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Abstract 
 
	
 これまでに多くの神経科学者が連合学習のメカニズムの解明を目指して取り組んで

きたが、未だに詳細なメカニズムは明らかになっていない。Caenorhabditis elegans

（以下線虫と呼ぶ）は、連合学習の機構を調べるのに適したモデル生物である。線虫は

餌のある塩濃度を記憶し、その塩濃度に誘引される一方、飢餓を経験した塩濃度を避け

る行動を示す（味覚忌避学習)。これまでに、インスリン経路や Gqα/DAG経路がこの

連合学習の制御に関わることが明らかにされてきたが、本研究では新たに TOR (Target 

of Rapamycin)シグナル伝達経路がこの連合学習に必要であることを明らかにした。 

	
 TOR は高度に保存されたセリン/スレオニンキナーゼであり、TORC1 と TORC2 と

呼ばれる、構成分子の異なる二種類の複合体を形成する。本研究では、薬理学的解析と

遺伝学的解析により、TORC1、TORC2 がともに味覚忌避学習に関与していることを

明らかにした。TORC1 の主要な下流分子の一つである S6 キナーゼのホモログ rsks-1

の変異体では、線虫の低塩濃度への移動に異常が見られた。一方で、TORC2の構成分

子や、その下流分子と考えられる PKC-2（cPKCのホモログ）と SGK-1（SGKのホモ

ログ)が欠損した線虫は、高塩濃度への移動が異常になったことから、味覚忌避学習に

おいては TORC1と TORC2が逆の働きを持つことが示唆された。 

	
 pkc-2変異体の異常は神経での cDNA発現で、sgk-1変異体の異常は腸での cDNA発

現で回復した。これより神経での TORC2/PKC-2 経路の機能と腸での TORC2/SGK-1

経路の機能がそれぞれ味覚忌避学習を制御しているというモデルを示した。 

	
 本研究は、これまで特異的阻害剤がなかったために機能解析が困難であった TORC2

の連合学習における重要性を示すことができた点で意義深い。また、味覚忌避学習にお

ける腸での TORC2経路の重要性を示せたことで、非神経細胞の連合学習への寄与を解

明する手がかりになることが期待される。 
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Abstract 
 
     Understanding the mechanisms underlying associative learning has been a 

great problem for many neuroscientists. Caenorhabditis elegans is a model 

organism to study the mechanisms of associative learning because of its compact 

nervous system. Worms migrate to a salt concentration to which exposed during 

feeding, whereas they come to avoid it if experienced under starvation conditions 

(taste avoidance learning). Though it has been shown that insulin and Gqα/DAG 

signaling contribute to taste avoidance learning, the mechanisms underlying this 

associative learning are still unclear. In this study, I newly found that TOR 

signaling regulates taste avoidance learning. 

	
 	
 	
 	
  TOR, or target of rapamycin, is a highly conserved serine/threonine 

kinase and exists as two structurally distinct complexes TOR complex 1 (TORC1) 

and TOR complex 2 (TORC2). In this study, I showed that both TORC1 and TORC2 

contribute to regulating taste avoidance learning using pharmacological inhibitors 

and genetic analyses. The mutant of rsks-1, which encodes the ortholog of S6 kinase 

(S6K) and a putative downstream molecule of TORC1, showed defects in migration 

to lower salt levels. On the other hand, worms lacking the TORC2 components or its 

putative downstream molecules showed increased preferences for low salt levels, 

suggesting that TORC1 and TORC2 have opposite roles in taste avoidance learning. 

Cell-specific rescue experiments showed that sgk-1 functions in the intestine, 

whereas pkc-2 is required in the nervous system, suggesting that they mediate 

distinct signals downstream of TORC2 to regulate associative learning. 

 This study is significant because I pointed the importance of TORC2 

signaling in the nervous system, which had been hard to study because of lack of 

specific inhibitors. Furthermore, our findings provide clues to understand the way 

in which information sensed in the non-neuronal cells affects the nervous system to 

modulate food-associative behaviors. 
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第一章 序論 
 
