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1 要旨 
セマフォリンシグナルは動物細胞の形態変化を制御する主要なシグナルのひとつで

あり、脊椎動物では神経軸索誘導や血管形成での役割が知られている。線虫 C. elegans

には膜結合型であるセマフォリン (SMP-1、SMP-2) とその受容体であるプレキシン 

(PLX-1) が存在し、ray や陰門を形成する表皮細胞の形態制御を担っている。ray は 

C. elegans の成虫雄尾部に存在する左右 9 対の感覚器であるが、plx-1 変異体では幼虫

期の ray 前駆体表皮細胞の形態異常によって成虫の ray の位置に異常が生じる。これ

までに plx-1 変異による ray 表現型異常に対する抑圧変異（サプレッサー）を手がかり

として、セマフォリンシグナルが mRNA 翻訳や細胞骨格を制御することが明らかにな

っている。 

以前の研究によって、plx-1 変異体の ray 表現型に対するサプレッサーの中に unc-41

変異も含まれることが明らかにされていた。UNC-41 は哺乳類 stonin2 の相同分子であ

り、synaptotagmin I/SNT-1 による神経軸索末端における神経伝達物質放出後のシナプ

ス小胞膜の細胞内への再取り込みに必須の因子である。synaptotagmin I はシナプス小

胞からの神経伝達物質放出における Ca2+センサーとして働き、シナプス小胞のエンド

サイトシス・エキソサイトシスにまたがるリサイクリングを調節すると考えられている。

C. elegans においても SNT-1 - UNC-41 系はシナプス小胞リサイクリングを制御する

ことが知られているが、この系の表皮細胞での役割、ならびにこの系とセマフォリンシ

グナルとの関係についてはこれまで全く知られていない。本研究で、私はセマフォリン

シグナルと SNT-1 - UNC-41 系の関係を詳細に解析することとした。 

私は、最初に snt-1 変異が unc-41 変異と同様に plx-1 変異体 ray 表現型に対する強

い抑圧効果を持つことを確認した。そこで、セマフォリンシグナルが ray 前駆細胞にお

いて小胞輸送を制御しているのかについて調べ、次に、SNT-1 が ray 前駆細胞内でど

のような制御を受けているのかについて検討した。その結果、まず、plx-1 変異体では

エンドサイトシスマーカーである HGRS-1::GFP の顆粒数が野生型と比較して増加し
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たことから、セマフォリンシグナルはエンドサイトシスを抑制することが示唆された。

そして、エキソサイトシスマーカーである GFP::SNB-1 の細胞膜への局在が、plx-1 変

異体では野生型と比較して増加していたことから、セマフォリンシグナルはエキソサイ

トシスも抑制することが示唆された。 

次に、SNT-1::mCherry と各細胞内小器官マーカーとの共局在解析から、野生型では

SNT-1 は後期エンドソームとリソソームでの局在が高いことが示された。その一方で、

plx-1 変異体では、SNT-1 は後期エンドソームとリソソームでの局在が減少し、初期エ

ンドソームとリサイクリングエンドソームとの局在が増加した。また、SNT-1::mCherry

の細胞内での移動をライブセルイメージングによって解析したところ、野生型では plx-

1 変異体に比べて SNT-1::mCherry の分解経路への輸送は輸送速度が速く、移動距離も

長いことが明らかとなった。この輸送は、微小管（TBB-2）あるいはダイニン（CHE-

3）を RNAi によってノックダウンすることで阻害されたことから、SNT-1 の分解経路

への輸送は微小管・ダイニン依存的であることも示された。 

さらに、plx-1 変異体で見られたエンドサイトシスマーカーの増大、エキソサイトシ

スマーカーの細胞膜への局在上昇は、snt-1 変異によって抑圧された。また、UNC-41

のノックダウンは、plx-1 変異体で観察された SNT-1 の分解経路への輸送減少を抑圧し

た。これらの結果より、セマフォリンシグナルは SNT-1 - UNC-41 系依存的なエンドサ

イトシスとエキソサイトシスを抑制し、このエンドサイトシス抑制が SNT-1 の微小管・

ダイニン依存的な分解経路への輸送を促進すると考えられる。 

近年、脊椎動物神経系の研究において、セマフォリンシグナルがエンドサイトシスを

制御することが報告されているが、その詳細な分子機構はまだ不明な部分が多い。さら

に、神経細胞以外の細胞でのセマフォリンシグナルとエンドサイトシスの関係も知られ

ていない。本研究の結果は表皮細胞におけるセマフォリンシグナルによる SNT-1 - 

UNC-41 依存的な膜輸送制御という新たな細胞形態制御機構の存在を示唆している。 
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2 序論 
2.1 シグナル伝達による細胞形態制御 

多細胞生物の発生過程での形態形成に伴う細胞運動や配置の制御において、細胞間や

細胞・細胞外マトリックス(ECM)間の相互作用は重要な役割を担っている。これらの相

互作用が起こる時、細胞膜上においてシグナル分子と結合した受容体は細胞内へシグナ

ルを伝達し、遺伝子発現や細胞骨格の調節を介して細胞形態変化を制御する。本研究の

対象であるセマフォリンシグナルも、このような細胞形態変化を制御するシグナルの一

つである(Kruger et al., 2005)。 

 

2.2 セマフォリンとプレキシン 

セマフォリンは、C. elegans からヒトまで動物で広く保存されたタンパク質ファミリ

ーを形成する。セマフォリンは分泌型もしくは膜結合型タンパク質であり、このファミ

リーに特徴的な約 500 アミノ酸残基のセマドメインを含んでいる。セマフォリンファ

ミリーは無脊椎動物ではクラス I・II、脊椎動物ではクラス III〜VII の七つのクラスに

分類される(Kruger et al., 2005)。 

セマフォリンのシグナル分子としての機能は最初に神経系における軸索誘導現象で

明らかにされた。動物の神経回路網の発生過程では、伸長する神経軸索線維は特定の経

路に沿って誘導される。軸索誘導を行うために、軸索の先端に存在する成長円錐は周辺

の細胞やそれを取り囲む ECM へフィロポディアを伸展させて接着するとともに、周辺

の細胞・ECM が作り出す外部環境を感知する。こうした外部環境シグナルによって成

長円錐が誘引あるいは反発されることによって、特定方向への軸索の誘導が起きる

(Tessier-Lavigne and Goodman, 1996)。軸索誘導因子としてのセマフォリンの研究に

おいて、まず、分泌型セマフォリンであるクラス III セマフォリン A (Sema3A)が、脊

椎動物の培養細胞系で成長円錐の崩壊を引き起こす活性に基づいて同定された。そして

ショウジョウバエや脊椎動物(Kolodkin et al., 1992; Luo et al., 1993; Kolodkin et al., 
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1993; Mattes et al., 1995; Taniguchi et al., 1997; Shoji et al., 1998; Yu et al., 1998)に

おいて、セマフォリンファミリーが実際に生体内での神経回路形成において重要な役割

を担っていることが確認された。多くのセマフォリンが軸索の反発的な応答を引き起こ

すことが知られている一方で、セマフォリンが軸索誘引因子として働く例も報告されて

いる(Wong et al., 1997; Bagnard et al., 1998)。さらに、その後の研究から、セマフォ

リンが神経系の回路形成だけでなく、心臓や骨格の発生、免疫応答、血管形成、ガンの

成長と転移など多様な現象に関わっているということも明らかになった(Behar et al., 

1996; Hall et al., 1996; Christensen et al., 1998; Miao et al., 1999)。 

セマフォリンの主要な受容体として膜貫通型タンパク質であるニューロピリンとプ

レキシンが同定されている(Takahashi and Strittmater 2001）。プレキシンも無脊椎動

物から脊椎動物までよく保存されたタンパク質であり、四つのクラス(A〜D)に分類さ

れる。ニューロピリンは脊椎動物でのみ存在するタンパク質であり、プレキシン-A と

複合体をつくりクラス III セマフォリンを受容する(Kolodkin et al., 1997; He and 

Tessier-Lavigne 1997)。ニューロピリンをもたないショウジョウバエでは D-PlexinA 

が直接 SemaI と結合してシグナルを受容すること、脊椎動物においても Plexin-A が膜

貫通型であるクラス VI セマフォリンと、Plexin-B、Plexin-C が膜貫通型のクラス IV

セマフォリンおよび GPI アンカー型のクラス VII セマフォリンと、それぞれニューロ

ピリン非依存的に直接結合することから、プレキシンがセマフォリンの中心的な受容体

だと考えられている(Winberg et al.，1998; Tamagnone et al., 1999; Kruger et al., 

2005)。プレキシンは細胞外領域にセマドメインを、細胞内領域には異なったクラスの

プレキシン間においてもよく保存された GTP アーゼ活性化タンパク質(GAP)ドメイン

を持っており、この領域が後述するセマフォリンシグナルの細胞内への伝達に重要であ

ることが明らかとなっている（Tamagnone and Comoglio 2000; Kruger et al., 2005; 

Tran et al., 2007）。 
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2.3 セマフォリンシグナルによる細胞骨格・細胞接着制御 

セマフォリンシグナルの下流因子の解明も進んでいる。Sema3Aは成長円錐内でF-ア

クチン構造の変化を引き起こすことで成長円錐を崩壊させる (Fan et al., 1993; Fan 

and Raper, 1995）。この時、セマフォリンシグナルは成長円錐内で低分子量GTPアーゼ

であるRapやRho、Racを介して細胞骨格因子を制御することで細胞骨格の変化を引き

起こすと考えられている(Negishi et al., 2005)。プレキシンの細胞内領域に存在するGAP

ドメインがRapに対して活性を示すことが近年になり報告されている(Wang et al., 2012)。

Rapの活性化はインテグリンなどの細胞接着因子やRhoAを介した細胞骨格を制御すること

で神経突起の伸長を促進することが知られている(Yamada et al., 2005; Richter et al., 

2007; Jeon et al., 2010)。ショウジョウバエでは、RhoAがPlexin-Bに直接結合すること

が知られている一方で (Hu et al., 2001)、哺乳類のPlexin-B1はRhoとは直接結合せず

に、Plexin-Bに存在するPDZドメインを介してPDZ-RhoGEF (guanine nucleotide 

exchange factor : GEF)やLARGといったRhoGEFが結合し、その結果RhoGTPアーゼ

の活性レベルが上昇してRhoキナーゼが活性化されるということが明らかにされてい

る(Swiercz et al., 2002; Aurandt et al., 2002; Perrot et al., 2002)。Rhoの活性化が成

長円錐の崩壊を引き起こすことが明らかとなっている(Hall, 1998)。また、Racの活性化

もDRG (dorsal root ganglion) 細胞や運動神経細胞で成長円錐崩壊を誘発することな

どからセマフォリンシグナルの下流で機能するのではないかと考えられている (Jin 

and Strittmatter, 1997; Kuhn et al., 1999)。実際、RhoAとRac1それぞれの下流因子で

ある ROCK (Rho-associated coiled-coil-containing protein kinases) と PAK (p21 

activated kinase)はLIMキナーゼを活性化し、活性化されたLIMキナーゼはアクチン脱

重合因子ADF/コフィリンのセリン残基をリン酸化し、それによってアクチン脱重合や

ADF/コフィリンのアクチンとの結合を抑制することが知られる  (Moriyama et al., 

1996; Arber et al., 1998; Maekawa et al., 1999; Edward et al., 1999; Ohashi et al., 
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2000; Aizawa et al., 2001）。 

また、Rasファミリーの一員であるR-Rasの不活性化は成長円錐の崩壊を引き起こす。

R-Rasはプレキシンに存在するGAPドメインによって不活性化されるが、プレキシンの

GAP活性には細胞外ドメインへのセマフォリンの結合と細胞内ドメインへの低分子量

GTP結合タンパク質であるRnd1の結合が必要とされる (Oinuma et al., 2004)。活性化

型R-Rasはインテグリンと細胞外マトリックスとの結合を増強するが、ドミナントネガ

ティブ型R-Rasはこれを減少させる(Keely et al., 1999)。実際にインテグリンの不活性

化がSema4Dによって引き起こされることが明らかになっており、セマフォリンによる

細胞移動制御に重要であることが示されている(Serini et al., 2003; Barberis et al., 

2004)。つまり、セマフォリンシグナルは、R-Rasの活性を低下させることでインテグリ

ンの機能を抑制することにより細胞の接着性を減少させ、細胞の動きを抑制すると考え

られる。このように、セマフォリンシグナルには、Rho、Rac、R-Rasら低分子量Gタン

パク質を介して細胞骨格の再構築や細胞接着因子制御を行う経路が存在すると考えら

れている。 

 

2.4 セマフォリンシグナルによる小胞輸送制御 

近年、脊椎動物の培養細胞において、ネトリンや MAG といった軸索誘導因子や細胞

内 Ca2+濃度の変化によって軸索誘導あるいは成長円錐崩壊が引き起される際に、エン

ドサイトシスやエキソサイトシスが必要であることが報告されている(Tojima et al., 

2007, 2010, 2011; Hines et al., 2010; Carcea et al., 2010; Kabayama et al., 2011; 

Zylbersztejn et al., 2012)。本研究で注目するセマフォリンシグナルでもエンドサイト

シス制御の例が報告されている(Fournier et al., 2000)。Sema3A がエンドサイトシス

を促進させることで F-アクチンの細胞骨格配列を再構築させ、成長円錐崩壊を引き起

こすという報告もある(Jurney et al., 2002)。最近ではセマフォリンシグナルとエンド

サイトシスを仲介する因子も報告されつつある。例えば、Sema3A が細胞膜 t-SNARE
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である syntaxin1Bの機能を抑制することでマクロピノサイトシスを促進することが知

られている(Kabayama et al., 2011)。また、Sema3A が小胞輸送に関わる低分子量 G タ

ンパク質である RAB5 をリン酸化することでエンドサイトシスを促進させる (Wu et 

al., 2014)、セマフォリンシグナルが R-Ras/RIN2/Rab5 複合体を介してインテグリンの

エンドサイトシスを制御する(Sandri et al., 2012)という報告もある。また、エキソサイ

トシスについても、成長円錐において Sema3A が小胞 v-SNARE タンパク質である

Syb2 を介したエキソサイトシスを抑制するということも知られている(Zylbersztejn et 

al., 2012)。このように、セマフォリンシグナルによるエンドサイトシス・エキソサイト

シス制御に関する知見が蓄積されつつあるが、その分子メカニズムは未解明な部分が多

く残っている。また、神経細胞以外での細胞でもセマフォリンがエンドサイトシスやエ

キソサイトシス調節にかかわるかどうかは、これまでほとんど報告がない。 

セマフォリンシグナルが細胞内輸送を制御することも報告されている(Goshima et 

al., 1999; Li et al., 2004; Mann and Rougon, 2007; Yamane et al., 2012; Yamashita et 

al., 2014)。例えば、脊椎動物神経細胞では Sema3A は軸索での順行性輸送を活性化す

る(Li et al., 2004)。また、Sema3A がプレキシンと共に AMPA 受容体の逆行性輸送を

促進し、樹状突起へと AMPA 受容体を局在させるという報告もある(Yamashita et al., 

2014)。このように、セマフォリンシグナルが神経細胞において順行性輸送や逆行性輸

送を制御する例は報告されてはいるものの、セマフォリンシグナルによる細胞内輸送の

制御機構の詳細は不明であり、また、エンドサイトシス・エキソサイトシスと細胞内輸

送との関係も不明である。 

 

2.5 C. elegans におけるセマフォリンの機能 

これまでのセマフォリンシグナルの下流の経路に関する研究では、脊椎動物培養細胞

を用いた生化学的・薬理学的実験が主流であった。しかし、セマフォリン-プレキシンシ

グナルの下流で起こる事象は多様であり、未知の部分が多い。そこでセマフォリンシグ
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ナルをさらに詳細に明らかにするために、私の所属する研究室では、線虫 

Caenohrabditis elegans (C. elegans)を用いることで生体内でのセマフォリンシグナル

経路に関与する因子を遺伝学的に解明してきた(Nukazuka et al., 2008; 2011)。C. 

elegans には 3 つのセマフォリン遺伝子、つまり、2 種類の膜結合型セマフォリンをコ

ードする smp-1、smp-2 と分泌型セマフォリンをコードする mab-20 と、2 種のプレキ

シン遺伝子 plx-1、plx-2 が存在する (Roy et al., 2000; Fujii et al., 2002)。SMP-1, SMP-

2 は PLX-1 と、MAB-20 は PLX-2 とそれぞれ特異的に相互作用する。plx-1 変異体に

特徴的な表現型として、雌雄同体の生殖器官である陰門、成虫雄特異的な感覚器である

尾部の ray の形成異常が知られ、その原因としてこれらの器官の前駆表皮細胞の細胞配

列・配置の異常が確認されている (Fujii et al., 2002; Liu et al., 2005) (Figure 1)。 

 

2.6 C. elegans におけるセマフォリンシグナル経路 

後述するように plx-1 変異体や smp-1 smp-2 変異体は高い浸透度で ray1 が前方化す

るという表現型を示す。この ray1 の位置を指標として plx-1 変異体の抑圧変異を単離

し解析することによって、セマフォリンシグナルの新たな側面が明らかとなってきた。

その例としてセマフォリンシグナルによる mRNA 翻訳制御がある。gcn-1; plx-1 変異

体や pek-1; plx-1 変異体では ray1 の前方化異常が抑圧されることが確認された

(Nukazuka et al., 2008)。GCN1 は mRNA 翻訳開始因子である eIF2のリン酸化を促

進し、その働きを阻害する(Gebauer and Hentze, 2004)。また、PEK-1 は脊椎動物の

ER ストレス応答性の eIF2キナーゼである PERK の C. elegans ホモログをコードし

ており、直接 eIF2をリン酸化する役割を担っている(Gebauer and Hentze, 2004)。こ

れらの抑圧変異の解析によってセマフォリンシグナルは eIF2のリン酸化レベルを下

げることで mRNA 翻訳を促進させることが示された。さらに、翻訳制御の標的の一つ

がアクチン脱重合因子 ADF/コフィリンであることが示され、コフィリン合成の活性化

を介した細胞骨格の改変が示唆された(Nukazuka et al., 2008)。興味深いことに、脊椎
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動物培養神経系でも Sema3A が成長円錐での局所的な翻訳を制御し、伸長中の軸索末

端における翻訳制御を担うことが示されている(Campbell and Holt, 2001)。 

gcn-1 や pek-1 のほかに rict-1 変異が ray 前方化異常を抑圧することも報告されてい

る(Nukazuka et al., 2011)。rict-1 遺伝子は TOR (target of rapamycin) と結合する

Rictor の C. elegans ホモログをコードしている(Sarbassov et al., 2004)。TOR は細胞

外からの様々な環境刺激を統合することで細胞成長や形態形成に関与するリン酸化酵

素として知られ、TOR complex 1 (TORC1) と TOR complex 2 (TORC2) の 2 種類の

機能の異なるタンパク質複合体を形成する (Kim et al., 2002, Hara et al., 2002, 

Sarbassov et al., 2004)。TORC1 は mRNA 翻訳制御を司り、TORC2 はアクチン重合

制御に関与することが分かっている(Sarbassov et al., 2004; Jacinto et al., 2004;)。rict-

1 変異発見が糸口となった線虫 TOR 系の解析から、セマフォリンシグナルは TORC2

量を減少させるとともに TORC1 量を増加させることが明らかになった。そして、その

結果として引き起こされた TORC1 活性上昇が、eIF4F と eIF2 の 2 種類の因子を介し

て翻訳開始を活性化する一方で、TORC2 の活性低下が PKCの活性を低下させて、ア

クチン重合を抑制することが示された(Nukazuka et al., 2011) (Figure 3)。このように、

plx-1 変異体の抑圧変異の研究から、セマフォリンシグナルが mRNA 翻訳や細胞骨格

因子の重合・脱重合の制御を介することで細胞の形態を制御するという機構が明らかに

なってきた。 

 

