロモン応答性 FLP-6自体の産生・分泌に関する

制御機構は割愛）。 

 

 

上記の可能性を実証するためには、まず、グアニル酸シクラーゼ DAF-11の存

在・非存在下での FLP-6の産生・分泌変動を検証する必要がある。加えて、DAF-

11非存在下での 8-bromo-cGMP添加による FLP-6 検証も有効である、と考えて

いる。次いで、DAF-28産生・分泌制御については、FLP-6→アデニル酸シクラー

ゼ ACY-1の流れを検証すべく、ACY-1破壊による休眠率上昇を立証した後、FLP-

6過剰発現（休眠率低下）と ACY-1破壊（休眠率上昇）とエピスタシス解析を行

う。ACY-1破壊による休眠率上昇が優位であれば、FLP-6→ACY-1の流れが立証

できると考えている。さらに、ACY-1存在・非存在下での DAF-28の産生・分泌

変動も検証すべきと考えている。また、技術的困難を伴うが、RT-qPCR を用い

て ASI細胞特異的に daf-28の転写量の変動（FLP-6存在・非存在下ならびに ACY-

1存在・非存在下）を検証することが望ましい。同様に、INS-35分泌制御につい

ても、FLP-6→ホスホリパーゼ C（PLC-3）の流れを検証すべく、PLC-3破壊によ

る休眠率上昇を立証した後、FLP-6過剰発現（休眠率低下）と PLC-3破壊（休眠

率上昇）とエピスタシス解析を行う。PLC-3破壊による休眠率上昇が優位であれ

ば、FLP-6→PLC-3 の流れが立証できると考えている。さらに、PLC-3 も FLP-6

と同様に INS-35の分泌のみを制御することを確認するため、PLC-3存在・非存

在下での INS-35の産生・分泌変動も検証すべきと考えている。 
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【FLP-6受容体の探索および機能解析】 

第 2 章では NPR-15 が FLP-6 受容体であるという予測（期待）の下、NPR-15

の分子遺伝学的解析を進めていったが、NPR-15が FLP-6受容体でないことが証

明された。NPR (NeuroPeptide Receptor)群には FLP-6受容体は存在しない、との

結論に至った。これを受けて第 3章では、FRPR群に着目して FLP-6受容体の探

索を試みたが、FRPR (FMRFamide Peptide Receptor)群にも FLP-6受容体は存在し

ない、との結論に至った。そこで、NPR, FRPR以外の GPCRに着目し、GPCR遺

伝子（nmur-2, ntr-1, pdfr-1, tkr-2）破壊線虫のうち[13]、flp-6遺伝子破壊線虫と同

様に休眠率上昇を示す ntr-1 遺伝子破壊線虫および tkr-2 遺伝子破壊線虫を選別

した。さらに、NTR-1 は休眠制御に関わる ASJ 細胞および腸細胞での発現が確

認されているため[10,14]、NTR-1に対象を絞って分子遺伝学的解析を行った。し

かし、NTR-1は FLP-6受容体でないことが証明された。従って、TKR-2が FLP-

6受容体の最終候補として期待される。 

TKR-2が FLP-6受容体であることを示すためには、まず flp-6過剰発現と tkr-

2遺伝子破壊のエピスタシス解析を行う必要がある。仮に、flp-6過剰発現による

休眠率低下が tkr-2遺伝子破壊による休眠率上昇に準じれば、TKR-2が FLP-6受

容体として機能する可能性が示されたこととなる。ついで、TKR-2 が FLP-6 と

同様に DAF-28ならびに INS-35の産生・分泌を制御するかを検証する必要があ

る。通常、ペプチドと受容体 GPCR のペアリングを証明するには生化学的手法

（培養細胞に GPCR を発現させペプチドの結合を検出）が用いられるが、サン

トリー生命財団・佐竹博士らが開発した peptide-GPCR matching プログラム[15]

等を用いて TKR-2と FLP-6の結合予測を行えば、TKR-2が FLP-6受容体である

ことをさらに強く裏付けることができる。 

FLP-6 は甚大な農業被害を引き起こす植物寄生性線虫であるネコブセンチュ
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ウ類（Meloidogyne spp.）にも存在する[16]。故に、ネコブセンチュウ防除を指向

した農薬の開発への足がかりになる可能性も考えられる。 

 

 