 過去の経験に基づいて行動を変化させることは、多くの生物の生存にとって重要であ

る。とりわけ捕食者などの危険の回避や餌の獲得は動物の生存に直結した課題であり、

これらを効率よく成し遂げるために経験依存的に行動を変化させることで、動物は自身

の生存確率を上昇させていると考えられる。では動物は一体どのような仕組みで行動を

変化させているのだろうか？この疑問の解消のため、これまで多くの神経科学者がこの

課題に取り組んできたものの、未だ解決には至っていない。 

 私はモデル生物である線虫 Caenorhabditis elegans を用いて、経験依存的な行動変

化のメカニズムを解明しようと試みた。本研究は、線虫をモデル動物として、連合学習、

特に塩と餌情報を関連付けた連合学習において、TOR 経路が関与していることを示し

たものである。本項目では、本研究に取り組むに至った背景を説明する。 

 

1.1 線虫 C. elegans のモデル生物としての有用性 
 線虫は体長 1 mmほどの非寄生性の多細胞生物である。Sydney Brenner らによりモ

デル生物として確立されたこの動物は、その形態のシンプルさ、生活環の短さ、実験室

での扱いやすさ、遺伝学的ツールの充実などを背景に、様々な現象をあきらかにするた

めのモデルとして世界で広く使われている(Brenner, 1974)。 

 現在、世界の多くの研究室においてイギリスで採取された Bristol N2 と呼ばれる線

虫株を野生型標準株として用いている。線虫は NGMと呼ばれる栄養を含んだ寒天培地

(第二章にて後述)上で、大腸菌を餌に培養される。継代による維持が容易な上に、ディ

ープフリーザーで半永久的に保存できるため、株が失われにくい。まず特筆すべきは、

この N2 が持つすべての神経細胞の位置と接続が電子顕微鏡写真の再構築により明ら

かになっている点である(White et al., 1986)。N2 の雌雄同体は生殖細胞を除いて 959

個の体細胞からなり、うち 302 個を占める神経細胞のギャップ結合、化学シナプス結

合が判明している。線虫は全神経の接続が判明している唯一の多細胞生物であり、この

ことが行動制御の神経メカニズムを研究する上で大きな利点となっている。 

 また、遺伝学的解析をし易いのも特徴である。線虫は 1 世代のサイクルが約 3 日半

と短く、1匹の親虫から約 300 匹の子を得ることができる。N2 の殆どは雌雄同体であ

り、一個体内で卵と精子を形成し、体内で自家受精を行って子孫を作ることができる。
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この特徴により、劣性変異を効率よく得ることができ、順遺伝学的スクリーニングや原

因遺伝子の同定を比較的容易に行える(Brenner, 1974)。さらに、ゲノムサイズが 100 

Mb と比較的小さい、各種遺伝子の変異体が手軽に入手できる、RNAi などの遺伝子ノ

ックダウンの手法や CRISPR-Cas9 などのゲノム編集手法が発達している、トランスジ

ェニック個体が簡単に得られる、などの特長により、遺伝子の機能解析を行うのに適し

た動物であると言える。これら神経機能、遺伝子機能の解析における簡便さから、行動

を分子、神経、個体レベルで包括的に調べられる点が、線虫で行動メカニズムを調べる

ことの利点である。 

 

1.2 線虫の神経構造 
 線虫の身体は主に下皮、筋肉、生殖組織、腸、そして神経によって形作られている。

線虫の雌雄同体の神経は 302 個存在し、この内 60 あまりが感覚神経であると考えられ

ている(White et al., 1986)。コンパクトな神経系を持つ線虫だが、水溶性物質や揮発性

物質、酸素や温度など、多様な環境刺激に対して応答することができる(表１-1)。 

 

表 1-1 線虫が受容する主な環境刺激とそれを受容すると考えられている感覚神経。(Altun and 

Hall, 2011)より編集 

 

 線虫の化学受容は、主に頭部に集中する、感覚繊毛を有する複数のアンフィド感覚神

経によって行われると考えられている(図 1-1A)。頭部に存在する 12 クラスのアンフィ

水溶性物質 揮発性物質
（味覚、フェロモン） （匂い）

ADF AWA AQR ASH ASH AFD ALM
ASE AWB PQR AWC AVM
ASG AWC URX FLP PLM
ASH ASH BAG PVD PVM
ASI PHC IL1
ASJ CEP
ASK OLQ
ADL OLL
IL2 ADE
PHA PDE
PHB ASH

FLP
PVD

酸素 侵害刺激 浸透圧 温度 接触

http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/nervous/Images/neurotable1leg.htm より編集
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ド感覚神経は左右対称に存在するが、それぞれの対となる神経の機能は微妙に異なって