2.7 神経軸索末端での synaptotagmin I - stonin2 の役割 

今回の研究では、C. elegans の体内でセマフォリンシグナルに関わる新たな経路を明

らかにすることを目的として、snt-1 と unc-41 という２つの遺伝子を研究対象に選

んだ。私の所属研究室の糠塚明によって unc-41 変異が plx-1 変異体 ray 異常を抑圧す

ることが偶然発見された。unc-41 は哺乳類 stonin2 と相同タンパク質である UNC-41

をコードしている遺伝子であり、stonin2 はシナプス小胞が細胞膜と融合して神経伝達
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物質を放出した後、再び細胞内へシナプス小胞が取り込まれる際に synaptotagmin I と

共同して働くことが知られる(Maritzen et al., 2010; Phillips et al., 2010)。 

神経軸索末端でのシナプス小胞取り込みはクラスリンを介したエンドサイトシスの

最も良く知られている例の一つであるが、synaptotagmin I はこの取り込みに関与する

重要な因子である(Brodin et al., 2000; Murthy and De Camilli, 2003)。synaptotagmin 

I は１回膜貫通型のタンパク質で、C2A、C2B という 2 つの細胞内ドメインを保有し、

この C2A、C2B ドメインを介して stonin2 と結合し、クラスリン依存的なエンドサイ

トシスを担う(Perin et al., 1990; 1991; Zhang et al., 1994; Chapman et al., 1998; 

Fergestad and Broaddie, 2001; Stimson et al., 2001; Walther et al,. 2004; Grass et 

al., 2004; Jung et al., 2007) (Figure 4)。synaptotagmin I - stonin2 系によるシナプス

小胞再取り込みにおいて、stonin2 は WxxF モチーフを介して AP-2 と、ホモロジー

ドメイン (HD)を介して synaptotagmin I とそれぞれ結合する  (Fergestad and 

Broaddie, 2001; Stimson et al., 2001; Walther et al., 2004; Diril et al., 2006; Jung et 

al., 2007) (Figure 4)。また、stonin2 は NPF ドメインを介してエンドサイトシス制御

タンパク質である eps15 や intersectin とも結合することで AP-2 と共にクラスリン依

存的なエンドサイトシスを制御することも分かっている(Martina et al., 2001)。そして、

シナプス小胞再取り込みにおいて細胞膜から小胞が乖離するときには synaptotagmin 

I、EndophilinA が集合して小胞再取り込みを制御する(Ringstad et al., 1997; Patrick 

et al., 2008; Kjaerulff et al., 2011)。 

synaptotagmin I はエキソサイトシス調節因子でもある。神経軸索末端では Ca2+流

入が引き金となって、神経伝達物質の放出が引き起こされる。このとき、synaptotagmin 

I はシナプス小胞上で主要な Ca2+センサーとして機能し、シナプス小胞と細胞膜の融合

を促進することが知られている(Neher and Zucker, 1993; Matthew et al., 1981)。

synaptotagmin I の 2 つの細胞内 C2 ドメイン C2A、C2B が Ca2+結合領域として機能

する(Brose et al., 1992; Davletov and Südhof, 1993; Chapman and Jahn, 1994; Desai 
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et al., 2000)。また、シナプス小胞と細胞膜の融合にはシナプス小胞上の v-soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein (SNAP) receptor (SNARE)であ

る synaptobrevin1 や細胞膜 t-SNARE である syntaxin1、SNAP-25 が必要とされる

(Rothman, 1994; Augustin et al., 2001; Chen and Scheller, 2001; Jahn et al., 2003) 

(Figure 4)。SNARE タンパク質の複合体がシナプス小胞と細胞膜の融合を担っている

が、SNARE タンパク質複合体形成自体には Ca2+は必要とされず、synaptotagmin I が

Ca2+の流入を感知することで SNARE タンパク質複合体の細胞膜融合を制御すると考

えられている(Augustine, 2001; Chapman, 2002; Koh and Bellen, 2003; Chapman, 

2008)。以上のように synaptotagmin I はシナプス小胞のエンドサイトシスとエキソサ

イトシスに重要な役割を持っている。 シナプス小胞膜は伝達物質放出後に細胞内に取

り込まれた後、再びシナプス小胞を形成して伝達物質放出に用いられる。このことから

synaptotagmin I はエンドサイトシスとエキソサイトシスをカップリングさせること

によって、シナプス小胞リサイクリング全体の協調的な進行を調節するという考えが提

唱されている。 

このように神経細胞でのエンドサイトシス、エキソサイトシスの分子機構はよく調べ

られているが、そのほかの細胞種でのエンドサイトシス・エキソサイトシスの分子機構

やそれらを上流から制御するシグナル伝達機構はまだ解明されていない部分が多い。ま

た、セマフォリンシグナルが synaptotagmin I - stonin2 系の制御に関与するという報

告も存在しない。 

 

2.8 本研究の概要 

これまでにセマフォリンシグナルによる細胞骨格の調節機構については、かなり詳

細に明らかにされている。一方、セマフォリンシグナルによる小胞輸送制御の詳細な分

子機構についてはまだ未解明の部分が多い。本研究では神経軸索末端で機能することが

知られているSNT-1 – UNC-41系のセマフォリンシグナル下流での制御についてC. 
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elegans 表皮細胞を材料として遺伝学的・細胞生物学的手法によって解析した。まず私

は、SNT-1 - UNC-41系が神経細胞だけでなく、表皮細胞でも機能していることを示し

た。次に、セマフォリンシグナルが表皮細胞でのSNT-1 - UNC-41系を介したエンドサ

イトシスを抑制する可能性を示唆し、さらには、エキソサイトシスとエンドサイトシス

がカップリングすること示唆する知見を得た。また、セマフォリンシグナルがSNT-1の

分解経路への微小管・ダイニン依存的な輸送を活発化させることを見出し、この細胞内

輸送とエンドサイトシスとの関係を検討した。 
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3 材料・手法 
使用した C. elegans 株 

本研究では、N2 系統を野生型として用いた。以下の個体を変異型個体として使用し

た。 [LGI] smp-1(ev715), smp-2(ev709), unc-57(e406), unc-13(e51); [LGII] snt-

1(n2665), snt-1(ad596), snt-1(md290); rrf-3(pk1426), unc-104(e1265), ncIs13[ajm-

1::gfp] (Liu et al., 2005); [LGIII] unc-64(e246), unc-116(e2310); [LGIV] plx-1(nc37), 

him-8(e1489), unc-26(e205); [LGV] unc-41(e1199), unc-41(e268), him-5(e1490), snb-

1(e1563); [LGX] unc-18(e81) 

た だ し 、 ncIs61[lin-32p::snt-1::mCherry], xnIs96[hmr-1p::hmr-1::GFP::unc-54 

3'UTR + unc-119(+)] (Achilleos et al., 2010), mhIs9[lin-17::gfp] (Sawa et al., 1996)の

各トランスジーン挿入部位は不明。 

 

C. elegans の飼育方法 

NGM アガープレート上で 20℃において C. elegans を飼育した。NGM プレートに

は餌として大腸菌 OP50 を塗布した(Brenner, 1974)。本研究では、雄の ray の観察と

交配を容易にするため、雄の生まれる頻度が上昇する変異である him-5(e1490)もしく

は him-8(e1489)を、全系統に導入した。 

 

遺伝子型決定 

野生型と plx-1、smp-1、smp-2 それぞれの変異の選別のために PCR を用いた。ま

ず、C. elegans のゲノム DNA を得るために、C. elegans を 10 匹ほど 10 l の DW に

懸濁した。これに 10 l のバッファー(2×lysis buffer (40 mM Tris-HCl (pH8.2), 200 

mM KCl, 10 mM MgCl2)：5 l 10% Tween20：1 l 1% gelatin：1 l DW：2.5 l 

20 mg/ml proteinase K (Invitrogen)：0.5 l)を加えた。そして 65℃で 30 分インキュベ

ートし、その後さらに 95℃で 30 分インキュベートすることで proteinase K を失活さ
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せた。この方法で得られたゲノム DNA を PCR の鋳型に用いた。PCR は Blend Taq 

(TOYOBO)を用いて行った。PCR に用いたプライマーの詳細は Table 1 を参照。 

 

プラスミドコンストラクション 

 ray 前駆細胞内で任意の遺伝子を発現させるために lin-32 (Nukazuka et al., 2008)も

しくは lin-17 (Sawa et al., 1996)プロモーターを pPD49.26 に挿入したプラスミド、

lin-32p / lin-17p-pPD49.26 を作製した(Fire et al., 1994)。C 末側に蛍光タンパク質を

融合させるために、GFP もしくは mCherry を lin-32p / lin-17p-pPD49.26 vector に挿

入した。snt-1 cDNA を lin-32p / lin-17p:: mCherry--inserted pPD49.26 vector に挿入

した。lmp-1 cDNA (Chen et al., 2006)、もしくは hgrs-1 cDNA (Yu et al., 2006)は lin-

17p::gfp-inserted pPD49.26 vector へ挿入された。 plx-1 cDNA もまた、 lin-

17p::mCherry-inserted pPD49.26 vector へ挿入した。 

 N 末に GFP を融合させるために、Gateway Destination vector (Invitrogen) である

vha-6p::gfp (Chen et al., 2006)の vha-6p の配列を lin-17p の配列に置き換えたプラス

ミド、lin-17p::gfp を作製した。 rab-5, rab-7, tram-1 (Kubota et al., 2005)、syx-16 

(Sato et al., 2011)、snb-1 (Sato et al., 2008) cDNA と rab-11.1 ゲノム DNA は、

Gateway recombination cloning technology (Invitrogen) による BP 反応によって

Gateway Entry vector pDONR221へ挿入し、さらに、lin-17p::gfp inserted Destination 

vector へ LR 反応 (Invitrogen) によって組み込んだ。unc-41 cDNA と unc-26 cDNA

は制限酵素サイトを利用して lin-17p::mCherry-inserted pPD49.26 へ挿入した。 

 細胞膜を可視化するために、PLC (Ziel et al., 2009)内の PH domain 配列を用いた。

GFP::PH domain を作製するために、PH domain の cDNA フラグメントを PCR と BP

反応によってクローニングした。その後、lin-17p::gfp-inserted Destination vector へ

LR 反応によって PH domain を挿入した。mCherry::PH domain に mCherry を融合

させるために、lin-17p-pPD49.26 に mCherry を挿入した、lin-17p::mCherry-inserted 



 18 

pPD49.26 へ PH domain cDNA を挿入した。 

 SNT-1 および RAB タンパク質の変異型タンパク質、SNT-1(4DN: D168N, D170N, 

D383N, D385N)、RAB-5(S33L)、RAB-5(Q76L)、RAB-7(T23N)、RAB-7(Q68L)を作製

するために、DpnI-mediated site-directed mutagenesisを用いた(Fisher and Pei, 1997)。

変異導入部位にプライマーを作製し、PCR によってプラスミド全長を増幅した。その

後、DpnI によって PCR に用いたテンプレートプラスミドを切断する。最後に形質転

換を行った。 

 プラスミドコンストラクション作成に用いたプライマーと制限酵素サイトなどの詳

細は Table 2, 3 を参照。 

 

C. elegans 形質転換体の作成 

Mello and Fire の方法を用いて行った(Mello and Fire, 1995)。顕微鏡は ZEISS 

Axiovert 135M を使用し、インジェクターに接続したガラス針を用いてプラスミド溶液

を C. elegans 雌雄同体成虫の生殖腺に注入した。形質転換マーカーを発現した F2 を形

質転換体として維持した。各形質転換体を作製したときのプラスミド濃度は Table 4 を

参照。 

 

extrachromosomal arrays の染色体への挿入 

60Co を線源として 40 Gy の線を Ex[lin-32p::snt-1::mCherry;rol-6]個体に照射した

(Shioi et al., 2001)。線照射は名古屋大学 60Co 照射施設で行い、12 分間照射した。約

500 匹の子孫(F2)の中から全個体が形質転換マーカーを発現する系統を選択し、染色体

にトランスジーンが挿入された ncIs61[lin-32p::snt-1::mCherry;rol-6]を得た。 

 

フィーディング RNAi 

Feeding 法による RNAi を行った。この方法では二本鎖 RNA を合成している大腸菌
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を食べることで線虫に RNAi が引き起こされる(Kamath et al., 2001)。pPD129.36 プ

ラスミドは反転して存在している 2 つの T7 プロモーターを含んでおり、RNAi を引き

起こしたい各遺伝子に対応した DNA 断片を T7 プロモーター間に挿入すれば、IPTG 

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) に よ る lavUV5 promoter -T7 RNA 

polymerase 発現誘導系を介した二本鎖 RNA の合成を誘導することができる。このプ

ラスミドで大腸菌 HT115(DE3)を形質転換し、増殖した菌をアンピシリン 100 g/ml を

含む LB アガープレート上に撒いて 37℃で培養した。1 個のコロニーから大腸菌をア

ンピシリン 100 g/ml を含む LB 液体培地 1 ml の中で 37℃、一晩震盪培養する。これ

をアンピシリン 100 g/ml、IPTG 1 mM を含む LB アガープレートに 150 l ずつ撒い

て室温で乾燥させ、線虫の餌とした。L2 もしくは L3 ステージの雌雄同体を形質転換

した大腸菌をまいたプレートへ置き、F1 もしくは F2 世代の雄の ray を観察した。コ

ントロール実験には遺伝子を挿入していない空の pPD129.36 を形質転換させた大腸菌

を用いた。 

snt-1、unc-26、unc-57、tbb-2、dyn-1、rab-35、snb-2、daf-15、syx-2、syx-3、syx-

4 の cDNA と unc-41、che-3、dhc-3、dhc-4、clic-1、dpy-23 のゲノム DNA をプラス

ミド pPD129.36 (Kamath et al., 2001)内へ挿入した。 

RNAi 用のプラスミド作成に用いたプライマーと制限酵素の詳細は Table 2, 3 を参

照。 

 

C. elegans の観察と画像解析 

NGM アガープレート上の線虫の観察には実体顕微鏡 OLYMPUS SZ11 を用いた。ノ

マルスキー微分干渉顕微鏡で観察する場合は、スライドガラス上に 4%アガーを用いて

パッドを作成し、虫の不動化のために 10 mM レバミゾール溶液を滴下し、そこに線虫

をのせ、カバーガラスで封入した。ray の観察ノマルスキー微分干渉顕微鏡 (ZEISS 

Axioplan2 imaging)を、成虫の雄個体の ray 画像の取得には CoolSNAP HQ2 CCD カ
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メラ (Photometrics)を用いた。ray の表現型を定量化するために 3 種類に分類した

(Nukazuka et al., 2008)。Level 1 は ray 1 が ray 2 とほぼ接して存在し、Level 2 は

ray 1 が ray 2 から離れた位置に存在しているが ray 1 が fan という構造の内側にとど

まっている状態、Level 3 は ray 1 が ray 2 からより前方に離れて fan より外に出てい

る状態と定義した(Figure 6)。ほとんどの野生型では ray1 は Level 1 である。NGM ア

ガープレート上の線虫の蛍光観察は OLYMPUS SZX12 を用いた。 

ncIs13 や mhIs9 を用いて ray 前駆細胞の細胞境界を GFP によって可視化した画像

の取得と解析は共焦点レーザー顕微鏡 OLYMPUS FV300 を用いた。 

HGRS-1::GFP、SNT-1::mCherry、PLX-1::mCherry の蛍光画像の観察と取得は、室

温において MetaMorph (Molecular Devices) によって制御されたスピニングディスク

(CSU-W1, Yokogawa)、レーザー(488 nm, OBIS 488 LS, Coherent; 561 nm, OBIS 561 

LS, Coherent)と EM-CCD カメラ(iXon3 888, ANDOR)、倒立顕微鏡（BX51W1、

Olympus）からなる光学システムを用いて行った。 

後期L3ステージの片側の全ての ray前駆細胞内のHGRS-1::GFPの画像をCSU-W1

によって取得し、HGRS-1::GFP 顆粒の数を目視で計測した。ray 前駆細胞内での

HGRS-1::GFP 顆粒の Z 軸に沿った細胞内分布を把握するために、AJM-1::GFP とほぼ

同じ輪郭で観察される mCherry::PH domain の高さを“頂端”面と定義した。その高さ

から 1 m、もしくは 2 m 基底膜側へ移動した高さをそれぞれ“中央”、“基底”面と定義

した。HGRS-1::GFP 顆粒は蛍光シグナルが存在しない画像の蛍光強度の平均値に対し

て 2.5 倍以上の明るさのシグナルを蛍光シグナルとして認識し、4×4 ピクセル以上の範

囲内の背景の蛍光強度に対して 6 倍以上の蛍光シグナルが存在しているピクセルの領

域を蛍光顆粒として定義した。定量化したデータを Kruskal-Wallis test with post-hoc 

Steel-Dwass multiple comparison test によって検定した。 

 後期 L3 ステージの ray前駆細胞内の SNT-1::mCherry顆粒の移動を定量化するため

に、移動性の mCherry 顆粒を CSU-W1 を用いて露光時間を 100 ミリ秒で 0.1 秒ごと
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に顆粒を追尾して 1 秒間画像を取得した。 ImageJ プラグインである Particle tracker 

2D/3D を用いて取得した画像内の SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と距離を追尾して

定量化した(Sbalzarini and Koumoutsakos, 2005)。定量は各系統 3 個体に対して行い、

3 個体の追尾した SNT-1 顆粒を合計してグラフとした(合計した顆粒数は約 65～110

個)。定量化したデータを Mann–Whitney U test によって検定した。 

 後期 L3 ステージの ray 前駆細胞内の SNT-1 と各細胞内小器官マーカー、もしくは

SNB-1 と PH ドメインとの共局在を解析するために、共局在画像を CSU-W1 システム

を用いて取得した。取得した画像は ImageJ プラグインである Intensity Correlation 

Analysis を用い、共局在性解析のために、ピアソンの相関係数によって定量化した(Lau 

et al., 2004, Barlow et al., 2010)。定量化したデータを Kruskal-Wallis test with post-

hoc Steel-Dwass multiple comparison test あるいは Mann–Whitney U test によって検

定した。画像は各形質転換体の WT と plx-1 変異体との間で同様のセッティングで取得

した(レーザーパワー, 露光時間, ゲイン; GFP::RAB-5/SNT-1::mCherry: 40% (OBIS 

488 LS), 100 ms, 100 /50% (OBIS 561 LS), 100 ms, 100 ; RAB-7/SNT-1: 50%, 100 ms, 

100 /90%, 100 ms, 100 ; RAB-11/SNT-1: 50%, 100 ms, 100 /50%, 100 ms, 100 ; LMP-

1/SNT-1: 50%, 100 ms, 100 /40%, 100 ms, 100 ; TRAM-1/SNT-1: 90%, 300 ms, 100 

/50%, 300 ms, 100 ; SYX-16/SNT-1; 90%, 3000 ms, 100 /90%, 500 ms, 100) (SNB-1/PH

ドメイン: 90%, 1000 ms, 100 /9%, 500 ms, 100)。 

 PLX-1::mCherry 画像はレーザーパワー: 90% (OBIS 561 LS), 露光時間: 1000 ms, 

ゲイン: 100 で取得した。 
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4 結果 
4.1 研究背景 - ray の発生過程とセマフォリンシグナルの機能 