【幼虫生育を促進する孤児受容体 NPR-15】 

 遺憾ながら NPR-15は FLP-6受容体ではない、との結論に至ったが、機能解析

を進めた結果、極めて重要な知見が得られた。①NPR-15は TGF-様シグナルの

リガンド DAF-7の産生・分泌を制御する。これは GPCRが直接 TGF-を制御す

ることを示す世界初の例である。②また、NPR-15は Gタンパクサブユニット

GPA-4と共役して daf-7の転写を制御し、延いては幼虫生育を制御する。これら

の知見をヒトに展開する。①C. elegans NPR-15 はヒト GPR15のオルソログであ

り、 GPR15は発ガンに関与する[17,18]。②C. elegans NPR-15と共役する GPA-4

はヒト GNAI1 のオルソログであり、 GNAI1 は発ガンに関与する[17,18]。③ヒ

ト TGF-はガン抑制に寄与する[19,20]。以上から、本研究で得られた知見は新た

な発ガン機構の発見に一石を投じるものである、と考えている。 

 NPR-15は、現在のところリガンド未知の孤児受容体である。npr-15破壊と同

様に遺伝子破壊により休眠率上昇を示す flp遺伝子は複数存在するが、いずれも

NPR-15リガンドをコードするものではなかった（制御するホルモンシグナルが

異なる）。FLP以外にも短鎖神経ペプチドとして NLP群が存在するが、現在のと

ころ、休眠制御への関与は報告されていない。NLP群に NPR-15リガンドが含ま

れる可能性はあるが、発想を転換したい。flp遺伝子破壊で休眠率低下（npr-15遺

伝子破壊による休眠李上昇とは逆）を示すものが複数存在する。当研究室で解析

を進めた結果、遺伝子破壊により休眠率低下を示す複数の flp 遺伝子が DAF-7

（NPR-15の標的）の分泌を促進することが判明した。これらの FLPが NPR-15
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阻害に働くアンタゴニストとして機能する可能性はないだろうか？GPCR はリ

ガンド（アゴニスト）不在の場合にも活性化状態にあり、下流の G タンパクを

活性化する例が知られている。すなわち、上記の FLP が NPR-15 を阻害し休眠

率上昇（npr-15破壊と同様の表現型）可能性も考えられる。この可能性を検証す

ると共に NPR-15 を制御する FLP を探索する予定としている。①まず、遺伝子

破壊により休眠率低下を示す FLPに対して NPR-15と peptide-GPCR matchingを

実施する（サントリー生命財団・佐竹博士らが開発したプログラム）。②matching

率の高い FLPを選別し、過剰発現株（休眠率上昇）を作出する。③この FLP過

剰発現株と npr-15 破壊株（休眠率上昇）とを交雑し、休眠率上昇が相加的でな

ければ、NPR-15を制御する FLPの発見に繋がるのではないかと考えている。こ

の場合、生化学的手法により FLPと NPR-15の結合を証明する必要がある。 

 本研究では、現段階では休眠制御に関わるリガンド FLP とその受容体の同定

には至っていない。今後の研究展開によるリガンド FLPと受容体 GPCRとのペ

アリングを期待する。 
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VI. 巻末 
 

和文摘要 

 

 

生理活性ペプチドは細胞間の情報伝達を担うホルモンの一種であり、この情

報伝達によって生体内の様々な生理機能が調節されるため[1]、生理活性ペプチ

ドの新たな発見や機能解明は、農薬ならびに診断薬・治療薬の開発につながる可

能性が高い。生理活性ペプチドは線虫類にも FLP (FMRFamide-Like-Peptide)とし

て広く保存されており、モデル生物・線虫 Caenorhabditis elegansにも 31種の遺

伝子が存在する[2]。これまでの研究により、C. elegans FLPは運動制御や行動制

御に関与することが報告されているが[3,4,5,6]、幼虫休眠制御への関与について

は殆ど未解明であった。 

C. elegansは劣悪な生育環境に置かれると、頭部感覚神経で環境因子の変化を

受容・統合した後、下流のホルモンシグナル（インスリン様シグナルおよび、

TGF-様シグナル）を制御することで休眠幼虫へと形態を変化させる[7,8]。しか

し、環境因子の変化を受容した後、どのように下流のホルモンシグナルへ情報伝

達し、制御するのかは明らかにされていなかった。そこで筆者は、FLPが環境応

答因子として下流のホルモンシグナルを制御するという予測の下、休眠制御に

おける FLPおよび FLP受容体の機能解析を進めた。 

 第 1章では、flp 遺伝子破壊線虫に対するスクリーニングで選抜した flp-6の

機能解析を行った。flp-6 遺伝子破壊線虫は最も顕著な休眠率上昇を示した。機

能解析の結果、以下のことが明らかとなった。①flp-6は休眠抑制遺伝子である。
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②FLP-6は生育環境中の休眠誘導フェロモン濃度の上昇（個体密度の上昇）に対