いる(Ortiz et al., 2006)。例えば ASEL/R の両神経は NaCl への化学走性に最も寄与の

大きい味覚神経だと考えられているが、ASEL が塩濃度の上昇に応答するのに対し、

ASER は塩濃度の減少に応答すること(Suzuki et al., 2008)、ASEL が NaCl のうち主に

Na+を受容するのに対し ASER は Cl-を受容すること(Pierce-Shimomura et al., 2001)

が知られており、化学刺激の受容に関わるとされるグアニル酸シクラーゼ(GCY)につい

ても左右で発現する GCY の種類が異なる場合がある(Ortiz et al., 2006)。 

 アンフィド感覚神経は、細胞体と二本の神経突起を持ち、一方の神経突起を頭部先端

に、もう一方の神経突起を咽頭周辺の神経環に伸ばしている。頭部先端に伸びた神経突

起の先にはソケット細胞、鞘細胞などのグリアに保護された感覚繊毛（Cilia）と呼ば

れる構造が存在し、おもにこの構造を介して外部の環境刺激を受容していると考えられ

る(図 1-1B)(Perkins et al., 1986)。もう一方の神経突起の投射先である神経環は、線虫

の中で最も多くの神経が集まる部位であり、約 180 もの神経がここに神経突起を投射

している(White et al., 1986)。これらの神経同士が神経環で多くのシナプスを生成して

いることから、神経環で多くの情報の処理が行われていると考えられている。 
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図 1-1 線虫の頭部にある感覚繊毛を持つ感覚神経 A)頭部に 12 クラス存在するアンフィド感

覚神経の模式図。図には線虫の左側に存在する 12 細胞のみを示したが、実際には右側にも同数

の神経細胞が存在する。B)多くの感覚繊毛の先端はソケット細胞と呼ばれるグリア細胞に保護さ

れた状態で外界に露出している。揮発性物質への走性に関わる AWA、AWB、AWCと温度走性

に関わる AFD 神経の先端は外界に露出せず、鞘細胞と呼ばれるグリア細胞に覆われている。 

 

1.3 線虫の連合学習 
 前述のとおり、線虫は多様な環境条件に対して走性を示すことが知られている。また、
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線虫がこれらの環境条件を餌の有無と関連付けて学習していることも明らかになって

いる(Chi et al., 2007; Colbert and Bargmann, 1997; Hedgecock and Russell, 1975; 

Nuttley et al., 2002; Saeki et al., 2001; Torayama et al., 2007)。本研究では塩（水

溶性物質）もしくはベンズアルデヒド（揮発性物質）と餌の有無との連合学習について

扱った。詳細を下記で述べる。 

 

1.4 塩と飢餓の連合学習（味覚忌避学習） 
 通常培養条件で育てられた野生型線虫は塩に対して正の走性を示すのに対し、塩とと

もに飢餓を経験した線虫は、塩を避けるように行動することがわかっている。この行動

変化のメカニズムの解明のため、当研究室では精力的に研究が行われてきた(Saeki et 

al., 2001; Tomioka et al., 2006)。近年の研究から、線虫は塩の有無だけでなく、塩の

濃度を餌の有無と関連付けて学習するという複雑な行動戦略をとっていることが明ら

かになった(Kunitomo et al., 2013; Ohno et al., 2014)。線虫は、餌とともに経験した

塩濃度を記憶し、その塩濃度に誘引されるようになる一方、飢餓とともに経験した塩濃

度は避けるようになることが分かったのである(図 1-2)。この飢餓依存的な塩濃度忌避

行動を味覚忌避学習と呼ぶ。味覚忌避学習への寄与が大きいと考えられる分子群につい

て簡単に説明する。 

 

 

 

 

 