本論に入る前に、まず本実験系である ray について概説しておく。感覚器である ray

は成虫雄尾部の左右に 9 対の感覚突起として存在しており、頭部側から尾部側へかけて

ray1〜ray9 と名付けられている(Baird et al., 1991) (Figure 1)。ray は幼虫期雄尾部に

存在する表皮細胞集団である ray 前駆細胞群に由来する。雄３齢幼虫(L3)の尾部両側に

は頭部側から尾部側にかけて 9 つの表皮細胞(Rn 細胞)が一列に並んでおり R1 から R9

と名付けられている。各 Rn 細胞は、まず 1 回分裂して Rn.a と Rn.p 細胞となる。Rn.p

細胞はこれ以上分裂しない。Rn.a 細胞はもう一度細胞分裂をし、Rn.aa 細胞、Rn.ap 細

胞となる。そして、Rn.aa 細胞、Rn.ap 細胞はともにもう一度細胞分裂をし、それぞれ

Rn.aaa 細胞と Rn.aap 細胞、Rn.apa 細胞と Rn.app 細胞が生じる。Rn.aap 細胞は細

胞死によって消失し、残りの 3 つの細胞が ray 前駆細胞群として最終的に 1 つの ray

を形成する。その後、Rn.p 細胞は融合を開始する。まず、R1.p 細胞と R2.p 細胞が融

合し、さらに R1.p 細胞から R5.p 細胞までが融合して一つの表皮細胞を形成する。ま

た、R6.p、R7.p、R8.p、R9.p 細胞は別の表皮細胞と融合する(Baird et al., 1991) (Figure 

2)。 

R1.p 細胞と R2.p 細胞の融合直前までがほぼ３齢(L3)ステージ、融合開始後からが４

齢（L4）ステージにあたる(Figure 2)。野生型では後期 L3 ステージの段階で ray 前駆

細胞群は R1 と R2 がほぼ隣り合った状態となっている。そして、初期 L4 ステージに

おいて R1.p 細胞と R2.p 細胞が融合した後でも R1 と R2 の ray 前駆細胞群はそのまま

隣り合った状態が維持されている(Baird et al., 1991) (Figure 1)。それに対して、plx-1

変異体では L3 後期ステージの段階で R1 の ray 前駆細胞群が R2 の ray 前駆細胞群か

ら離れて前方方向へ移動してしまっている(Figure 1)。これは R1.p 細胞と R2.p 細胞の

細胞境界が plx-1 変異体では野生型と比較して前方方向へ移動しているために、それに

応じて R1 の ray 前駆細胞群が移動したためではないかと考えられる(Nukazuka et al., 
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2008)。セマフォリンシグナルは L3 後期ステージの段階で R1.p 細胞と R2.p 細胞の細

胞境界を後ろ側に留めておく役割を担っていると考えられる。 

 

4.2 エンドサイトシス因子の機能欠損による plx-1 変異の ray 表現型抑圧 

当研究室の糠塚により unc-41(e1199)変異が plx-1 変異による ray 表現型異常を抑圧

することが偶然発見された(Figure 5A)。UNC-41 は哺乳類 stonin2 の線虫ホモログで

あり、stonin2 は神経終末でのシナプス小胞再取り込み時に synaptotagmin I のアダプ

ターとして機能することが知られている（Fergestad and Broadie, 2001; Stimson et al., 

2001; Walther et al,. 2004; Jung et al., 2007; Maritzen et al., 2010; Phillips et al., 

2010）。そこで線虫のシナプス小胞からの伝達物質放出に関与する主要な

synaptotagmin である SNT-1 をコードする snt-1 遺伝子変異の 3 種類の allele、snt-

1(n2665) (me290) (ad596)、および unc-41 の別 allele である unc-41(e268)、それぞれ

の背景で plx-1 変異体の ray 表現型を調べた。その結果、snt-1 変異、unc-41 変異とも

に plx-1 変異による ray 異常を抑圧し、また、allele の ray 抑圧の程度と運動異常表現

型(Unc)の強さが相関していた(Figure 5, 6, 7, Table 5)。また、snt-1、unc-41 の RNAi

ノックダウンも plx-1 変異による ray 異常を弱く抑圧していたことから、SNT-1 - UNC-

41 系の機能阻害が抑圧を引き起こすことが確認された(Table 5)。後期 L3 ステージに

おいても、snt-1、unc-41 変異は R1 クラスターの位置異常を抑圧した(Figure 5)。一

方、野生型の背景では、snt-1、unc-41 単独変異は成虫の ray1 位置異常を引き起こさ

なかった(Table 5)。 

synaptotagmin I はシナプス小胞再取り込みだけでなくシナプス小胞からの Ca2+依

存的な伝達物質放出にも関わり、シナプス小胞のリサイクリングにおいて重要であるこ

とが示されている。そこでシナプス小胞リサイクリングに関わる他の因子の変異が

ray1 表 現 型 を 抑 圧 す る か ど う か を 検 討 し た 。 synaptojanin1(UNC-26) や

endophilinA(UNC-57)はクラスリン依存的なエンドサイトシスにおける実行因子であ
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り、シナプス小胞の再取り込みでも重要である(Ringstad et al., 1997; Patrick et al., 

2008; Kjaerulff et al., 2011)。unc-26、unc-57 変異は plx-1 変異体における ray 異常

を、snt-1 や unc-41 変異ほどではないが、ある程度抑圧した(Table 5)。RNAi によるこ

れらの遺伝子のノックダウンでも ray 異常が抑圧された(Table 5)。これらの遺伝子の単

独変異体では ray 表現型に異常はなかった(Table 5)。以上から一般的なエンドサイトシ

ス制御因子の変異でも plx-1 変異体における ray 異常が抑圧されることが分かった。

snt-1、unc-41 変異には、ほかのエンドサイトシス制御因子の変異よりも強い抑圧効果

があったことから、セマフォリンシグナルが SNT-1 - UNC-41 を介したエンドサイト

シスと強く関係している可能性が高いことが示唆された。 

一方、神経伝達物質の放出時には、 synaptotagmin I が SNARE である

syntaxin1(UNC-64)、synaptobrevin1(SNB-1)やその制御因子と協調して働くことが知

られている (Rothman, 1994; Augustin et al., 2001; Chen and Scheller, 2001; Jahn et 

al., 2003)。神経伝達物質放出時の必須因子である MUNC-18 の線虫オーソログをコー

ドする unc-18 変異は plx-1 変異による ray 異常をある程度抑圧した(Gengyo-Ando et 

al., 1993) (Table 5)。また、v-SNARE である synaptobrevin1 をコードする snb-1 遺伝

子変異も plx-1 変異による異常を弱く抑圧した(Table 5)。同じく、v-SNARE である snb-

2 の RNAi ノックダウンにおいて単独では抑圧能がなかったが、snb-1 遺伝子変異の抑

圧能を増強した(Table 5)。しかし、神経伝達物質放出時の必須因子である Munc13 の

線虫オーソログをコードする unc-13 変異は plx-1 変異による ray 異常を抑圧しなかっ

た(Maruyama and Brenner, 1991) (Table 5)。神経細胞の細胞膜に局在する t-SNARE

タンパク質 syntaxin をコードする unc-64 変異も抑圧能がなかった(Table 5)。神経細

胞以外では syntaxin である SYX-2、SYX-3、SYX-4 が t-SNARE として機能すること

が知られている(Kasai and Akagawa, 2001) (Table 5)。そこでこれらの syx 遺伝子の

RNAi ノックダウンを試みたところ、syx-2、syx-3 (RNAi)は plx-1 による ray 異常を抑

圧しなかったが、syx-4 (RNAi)は plx-1 による ray 異常を強くはないが抑圧した(Table 
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5)。これらの結果から遺伝学的にはセマフォリンシグナルがエキソサイトシスも負に制

御している可能性が考えられる。また、神経伝達能低下に由来した運動異常という表現

型を示す unc-64、unc-13 変異に ray 異常の抑圧能がなかったことから、シナプス小胞

放出制御とは異なるメカニズムが抑圧に関与することが示唆される。エキソサイトシス

関連では単独因子の機能阻害で強い抑圧はおこらなかったが、複数のエキソサイトシス

関連因子を抑制しなければ plx-1 変異による ray 異常を強く抑圧しないのかもしれな

い。 

 

4.3 SNT-1 - UNC-41 の表皮細胞自律的機能 

SNT-1/UNC-41 は神経細胞で機能することが知られているが、表皮細胞のような非

神経細胞での機能についてはほとんど報告がない。また、unc-41 変異体の運動異常救

済能を持つトランスジーンレポーターunc-41p::gfp::unc-41 では神経細胞での GFP 発

現は観察されたが ray 前駆細胞での発現は確認できなかった（田中 未発表データ）。こ

れらの事実から考えると、plx-1 変異による ray 表現型異常の抑圧は神経伝達異常の二

次的な効果である可能性がある。しかし、上述のように、神経末端での神経伝達物質の

放出不全により運動異常を示す unc-64 および unc-13 変異が plx-1 変異体の ray 異常

を抑圧しなかったことから、神経伝達物質の放出阻害、あるいはそれによって引き起こ

される運動異常自体が ray 表現型抑圧を引き起こすことは考えにくい。そこで、私は

SNT-1 と UNC-41 が ray 前駆細胞で機能している可能性を検証することにした。 

まず、snt-1; plx-1 変異に ray 前駆細胞特異的プロモーターである lin-32p を用いて

SNT-1::mCherry を ray 前駆細胞内で発現させた(Portman et al., 2000)。その結果、

snt-1; plx-1 変異体の ray 前駆細胞内での SNT-1 の発現によって plx-1 単独変異体と同

様の ray1 前方化が認められ、snt-1 変異による ray 表現型抑圧がレスキューされたこ

とが分かった(Figure 8)。さらに LIN-17 (Frizzled ホモログ) のプロモーターlin-17p を

用いて SNT-1 と UNC-41 をそれぞれ発現させて、同様のレスキュー実験を行った 
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(Sawa et al., 1996)。lin-17p は ray 前駆細胞特異的ではないが、lin-32p に比べて ray

前駆細胞での遺伝子発現をより強く駆動するプロモーターである。lin-17p による SNT-

1 と UNC-41 の ray 前駆細胞内での発現はそれぞれ snt-1; plx-1、unc-41; plx-1 による

ray 表現型抑圧をレスキューした(Figure 8)。これらの結果より、SNT-1 と UNC-41 は

表皮細胞である ray 前駆細胞において細胞自律的に機能することが示された。また、

UNC-26 を lin-17p を用いて ray 前駆細胞内で発現させても unc-26; smp-1 smp-2 によ

る ray 表現型抑圧がレスキューされことも、ray 前駆細胞におけるエンドサイトシスの

抑制が ray 表現型抑圧に関わることを支持している(Table 5)。 

脊椎動物神経細胞末端では、synaptotagmin I は Ca2+センサーとして機能してエキ

ソサイトシスやエンドサイトシスを引き起こすことが知られている。synaptotagmin I

の Ca2+センサーとして機能する C2A と C2B ドメインに 4 ヶ所の変異を挿入すること

で Ca2+結合力を消失させた SNT-1(4DN)を作製した(Yao et al., 2011)。SNT-1(4DN)を

lin-17p によって ray 前駆細胞で発現させたところ、snt-1; plx-1 による ray 表現型抑

圧をレスキューしなかった(Figure 8)。このことから、ray前駆表皮細胞においてもSNT-

1 は Ca2+依存的に機能することが示唆された。 

以上の結果をまとめると、複数のエンドサイトシス・エキソサイトシス因子の機能阻

害が plx-1 表現型を抑圧することから、遺伝学的にはセマフォリンシグナルが ray 前駆

細胞内でのエンドサイトシス・エキソサイトシスを負に制御すると考えられる。また、

他のエンドサイトシス・エキソサイトシス関連遺伝子の変異に比べて、snt-1変異とunc-

41 変異がとりわけ高い抑圧効果を持つことから、セマフォリンシグナルが主として

SNT-1/UNC-41 系を介したエンドサイトシス・エキソサイトシスを制御していること

が示唆される。次に細胞生物学的手法を用いて、この可能性をより直接的に検討するこ

とにした。 
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4.4 セマフォリンシグナルによる ray 前駆細胞のエンドサイトシスの制御 

セマフォリンシグナルが ray 前駆細胞においてエンドサイトシスを制御しているか

どうかを検証するため、私は ESCRT pathway の最初の過程を担う因子である HGRS-

1 の ray 前駆細胞内での局在を調べた。エンドサイトシス後に細胞内へ取り込まれた小

胞や、それらの小胞から形成される初期エンドソームにはホスファチジルイノシトール

3-リン酸(PI(3)P)が多く存在するが、HGRS-1 は FYVE domain を介して PI(3)P と結

合する(Yu et al., 2006; Lemmon, 2008; Posor et al., 2013)。そこで、HGRS-1 を初期

エンドソームマーカーとして用いた形質転換体 ncEx9111[lin-17p::mCherry::PH 

domain; lin-17p::hgrs-1::gfp]を作製し、高感度ニポウディスク共焦点顕微鏡を用いて

ray 前駆細胞内での HGRS-1 の発現パターンを観察した。 

HGRS-1 は ray 前駆細胞内において顆粒状に存在し、後期 L3 ステージの ray 前駆細

胞内で、plx-1 変異では HGRS-1::GFP の顆粒数が野生型によりも多かった(Figure 9)。

plx-1 変異における HGRS-1 の顆粒はエンドサイトシスによって取り込まれた直後の

小胞および初期エンドソームを可視化していると考えられ、HGRS-1 顆粒数が少ない野

生型ではエンドサイトシスが ray 前駆細胞内で低下していることを示すと解釈できる。

このことから、セマフォリンシグナルはエンドサイトシスを抑制することが示唆された。

一方、体壁筋など ray 前駆細胞以外の細胞では HGRS-1 顆粒が野生型でも plx-1 変異

と同様に観察された。plx-1 変異において HGRS-1 顆粒は ray 前駆細胞の頂端面から

0.5-1.0 m の深度で多く観察され、これはアドヘレンスジャンクションに局在する

AJM-1 とほぼ同じ深さである。これより深部では HGRS-1 顆粒数が減少していた

(Figure 9)。この初期エンドソームの局在パターンから、plx-1 変異体でのエンドサイト

シスは ray 前駆細胞の頂端面または頂端に近い外側で局所的に起きている可能性が考

えられる。 

次に、snt-1 変異が HGRS-1 顆粒に及ぼす効果を調べた。snt-1; plx-1 変異および unc-

41(RNAi); plx-1 の HGRS-1 の顆粒数は plx-1 変異と control(RNAi); plx-1 よりも少な
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く、野生型と同程度まで減少していた(Figure 9)。さらに unc-41 ノックダウンでも同様

の効果がみられ、unc-41(RNAi); plx-1 の HGRS-1 の顆粒数は control(RNAi); plx-1 よ

りも少なく control(RNAi) と同程度まで減少していた(Figure 10)。これらの結果は、

初期エンドソームマーカーである HGRS-1 顆粒数の plx-1 変異体での増加が SNT-

1/UNC-41 系に依存する事を示しており、セマフォリンシグナルが UNC-41 依存的な

エンドサイトシスを抑制することが示唆された。 

 

4.5 セマフォリンシグナルによるリサイクリング経路抑制 

次に、セマフォリンシグナルがエキソサイトシス制御にも関わるのかどうかを調べる

ため、エキソサイトシス関連因子の可視化を試みた。ray1 表現型抑圧効果が認められ

た snb-1 変異に対応する v-SNARE タンパク質 SNB-1 について、ray 前駆細胞内での

発現パターンに野生型と plx-1 変異体との間で変化があるのかどうかを後期 L3 ステー

ジにおいて調べることにした。 GFP を融合させた GFP::SNB-1 を lin-17p を用いて

ray 前駆細胞内で発現させた ncEx9113[lin-17p::gfp::snb-1; lin-17p::mCherry::PH 

domain]系統を作製し、ray 前駆細胞内での SNB-1 の発現パターンを観察した (Sato 

et al., 2008)。野生型では、GFP::SNB-1 は細胞膜上と細胞内に顆粒状となって発現し

ていた(Figure 11A)。その一方で plx-1 変異体では GFP::SNB-1 は細胞膜上にのみ発現

し、細胞内の顆粒はほとんど観察されなかった(Figure 11A)。ImageJ を用いて後期 L3

ステージのGFP::SNB-1と細胞膜マーカー(mCherry::PH domain)の共局在性を定量し

た。その結果、野生型のほうが plx-1 変異体よりも局在の相関値が低かった(Figure 11B, 

C)。plx-1 変異体ではエキソサイトシスが活発に起きているために細胞膜に局在してい

る SNB-1 が多く、野生型ではエキソサイトシスが抑制されたために細胞内にも SNB-1

が顆粒状となって存在していると解釈できる結果である。また、snt-1; plx-1 変異での

SNB-1 と細胞膜との共局在は野生型と同程度であり、snt-1 変異が plx-1 変異で増加し

た SNB-1 と細胞膜との共局在を抑圧することがわかった(Figure 11)。この結果は、plx-
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1 変異体でのエキソサイトシスの変化が SNT-1 に依存する事を示しており、セマフォ

リンシグナルが SNT-1 を介したエキソサイトシスを抑制することが示唆された。 

さらに、エンドサイトシスとエキソサイトシスの関連を調べるために、エキソサイト

シスを抑制したときにエンドサイトシスにも影響が及ぶのかどうかについて形質転換

体 ncEx9102[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::PH domain]を用いて検証した。後

期 L3 ステージの snb-1; snb-2(RNAi); plx-1 と syx-4(RNAi); plx-1 での初期エンドソー

ムマーカーHGRS-1 顆粒の数を測定した。その結果、snb-1; snb-2(RNAi); plx-1 では

control(RNAi)と同程度まで HGRS-1 顆粒数は減少していた(Figure 12)。また、syx-

4(RNAi); plx-1 でも control(RNAi); plx-1 と比較して、HGRS-1 顆粒の数はほぼ同数で

あった(Figure 12)。これらの結果から、エキソサイトシスが抑制されれば、エンドサイ

トシスも抑制されることが示唆される。syx-4(RNAi); plx-1 は plx-1 変異による ray 表

現型異常を弱くしか抑圧しなかった理由としては、syx-4(RNAi)によって完全にはエキ

ソサイトシスが抑制されないという可能性が考えられる。神経軸索末端でのシナプス小

胞による伝達物質放出などでは、シナプス小胞からのエキソサイトシスとその後のエン

ドサイトシスがカップリングされていることが報告されている(Haucke et al., 2011; 

Yuan et al., 2015)。表皮細胞でも SNT-1 は同様にエキソサイトシスとエンドサトシス

をカップルさせて小胞リサイクリングを制御し、さらに、セマフォリンシグナルはこれ

を抑制するという可能性が考えられる。 

 

4.6 プレキシンは ray 前駆細胞外側面の頂端側に発現 

これまでの結果から、セマフォリンシグナルが頂端で SNT-1 - UNC-41 依存的エン

ドサイトシスを抑制することが明らかになった。そこで、PLX-1 と mCherry の融合タ

ンパク質を発現する ncEx9112[lin-17p::plx-1::mCherry]; ncIs13[ajm-1::gfp]を作製し、

PLX-1 の ray 前駆細胞内の発現場所を観察した。なお、この PLX-1 発現実験は小林理

奈氏(名古屋大学 理学研究科 大学院生) と共同で行ったものである。その結果、PLX-
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1::mCherry は細胞頂端側に近い側面で AJM-1::GFP とほぼ重なって局在し、そのほか