する応答性を有する。③FLP-6 はインスリン様シグナルのリガンド分子（DAF-

28および INS-35）の分泌を促進することで、幼虫生育を維持（休眠抑制）する。

④FLP-6は DAF-28の分泌を産生レベルで制御するが、INS-35の分泌は産生レベ

ルで制御しない。以上を踏まえ、FLP-6 はフェロモン応答因子として、DAF-28

の産生レベルでの分泌と、INS-35 の分泌を促進することにより幼虫生育を維持

する、と結論づけた。 

 第 2 章では、FLP-6 の受容体同定を目的として、他の生命現象では FLP 受

容体として同定された神経ペプチド受容体（NeuroPeptide Receptor: NPR）を標的

とした研究展開を図った[2]。npr 遺伝子ファミリーの中でも、唯一 npr-15 遺伝

子破壊株が flp-6 遺伝子破壊株と同様に顕著な休眠率上昇を示した。NPR-15 の

機能解析の結果、以下のことが明らかとなった。①npr-15は休眠制御遺伝子であ

る。②NPR-15は TGF-様シグナルのリガンド分子（DAF-7）の分泌を促進する

ことで、幼虫生育を維持（休眠抑制）する。③NPR-15は DAF-7の分泌を転写レ

ベルで制御する。④NPR-15 は G タンパクサブユニット（GPA-4）と共役して

DAF-7シグナルを制御する。以上を踏まえ、NPR-15は GPA-4と共役し、DAF-7

の分泌を転写レベルで促進することで幼虫生育を維持（休眠抑制）する、と結論

づけた。FLP-6ならびに NPR-15は制御する下流のホルモンシグナル経路が異な

ることから、遺憾ながら、NPR-15は FLP-6受容体ではないと結論付けた。 

 第 3 章では、FLP-6 の受容体同定のために、NPR 以外の神経ペプチド受容

体に着目した研究展開を図った。C. elegansはペプチド受容体と目される GPCR

群として、NPR以外にも FRPR (FMRFamide Peptide Receptor)を有する[9,10]。そ

こで、frpr遺伝子破壊線虫に対するスクリーニングを行なったが、flp-6破壊線虫

と同様に休眠率上昇を示す遺伝子破壊線虫を見出すことはでなかった。これは、
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FRPR群にも FLP-6受容体は存在しないことを示す。一方、Chaiらは、筆者と同

様に休眠率変動に着目して GPCR 破壊線虫の探索を行い、NPR ならびに FRPR

以外の NMUR-2, NTR-1, PDFR-1, TKR-2 が幼虫休眠に関与する可能性を示した

[11]。従って、筆者は、これらの遺伝子破壊線虫の休眠率を測定したところ、ntr-

1遺伝子破壊株および tkr-2遺伝子破壊株が、flp-6遺伝子破壊株と同様に顕著な

休眠率上昇を示した。そこで、この 2つの遺伝子のうち、休眠制御に重要な役割

を果たす ASJ 細胞と腸細胞で ntr-1 が発現することが報告されていることから

[12,13]、NTR-1 に注目した。NTR-1 が FLP-6 受容体であるという予測（期待）

の下、NTR-1の機能解析を進めていった結果、NTR-1 は FLP-6 受容体でないこ

とが明らかとなった。従って、TKR-2 が FLP-6 受容体の最終候補として期待さ

れる。 

第 1章で着目した FLP-6はネコブセンチュウ類（Meloidogyne spp.）にも存在

することから[14]、本研究はネコブセンチュウ防除を指向した農薬の開発への足

がかりになる可能性がある。第 2章で着目した NPR-15はヒト GPR15のオルソ

ログであり[15]、癌との関連が報告されている[16]。さらに、ヒト TGF-シグナ

ルは癌に関与していることから[17,18]、本研究は発癌機構ならびに抗がん剤開発

に関する新たな知見を提供する可能性がある。 
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英文摘要 

 

 

Bioactive peptides are a type of hormone responsible for the transduction of 

information between cells, and because this information transduction regulates various 

physiological functions in the body [1], new discoveries and elucidation of functions of 

bioactive peptides have a high possibility that lead to the development of new agricultural 

chemicals, diagnostic drugs and therapeutic drugs. Bioactive peptides are widely 

conserved in nematodes as FLPs (FMRFamide-Like-Peptides), and 31 flp genes exist in 

the model organism Caenorhabditis elegans [2]. Previous studies have reported that C. 

elegans FLP is involved in motor and behavior control [3,4,5,6], but its involvement in 

larval diapause control has remained largely unknown.  