図 1-2 味覚忌避学習 線虫

は餌とともに経験した塩濃

度には誘引されるが、飢餓を

経験すると一転してその塩

濃度を忌避するようになる。

線虫の塩走性は Chemotaxis 

index で評価した（第二章に

て後述）。 
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・インスリン/PI3 キナーゼ経路 

 インスリン/PI3 キナーゼ経路は、生物種間で高度に保存された分子経路であり、代

謝、発生や腫瘍形成において重要な役割を果たしていることからよく調べられている

(Liu et al., 2009)。この経路の作用機序は以下のように考えられている。インスリン様

成長因子やインスリンがインスリン/IGF 受容体に結合することによりインスリン/IGF

受容体が活性化し、PI3 キナーゼ(PI3K)が活性化する。活性化した PI3K は細胞膜上の

PI(4,5)P2 から PI(3,4,5)P3 を産生し、セカンドメッセンジャーとして機能する PIP3 に

より膜に誘導された Akt1 の活性化が起こることで、Akt1 の下流の複数の分子が活性

化される。Akt1 の下流分子としては、MDM2、FOXO、NFκB、BAD、GSK3β、mTOR

など多くが知られている。 

 線虫においてもこの経路の分子はよく保存されており、耐性幼虫形性、寿命などを制

御している(Hu, 2007; Kenyon et al., 1993; Kimura et al., 1997; Paradis et al., 1999)。

耐性幼虫形性と寿命制御においては、FOXO のホモログである DAF-16 が Akt1 のホモ

ログAKT-1の主要な下流分子であることがわかっている(Kwon et al., 2010; Lin et al., 

1997; Ogg et al., 1997)。味覚忌避学習においては、インスリン/IGF 受容体ホモログ

である daf-2、PI３K の p110 サブユニットのホモログである age-1、Akt1 のホモログ

である akt-1 の変異体では、飢餓時の塩走性が異常になることがわかっている

(Kunitomo et al., 2013; Ohno et al., 2014; Tomioka et al., 2006)。しかし、耐性幼

虫形性、寿命制御においては daf-16 変異が daf-2 などのインスリン経路分子の表現型

を抑圧するのに対し、塩走性の表現型においては daf-16 変異が daf-2 などの表現型を

抑圧しないことから、味覚忌避学習においては、DAF-16 以外の分子がインスリン経路

の下流で機能していると考えられている(Tomioka et al., 2006)。 

 前述のように、NaCl は主に頭部にある一対の感覚神経 ASEL/R で受容されている。

daf-2 や age-1 の飢餓経験後の塩走性異常が、ASER 特異的な cDNA 発現により回復す

ることから、インスリン/PI3 キナーゼ経路は主に ASER 感覚神経で機能していること

が示唆されている(Tomioka et al., 2006)。 

 

・Gq/DAG 経路 

 Go タンパク質αサブユニットをコードする goa-1 及び Gq タンパク質αサブユニ

ットをコードする egl-30 もまた味覚忌避学習に関わることが知られている(Adachi et 
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al., 2010; Matsuki et al., 2006; Tomioka et al., 2006)。goa-1 の機能低下型変異体と

egl-30 の機能獲得型変異体は餌の有無にかかわらず高塩濃度に誘引されることから、こ

れらの分子は餌情報の伝達ではなく塩濃度情報の伝達または線虫の行動決定に関与し

ていると考えられる。goa-1と egl-30の下流ではジアシルグリセロール(DAG)や PKCε

ホモログの PKC-1、シナプス放出に関わる UNC-18 や UNC-13 が機能すると予想され

る(Palfreyman and Jorgensen, 2007; Tanis et al., 2008)。機能獲得型 EGL-30 または

機能獲得型PKC-1をコードする cDNAをASERに発現させることで線虫が高塩濃度に

誘引されることから、Gq/DAG シグナル伝達経路もまた ASER で機能していると考え

られる(Adachi et al., 2010; Iwata et al., 2011; Matsuki et al., 2006)。 

 

・その他の分子群 

 モノアミン神経伝達物質の一種であるオクトパミンの合成に関わる tbh-1 の変異体

は塩走性に異常を示す（安達健・川崎瑞己ら、未発表）ほか、外部からセロトニンを投

与すると飢餓時の塩走性が異常になることがわかっており(Saeki et al., 2001)、生体モ

ノアミンが味覚忌避学習に関わっていると考えられる。また、味覚忌避学習と似たアッ

セイ系である gustatory plasticity の系では、高度不飽和脂肪酸（PUFA）の合成に関わ

る fat-1、fat-3、fat-4、G タンパク質γサブユニットの gpc-1、TRPV チャネルサブユ

ニットの osm-9 などの変異体が飢餓経験後の塩走性に異常を示すことが知られている

(Hukema et al., 2006)。 

 