の外側にはほとんど存在していなかった (Figure 13)。前述の HGRS-1 の局在解析結果

とともに、ray 前駆細胞内の頂端でのセマフォリンシグナルによる小胞輸送制御を支持

する所見である。 

線虫表皮細胞のアピカルジャンクションは細胞の頂端でカドヘリン-カテニン複合体

(CCC)と DLG-1/AJM-1 複合体(DAC)から構成されている(Costa et al., 1998; Koppen 

et al., 2001; Knust and Bossinger, 2002)。そこで、これらの細胞接着因子複合体がセ

マフォリンシグナルによって制御されている可能性を調べるために、CCC と DAC を

それぞれ構成する因子である HMR-1 と AJM-1 の発現パターンを野生型と plx-1 変異

体との間で比較した。 

まず、CCC を構成する古典的 E-カドヘリンである HMR-1 と GFP の融合タンパク

質を発現する形質転換体 xnIs96 を用いて、ray 前駆細胞内での HMR-1::GFP の発現を

野生型と plx-1 変異体とで比較した(Achilleons et al., 2010)。野生型でも plx-1 変異体

でも HMR-1::GFP は ray 前駆細胞の細胞側面の頂端に局在していたが、ray 前駆細胞

内には顆粒状となった HMR-1::GFP はほとんど存在しなかった。 (Figure 14)。次に、

DAC を構成する AJM-1 と GFP の融合タンパク質を発現させた形質転換体 ncIs13 に

おいても ray 前駆細胞内での AJM-1::GFP の発現を調べた(Liu et al., 2005)。AJM-1

も HMR-1 と同様に ray 前駆細胞の頂端に局在し、野生型と plx-1 変異体との間で発現

パターンに違いは見られなかった(Figure 1)。 

また、セマフォリンシグナルによる小胞リサイクリングを介した発現制御を受ける標

的因子としてシグナル分子の受容体が考えられる。その候補の一つとして Wnt 受容体

frizzled のホモログである LIN-17 と GFP 融合タンパク質を発現させた形質転換体を

用いて mhIs9[LIN-17::GFP]の ray 前駆細胞内の発現パターンを野生型と plx-1 変異で

比較した(Sawa et al., 1996)。LIN-17::GFP は ray 前駆細胞の全ての細胞膜上で頂端面

から基底面にかけて一様に発現していたが、野生型においても plx-1 変異体においても
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発現パターンに違いは見られなかった(Figure 15)。 

本節の結果をまとめる。セマフォリンシグナルは ray 前駆細胞の頂端のアピカルジャ

ンクション付近でエンドサイトシスを制御している可能性が高い。特定の細胞膜分子が

選択的に小胞リサイクリングを介した発現制御を受ける可能性が考えられるが、現在、

そのような分子が実在するかは不明である。 

 

4.7 野生型では SNT-1 は RAB-7 と LMP-1 に局在 

セマフォリンシグナルが SNT-1 - UNC-41 依存的なエンドサイトシス(そして、おそ

らくリサイクリング)を阻害することから、SNT-1 の ray 前駆細胞膜での局在が野生型

と plx-1 変異とで異なるのではないかと考えた。そこで、後期 L3 ステージで ray 前駆

細胞内での SNT-1::mCherry の局在を観察した。SNT-1 は ray 前駆細胞内で顆粒状に

発現し、細胞の基底側付近に特に多く発現していた。しかし野生型と plx-1 変異体いず

れの ray 前駆細胞でも細胞膜上に存在する SNT-1 はほとんど検出することはできず、

細胞膜上の SNT-1 の違いを比較することはできなかった(Figure 15)。これはおそらく、

SNT-1 の細胞膜上での存在量が少ないために、現在用いている光学系では検出できな

いためと考えられる。そこで私たちは、ray 前駆細胞内で顆粒状に発現している SNT-1

の局在パターンを詳細に検討してみることとし、高感度ニポウディスク共焦点顕微鏡を

用いて後期 L3 ステージでの各細胞内小器官と SNT-1 の共局在を ImageJ によって定

量した。 

一般的に細胞膜タンパク質は翻訳されると小胞体、ゴルジ体を経て細胞膜へと輸送さ

れる(Stenmark, 2009; Grant & Donaldson, 2009)。細胞膜上の膜タンパク質はエンド

サイトシスによって初期エンドソームへと取り込まれ、リサイクリングエンドソームを

通ってエキソサイトシスによって再び細胞膜へと戻るリサイクリング経路を通ること

が知られる(Sato et al., 2014)。また、リサイクリング経路とは別に後期エンドソームを

通ってリソソームへと輸送される分解経路も存在する。初期エンドソーム、後期エンド



 32 

ソーム、リサイクリングエンドソームマーカーとしてそれぞれ RAB-5, 7, 11.1 を、リソ

ソームマーカーとして LAMP オーソログである LMP-1 を、小胞体マーカーとして

TRAM-1 を、ゴルジ体マーカーとして SYX-16 を用いて、ray 前駆細胞で発現させ、野

生型と plx-1 変異体での SNT-1 との共局在を比較した(Bucci et al., 1992; Poteryaev et 

al., 2010; Grant and Hirsh, 1999; Kostich et al., 2000; Rolles et al., 2002; Kubota et 

al., 2006; Simonsen et al., 1998; Chen et al., 2006; Sato et al., 2011)。 

RAB-5, 7, 11.1 は ray 前駆細胞内に顆粒として発現しているものと拡散して発現する

ものが観察できた。まず、初期エンドソームマーカーである RAB-5 と SNT-1 の共局在

性を RAB-5 と SNT-1 を共発現させたトランスジーン ncEx9105[lin-17p::gfp::rab-5; 

lin-17p::snt-1::mCherry]を用いて検証したところ、plx-1 変異体では野生型よりも少し

増加していた(Figure 16A, B)。さらに、RAB-11.1 と SNT-1 を共発現させたトランスジ

ーン ncEx9107[lin-17p::gfp::rab-11.1; lin-17p::snt-1::mCherry]を用いて同様に局在性

を定量したところ、plx-1 変異では RAB-11.1 と SNT-1 の共局在性が野生型と比べ、少

し高かった(Figure 16C, D)。一方で、RAB-7 と SNT-1 を共発現させたトランスジーン

ncEx9106[lin-17p::gfp::rab-7; lin-17p::snt-1::mCherry]を用いて SNT-1と RAB-7 の局

在を調べたところ、野生型では、SNT-1 は RAB-7 との共局在性が plx-1 変異と比較し

て上昇していた(Figure 16E, F)。さらに、リソソームとの局在を LMP-1 と SNT-1 を共

発現させたトランスジーン ncEx9108[lin-17p::lmp-1::gfp; lin-17p::snt-1::mCherry]を

用いて調べた。LMP-1 は野生型では大きい顆粒が見られたが、plx-1 変異では野生型で

見られたような顆粒は観察できなかった(Figure 16G, H)。野生型では、SNT-1 と LMP-

1 との共局在性は plx-1 変異体に比べて高かった(Figure 16)。最後に、小胞体マーカー

TRAM-1 と SNT-1 を共発現させたトランスジーン ncEx9108[lin-17p::gfp::tram-1; lin-

17p::snt-1::mCherry]、ゴルジ体マーカーSYX-16 と SNT-1 を共発現させたトランスジ

ーン ncEx9109[lin-17p::gfp::syx-16; lin-17p::snt-1::mCherry]を用いて SNT-1 との共

局在性を調べた。TRAM-1 は ray 前駆細胞内で野生型でも plx-1 変異でも網目状に発現
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していた。SYX-16 は ray 前駆細胞内に顆粒状に発現していた(Figure 17A, B)。野生型

でも plx-1 変異でも一部の SNT-1 は小胞体やゴルジ体と共局在したが、共局在性には

差はなかった(Figure 17C, D)。 

以上の局在解析の結果をまとめる。野生型では SNT-1 は後期エンドソーム、リソソ

ームと高い共局在性を示す。それに対し、plx-1 変異体では SNT-1 の後期エンドソーム

やリソソームへの局在が大きく減少し、一方、初期エンドソームやリサイクリングエン

ドソームへの局在は弱いながらも野生型よりも増加する。これらのことから、新たに合

成された SNT-1 は野生型と plx-1 変異体ともに小胞体からゴルジ体までは同様に輸送

されるが、その後、野生型ではゴルジ体から直接エンドソームへ移り、後期エンドソー

ムやリソソームへと輸送されるものが多いことが示唆される。一方、plx-1 変異体では

新たに合成された SNT-1 は小胞体やゴルジ体を通った後に一度細胞膜へと輸送され、

その後、細胞膜から初期エンドソームやリサイクリングエンドソームを介したリサイク

リング経路へと輸送されるものが増加することが推測される。 

 

4.8 セマフォリンシグナルによる SNT-1 細胞内輸送の速度と距離の変化 

以上の SNT-1の局在解析によってセマフォリンシグナルが SNT-1を含む小胞の細胞

内輸送を制御することが示唆された。そこでこの SNT-1 小胞の輸送をさらに詳細に解

明するために、私は動的な解析を行うことにした。レスキュー実験で用いた形質転換体

と同じトランスジーン ncIs61[lin-32p::snt-1::mCherry]を用いて、ray 前駆細胞内での

SNT-1::mCherry 蛍光像をニポウディスク共焦点顕微鏡によって 0.1 秒毎に記録した。

多くの SNT-1::mCherry 顆粒ではイメージング期間を通して目立った動きが見られな

かったが、野生型では移動距離が長く、移動速度が速い顆粒が一部存在していた(Figure 

18A)。これらの SNT-1 顆粒の移動は ray 前駆細胞内の基底側に近い部分で多く観察で

きた。後期 L3 ステージでは観察期間中に移動方向が逆転する顆粒も見られた。これに

対し、後期 L3 ステージでの plx-1 変異では、移動距離が長く移動速度が速い顆粒は観
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察できなかった(Figure 18A)。これらを定量化するために、ImageJ プラグインである

Particle Tracker を用いて SNT-1 顆粒を追尾した。野生型では１秒間の観察中に移動

距離が 0.4 m 以上、移動速度が 1.5 m/sec 以上の速さで移動する顆粒がそれぞれ約

10 %、15%であったの対し、plx-1 変異ではそれぞれ 1%、0%と、ほとんど観察されな

かった(Figure 18B)。さらには、移動距離が 0.3 m 以下の顆粒の数は野生型の 10 %と

比較して plx-1 変異では約 30 %と大幅に増加していた(Figure 18B)。 

次にこれらの SNT-1 顆粒の動きは細胞内のどのような現象に対応しているのかを調

べた。RAB-7 と共局在している SNT-1 顆粒から一部の SNT-1 顆粒が分離する例、SNT-

1 顆粒の一部が GRP::RAB-7 と共局在しながら移動する例、移動性の SNT-1 顆粒が

LMP-1 と共局在している SNT-1 顆粒へ融合する例が見られた(Figure 19)。これらの

SNT-1 顆粒は分解経路の小胞輸送を可視化したものと考えられる。 

顆粒の移動速度が 1.5 m/sec 以上のものが見られることから、微小管依存的な輸送

であることが予想された。そこで微小管の構成因子である tbb-2 (-tubulin)を RNAi に

よってノックダウンしたところ、SNT-1 の顆粒数が減少し、顆粒の大きさも巨大化する

という異常が見られた。さらに、野生型で見られる速度が速く距離の長い SNT-1 顆粒

の移動が観察されなくなった(Strome et al., 2001) (Figure 20)。また、微小管依存的な

逆方向への輸送を制御する che-3（ダイニンヘビーチェーン 1b）の RNAi ノックダウン

でも SNT-1 顆粒の速い、移動距離の長い輸送が減少していた(Wicks et al., 2000) 

(Figure 20)。このことから、SNT-1 輸送は CHE-3 依存的に輸送されていると考えられ

る。dhc-3（ダイニンヘビーチェーン１）や dhc-4（ダイニンヘビーチェーン 10）の RNAi

では SNT-1 顆粒の輸送速度は control(RNAi)とあまり違わなかったが、輸送距離は少

し短くなっていた(Green et al., 2011; Mulder et al., 2003) (Figure 21)。dhc-3 や dhc-

4 は SNT-1 の輸送に弱いながらも関与しているのかもしれない。これらの結果から、

セマフォリンシグナルは SNT-1 顆粒の微小管依存的な細胞内輸送を活性化し、輸送は

主としてダイニン CHE-3 依存的であると考えられる。 
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4.9 エンドサイトシス抑制による SNT-1 の分解経路への輸送促進 

以上の結果から、plx-1 変異体ではエンドサイトシスが亢進することが示唆されると

同時に、SNT-1 顆粒の後期エンドソーム・リソソームへの局在が低下し、SNT-1 顆粒

の速くて長い細胞内輸送も低下することが明らかになった。セマフォリンシグナルはエ

ンドサイトシス、そしておそらく小胞リサイクリングを抑制し、SNT-1 顆粒の速くて長

い細胞内輸送を促進して SNT-1 を後期エンドソーム・リソソームへの分解経路へ振り

分けることが示唆される。では、セマフォリンシグナルは SNT-1 のリサイクリング経

路と分解経路との間の振り分けをどのように制御しているのであろうか。plx-1 変異体

が示すエンドサイトシス亢進と SNT-1 の分解経路の活性低下というこの 2 つの表現型

はセマフォリンシグナルの異常によってそれぞれ独立に引き起こされるのか、あるいは、

両者が相互依存的であるのかどうか検討するために、セマフォリン変異体においてエン

ドサイトシスを抑制し、SNT-1 の輸送および局在に対する効果を調べることとした。 

まず、unc-41(RNAi)によってエンドサイトシスを抑制することで SNT-1 の輸送と局

在性に変化があるのかを検証した。plx-1 変異体で unc-41 をノックダウンしたときの

後期エンドソームマーカーRAB-7 と SNT-1 との共局在性を ncEx9106[lin-17p::snt-

1::mCherry; lin-17p::gfp::rab-7]; plx-1; unc-41 (RNAi)個体で調べたところ、局在の相

関値は control(RNAi); plx-1 よりも増加し、plx-1 変異による SNT-1 と RAB-7 との局

在性低下表現型は抑圧されていた(Figure 22A)。また、unc-41(RNAi); plx-1 個体での

SNT-1 と RAB-7 の局在相関値は、unc-41(RNAi)や control(RNAi)における値とほぼ同

じであった(Figure 22B)。以上のことから unc-41 ノックダウンが plx-1 変異体の SNT-

1 の局在異常表現型を抑圧することが明らかになった。また、ncIs61; plx-1; unc-

41(RNAi)個体では SNT-1 輸送は速度が速く、移動距離の長い顆粒が ncIs61; plx-1; 

control(RNAi)に比べて増加し、unc-41 ノックダウンが輸送異常表現型も抑圧すること

が分かった(Figure 23)。同様に SNT-1 輸送に対する unc-26(RNAi)の効果を調べたと
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ころ、ncIs61;plx-1; unc-26(RNAi)では SNT-1 顆粒の移動距離は control (RNAi)と比較

して移動距離の長いものが少数であるが観察できた(Figure 24)。SNT-1 の輸送速度は

control(RNAi); plx-1 とは有意差がなかったが、一部ではあるが移動速度の速いものが

観察でき、分布も速いほうへシフトしていた(Figure 24)。これは SNT-1 顆粒の動きが

特に UNC-41 に依存しているためではないかと考えられる。以上、plx-1 変異体におい

てもエンドサイトシスが抑制されると、SNT-1 輸送が分解経路へと切り替わることが

明らかになった。セマフォリンシグナルが SNT-1 - UNC-41 依存的エンドサイトシス

を抑制することによって SNT-1 顆粒の細胞内輸送を制御する可能性が示唆された。 

 

4.10 SNT-1 小胞輸送制御と ray 形態形成 

以上の解析から、野生型ではエンドサイトシスが抑制されることが強く示唆され、ま

た、SNT-1 の分解経路へ輸送が促進されていることが分かった。一方、plx-1 変異では

エンドサイトシスが活発化し、SNT-1 のリサイクリング経路への輸送が亢進すると考

えられる。そこで、SNT-1 リサイクリングの抑制のみが ray の表現型に影響を及ぼす

のか、もしくは SNT-1 の分解経路への輸送も ray 表現型に影響を与えるのかどうかを

検証することとした。SNT-1 顆粒の細胞内輸送経路を操作するために、RAB-5、RAB-

7 の DN (dominant negative) 型、CA (constitutively active) 型をそれぞれ作製し、ray

前駆細胞内でこれらを発現させ、SNT-1 顆粒の局在を調べるとともに ray 表現型を観

察した(Gallegos et al., 2012)。 

まず、ray 前駆細胞に変異体型 RAB-5 である DN-RAB-5(S33N)あるいは CA-RAB-

5(Q78L)を発現させた。DN-RAB-5 は WT-RAB-5 と同様に細胞内に拡散した状態と顆

粒状とで観察され、野生型でも plx-1 変異体個体でも一部の SNT-1 と DN-RAB-5 が共

局在している様子が観察できた(Figure 25A)。それに対し CA-RAB-5 は細胞内に拡散

しているものはなく、顆粒状のものだけが観察された(Figure 25A)。CA-RAB-5 も SNT-

1 の一部と局在しており、野生型と plx-1 変異体個体で違いが認められなかった(Figure 
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25A)。野生型の ray 前駆細胞に DN-RAB-5 を発現させた個体では WT-RAB-5 発現の

場合と同様に ray 表現型は正常であった。一方、野生型での CA-RAB-5 発現個体には、

少数だが plx-1 変異体と同様の ray 前方化異常を示すものが現れた(Figure 25B, Table 

5)。また、plx-1 変異体では、DN-RAB-5 発現は ray 表現型異常を弱く抑圧した(Figure 

25B, Table 5)。 

次に、野生型個体と plx-1 変異体の ray 前駆細胞に変異体型 RAB-7 である DN-RAB-

7(T23N)あるいは CA-RAB-7(Q68L)を発現させた。WT-RAB-7 と同様に、細胞内に拡

散状態と顆粒状の両方の DN-RAB-7 が観察できた(Figure 26A)。しかし、野生型個体

でも plx-1 変異体でも SNT-1 と局在している DN-RAB-7 はほとんど観察できなかった

(Figure 26A)。そして CA-RAB-7(Q68L)を ray 前駆細胞に発現させたところ、WT-RAB-

7 では観察できなかった非常に大きい顆粒が存在した(Figure 26A)。SNT-1 も非常に大

きい顆粒となり、CA-RAB-7 と局在していた(Figure 26A)。野生型個体で DN-RAB-7

を ray 前駆細胞に発現させると ray 前方化異常が引き起こされたが、CA-RAB-7 発現

はWT-RAB-7発現と同様 ray表現型にほとんど影響しなかった(Figure 28B, Table 5)。

また、plx-1 変異体での発現では、CA-RAB-7 発現は WT-RAB-7 発現とほとんど同じ効

果しかなく、DN-RAB-7 の発現では WT-RAB-7 発現に比べて異常程度がやや大きくな

った(Figure 26B, Table 5)。 

以上から、野生型背景での DN-RAB-7 あるいは CA-RAB-5 発現によって ray 表現型

が異常となるという結果が得られた。これらの分子の発現によって引き起こされると予

想される後期エンドソームへの輸送阻害が ray 前駆細胞の形態に影響することが考え

られる。後期エンドソームへの SNT-1 輸送阻害が ray 表現型に影響を与える機構とし

て、①この分解経路への SNT-1 輸送が直接 ray 前駆細胞の形態調節に関わる、あるい

は、②エンドサイトシスを介して間接的に ray 前駆細胞の形態調節に影響する、という

2 つの可能性が考えられるが、その峻別は今後の課題である。  

 



 38 

4.11 セマフォリンシグナルは ray 表皮細胞のオートファゴソーム経路に影響しない 

ショウジョウバエの神経軸索では、synaptotagmin I は FEZ1/UNC-76 と UNC-51

を介してキネシンによって軸索上を輸送され、軸索伸長といった軸索発生に関与するこ

とが知られている(Tomoda et al., 2004; Toda et al., 2008)。そこで、これらの因子が線

虫の ray 前駆細胞においても SNT-1 の輸送に関与しているのかどうかを検証した。ま

ず、C. elegans UNC-51 や UNC-76 が ray 形成に関与しているのかどうか調べるため

に unc-51, unc-76 それぞれの変異体で ray 表現型を観察したが共に異常はなかった

(Table 5)。UNC-51 は哺乳類 Atg1 のホモログであり、オートファゴソーム形成を制御

する(Meléndez et al., 2003)。そこで、オートファジーマーカーである LGG-1/Atg8/LC3

と GFP の融合タンパク質を ray 前駆細胞内で発現させた形質転換体 Ex[lin-17p::lgg-

1::gfp; lin-17p::snt-1::mCherry]を用いて、LGG-1::GFP と SNT-1::mCherry の共局在

を野生型と plx-1 変異とで比較した(Meléndez et al., 2009)。その結果、野生型でも plx-

1 変異体でも LGG-1 と共局在する SNT-1 はほとんど存在しなかった(Figure 27)。これ

らのことから、ray 前駆細胞での SNT-1 顆粒のリソソームへの輸送にはオートファゴ

ソームを介した経路は関与しないことが示唆された。 

 