When C. elegans is placed in a poor growth environment, after receiving and 

integrating changes in environmental factors in the head sensory neurons, it regulates 

downstream hormonal signals (insulin-like and TGF--like signals). It transforms into a 

dauer larva [7,8]. However, it has not been clarified how information is transmitted to 

downstream hormonal signals and controlled after receiving changes in environmental 

factors. Based on the prediction that FLP regulates downstream hormonal signals as an 

environmental response factor, the author proceeded with the functional analysis of FLP 

and FLP receptors in diapause control. 

In Chapter 1, we analyzed the function of flp-6, which was screened against flp gene-

disrupted animals. The flp-6 gene-disrupted animal showed the most remarkable increase 

in diapause rate. As a result of the functional analysis, the following was clarified. ①flp-
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6 is a diapause suppressor gene. ②FLP-6 is responsive to an increase in diapause-

inducing pheromone concentration (increase in population density) in the growth 

environment. ③FLP-6 promotes the secretion of insulin-like signal ligand molecules 

(DAF-28 and INS-35) to maintain larval growth (suppress diapause). ④FLP-6 regulates 

DAF-28 secretion at the production level but not INS-35 secretion at the production level. 

Based on the above, we conclude that FLP-6, as a pheromone-responsive factor, 

maintains larval development by promoting the DAF-28 secretion at the production level 

and the INS-35 secretion. 

In Chapter 2, with the aim of identifying the FLP-6 receptor, we aimed to develop 

research targeting the neuropeptide receptor (NPR), which has been identified as the FLP 

receptor in other life phenomenon [2]. Among the npr gene families, only the npr-15 gene 

disrupted animal showed a remarkable increase in diapause rate as well as the flp-6 gene 

disrupted animal. Functional analysis of NPR-15 revealed the following. ①npr-15 is a 

diapause suppressor gene. ②NPR-15 promotes the secretion of a ligand molecule (DAF-

7) for TGF--like signals, thereby maintaining larval growth (suppressing diapause). ③

NPR-15 regulates DAF-7 secretion at the transcriptional level. ④NPR-15 regulates 

DAF-7 signaling by coupling with the G protein  subunit (GPA-4). Based on the above, 

we conclude that NPR-15 maintains larval growth (diapause suppression) by conjugated 

with GPA-4 and promoting the secretion of DAF-7 at the transcriptional level. 

Unfortunately, we conclude that NPR-15 is not the FLP-6 receptor because FLP-6 and 

NPR-15 regulate different downstream hormonal signaling pathways. 

In Chapter 3, in order to identify the receptor for FLP-6, we tried to develop research 

focusing on neuropeptide receptors other than NPR. C. elegans has FRPR (FMRFamide 

Peptide Receptor) in addition to NPR as a group of GPCRs considered to be peptide 
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receptors [9,10]. Therefore, we screened for the frpr gene-disrupted animals, but could 

not find any gene-disrupted animals that showed an increase in diapause rate like the flp-

6-disrupted animals. This indicates that there are no FLP-6 receptors in the FRPR group 

either. On the other hand, Chai et al., similar to the author, focused on changes in the 

diapause rate to search for GPCR-disrupted nematodes, and indicated the possibility that 

NMUR-2, NTR-1, PDFR-1, and TKR-2 other than NPR and FRPR were involved in 

larval diapause [11]. Therefore, the author measured the diapause rate of these gene-

disrupted animals and found that the ntr-1 and tkr-2 gene disrupted animals showed a 

remarkable increase in diapause rate, like the flp-6 gene disrupted animal. Therefore, 

because the ntr-1 is reported to be expressed in ASJ cells and intestinal cells that play an 

important role in larval diapause regulation among these two genes [12,13], we focused 

on NTR-1. Based on the prediction (expectation) that NTR-1 is an FLP-6 receptor, we 

proceeded to analyze the function of NTR-1 and found that NTR-1 is not an FLP-6 

receptor. Therefore, TKR-2 is expected to be the final candidate for the FLP-6 receptor. 

Since FLP-6, which we focused on Chapter 1, also exists in root-knot nematodes 

(Meloidogyne spp.) [14], and may provide a foothold for the development of pesticides 

aimed at controlling root-knot nematodes. NPR-15, which we focused on in Chapter 2, is 

an ortholog of human GPR15 [15] and has been reported to be associated with cancer 

[16]. Furthermore, since human TGF- signaling is involved in cancer [17,18], this study 

may provide new insights into the mechanism of carcinogenesis and the development of 

anticancer drugs. 
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