1.5 匂いと餌の連合学習 
 N2 はベンズアルデヒドやジアセチル、2,3-ペンタンジオン、イソアミルアルコール

などの揮発性物質に対して正の走性を示す。これらの匂い走性に重要な役割を果たすの

は AWA、AWC両神経で、AWCではベンズアルデヒド、ブタノン、イソアミルアルコ

ール、ペンタンジオンなどが、AWAではジアセチル、ピラジンなどが受容されること

がわかっている(Bargmann et al., 1993)。本研究では TOR が匂いと餌の連合学習（嗅

覚可塑性）に寄与しているかを調べるために AWCで受容されるベンズアルデヒドを用

いた。餌のない条件でベンズアルデヒドに一定時間曝露された線虫は、ベンズアルデヒ

ドへの走性が著しく低下する(Colbert and Bargmann, 1995)。このベンズアルデヒド

への走性の低下は餌存在下でのベンズアルデヒド曝露後には観察されないため、ベンズ
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アルデヒドに対して順応(adaptation)が起きているわけではなく、匂いと餌情報を関連

付けた連合学習が起きていると考えられている(Nuttley et al., 2002)。この匂いの連合

学習においても、GOA-1、EGL-30、DAG などが関わっていることが明らかになって

おり、EGL-30/DAG 経路の機能が亢進した線虫では飢餓経験後も匂いに対して正の走

性を示す(Matsuki et al., 2006)。 

 

1.6 TORシグナル伝達経路 
 本研究で新たに味覚忌避学習への寄与が明らかになった TOR シグナル伝達経路につ

いて簡単に説明する。 

 

・発見の経緯 

 ラパマイシンがイースター島由来の土壌細菌 Streptomyces hygroscopicus から抗

菌作用を持つ化合物として精製されたのは 1970 年代のことである。このラパマイシン

に対する耐性を持つ変異体の原因遺伝子として、1991 年に出芽酵母の研究から Target 

of Rapamycin (TOR)が発見され、さらにその 3年後にはラットでも TOR の存在が報

告された(Heitman et al., 1991; Sabatini et al., 1994)。これ以降、ガンを含む各種疾

患、寿命制御におけるTORの関与が明らかになった(Beauchamp and Platanias, 2013; 

Evans et al., 2011; Laplante and Sabatini, 2012)ことから、酵母から哺乳類まで様々

な生物を用いてこのキナーゼ及びラパマイシンの影響が調べられてきた。これまでに、

TOR が PI3K-related kinase family に属するセリン・スレオニンキナーゼであり、機

能の異なる二種類の複合体 TOR complex1 (TORC1)と TOR complex2 (TORC2)を形

成して機能することが明らかになっている(Loewith et al., 2002)。 

 

・２つの複合体の役割 

 TORC1 と TORC2 の構成分子は生物種間でよく保存されており、それは線虫と哺乳

類間でも例外ではない(Laplante and Sabatini, 2012; Takahara and Maeda, 2013)（表

1-2）。この 2つの複合体は、薬剤感受性や機能が異なることが知られている。ラパマイ

シンはTOR特異的な阻害剤であり、TORC1を特に効率よく阻害できる(Loewith et al., 

2002)ため、TORC1 の役割はよく調べられている。TORC1 は TOR の他に、LST8、

Deptor、PRAS40、Raptor、tti1、tel2 と呼ばれる分子群と複合体を形成する(Laplante 
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and Sabatini, 2012; Takahara and Maeda, 2013) 。ラパマイシンは FKBP12 と結合

して TORC1 の機能を阻害することが知られているが、ラパマイシンが TORC1 を阻害

する詳細なメカニズムは今日に至るまで明らかになっていない(Laplante and Sabatini, 

2012)。TORC1 はエネルギー状態、酸素、アミノ酸、成長因子、ストレスなどのシグ

ナル入力を受けて、タンパク合成や脂質合成、オートファジーなどを制御している

(Laplante and Sabatini, 2012; Takahara and Maeda, 2013)。また、TORC1 の機能

を阻害することにより寿命が延長することがハエやマウスなど多くの生物で確かめら

れている(Evans et al., 2011)。一方、TORC2 はラパマイシンの影響を受けにくい

(Loewith et al., 2002)。TORC2 は特異的阻害剤が存在しないことや、マウスでの

TORC2 の機能を阻害すると致死になってしまうことから、機能解析が困難である

(Cybulski and Hall, 2009)。TORC2 は TORC1 と共通した構成因子である TOR、LST8、

Deptor、tti1、tel2 のほかに、TORC2 に特徴的な Rictor、Sin1、protor1/2 を含む複

合体である(Laplante and Sabatini, 2012; Takahara and Maeda, 2013)。TORC2 は

Akt1 や PKCs などの AGC キナーゼのリン酸化を介して、代謝制御や細胞骨格制御、

生存の制御を行っていると考えられている(García-Martínez and Alessi, 2008; 