4.12 細胞内輸送と TOR 経路は独立に制御されている可能性がある 

序論で述べたように、セマフォリンシグナルは TORC2 を減少させ TORC1 を増加さ

せる(Nukazuka et al., 2011) (Figure 3)。TOR シグナルはエンドサイトシス制御にも関

与するが報告されていることから、本実験系の SNT-1 - UNC-41 系輸送と TOR シグナ

ルとの間に関連性があるのかどうかを検証することとした(Henning et al., 2006)。 

まず、TORC1 経路がエンドサイトシスを制御するかどうかを検討した。野生型にお

いて TORC1 経路を阻害するために、TORC1 複合体の構成因子である Raptor の線虫

ホモログである daf-15 を RNAi ノックダウンし、HGRS-1 顆粒数を測定した。その結

果、HGRS-1 顆粒数は変化せず、plx-1 変異体で予想されるようなエンドサイトシス亢
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進が起きないことが示唆された(Figure 28)。これは、セマフォリンシグナルによる

TORC1亢進がエンドサイトシス抑制をもたらすというモデルとは適合しない結果であ

る。 

次に、エンドサイトシスが TORC1 経路に影響するかどうかを検討した。plx-1 変異

の ray 前駆細胞内での SNT-1::mCherry の発現量が野生型よりも低かったことから、

セマフォリンシグナルは SNT-1 の翻訳を制御している可能性が高い。しかし、plx-1 変

異体に対する unc-41 RNAi ノックダウンによってエンドサイトシスを抑制しても、

SNT-1::mCherry の発現量は上昇しなかった。この結果は、セマフォリンシグナルによ

るエンドサイトシス抑制が翻訳制御の上流に位置するというモデルとは適合しない。 

以上の所見から、本研究で解明した小胞輸送経路と TOR シグナル経路はそれぞれ独立

にセマフォリンシグナルによって制御されている可能性が高いと考えられる。 
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5 考察 
本研究において私はまず、snt-1 、unc-41変異がplx-1変異によるray表現型異常を抑

圧することを明らかにし、SNT-1 - UNC-41系による小胞輸送がセマフォリンシグナル

の下流において制御されている可能性を遺伝学的に示した。次に、C. elegansのray前

駆表皮細胞内でのエンドサイトシスやSNT-1輸送をイメージングすることによって、セ

マフォリンシグナルが小胞輸送をどのように制御しているのかを細胞生物学的手法に

よって解析した。その結果、ray前駆細胞内ではセマフォリンシグナルがSNT-1 - UNC-

41依存的エンドサイトシス・エキソシトシスを抑制する可能性が示唆された。さらにエ

ンドサイトシス抑制によりSNT-1の分解経路への輸送が促進されることを明らかにし、

また、エンドサイトシスがray前駆細胞の形態制御に関わることを示した。 

 

5.1 表皮細胞における SNT-1 - UNC-41 系の機能 

 今回、snt-1; plx-1 変異体中で ray 前駆細胞特異的に野生型 snt-1 遺伝子を発現させ

たレスキュー実験を行うことによって、私はUNC-41/stonin2とSNT-1/synaptotagmin

が表皮細胞で機能することを示した。脊椎動物において stonin2 と結合するタンパク質

である synaptotagmin I は神経軸索終末におけるシナプス小胞の細胞膜への融合・再

取り込みを制御する因子として有名だが、これまで非神経細胞での機能は知られていな

かった(Fergestad and Broaddie, 2001; Stimson et al., 2001; Walther et al,. 2004; Jung 

et al., 2007; Maritzen et al., 2010; Phillips et al., 2010)。シナプトタグミンファミリ

ーには複数種の分子が存在し、synaptotagmin I 以外のメンバーが神経軸索終末以外で

機能する例が知られている (Südhof, 2002; Pang and Südhof, 2010)。例えば、

synaptotagmin II、V、VII がエキソサイトシスを制御することで白血球の細胞移動に

関与することや synaptotagmin VII が繊維芽細胞においてリソソーム由来の小胞によ

る細胞膜修復に関与することが報告されている(Reddy et al., 2001; Colvin et al., 2010)。

哺乳類でも synaptotagmin I が神経細胞以外で機能し、小胞輸送調節を介して細胞形
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態の変化など、発生制御に寄与する状況があるかもしれない。 

 HGRS-1 顆粒数の実験から、私はセマフォリンシグナルが SNT-1 - UNC-41 依存的

なエンドサイトシスを制御する可能性があることを発見した。ray 前駆細胞内でのエン

ドサイトシスを脂溶性蛍光色素である FM4-64 を用いて可視化することを試みたが、

野生型と plx-1 変異体との間で色素取り込み量の違いを検出させることはできなかっ

た。pH 感受性の GFP を用いることで、ray 前駆細胞内で生じているエンドサイトシス

やエキソサイトシスを可視化できるようになる可能性は高い(Hoopmann et al., 2010)。

もしくは、エンドサイトシスを阻害、あるいは亢進させる薬剤を使用して HGRS-1 を

観察することでもセマフォリンシグナルがエンドサイトシスを制御するかどうかをよ

り直接的に示すことができるかもしれない。これらは今後の課題となる。 

研究背景で述べたように、plx-1 変異体では後期 L3 ステージにおいて R1.p 細胞と

R2.p 細胞の細胞境界が前方へずれるという異常が生じる。セマフォリンシグナルがエ

ンドサイトシスを制御することで、細胞膜の取り込み量に変化が生じ、細胞融合や細胞

形態に変化が生じるのかもしれない。 

 

5.2 セマフォリンシグナルによるリサイクリング経路抑制 

plx-1 変異体抑圧変異の解析からセマフォリンシグナルが ray 前駆細胞内でエンドサ

イトシスとエキソサイトシスの両方を抑制することが遺伝学的に示唆された。さらに、

HGRS-1 の顆粒数の解析によって、セマフォリンシグナルが ray 前駆細胞内でエンド

サイトシスを抑制する可能性が示された。ray 表現型抑圧において、SNT-1 と UNC-41

の変異による ray 表現型抑圧が他のエンドサイトシス因子の変異よりも強いこと、unc-

41(RNAi); plx-1個体と unc-41(RNAi) 個体とでHGRS-1顆粒がほぼ同数であったこと

から、セマフォリンシグナルが UNC-41 依存的エンドサイトシスを選択的に抑制する

可能性が高いと考えている。しかし本研究の結果からだけでは、ray 前駆細胞内での

SNT-1 – UNC-41 非依存的エンドサイトシスの実態は不明であり、今後の課題として残
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されている。 

セマフォリンシグナルはこれまで神経軸索誘導や成長円錐崩壊ではエンドサイトシ

スを促進することが報告されている(Fournier et al., 2000; Wu et al., 2014)。今回の結

果は、セマフォリンシグナルがエンドサイトシスに対して表皮細胞と神経細胞で正反対

の効果を持つことを示唆している。これまでの神経細胞の研究では、セマフォリンシグ

ナルによるエンドサイトシス調節に SNT-1 - UNC-41 が関わるという報告はなく、両

者の違いは関与するエンドサイトシス制御因子が異なることに起因するのかもしれな

い。 

成長円錐では、例えば Sema3A が細胞膜 t-SNARE である syntaxin1B の発現を抑制

するとマクロピノサイトシスが促進されることや(Kabayama et al., 2011)、RAB-5 エ

フェクターであるRabaptin5を介してRAB-5依存的なエンドサイトシスが促進される

ことが報告されている(Wu et al., 2014)。また、セマフォリンシグナルは v-SNARE タ

ンパク質である Syb2 を介したエキソサイトシスを抑制するという報告もある

(Zylbersztejn et al., 2012)。本研究でも、SNB-1 局在解析の結果から、エキソサイトシ

スもセマフォリンシグナルによる抑制を受ける可能性が示された。しかし、一般的なエ

キソサイトシス因子の遺伝子変異による ray 表現型抑圧効果は snt-1 や unc-41 変異と

比較して弱かったことから、SNT-1 依存的なエキソサイトシスが選択的に制御されて

いる可能性が考えられる。さらに、HGRS-1 顆粒の発現解析では、エキソサイトシス抑

制によってエンドサイトシスも抑制されることが示唆された。神経細胞では SNT-1 - 

UNC-41系はシナプス放出とその後の細胞膜取り込みの両方(リサイクリング)を制御し

ているが、表皮細胞においても SNT-1 - UNC-41 系依存的なエンドサイトシスとエキ

ソサイトシスは連動しており、セマフォリンシグナルは SNT-1 - UNC-41 系によるリ

サイクリングを選択的に抑制している可能性が考えられる。 

SNT-1 は神経軸索末端において Ca2+センサーとして機能し、シナプス小胞のリサイ

クリングを担っている。本系でも、Ca2+が SNT-1 の機能を調節し、小胞リサイクリン
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グに対して重要な役割を担っている可能性が挙げられる。これまでに、脊髄神経細胞の

成長円錐崩壊において、Sema3A は細胞内 cGMP 濃度を上昇させることで CNGC 

(Cyclic Nucleotide-Gated Channels)を活性化させ、細胞内 Ca2+濃度を上昇させること

が知られている(Togashi et al., 2008)。細胞内 Ca2+濃度の上昇がエンドサイトシスを亢

進させるという報告もある(Tojima et al., 2011)。ray 前駆細胞においてもセマフォリン

シグナルが Ca2+チャネルを制御することでリサイクリングを抑制する可能性が考えら

れる。本系においては最近、私の所属研究室の小林理奈が itr-1/IP3 受容体変異が plx-

1 変異による ray 表現型異常を抑圧することを発見した(小林 未発表)。セマフォリンシ

グナルは IP3 受容体を調節することで細胞内 Ca2+濃度を変化させ、SNT-1 を介したエ

ンドサイトシスを調節しているのかもしれない。 

 

5.3 細胞小胞輸送調節による ray 形態形成制御 

unc-41; plx-1やsnt-1; plx-1変異体においてplx-1変異体によるray前駆細胞の配列異

常およびray表現型異常が抑圧されたことから、エンドサイトシス(そして、おそらくリ

サイクリング経路)抑制が正常なray前駆細胞の形態制御に必要であることが示唆され

た。このことは、エンドサイトシス制御因子であるRAB-5のCA型のray前駆細胞内での

発現によるray表現型解析実験からも示唆される。ray前駆細胞内で発現させたCA-

RAB-5は顆粒様の状態でのみ存在していたが、これはエンドサイトシスが過剰に生じる

ことで初期エンドソームが融合して巨大化した、もしくはCA-RAB-5が初期エンドソー

ムから脱離できないため初期エンドソームから後期エンドソームへの転換が阻害され

て巨大なエンドソームが形成されたためだと考えられる (Stenmark et al., 1994; 

Roberts et al., 1999; Rink et al., 2005)。CA-RAB-5発現の結果、SNT-1の分解経路へ

の輸送が阻害されてSNT-1とCA-RAB-5との共局在性が高まるとともに、ray表現型が

plx-1変異体と同様の異常を示したものと考えられる。また、エンドサイトシス制御因

子であるRAB-5のDN型をray前駆細胞内での発現させた場合に、一部のSNT-1とDN-
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RAB-5が共局在していた。これはray前駆細胞内でのDN-RAB-5発現がSNT-1のエンド

サイトシスを阻害したために、SNT-1が初期エンドソームまで輸送されなかったためだ

と考えられる(Roberts et al., 1999; Rink et al., 2005)。 

脊椎動物の培養細胞においても、軸索誘導時に、成長円錐崩でのエンドサイトシスや

エキソサイトシスが必要であることが報告されている(Tojima et al., 2007, 2010, 2011; 

Hines et al., 2010; Carcea et al., 2010; Kabayama et al., 2011; Zylbersztejn et al., 

2012)。また、細胞接着因子であるL1CAMは神経細胞の成長円錐で、セマフォリンの補

助受容体であるNP-1(Neuropilin-1)とヘテロ二量体を形成することが知られ、さらに、

Semaphorin3A に反応してL1/NP-1やPlexin/NP-1/L1といった複合体が細胞内にエン

ドサイトシスされるという報告もある（Kamiguchi, 2003; Castellani et al., 2000; 2002;  

2004）。セマフォリンシグナルが小胞の動態制御を介して細胞接着因子の輸送を調節す

ることで成長円錐の形態変化を引き起こし、軸索を誘導することが考えられる。神経細

胞以外でも小胞輸送が細胞の形態調節や細胞移動、初期胚の発生に関与する例がこれま

でに知られている(Sato et al., 2007; Desclozeaux et al., 2008; Kawauchi et al., 2010; 

Song 2013)。血管形成において、R-Ras/RIN2/Rab5複合体がインテグリンのエンドサ

イトシスを制御する例が知られており(Sandri et al., 2012)、さらにセマフォリンシグ

ナルがR-Rasを抑制する報告も存在することから(Uesugi et al., 2008)、これらの事実を

組み合わせると、セマフォリンシグナルはR-Ras/RIN2/Rab5複合体を介してインテグ

リンのエンドサイトシスを抑制する可能性が考えられる。表皮細胞由来であるrayの形

態形成においても、セマフォリンシグナルによる細胞接着因子の小胞輸送を介した調節

が重要であるかもしれない。 

ray前駆細胞内でのPLX-1発現パターンから、PLX-1がアピカルジャンクション付近

に局在することが明らかになった。ray前駆細胞内では、初期エンドソームマーカーで

あるHGRS-1顆粒の数に、ray前駆細胞の頂端側において野生型とplx-1変異で顕著な違

いが見られた。このことからセマフォリンシグナルは、ray前駆細胞内の頂端付近でエ
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ンドサイトシスを抑制している可能性が示唆される。PLX-1とHGRS-1の局在パターン

から、アピカルジャンクションの構成分子が小胞輸送の標的となっている可能性が示唆

される。線虫のアピカルジャンクションは細胞側面の頂端に存在し、カドヘリン-カテ

ニン複合体(CCC)とDLG-1/AJM-1複合体(DAC)から構成されている(Costa et al., 1998; 

Koppen et al., 2001; Knust and Bossinger, 2002)。CCCに存在する膜タンパク質が古

典的E-カドヘリンであるHMR-1である。野生型とplx-1変異体との間で発現パターンに

違いは見られず、HMR-1は小胞輸送による制御を受けていないと考えられる。DACを

構成するAJM-1もray前駆細胞の頂端に局在し、野生型とplx-1変異体との間で局在パタ

ーンに変化が見られず、DACを構成するタンパク質でもセマフォリンシグナルによる

制御を受けていることを支持するデータは得られていない。しかし、インテグリンなど

の他の細胞接着因子がセマフォリンシグナルによる小胞輸送を介した発現調節を受け

ている可能性は残されており、今後の課題である。 

また、エンドサイトシスとエキソサイトシスが細胞の表面積の調節を介して細胞形態

を制御するという可能性も考えられる(Sanford et al., 2008)。軸索ガイダンスでは、成

長円錐内のエンドサイトシスやエキソサイトシスが非対称に生じることで局所的な細

胞表面積の変化が引き起こされ、軸索伸長がシグナルに対して誘因もしくは反発される、

という機構が提唱されている(Tojima et al., 2011, 2014; Vitriol and Zheng, 2012)。本

研究の対象であるray前駆細胞でも細胞内のエンドサイトシスやエキソサイトシスが局

所的に調節されることが細胞の正常な形態変化に寄与する可能性が考えられる。セマフ

ォリンシグナルを受容できないと、細胞のいたるところでエンドサイトシスやエキソサ

イトシスが起こるため、細胞形態変化に異常が生じるのかもしれない。 

 

5.4 セマフォリンシグナルによる SNT-1 の分解経路への輸送活性化 

脊椎動物神経細胞でも、セマフォリンシグナルが神経軸索内の逆行性の小胞輸送を調

節することで AMPA 受容体の局在を制御し、樹状突起の形成に関与すると考えられて
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いる(Yamashita et al., 2014)。本研究においては、野生型個体で移動速度が速く、移動

距離の長い SNT-1 顆粒が存在し、その輸送は-tubulin / TBB-2、ダイニンヘビーチェ

ーン 1b ホモログ CHE-3 に依存することが明らかになった。SNT-1 と各細胞内小器官

マーカーとの共局在解析により、野生型では SNT-1 は後期エンドソーム・リソソーム

との共局在性が上昇していた。このことから、SNT-1 は分解経路へと輸送されていると

考えられる。そして、移動性の SNT-1 顆粒が後期エンドソームやリソソームと共局在

していたことから、野生型では SNT-1 は新たに合成された後、少なくともその一部が

後期エンドソームを通ってリソソームへと分解経路へ、微小管・ダイニン依存的に輸送

されることが示唆される。本研究では、野生型線虫では新たに合成された SNT-1 が分

解経路へ輸送される可能性が示された。ゴルジ体から直接分解経路へと輸送されるタン

パク質としてリソソーム形成に関与するマンノース 6 リン酸受容体 (M6PR)やリソソ

ーム膜貫通タンパク質 2 (LIMP2)、リソソーム膜タンパク質 1 (LAMP1)、リソソーム

内でのタンパク質分解を担う酸性ヒドロゲナーゼなどが知られている(Ghosh et al., 

2003; Pfeffer, 2009; Schultz et al., 2011; Siebert et al., 2014)。例えば、M6PR はトラ

ンスゴルジネットワークで新たに合成された酸性ヒドロゲラーゼをエンドソームへと

輸送する役割を担っている(Dell’Angelica and Payne, 2001; Luzio et al., 2003)。SNT-

1 がリソソーム内でのタンパク質分解に必要なタンパク質やリソソーム形成に必要な

タンパク質の輸送を担っている可能性も考えられる。 

plx-1 変異体では野生型に比べて SNT-1 の後期エンドソーム・リソソームと共局在性

は低く、前述のように SNT-1 のリサイクリング経路での輸送が促進されている可能性

が高い。セマフォリンシグナルは分解経路からリサイクリング経路へと SNT-1 輸送を

切り替えると考えられる。plx-1 変異体背景での unc-41(RNAi)ノックダウンによるエ

ンドサイトシス抑制が、逆行性輸送されている移動性 SNT-1 顆粒の頻度を野生型程度

まで回復させ、さらに、SNT-1 と後期エンドソームマーカーとの共局在性も野生型とほ

ぼ程度まで上昇した。この結果からセマフォリンシグナルが直接 SNT-1 の分解経路へ
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の輸送を促進しているのではなく、セマフォリンシグナルによって SNT-1 - UNC-41 依

存的エンドサイトシスが抑制された結果、SNT-1 の逆行性輸送が活性化されることが

示唆される。 

細胞膜タンパク質でも、合成後に細胞膜ではなくエンドソームに輸送される例が報告

されている(Sandoval and Bakke, 1994)。新たに合成されたトランスフェリン受容体

（TfR）や asialoglycoprotein receptor H1 の一部はリサイクリングエンドソームを経

て細胞膜へ輸送される。おそらく野生型個体では SNT-1 も初期エンドソームに輸送さ

れたのち、後期エンドソーム/リソソームへと振り分けられるのではないかと思われる。

極性を持つ上皮細胞では、細胞膜タンパク質はゴルジ体以降、複数の経路によって細胞

の頂端側と基底側へ輸送が割り振られる。上述したように、ray 前駆細胞においても、

頂端側に PLX-1 が局在していることから、セマフォリンシグナルによって制御されて

いるエンドサイトシス(リサイクリング)は頂端側の外側で起きている可能性が高い。

SNT-1 を介したリサイクリングによって細胞膜へ輸送される膜タンパク質の細胞内極

性に応じた分布が促進されるのかもしれない。 

後期エンドソーム/リソソームへの小胞輸送で機能する RAB-7 の活性操作は SNT-1

の局在と ray 表現型に影響を与えた。ray 前駆細胞内で発現させた CA-RAB-7 は肥大

した顆粒状であり、SNT-1 はこれと高い共局在を示した。これは後期エンドソームへ輸

送される小胞が増加したため、後期エンドソームが肥大化した、もしくは CA-RAB-7 が

リソソームの核周辺の領域への集合を促進したためと考えられる(Mukhopadhyay et 

al., 1997; Bucci et al., 2000)。したがって、SNT-1 は CA-RAB-7 によって分解経路へ

積極的に輸送され、肥大化して CA-RAB-7 と共局在したと考えられる。しかし、CA-

RAB-7 の発現は plx-1 変異での ray 表現型を抑圧しなかったので、分解経路の活性化

自体は ray 前駆細胞の形態調節に直接関与しないと思われる。一方、DN-RAB-7 を ray

前駆細胞に発現させた場合には、リソソームへの輸送経路が阻害されると考えられる

(Mukhopadhyay et al., 1997; Bucci et al., 2000)。野生型個体の ray 前駆細胞内での
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DN-RAB-7 の発現では ray 表現型に plx-1 変異体と同様の異常を引き起こした。DN-

RAB-7 の ray1 表現型への影響は分解経路への輸送阻害による直接的なものか、分解経

路輸送抑制によるエンドサイトシスの促進を介した間接的なものであるかは不明であ

る。 

雄尾部における plx-1 変異体の表現型は ray1 でしか認められないが、SNT-1 輸送の

表現型は全ての ray 前駆細胞で認められた。このことから、SNT-1 の分解経路への輸

送が、ray 発生過程中で ray1 の位置決定以外にも、何らかの役割を担っている可能性

が考えられる。plx-1 変異体での表現型に関して、感覚突起の形成過程などのさらに詳

細な解析が今後の課題として残されている。 
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6 総括 
C. elegansの幼虫表皮細胞において、セマフォリンシグナルがSNT-1 - UNC-41依存

的エンドサイトシスとエキソサイトシスを含むSNT-1のリサイクリング経路を抑制し

ている可能性が示唆された。野生型個体ではセマフォリンシグナルによるSNT-1 - 

UNC-41依存的エンドサイトシス抑制によって、小胞体-ゴルジ体経路から新たに合成さ

れたSNT-1が、微小管（TBB-2）・ダイニン（CHE-3）系を介して、細胞膜ではなく後

期エンドソーム・リソソームへの分解経路へと輸送されることが示唆された (Figure 

29)。 
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7 図・表 

 

 

Figure 1  野生型個体と plx-1 変異体の ray の形態 

(A) C. elegans 野生型(WT)雄個体の模式図。雄尾部には ray と呼ばれる感覚器が存在

する。 

(B) C. elegans 野生型(WT)雄個体の ray。雄成虫尾部側面の微分干渉顕微鏡像。右側が

頭部側、上側が背側である。尾部には ray と呼ばれる左右 9 対の感覚突起が fan と呼ば

れるクチクラ質の膜の内側に収まる形で存在している。頭部側から尾部側にかけて

ray1 から ray9 と名付けられ、野生型個体では ray1 と ray2 が隣接している。数字が各

ray の番号を示している。 

(C) 野生型個体での ray 前駆細胞。雄幼虫（後期 L3 ステージ）尾部側面の蛍光顕微鏡

像。 ここでは ncIs3[ajm-1::gfp]という形質転換体を用いて ray 前駆細胞の細胞境界を

GFP で可視化している。ray 前駆細胞では ray 1 と ray 2 をそれぞれ形成することとな

る R1 前駆細胞群と R2 前駆細胞群が隣接している。 

(D) 野生型個体での ray 前駆細胞。雄幼虫（初期 L４ステージ）尾部側面の蛍光顕微鏡
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像。R1.p と R2.p 細胞が融合した初期 L4 ステージでは R1、R2 前駆細胞群がそのまま

隣り合った状態を維持している。 

(E) plx-1 変異体の ray。雄成虫尾部側面の微分干渉顕微鏡像。ray1 が ray2 から離れて

前方にずれた位置に存在するという異常が見られる。 

(F) 後期 L3 ステージの plx-1 変異体では R1.p と R2.p 細胞の細胞境界が野生型個体と

比較して前方向へずれており、細胞境界に誘引されるように R1 前駆細胞群も前方化し

ている。 

(G) plx-1 変異体初期 L4 ステージでは R1 前駆細胞群がそのまま前方向にずれて位置す

る。 

スケールバー＝5 m 
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Figure 2  ray の発生過程 

左）雄幼虫（後期 L3-L4 ステージ）尾部側面の蛍光顕微鏡像。ncIs3[ajm-1::gfp]を用

いて ray 前駆細胞の細胞境界を GFP で可視化している。右）雄幼虫（後期 L3-L4 ステ

ージ）ray 前駆細胞の模式図。右端に各 ray 前駆細胞である Rn(n=1-9)細胞の細胞系譜

を示している。後期 L2 から初期 L3 ステージにかけて各 Rn 細胞は一度細胞分裂を行

い、Rn.a と Rn.p 細胞になる。Rn.p 細胞はこれ移行細胞分裂が行われない。中期 L3 ス

テージまでに Rn.a 細胞はこの後に再び細胞分裂をし、Rn.aa と Rn.ap 細胞となる。さ

らに、後期 L3 ステージではそれぞれの細胞はもう一度細胞分裂が行われ、それぞれ、

Rn.aaa と Rn.aap 細胞、Rn.apa と Rn.app 細胞となる。Rn.aap 細胞は細胞死によっ

て消滅するが、それ以外の 3 つの細胞が ray 前駆細胞群として最終的に感覚突起を形

成する。R1.p と R2.p 細胞が最初に融合を始め、その後 R1.p から R5.p 細胞までが融
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合して表皮細胞となり、R6.p から R9.p 細胞が別の表皮細胞と融合していく。 
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Figure 3  セマフォリン-TOR シグナリングモデル 

TORC1 は eIF4F 系と eIF2 系を介した翻訳開始経路の両方を活性化させる。TORC2

の下流には PKCを介した細胞骨格制御機構が存在する。セマフォリンシグナルは

TORC2 量を減少させるとともに TORC1 量を増加させることで、翻訳の活性化と細胞

骨格の制御の両面から ray の形態形成を制御する。 
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Figure 4  神経軸索末端でのシナプス小胞 

シナプス小胞からの神経伝達物質の放出はカルシウムイオンの流入を感知するタンパ

ク質である synaptotagmin I (線虫では SNT-1)によって制御されている。

synaptotagmin I は SNARE タ ン パ ク 質 で あ る syntaxin1(UNC-64) と

synaptobrevin1(SNB-1)、Munc-18(UNC-18)によるシナプス小胞と細胞膜の融合を引

き起こす。神経伝達物質放出後にシナプス小胞は再取り込みされる。 その時、

synaptotagmin I が AP-2、stonin2(UNC-41)とともに形成した複合体にクラスリンが

リクルートされ、さらに synaptojanin, endophilinA によって小胞が細胞膜から切り離

されることで、シナプス小胞のクラスリン依存的な細胞内への再取り込みが行われる。 
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Figure 5  unc-4, snt-1 変異による plx-1 変異体 ray 表現型の抑圧 

(A) unc-41(e1199);plx-1 変異体雄尾部の微分干渉顕微鏡像。unc-41(e1199)変異が plx-

1 変異による ray 異常を抑圧している。 

(B, C) 後期 L3 ステージと初期 L4 ステージでの unc-41(e1199);plx-1 変異体 ray 前駆

細胞。どちらのステージでも R1 と R2 前駆細胞が野生型と同様に隣接しており、unc-

41(e1199)変異が ray 前駆細胞の段階から plx-1 変異による ray 前駆細胞の表現型異常

を抑圧している。 

(D) snt-1(n2665); plx-1 変異体雄尾部の微分干渉顕微鏡像。snt-1(n2665)変異が plx-1

変異による ray 異常を抑圧している。 

(E, F) 後期 L3 ステージと初期 L4 ステージでの snt-1(n2665); plx-1 変異体 ray 前駆細

胞。どちらのステージでも R1 と R2 前駆細胞が野生型と同様に隣接しており、snt-

1(n2665)変異が ray 前駆細胞の段階から plx-1 変異による ray 前駆細胞の表現型異常

が抑圧している。 

スケールバー＝5 m 
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Figure 6  ray1 の位置の定量化 

ray1 が ray2 とほぼ隣接した状態を Level 1、ray1 が ray2 から離れて前方化している

が、fan という構造（白線）の中に納まっている状態を Level 2、そして ray1 が ray2

から離れて前方化して fan の外に存在するものを Level 3 と分類した。 

スケールバー＝5 m 
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Figure 7  野生型と各変異体の ray 表現型 

遺伝子変異、および RNAi ノックダウン個体の ray1 の位置を定量したグラフ。野生

型ではほとんどの個体が Level 1 である。それに対し、plx-1 変異体では異常の強い

Level 3 の割合が最も高く、Level 1 はほとんどない。 

snt-1 変異体は 3 種類の変異 allele、n2665、nd290、ad596 を用いている。snt-

1(n2665)変異は plx-1 変異体による ray 表現型異常を強く抑圧する。snt-1(ad596); plx-

1、と snt-1(md290); plx-1 変異体はどちらも中程度の抑圧を示す。snt-1(RNAi); plx-1

でも弱いが control(RNAi); plx-1 による ray 表現型異常を抑圧する。unc-41 変異は 2

種類の変異 allele、e1199、e268 を用いている。unc-41(e1199 変異は plx-1 変異体の

ray 表現型異常を強く抑圧し、unc-41(e268)変異は plx-1 変異体による ray 表現型異常

を中程度であるが抑圧する。2 種類の allele どちらも抑圧効果がある。unc-41(RNAi)も

弱いが plx-1 による ray 表現型異常を抑圧する。 

 神経軸索末端で SNT-1やUNC-41と共にエンドサイトシスを制御している unc-26;変

異や unc-56 変異も plx-1 変異体による ray 表現型異常を中程度抑圧する。エキソサイ

トシスを制御する unc-18 変異や syx-4(RNAi)ノックダウンは plx-1 変異体の ray 表現
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型異常を弱いが抑圧する。SNARE タンパク質である snb-1 変異体は plx-1 変異体によ

る ray 表現型異常を抑圧し、さらに snb-2(RNAi); snb-1; plx-1 変異体での抑圧は snb-

1; plx-1 変異体よりも強い。 

すべての個体に雄の生まれる頻度が上昇する変異である him-5(e1490)もしくは him-

8(e1489)を導入している。 
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Figure 8 変異体 ray 前駆細胞での SNT-1、UNC-41 発現による ray 表現型救済 

 ray 前駆細胞特異的プロモーターである lin-32p を用いて ray 前駆細胞内で SNT-

1::mCherry を発現させたトランスジーン ncIs61[lin-32p::snt-1::mCherry]は snt-

1(n2665);変異による plx-1 変異体における ray 表現型抑圧を救済している。ray 前駆細

胞特異的ではないが、ray 前駆細胞での発現効率が lin-32p よりも強い lin-17p を用い

て SNT-1::mCherry を発現させた形質転換体 ncEx9102[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-

17p::gfp::PH domain]でも snt-1(n2665)変異による ray 表現型抑圧を救済する。lin-17p

を 用い て mCherry::UNC-41 を過 剰発 現さ せた 形質 転換 体 ncEx9103[lin-

17p::mCherry::unc-41]も unc-41(e1199)変異による plx-1変異体における ray表現型抑

圧を救済している。 

 Ca2+結合ドメインに変異を導入して Ca2+との結合力を消失させた変異型 SNT-
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1(4DN)::mCherry を lin-17p によって過剰発現させた形質転換体 ncEx9114[lin-

17p::snt-1(4dn)::mChrry]では snt-1(n2665)変異による plx-1 変異体における ray 表現

型抑圧を救済していない。 
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Figure 9 野生型と plx-1 変異体での HGRS-1 発現パターン 

(A) 野生型と plx-1 変異体後期 L3 幼虫での ray 前駆細胞の HGRS-1::GFP と

mCherry::PH domain の蛍光画像。ray 前駆細胞のアピカルジャンクションマーカー

AJM-1::GFP とほぼ同じ高さを’頂端面’と定めた。頂端側から 1 m 基底面側へ移行し

た高さを’中央面’、さらに基底面側へ 1 m 移行した面を’ 基底面’とした。頂端側での野

生型の HGRS-1 顆粒の数は plx-1 変異体と比較して少なく、snt-1; plx-1 変異体とはほ
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ぼ違いがない。中央側では頂端側に比べ顆粒数は減少するが、ここでも野生型の HGRS-

1 顆粒の数は plx-1 変異体と比較して少なく、snt-1; plx-1 変異体とはほぼ違いがない。

基底側では野生型、plx-1 変異体、snt-1; plx-1 変異体すべてにおいて HGRS-1 顆粒の数

はほとんど違いがない。 

スケールバー=1 m 

 (B, C) 頂端、中央、基底側の焦点面での野生型と plx-1 変異体、snt-1; plx-1 変異体

での HGRS-1::GFP の顆粒数を比較したグラフ。頂端側の焦点面では野生型に比べ

plx-1 変異体での HGRS-1 の顆粒数は増加している。中央の焦点面でも野生型に比べ

plx-1 変異体での HGRS-1 の顆粒数は多いが、基底側の焦点面では野生型でも plx-1

変異体でも HGRS-1 顆粒数は変化がない(WT: G1 (n=23), plx-1: G2 (n=21), snt-1; 

plx-1: G3 (n=20), Steel-Dwass test, (**) p<0.01)。 
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Figure 10 unc-41(RNAi)における ray 前駆細胞内での HGRS-1 発現パターン 

(A) control(RNAi); plx-1、unc-41(RNAi); plx-1、control(RNAi)、および unc-41(RNAi) 

個体 ray 前駆細胞の HGRS-1::GFP と mCherry::PH domain の蛍光画像。頂端での

control(RNAi); plx-1 の HGRS-1 顆粒の数は unc-41(RNAi); plx-1、control(RNAi)、

unc-41(RNAi)と比較して多い。中央側でも control(RNAi); plx-1 の HGRS-1 顆粒の数

は unc-41(RNAi); plx-1、control(RNAi)、unc-41(RNAi)と比較して多い。基底端ではど

の個体でも HGRS-1 顆粒の数はほとんど違いが見られない。 

スケールバー=1 m 

(B, C) 頂端、中央、基底側の各焦点面での control(RNAi); plx-1、unc-41(RNAi); plx-

1、control(RNAi)、unc-41(RNAi)の HGRS-1::GFP の顆粒数を表示したグラフ。頂端

側の面では control(RNAi); plx-1 に比べ unc-41(RNAi); plx-1 の HGRS-1 顆粒数は減少

していた。また、unc-41(RNAi)や control(RNAi)とは同程度の顆粒数であった。中央側

の面では control(RNAi); plx-1 に比べ unc-41(RNAi); plx-1 の HGRS-1 の顆粒数は増加

傾向にある。それに対し、基底側の面では control(RNAi); plx-1 と unc-41(RNAi); plx-

1 には HGRS-1 顆粒数は変化がない(n=10 (control(RNAi); plx-1: G1, unc-41(RNAi); 

plx-1: G2, control(RNAi): G3, unc-41(RNAi): G4), Steel-Dwass test, (**) p<0.01, (*) 

p<0.05)。 
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Figure 11 ray 前駆細胞内での SNB-1 の発現パターン 

(A) 野生型と plx-1変異体の後期 L3 ステージでの ray前駆細胞でのGFP::SNB-1と細

胞膜マーカーである mCherry::PH domain 発現の蛍光画像。野生型では細胞膜上

(mCherry::PH domain)に局在する SNB-1 と細胞内に顆粒状に存在する SNB-1 が見ら

れる。一方、plx-1 変異体では多くの SNB-1 が細胞膜上に局在するように観察される。

また、snt-1;plx-1変異体はplx-1変異体によるSNB-1と細胞膜との共局在を抑圧する。 

スケールバー=1 m 

(B, C) GFP::SNB-1 と mCherry::PH domain の局在パターンの相関を ImageJ プラグ

インである Intensity Correlation Analysis を用いてのピアソン相関係数によって定量

したグラフ。plx-1 変異のほうが野生型や snt-1; plx-1 変異より共局在性が高い(WT: G1 
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(n=11), plx-1: G2 (n=13), snt-1; plx-1: G3 (n=9), Steel-Dwass test, (**) p<0.01)。 
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Figure 12 エキソサイトシス抑制によるエンドサイトシスの抑制 

(A) snb-2(RNAi); snb-1; plx-1、 syx-4(RNAi); plx-1 後期 L3 幼虫の ray 前駆細胞の

HGRS-1::GFP と mCherry::PH domain の蛍光画像。HGRS-1::GFP と mCherry::PH 

domain の画像は ImageJ Subtract Background を用いた後、蛍光輝度の最大値を上昇

させて画像処理を行った。snb-2(RNAi); snb-1; plx-1、 syx-4(RNAi); plx-1 の頂端側の

焦点面での HGRS-1 顆粒の数は control(RNAi); plx-1 と比較して減少している。中央

側、基底側の焦点面での HGRS-1 顆粒の数は control(RNAi); plx-1 と比較してほとん

ど違いが見られない。 

スケールバー=1 m 

(B, C) 頂端、中央、基底側の各焦点面での syx-4(RNAi); plx-1 変異と nb-2(RNAi); snb-

1; plx-1 変異の HGRS-1::GFP の顆粒数を表示したグラフ。snb-2(RNAi); snb-1; plx-1

の HGRS-1 顆粒数は頂端では control(RNAi); plx-1 に比べ減少している。中央側でも

snb-2(RNAi); snb-1; plx-1 の HGRS-1 の顆粒数は control(RNAi); plx-1 に比べ減少し

ていた。基底側の面では違いはない。syx-4(RNAi); plx-1 の HGRS-1 の顆粒数は

control(RNAi); plx-1 に比べ、頂端面、中央面、基底端どの面でも変化ない(syx-4(RNAi); 

plx-1: G1 (n=10), snb-2(RNAi); snb-1; plx-1: G2 (n=10), control(RNAi); plx-1: G3 

(n=10), control(RNAi): G4 (n=10) Steel-Dwass test, (**) p<0.01, (*) p<0.05)。。 
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Figure 13 ray 前駆細胞内での PLX-1 発現パターン 

後期 L3 ステージでの野生型 ray 前駆細胞内に lin-17p によって PLX-1::mCherry を発

現させた蛍光画像。野生型では PLX-1::mCherry は細胞の頂端側で AJM-1::GFP に沿

ってほぼ一様に発現している（頂端）。頂端側の面から 2 m 基底側へ移動した基底側

の面（基底）では PLX-1::mCherry はほとんど存在しない。 

スケールバー=1 m 
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Figure 14 ray 前駆細胞内での細胞接着因子の発現パターン 

後期 L3–初期 L4 ステージでの野生型と plx-1 変異の ray 前駆細胞内の HMR-1::GFP

の蛍光画像。HMR-1 は ray 前駆細胞の細胞膜上に発現していて、細胞内にはほとんど

存在せず、。野生型でも plx-1 変異でも局在パターンに大きな違いは見られない。 

スケールバー=1 m  
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Figure 15 ray 前駆細胞内での SNT-1 の発現パターン 