Kamada et al., 2005)。TORC2 の下流分子はいくつか明らかになっているものの、

TORC2 の活性を制御する上流分子は未だによくわかっていない(Cybulski and Hall, 

2009)(図 1-3)。 

 
図 1-3 TORC1 と TORC2 は異なる機能を持つ。TORC1 は栄養シグナルや酸素などに応答し、

タンパク合成を促進しオートファジーを抑える。TORC2 の上流因子は未だによくわかっていな

いが、下流では Akt1、SGK1、PKCα が機能し、代謝や細胞骨格を制御していることが知られ

ている。(→：促進 ●：抑制) 



 15 
 



 16 

・学習との関わり 

 TOR の神経機能における役割もよく調べられている。ラパマイシンなどを用いた薬

理学的な解析から、TORC1 が軸索伸長、シナプス可塑性制御、神経新生などの形態形

成制御にとどまらず、長期記憶の形成などにも関与していることが明らかになっている

(Graber et al., 2013; Stoica et al., 2011)。また、TORC1 の特異的活性化は神経変性

を促進することも知られている(Kassai et al., 2014)。TORC2 についての報告は少ない

が、Forebrain でのコンディショナルノックアウト実験から、TORC2 が PKCαを介し

たアクチン骨格制御により長期記憶を制御していることが報告されている(Huang et 

al., 2013)。 

 

・線虫における TOR の機能 

 線虫の TORC1 の主な構成分子の変異体はすべて成虫になるまで成長できない(表

1-2)ため、変異体の解析はあまり進んでいない。これまでヘテロ変異体の解析や RNAi

実験から、TORC1 の機能が低下すると寿命が延長すること、耐性幼虫が形成されるこ

とが明らかになっている(Jia et al., 2004)。一方、TORC2 に関しては、TORC2 を特徴

づける構成分子である Rictor のホモログ rict-1 の生存可能な変異体が幾つか報告され

ている。rict-1 変異体は N2 に比べて脂肪の蓄積量が多くなる変異体のスクリーニング

により発見された(Jones et al., 2009; Soukas et al., 2009)。体脂肪の蓄積量の他に体

長が小さい、子虫の数が少ない、成長が遅い、寿命が短くなるなどの表現型が報告され

ている(Jones et al., 2009; Soukas et al., 2009)。rict-1 変異体では餌の摂取速度には

異常が見られないことや、栄養価の高い餌で育てた場合にはこれらの異常が軽減するこ

とから、rict-1 変異体は摂取した栄養を貯蔵と利用に効率よく分配できていないのでは

ないかと考えられている(Jones et al., 2009)。これらの表現型においては、SGK-1 が

TORC2 の主要な下流因子であることがわかっている(Chen et al., 2013; Jones et al., 

2009; Soukas et al., 2009)。 
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1.7 本研究の目的 
 前述のとおり、線虫の味覚忌避学習にはインスリン/PI3K 経路、Gq/DAG 経路など

が機能していることが明らかにされていたが、これらの分子が具体的にどのように神経

活性に影響を与え、行動を制御しているかは詳細には明らかになっていない。本研究で

は、味覚忌避学習に関わる未知の分子を探索し、味覚忌避学習の分子メカニズムを明ら

かにすることを目的に実験を行った。 
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第二章 材料と方法 
 
2.1 用いた線虫株 

特に表記がない限り、野生型標準株として N2 を用いた。本研究で用いた株を以下に示

す。

 
表 2-1 

 