 後期 L3 ステージの野生型と plx-1 変異での ray 前駆細胞で、SNT-1::mCherry を lin-

17p を用いて ray 前駆細胞内に発現させた蛍光画像。細胞膜マーカーとして LIN-

17::GFP も発現させている。野生型でも plx-1 変異でも SNT-1 は細胞膜上にはほとん

ど局在しない。 

スケールバー=1 m 
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Figure 16 野生型と plx-1 変異体での SNT-1 と各細胞内小器官マーカーの局在パター

ン 

(A) 後期 L3 ステージの野生型と plx-1 変異において SNT-1::mCherry と GFP::RAB-5

を lin-17p によって ray 前駆細胞内にそれぞれ発現させた蛍光画像。野生型では

GFP::RAB-5 と SNT-1::mCherry はほとんど共局在していないが、plx-1 変異では一部

の SNT-1::mCherry が初期エンドソームマーカーである GFP::RAB-5 と共局在してい

る(矢印)。 

(B) SNT-1::mCherry と GFP::RAB-5 の局在パターンの相関を ImageJ プラグインであ

る Intensity Correlation Analysis を用いてピアソンの相関係数によって定量したグラ
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フ。plx-1 変異のほうが野生型より共局在の相関性が高い(WT (n=8), plx-1 (n=11), 

Mann-Whitney U test, (**) p<0.01)。 

(C) 後期 L3 ステージの野生型と plx-1 変異において SNT-1::mCherry とリサイクリン

グエンドソームマーカーである GFP::RAB11.1 を lin-17p によって ray 前駆細胞内に

発現させた画像。野生型では GFP::RAB-11.1 と SNT-1::mCherry はほとんど共局在し

ていないが、plx-1 変異では一部の SNT-1::mCherry が GFP::RAB-11.1 と共局在して

いる(矢印)。 

(D) SNT-1::mCherry と GFP::RAB-11.1 の局在パターンの相関をピアソンの相関係数

によって定量したグラフ。plx-1 変異のほうが野生型より共局在の相関性が高い(WT 

(n=10), plx-1 (n=10), Mann-Whitney U test, (**) p<0.01)。 

(E) 後期 L3 ステージの野生型と plx-1 変異において SNT-1::mCherry と後期エンドソ

ームマーカーである GFP::RAB7 を lin-17p によって ray 前駆細胞内に発現させた画

像。野生型では多くの SNT-1::mCherry が GFP::RAB-7 と共局在している。それに対

し、plx-1 変異では SNT-1::mCherry と GFP::RAB-7 はほとんど共局在していない(矢

印)。 

(F) SNT-1::mCherry と GFP::RAB-7 の局在パターンの相関をピアソンの相関係数によ

って定量したグラフ。野生型のほうが plx-1変異より共局在の相関性が高い(WT (n=12), 

plx-1 (n=9), Mann-Whitney U test, (**) p<0.01)。 

(G) 後期 L3 – 初期 L4 ステージの野生型と plx-1 変異において SNT-1::mCherry とリ

ソソームマーカーである LMP-1::GFP を lin-17p によって ray 前駆細胞内に発現させ

た画像。野生型では多くの SNT-1::mCherry が LMP-1::GFP と共局在している。それ

に対し、plx-1 変異では SNT-1::mCherry と LMP-1::GFP はほとんど共局在していない

(矢印)。 

(H) SNT-1::mCherry と LMP-1::GFP の局在パターンの相関をピアソンの相関係数に

よって定量したグラフ。野生型のほうが plx-1 変異より共局在の相関性が高い(WT 
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(n=8), plx-1 (n=8), Mann-Whitney U test, (**) p<0.01)。 

スケールバー=1 m 
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Figure 17 ray 前駆細胞内での SNT-1 とゴルジ体、小胞体との局在パターン 

 (A) 後期 L3 ステージの野生型と plx-1 変異において SNT-1::mCherry とゴルジ体マ

ーカーである TRAM-1::GFP を lin-17p によって ray 前駆細胞内に発現させた蛍光画

像。野生型でも plx-1 変異でも一部の SNT-1::mCherry が TRAM-1::GFP と共局在して

いる(矢印)。 

(B) SNT-1::mCherry と TRAM-1::GFP の局在パターンの相関をピアソンの相関係数に

よって示したグラフ。野生型と plx-1 変異体との間で共局在の相関性に差がない(WT 

(n=8), plx-1 (n=8), Mann-Whitney U test, n. s.)。 

(C) 後期 L3 ステージの野生型と plx-1 変異において SNT-1::mCherry と小胞体マーカ

ーである GFP::SYX-16 を lin-17p によって ray 前駆細胞内に発現させた画像。野生型

でもplx-1変異でも一部のSNT-1::mCherryがGFP::SYX-16と共局在している(矢印)。 

(D) SNT-1::mCherry と GFP::SYX-16 の局在パターンの相関をピアソンの相関係数に

よって表したグラフ。野生型と plx-1 変異体との間で共局在の相関性に差がない(WT 

(n=9), plx-1 (n=8), Mann-Whitney U test, n. s.)。 

スケールバー=1 m 
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Figure 18 ray 前駆細胞内での SNT-1 顆粒の動き 

(A) 野生型と plx-1 変異での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細胞内に発

現させた SNT-1::mCherry 顆粒の蛍光画像。野生型では一部の SNT-1::mCherry 顆粒

が移動している(矢印)。plx-1 変異体では野生型のように移動している SNT-1 顆粒はほ

とんど存在せず、大半の顆粒が移動しない(矢印)。 

スケールバー=1 m 

(B) 野生型と plx-1 変異での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細胞内に発

現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。ray 前駆細胞内

の SNT-1 顆粒の動きを 0.1 秒ごとに 1 秒間、イメージングによって追尾した。SNT-1

顆粒の動きを ImageJ プラグイン Particle Tracker 2D/3D によって解析した。SNT-1

顆粒の速度は各 0.1 秒間の速度を 1 秒で平均化し、距離は撮影開始 0 秒での SNT-1 顆

粒の始点と撮影開始 1秒後のSNT-1顆粒の始点から終点までの位置から算出している。
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野生型では、plx-1 変異と比較して SNT-1 顆粒の移動速度が速く(n=3, Mann-Whitney 

U test, p<0.01)、SNT-1 顆粒の移動距離も長くなっている(n=3, Mann-Whitney U test, 

p<0.01)。 
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Figure 19 移動性 SNT-1 顆粒は分解経路の輸送を反映 

(A) 後期 L3 ステージの野生型の SNT-1::mCherry と GFP::RAB-7 を lin-17p によって

ray前駆細胞内に発現させた画像。移動速度が速く、移動距離の長いSNT-1顆粒がRAB-

7 と共に移動している様子が観察される(矢印)。 

(B) 後期 L3 ステージの野生型の SNT-1::mCherry と GFP::RAB-7 を lin-17p によって

ray前駆細胞内に発現させた画像。移動速度が速く、移動距離の長いSNT-1顆粒がRAB-

7 から分離して移動している(矢印)。 

(C) 後期 L3 ステージの野生型の SNT-1::mCherry と LMP-1::GFP を lin-17p によって

ray前駆細胞内に発現させた画像。移動速度が速く、移動距離の長いSNT-1顆粒がLMP-

1 へ融合する SNT-1 が観察される(矢印)。 

スケールバー=1 m 
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Figure 20 tbb-2(RNAi)、che-3(RNAi)による SNT-1 顆粒の輸送 

(A) control(RNAi)と tbb-2(RNAi)での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細

胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。tbb-

2(RNAi)では control(RNAi)と比較して SNT-1 顆粒の移動速度が遅く(n=3, Mann-

Whitney U test, p<0.01)、SNT-1 顆粒の移動距離も短くなっている(n=3, Mann-

Whitney U test, p<0.01)。 

(B) control(RNAi)と che-3(RNAi)での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細

胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。che-3 

(RNAi)では control(RNAi)と比較して SNT-1 顆粒の移動速度が遅く(n=3, Mann-

Whitney U test, p<0.01)、SNT-1 顆粒の移動距離も短くなっている(n=3, Mann-

Whitney U test, p<0.01)。 
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Figure 21 dhc-3(RNAi)、dhc-4(RNAi)による SNT-1 顆粒の輸送 

(A) control(RNAi)と dhc-3(RNAi)での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細

胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。dhc-

3(RNAi)では control(RNAi)と比較してSNT-1顆粒の移動速度に有意差は出なかったが

(n=3, Mann-Whitney U test, n. s.)、SNT-1 顆粒の移動距離は短くなっている(n=3, 

Mann-Whitney U test, p<0.05)。 

(B) control(RNAi)と dhc-4(RNAi)での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細

胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。dhc-

4(RNAi)では control(RNAi)と比較してSNT-1顆粒の移動速度に有意差は出なかったが

(n=3, Mann-Whitney U test, n. s.)、SNT-1 顆粒の移動距離は短くなっている(n=3, 

Mann-Whitney U test, p<0.05)。 
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Figure 22 UNC-41 依存的エンドサイトシス抑制による ray 前駆細胞内での SNT-1

の局在変化 

(A) 後期 L3 ステージの SNT-1::mCherry と後期エンドソームマーカーを lin-17p によ

って ray 前駆細胞内に発現させた蛍光画像。unc-41(RNAi); plx-1、unc-41(RNAi)、

control(RNAi)において、多くの SNT-1::mCherry と GFP::RAB-7 が共局在している。

それに対して、control(RNAi); plx-1 では一部の SNT-1::mCherry のみが GFP::RAB-7

と共局在している。 

スケールバー=1 m 

(B, C) SNT-1::mCherry と GFP::RAB-7 の局在パターンをピアソンの相関係数によっ

て定量したグラフ。unc-41(RNAi); plx-1 は control(RNAi); plx-1 と比較すると、共局

在の相関値が増加している。また、unc-41(RNAi); plx-1 を unc-41(RNAi)と比較する

と、共局在の相関性は差がなかった (n=10 (control(RNAi): G1, control(RNAi); plx-1: G2, 

unc-41(RNAi); plx-1: G3, unc-41(RNAi): G4), Steel-Dwass test, (**) p<0.01, (*) p<0.05)。。
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Figure 23 unc-41(RNAi)による SNT-1 顆粒の輸送 

(A) unc-41(RNAi); plx-1 変異での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆細胞内

に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の画像。一部の SNT-1::mCherry 顆粒が移動して

いる(矢印)。 

スケールバー=1 m  

(B) control(RNAi); plx-1 と unc-41(RNAi); plx-1 での後期 L3 ステージの lin-32p によ

って ray 前駆細胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラ

フとした。unc-41(RNAi); plx-1 では control(RNAi); plx-1 と比較して SNT-1 顆粒の移

動速度が速く(n=3, Mann-Whitney U test, p<0.01)、SNT-1 顆粒の移動距離も長くなっ

ている(n=3, Mann-Whitney U test, p<0.01)。 

(C) control(RNAi)と unc-41(RNAi)での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆
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細胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。unc-

41 (RNAi)では control(RNAi)と比較して SNT-1 顆粒の移動速度も (n=3, Mann-

Whitney U test, n. s.)、SNT-1 顆粒の移動距離も変化がない(n=3, Mann-Whitney U 

test, n. s.)。 
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Figure 24 unc-26 (RNAi)による SNT-1 顆粒の移動 

(A) control(RNAi); plx-1 と unc-26(RNAi); plx-1 での後期 L3 ステージの lin-32p によ

って ray 前駆細胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラ

フとした。unc-26(RNAi); plx-1 では control(RNAi); plx-1 と比較して SNT-1 顆粒の移

動速度が速い傾向はあるが有意差はない(Mann-Whitney U test, n. s., n=3)。また、SNT-

1顆粒の移動距離は長くなっていたものも存在している(Mann-Whitney U test, p<0.05, 

n=3)。 

(B) control(RNAi)と unc-26(RNAi)での後期 L3 ステージの lin-32p によって ray 前駆

細胞内に発現させた SNT-1::mCherry 顆粒の移動速度と移動距離をグラフとした。unc-

26 (RNAi)では control(RNAi)と比較して SNT-1 顆粒の移動速度も(Mann-Whitney U 

test, n. s., n=3)、SNT-1 顆粒の移動距離も変化がない(Mann-Whitney U test, n. s., n=3)。 
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Figure 25 RAB-5 活性操作による ray 表現型と SNT-1 の局在パターンの変化 

(A) 野生型と plx-1 変異それぞれの ray前駆細胞に lin-17p によって WT/DN/CA-RAB-

5 を発現させた各形質転換体の ray 表現型のグラフ。Ex[lin-17p::gfp::wt-rab-5]や

Ex[lin-17p::gfp::dn-rab-5]では ray 表現型は野生型とほぼ同様であるが、Ex[lin-

17p::gfp::ca-rab-5]では plx-1 変異体と似た ray 表現型を示す個体が増える。Ex[lin-

17p::gfp::wt-rab-5]; plx-1 や Ex[lin-17p::gfp::ca-rab-5]; plx-1 では ray 表現型は異常だ

が、Ex[lin-17p::gfp::dn-rab-5]; plx-1 では、Ex[lin-17p::gfp::wt-rab-5]; plx-1 による ray

表現型異常を弱いが抑圧する。 

(B) 後期 L3 ステージで野生型と plx-1 変異それぞれの ray 前駆細胞内に lin-17p によ
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って SNT-1::mCherry と GFP::DN -RAB-5 もしくは GFP::CA -RAB-5 を発現させた蛍

光画像。野生型でも plx-1 変異でも SNT-1::mCherry の一部が DN-RAB-5 と共局在し

ている(矢印)。CA-RAB-5 は WT 型 RAB-5 とは異なり、ray 前駆細胞内で拡散するよ

うに発現することなく、すべて顆粒状になっている。顆粒状の GFP::CA-RAB-5 は一部

の SNT-1::mCherry と共局在している(矢印)。 

スケールバー=1 m   
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Figure 26 RAB-7 活性操作による ray 表現型と SNT-1 の局在パターンの変化 

(A) 野生型と plx-1 変異それぞれの ray前駆細胞に lin-17p によって WT/DN/CA-RAB-

7 を発現させた各形質転換体の ray 表現型を定量したグラフ。Ex[lin-17p::gfp::wt-rab-

7]や Ex [lin-17p::gfp::ca-rab-7]では ray 表現型が正常だが、Ex[lin-17p::gfp::dn-rab-7]

では ray 表現型が異常となっている。Ex[lin-17p::gfp::dn-rab-7]; plx-1 や Ex[lin-

17p::gfp::ca-rab-7]; plx-1 では Ex[lin-17p::gfp::wt-rab-7]; plx-1 と同様に ray 表現型は

異常である。 

(B) 後期 L3 ステージで野生型と plx-1 変異それぞれの ray 前駆細胞内に lin-17p によ

って SNT-1::mCherry と GFP::DN -RAB-7 もしくは GFP::CA -RAB-7 を発現させた画
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像。野生型でも plx-1 変異でも SNT-1::mCherry が DN-RAB-7 と共局在していない(矢

印)。CA-RAB-7 は WT 型 RAB-7 とは異なり、ray 前駆細胞内で非常に大きな顆粒状と

なり、また、SNT-1::mCherry も非常に大きな顆粒となって発現していた。これらの非

常に大きな SNT-1::mCherry と GFP-CA-RAB-7 顆粒が共局在している(矢印)。 スケー

ルバー=1 m 
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Figure 27 ray 前駆細胞内でのオートファゴソームの発現パターン 

後期 L3 ステージでの野生型と plx-1 変異の ray 前駆細胞内におけるオートファジーマ

ーカーである LGG-1::GFP と SNT-1::mCherry の共局在画像。野生型でも plx-1 変異

でも LGG-1 の発現パターンに大きな違いは見られない。野生型でも plx-1 変異でも一

部の SNT-1 は LGG-1 と共局在しているがほとんどの SNT-1 は LGG-1 とは共局在し

ていない。 

スケールバー=1 m 
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Figure 28 TOR シグナルと細胞内輸送の関連性 

(A) daf-15(RNAi)個体 ray 前駆細胞内での HGRS-1::GFP の蛍光画像。頂端側の焦点面

での control(RNAi)と daf-15(RNAi)の HGRS-1 顆粒数は差異がない。中央側、基底側

の焦点面でも差異はない。 

スケールバー=1 m 

(B) 頂端、中央、基底の各面での daf-15(RNAi)変異の HGRS-1::GFP の顆粒数を表示

したグラフ。頂端、中央、基底側の全ての焦点面で control(RNAi)と daf-15(RNAi)の

HGRS-1 の顆粒数に差異はない(n=10, Mann-Whitney U test, n. s.)。 
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Figure 29 モデル 

 野生型ではセマフォリンシグナルはエンドサイトシスとエキソサイトシスを抑制す

る。小胞体とゴルジ体で新たに合成された SNT-1 タンパク質はリサイクリング経路が

抑制されたことによって、リソソームへ向かう分解経路へと輸送される。 

 plx-1 変異体では、エンドサイトシスがとエキソサトシスが促進され、小胞体とゴル

ジ体で新たに合成された SNT-1 はリサイクリング経路上で輸送されている。 
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遺伝子 検出 プライマー名 プライマー Annealing 温度 (℃) Extension 時間(min) Cycle

6537 ATGTCGGTCCAACATCGTG 55 2.5 30

10407c TAATAAAGTTCTAAGTTGTATGGCC 55 2.5 30

8293 CTCGCCACTATCAATCATTC 55 2.5 30

10270c TCAGTGAAAAATAGGTGATTTC 55 2.5 30

4096 CTCGATGAAGACGTCTCAAGG 55 2.5 30

16095c ATCGTCATTCGACGAGAACC 55 2.5 30

4442 GGAAGCGTGACCGAGATAAAG 55 2.5 30

16065c CTTCTTGAGTCCAGACGTTCC 55 2.5 30

Y54E5B: 7652 CCAGCTCCAAACTTTGTTGC 55 2.5 30

Y54E5B: 8999c CAGAACTTTTTCCATCGGACG 55 2.5 30

Y54E5B: 8113 AATTTTCCAGAAGCCGTATCG 55 1 30

Y54E5B: 8712c CACATTGATTGGGCATTATTCTG 55 1 30

Y54E5B: 7705 GTTTCGAGAGATTGCCAGTG 55 1 30

Y54E5B: 8956c TTATGTCCACCAACTGCACG 55 1 30

2713-2732 GCGAGTGGATATAAGGAGTC 60 1 30

4585-4565 ATGATGACGAACGAGATGATG 60 1 30

3498-3519 ACTGCGCCGAATGCCTAGCG 60 1 30

4114-4096 TTGGTGGTCAGTCGAGGAG 60 1 30

2717-2737 GTGGATATAAGGAGTCAACAC 60 1 30

4114-4096 TTGGTGGTCAGTCGAGGAG 60 1 30

１回目

WT検出(2回目)

Deletion検出(2回目)

plx-1(nc37)

smp-1(ev715)

smp-2(ev709)

WT検出(1回目)

WT検出(2回目)

Deletion検出(1回目)

Deletion検出(2回目)

1回目

WT検出(2回目)

Deletion検出(2回目)

 

 

 

Table 1 遺伝子決定用プライマー 
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プライマー名 プライマー
gfp 5' KpnI AAGGTACCATGGTGAGCCAAGGGCGAGG

gfp 3' SacI TTGAGCTCTCACTTGTACAGCTCGTCGTCCATGC

mCherry 5' BamHI (5' fusion) AAGCATGCGGTACCGGTAGAAAAAATGGTCTCAAAGGGTGAAG

mCherry 3' NheI (5' fusion) AATCTAGAGTGGGCTCTTATACAATTCATCCATGC

mCherry 5' KpnI (3' fusion) AAGGTACCATGGTCTCAAAGGGTGAAG

mCherry 3' SacI (3' fusion) TTGAGCTCTTAGGATCCACTAGCTTATAC

snt-1 5' KpnI CCGGTACCGGTAGAAAAAATGGTGAAATTAGACTTTTC

snt-1 3' KpnI AAGGTACCTTTCTTATCATCTTTCTTATC

snt-1-4DN 502-4 508-10 5' CAATATAAACTTAATTATAATTTCCAACAAGG

snt-1-4DN 502-4 508-10 3' CCTTGTTGGAAATTATAATTAAGTTTATATTG

snt-1-4DN 1147-9 1153-5 5' GATCACTGTGATGAATTATAATAAACTTGGATC

snt-1-4DN 1147-9 1153-5 3' GATCCAAGTTTATTATAATTCATCACAGTGATC

unc-41 5' NheI AAAGCTAGCATGGAACAAGCAGAAGAAAAAG

unc-41 3' KpnISacI AAAGAGCTCGGTACCTTAATATCCATAATTCTTC

rab-5 5' gateway GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGTGGCCGCCCGAAACG

rab-5 3' gateway GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGTTATTTACAGCATGAAC

rab-7 5' gateway GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGTGTCGGGAACCAGAAAG

rab-7 3' gateway GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGTTAACAATTGCATCC

rab-11.1 5' genomic DNA Kpn AAGGTACCATGGGCTCTCGTGACGATGAATACG

rab-11.1 3' genomic DNA Kpn AAGGTACCTTATGGGATGCAACACTGCTTCTTTGG

rab-11.1 5' gateway GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGTGGGCTCTCGTGACG

rab-11.1 3' gateway GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGTTATGGGATGCAACAC

lmp-1 5' KpnI AAGGTACCGTAGAAAAAATGTTGAAATCGTTTGTCATCTTG

lmp-1 3' KpnI AAGGTACCGACGCTGGCATATCCTTGTCTCT

tram-1 5' gateway GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGTGGTTAAGCCGCAAGG

tram-1 3' gateway GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGTTAATTTTTCTTCTTCG

PH domain 5' gateway GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGAAACTAGTCACGGGCTCC

PH domain 3' gateway GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGTTACTTCTGCCGCTGGTCC

PH domain 5' KpnI AAGGTACCACTAGTCACGGGCTCC

PH domain 3' SacI AAGAGCTCTTACTTCTGCCGCTGGTCC

unc-26 5' NheI AAAGCTAGCTCAGTTCGAGGGATTCGG

unc-26 3' KpnI AAGGTACCTACATATTTTTTGGTCTAGA

lin-17promoter 5' SbfI AACCTGCAGGAATTGTGAAAAAATGCACTG

lin-17promoter 3' PstI AACTGCAGCTCGAGGAGCCTTCAAAAAG

lin-17promoter 3' KpnI AAGGTACCCTCGAGGAGCCTTCAAAAAG

dn-rab-5 97-9 5' GCTGTAGGCAAAAATTCTCTCGTATTG

dn-rab-5 97-9 3' GCTGTAGGCAAAAATTCTCTCGTATTG
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ca-rab-5 233-4 5' GATACTGCAGGACTCGAAAGATATCATTC

ca-rab-5  233-4 3' GAATGATATCTTTCGAGTCCTGCAGTATC

dn-rab-7 68-9 5' GGCGTTGGAAAAAATTCTTTGATGAATC

dn-rab-7 68-9 3' GATTCATCAAAGAATTTTTTCCAACGCC

ca-rab-7 202-4 5' GATACAGCCGGCTTGGAACGTTTCCAATC

ca-rab-7 202-4 3' GATTGGAAACGTTCCAAGCCGGCTGTATC

hgrs-1 5' KpnI CCGGTACCGGTAGAAAAAATGGCTACAAAATTTC

hgrs-1 3' KpnI TTGGTACCGTCAAATGAAATAAGTGGTTG

plx-1 5' KpnI AAGGTACCGGTAGAAAAAATGCCCACATTTCTCC

plx-1 3' KpnI AAGGTACCCAGTCGATCACGTGGCATTAG

rab-7 (no gfp) 5' TOPO CACCGGTAGAAAAAATGTCGGGAACCAGAAAG

rab-7 (no gfp) 3' TOPO TTAACAATTGCATCCCGAATTC

snt-1 RNAi 5' KpnI AGGTACCATGGTGAAATTAGACTTTTCGTCGC

snt-1 RNAi 3' SacI TGAGCTCAAGCGACTTTAAAAATGAATGTCTC

unc-41 RNAi 5' SacI AAGAGCTCCGGCTGCGTCAACAGCAG

unc-41 RNAi 3' KpnI TTGGTACCGCAGCAGCTTACGCTGAAG

unc-26 RNAi 5' NheI AAAGCTAGCTCAGTTCGAGGGATTCGG

unc-26 RNAi 3' NheI AAGCTAGCCTTTGAAATGAAAAATGAAG

unc-57 RNAi 5' KpnI AAGGTACCATGTCGTTGTCGGGGTTAC

unc-57 RNAi 3' NheI AAGCTAGCTCAAGTCGACGTCCTTTCAG

tbb-2 RNAi 5' XbaI AATCTAGAATGAGAGAGATCGTCCACGTGCAAG

tbb-2 RNAi 3' KpnI AAGGTACCTGTCGTAGAGGGCCTCGTTGTCAATG

dyn-1 RNAi 5' NheI AAAGCTAGCATGTCGTGGCAAAACCAG

dyn-1 RNAi 3' KpnI AAGGTACCGATGAATGTGAGAATCATGTC

clic-1 RNAi 5' NheI AAAGCTAGCATGTCGGATCCAGTGGC

clic-1 RNAi 3' Kpn AAGGTACCGAAGGGTCTTCTCGCGTTG

dpy-23 RNAi 5' NheI AAAGCTAGCACCAAAGAGGAGCAGTCACAAATCAC

dpy-23 RNAi 3' KpnI AAGGTACCCTCATCAGCTCGTACTCGCCGTC

dhc-3 RNAi 5' XhoI AAACTCGAG ATGTACGAAAATGGATTTGGTAACATTTATCATTCG

dhc-3 RNAi 3' SacI AACCGCGGTTTACATAAACCAAGTAGAATATTCACTTTCTGCC

dhc-4 RNAi 5' XhoI TTTCTCGA GTCTCCCCAAAGCTCACCGAAGAAGAGCTAATCAA

dhc-4 RNAi 3' SacI AACCGCGGTTAACATGCTTATAATACCCACTGGTCGCCTCAAAA

che-3 RNAi 5' XhoI AAACTCGA GTGGTTCATTGCATGATGAGATCAGAAGTTGGAAAG

che-3 RNAi 3' SacI TTCCGCGGCTGGCTAGTTTGTTGCCGAATCCAAACAATTCTAGC  

Table 2 プラスミドコンストラクション用プライマー 
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plasmids gene template insert gene insert site

lin-32p / lin-17p::snt-1::mCherry in pPD49.26 cDNA (yk1734a.07 ) snt-1 KpnI / KpnI

lin-17p::mCherry::unc-41 in pPD49.26 cDNA (pMG13) unc-41 NheI / KpnI

lin-17p::mCherry::unc-26 in pPD49.26 cDNA (yk453b7 ) unc-26 NheI / KpnI

lin-17p::gfp::PH domain in Destination vector PH domain (Ziel et al., 2009) PH domain BP / LR reaction

lin-17p::mCherry::PH domain in pPD49.26 PH domain (Ziel et al., 2009) PH domain BP / LR reaction

lin-17p::gfp::rab-5 in Destination vector cDNA rab-5 BP / LR reaction

lin-17p::gfp::rab-7 in Destination vector cDNA rab-7 BP / LR reaction

lin-17p::gfp::rab-11.1 in Destination vector genomic DNA rab-11.1 BP / LR reaction

lin-17p::lmp-1::gfp in pPD49.26 cDNA (Chen et al., 2006) lmp-1 KpnI / KpnI

lin-17p::gfp::tram-1 in Destination vector cDNA (Kubota et al., 2005) tram-1 BP / LR reaction

lin-17p::gfp::syx-16 in Destination vector cDNA (Sato et al., 2011) syx-16 LR reaction

lin-17p::hgrs-1::gfp in pPD49.26 cDNA (Yu et al., 2006) hgrs-1 KpnI / KpnI

lin-17p::gfp::snb-1 in Destination vector cDNA (Sato et al., 2008) snb-1 LR reaction

lin-17p::plx-1::mCherry in pPD49.26 cDNA plx-1 KpnI / KpnI

lin-17p::dn-rab-7 in Destination vector cDNA dn-rab-7 TOPO / LR reaction

lin-17p::snt-1(4DN)::mCherry in pPD49.26 cDNA snt-1(4DN) KpnI / KpnI

lin-32p in pPD49.26 (Nukazuka et al., 2008) lin-32p PstI / PstI

lin-17p in pPD49.26 pSH19 (Sawa et al., 1996) lin-17p PstI / PstI

lin-17p::gfp(C term) in pPD49.26 gfp KpnI / SacI

lin-17p::mCherry(C term) in pPD49.26 mCherry KpnI / SacI

lin-17p::mCherry(N term) in pPD49.26 mCherrry BamHI NheI

lin-17p::gfp(N term) in Destination vector pSH19 (Sawa et al., 1996) lin-17p SbfI / KpnI

RNAi plasmids gene template insert site

snt-1 in pPD129.36 cDNA (yk1734a.07 ) nt: 1-700 KpnI / SacI

unc-26 in pPD129.36 cDNA (yk453b7 ) nt: 1-500 NheI / NheI

unc-57 in pPD129.36 cDNA (yk1459f03 ) nt: 1-500 KpnI / NheI

tbb-2 in pPD129.36 cDNA (pJH4.66) nt: 1-700 XbaI / KpnI

dyn-1 in pPD129.36 cDNA (yk527c06 ) nt: 1-500 NheI / KpnI

rab-35 in pPD129.36 cDNA (yk1245d09 ) nt: 1-630 NheI / KpnI

snb-2 in pPD129.36 cDNA (yk1333e01 ) nt: 1-345 SacI / KpnI

unc-41 in pPD129.36 genomic DNA C27H6: 8236-9069 SacI / KpnI

che-3 in pPD129.36 genomic DNA F18C2: 19511-20529 XhoI / SacI

dhc-3 in pPD129.36 genomic DNA B0365: 24993-26064 XhoI / SacI

dhc-4 in pPD129.36 genomic DNA W05B2: 17823-18715 XhoI / SacI

clic-1 in pPD129.36 genomic DNA T05B11: 22751-24070 NheI / KpnI

dpy-23 in pPD129.36 genomic DNA R160:25928-26424 NheI / KpnI

syx-2 in pPD129.36 cDNA (yk736h4 ) nt: 1-761 Psti / XhoI

syx-3 in pPD129.36 cDNA (yk745c4 ) nt: 181-815 XhoI / SacI

syx-4 in pPD129.36 cDNA (yk493b10.5 ) nt: 1-891 KpnI / PstI

daf-15 in pPD129.36 cDNA (Nukazuka et al., 2011) nt: 1-555  

Table 3 作成プラスミド 
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Table 4 インジェクションプラスミドとインジェクション濃度 

  

transgenic lines plasmid concentration

lin-32p::snt-1::mCherry 2.25 l (0.18 g/l)

pRF-4 0.3 l (1.3 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::PH domain 1.0 l (0.03 g/l)

myo-2p::gfp 1.0 l (0.035 g/l)

pBluescript 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::mCherry::unc-41 1.0 l (0.035 g/l)

lin-17p::gfp::PH domain 1.0 l (0.03 g/l)

myo-2p::gfp 1.0 l (0.025 g/l)

pBluescript 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::mCherry::unc-26 1.0 l (0.04 g/l)

lin-17p::gfp::PH domain 1.0 l (0.03 g/l)

pCFJ90 1.0 l (0.03 g/l)

pBluescript 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::rab-5 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::rab-7 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::rab-11.1 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::lmp-1::gfp 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::tram-1 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::syx-16 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::hgrs-1::gfp 0.3 l (0.03 g/l)

lin-17p::mCherry::PH domain 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.09 g/l)

pBluescript 0.7 l (0.08 g/l)

lin-17p::plx-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.09 g/l)

pBluescript 1.0 l (0.08 g/l)

lin-17p::gfp::snb-1 1.2 l (0.03 g/l)

lin-17p::mCherry::PH domain 0.3 l (0.55 g/l)

pRF4 0.9 l (0.2 g/l)

lin-17p::snt-1(4DN)::mCherry in pPD49.26 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::PH domain 1.0 l (0.03 g/l)

myo-2p::gfp 1.0 l (0.04 g/l)

pBluescript 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::dn-rab-5 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::ca-rab-5 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::dn-rab-7 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

lin-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::gfp::ca-rab-7 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

unc-41p::gfp::unc-41 (pMG13 ) 0.4 l (0.9 g/l)

pRF4 1.0 l (1.3 g/l)

in-17p::snt-1::mCherry 1.0 l (0.03 g/l)

lin-17p::lgg-1::gfp 1.0 l (0.03 g/l)

pRF4 1.0 l (0.1 g/l)

Ex[unc-41p::gfp::unc-41]

Ex[lin-17p::lgg-1::gfp; lin-17p::snt-1::mCherry]

ncEx9113[lin-17p::gfp::snb-1; lin-17p::mCherry::PH domin]

ncEx9114[lin-17p::snt-1(4DN)::mCherry; lin-17p::gfp::PH domain]

Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::ca-rab-5]

ncIs61[lin-32p::snt-1::mCherry]

ncEx9102[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::PH domain]

ncEx9103[lin-17p::mCherry::unc-41; lin-17p::gfp::PH domain]

ncEx9104[lin-17p::mCherry::unc-26; lin-17p::gfp::PH domain]

ncEx9105[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::rab-5]

ncEx9106[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::rab-7]

ncEx9107[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::rab-11.1]

ncEx9108[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::lmp-1::gfp]

ncEx9109[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::tram-1]

ncEx9110[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::syx-16]

Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::dn-rab-5]

Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::dn-rab-7]

Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::ca-rab-7]

ncEx9111[lin-17p::hgrs-1::gfp; lin-17p::mCherry::PH domian]

ncEx9112[lin-17p::plx-1::mCherry]
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# lines Level 1 Level 2 Level 3 n Fisher's exact test (p) compared with #

1 WT 88% 12% 0% 217

2 plx-1 4% 29% 67% 239

3 smp-1 smp-2 3% 32% 65% 220

4 snt-1(n2665); plx-1 81% 16% 2% 207 1.22E-79 2

5 snt-1(n2665):smp-1 smp-2 78% 20% 2% 129 1.10E-61 3

6 snt-1(n2665) 95% 5% 0% 206 0.0136272 1

7 snt-1(ad596);plx-1 33% 53% 14% 207 3.28E-35 2

8 snt-1(ad596); smp-1 smp-2 22% 40% 37% 206 9.39E-13 3

9 snt-1;(ad596) 85% 13% 2% 209 0.0613121 1

10 snt-1(md290); plx-1 43% 31% 25% 214 6.71E-29 2

11 snt-1(md290) 83% 15% 2% 203 0.0476035 1

12 snt-1(RNAi); plx-1 16% 47% 37% 154 3.15E-13 37

13 unc-41(e1199); plx-1 76% 20% 5% 222 3.12E-73 2

14 unc-41(e1199); smp-1 smp-2 79% 14% 6% 201 1.57E-70 3

15 unc-41(e1199) 97% 3% 0% 201 0.00115418 1

16 unc-41(e268); plx-1 64% 23% 13% 210 8.19E-51 2

17 unc-41(e268); smp-1 smp-2 76% 15% 8% 204 2.80E-66 3

18 unc-41(e268) 90% 10% 0% 216 0.640316 1

19 unc-41(RNAi); plx-1 15% 43% 42% 150 1.11E-10 37

20 snt-1(n2665); unc-41(e1199); plx-1 85% 11% 4% 105 6.12E-56 2

21 unc-26; plx-1 35% 42% 23% 217 1.83E-26 2

22 unc-57; plx-1 39% 44% 17% 226 6.30E-35 2

23 unc-26 97% 2% 0% 216 0.000201192 1

24 unc-26; smp-1; smp-2 42% 42% 15% 111 1.83E-26 3

25 unc-57 98% 2% 0% 206 0.000229067 1

26 unc-26 (RNAi); plx-1 23% 43% 34% 100 5.16E-13 36

27 unc-57 (RNAi); plx-1 17% 29% 54% 100 1.19E-05 37

28 Is[lin-32p::snt-1:mCherry]; snt-1(n2665); plx-1 29% 37% 34% 222 4.10E-31 4

29 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry]; snt-1(n2665); plx-1 9% 45% 47% 103 3.20E-40 4

30 Ex[lin-17p::mCherry::unc-41]; unc-41(e1199); plx-1 19% 44% 38% 112 9.60E-26 13

31 Ex[lin-17p::mCherry::unc-26]; unc-26; smp-1 smp-2 9% 30% 60% 106 3.59E-13 24

32 Ex[lin-17p::snt-1(4DN) ::mCherry]; snt-1(n2665); smp-1 smp-2 74% 16% 11% 167 3.31E-27 29

33 unc-64; plx-1 3% 16% 81% 207 0.00283812 2

34 snb-1; plx-1 15% 34% 51% 203 3.23E-05 2

35 unc-64 87% 12% 0% 202 0.761864 1

36 snb-1 99% 1% 0% 214 1.56E-05 1

37 control (RNAi); plx-1 3% 16% 82% 115

38 syx-2 (RNAi); plx-1 6% 13% 81% 104 0.521791 37

39 syx-3 (RNAi); plx-1 1% 3% 97% 115 0.00037861 37

40 syx-4 (RNAi); plx-1 19% 34% 47% 146 7.82E-09 37

41 snb-2 (RNAi); plx-1 1% 14% 85% 106 0.712654 37

42 snb-2 (RNAi); snb-1; plx-1 24% 42% 34% 129 0.0082137 34

43 rab-35 (RNAi); plx-1 7% 33% 60% 162 0.000597238 37



 99 

 

 

Table 5 ray 表現型 

  

44 clic-1  ( RNAi); plx-1 4% 12% 84% 127 0.588486 36

45 dpy-23  ( RNAi); plx-1 3% 46% 51% 102 3.00E-05 36

46 unc-18.2 (RNAi); plx-1 0% 8% 92% 125 0.0244111 36

47 unc-13; plx-1 8% 18% 74% 106 0.0432445 2

48 unc-18; plx1 28% 34% 38% 100 3.56E-10 2

49 unc-13 95% 5% 0% 102 0.0655471 1

50 unc-18 85% 14% 1% 112 0.224195 1

51 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::wt-rab-5] 79% 18% 3% 111

52 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::dn-rab-5] 81% 18% 1% 105 0.764003 51

53 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::ca-rab-5] 37% 38% 24% 107 9.60E-11 51

54 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::wt-rab-5]; plx-1 10% 32% 58% 101

55 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::dn-rab-5]; plx-1 22% 43% 35% 130 0.00133504 54

56 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::ca-rab-5]; plx-1 12% 54% 34% 101 0.00144987 54

57 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::wt-rab-7] 75% 21% 5% 107

58 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::dn-rab-7] 39% 36% 25% 102 1.45E-07 57

59 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::ca-rab-7] 70% 25% 5% 102 0.669656 57

60 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::wt-rab-7]; plx-1 7% 29% 64% 107

61 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::dn-rab-7]; plx-1 2% 20% 78% 105 0.0372304 60

62 Ex[lin-17p::snt-1::mCherry; lin-17p::gfp::ca-rab-7]; plx-1 63% 21% 16% 103 2.02E-19 60

63 unc-14 62% 38% 1% 112 5.16E-08 1

64 unc-51 74% 26% 0% 102 0.106288 1

65 unc-76 97% 3% 0% 118 0.0134249 1

66 unc-104 90% 10% 0% 100 0.847375 1

67 control (RNAi) 77% 20% 3% 108

68 che-3 (RANi) 76% 19% 6% 107 0.626357 67

69 dhc-3 (RNAi) 73% 21% 5% 112 0.635367 67

70 dhc-4 (RNAi) 86% 11% 3% 118 0.152759 67
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