株名 遺伝子型 変異 変異の効果 入手先

Bristol N2 野生型 - - CGC

Hawaiian
CB4856 野生型 - - CGC

JN2410 let-363(pe410) I. エキソン領域に欠失 なし？ 本研究

JN771 goa-1(pe771) I. ミスセンス 機能低下型 本研究

JN772 goa-1(pe772) I. ミスセンス 機能低下型 本研究

JN773 goa-1(pe773) I. ミスセンス 機能低下型 本研究

JT603 gpb-2(sa603) I. ナンセンス 機能低下型 CGC

LX280 gpb-2(vs23) I. 欠失変異 機能低下型 Dr. M. Koelle

JN1034 gpb-2(ad541) I. ミスセンス 機能低下型 CGC、松木博士

KG571 eat-16(ce71) I. 不明 機能低下型 CGC

JT609 eat-16(sa609) I. ミスセンス 機能低下型 CGC

JN714 daf-16(mgDf47) I. 欠失変異 機能欠失型 CGC、富岡博士

KQ1366 rict-1(ft7) II. ナンセンス 機能低下型 CGC

TM4017 rict-1(tm4017) II. イントロン内欠失 機能低下型 NBRP

KQ6 rict-1(mg360) II. ミスセンス 機能低下型 CGC

JN2411 sinh-1(pe420) II. 欠失変異 機能欠失型 本研究

RB1206 rsks-1(ok1255) III. 欠失変異 機能欠失型 CGC

HZ1688 atg-13(bp414) III. イントロン内ミスセンス 機能低下型 CGC

JN713 daf-18(e1375) IV. ミスセンス、挿入変異 機能低下型 CGC、富岡博士

RB759 akt-1(ok525) V. 欠失変異 機能欠失型 CGC

GR1310 akt-1(mg144) V. ミスセンス 機能獲得型 CGC

MT8504 egl-10(md176) V. 不明 CGC

sgk-1(mg455) X. ナンセンス 機能欠失型 Dr. A. Soukas

KQ1564 sgk-1(ft15) X. ナンセンス 機能獲得型 CGC

VC345 sgk-1(ok538) X. 欠失変異 機能欠失型 CGC

VC127 pkc-2(ok328) X. 欠失変異 機能欠失型 CGC

TM0409 pkc-2(tm409) X. 欠失変異 機能欠失型 NBRP
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表 2-1(続き) 

株名 遺伝子型 変異 変異の効果 入手先

daf-16(mgDf47) I; sgk-1(ft15) X. 本研究

daf-16(mgDf47) I; rict-1(mg360)II. 本研究

JN774 age-1(pe774) II; daf-18(e1375)IV. 欠失(pe774) 機能欠失型 本研究

rict-1(mg360) II; akt-1(ok525)V. 本研究

rict-1(mg360) II; akt-1(mg144)V. 本研究

rict-1(mg360) II; pkc-2(ok328)X. 本研究

rict-1(mg360) II; sgk-1(ok538)X. 本研究

rict-1(mg360) II; sgk-1(ft15)X. 本研究
Ex[P gcy-51 ::Cas9;P U6 ::goa-1
sgRNA;Pmyo3 ::venus].

大野博士

Ex[P H20 ::nCre;P myo3 ::venus]. 金森氏

Ex[P ges-1 ::nCre;P myo3 ::venus]. 金森氏

Ex[P casy-1 ::nCre;P myo3 ::venus]. 金森氏

Ex[P gcy-51 ::nCre;P myo3 ::venus]. 金森氏

Ex[P sgk-1a ::venus]. 本研究

Ex[P sgk-1 b::venus]. 本研究
let-363(pe410) I;

Ex[P H20 ::nCre;P myo3 ::venus].
本研究

let-363(pe410) I; Ex[P ges-
1 ::nCre;P myo3 ::venus].

本研究

let-363(pe410) I; Ex[P casy-
1 ::nCre;P myo3 ::venus].

本研究

let-363(pe410) I; Ex[P gcy-
5 ::nCre;P myo3 ::venus].

本研究

goa-1(pe773) I; Ex[Pgoa-1 ::goa-
1;P myo3 ::venus].

本研究

goa-1(pe773) I; Ex[Pgcy-5 ::goa-
1;P myo3 ::venus].

本研究

goa-1(pe773) I; Ex[Pflp-6 ::goa-
1;P myo-3 ::venus].

本研究

sinh-1(pe420) II;  [P ges-1 ::sinh-1;
P myo-3 ::venus].

本研究

rict-1(mg360) II; Ex[P ges-1 ::sgk-
1(S424A,T444A);P myo-3: :venus].

本研究

rict-1(mg360) II; Ex[P ges-1 ::sgk-
1(S424E,T444E);Pmyo-3 ::venus].

本研究
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表 2-1(続き) 

 

2.2 線虫培養の基本的操作と使用した試薬 

 本研究で用いた線虫の株は、NGM と呼ばれる寒天培地上で、培養温度 20℃で飼育

した。線虫の餌として、E. coli NA22 株をプレートに塗り広げて培養したものを使用

した。線虫は、野生型の場合、親虫 6 匹を植え次いでから 4 日間培養した成虫を用い

た。変異体では、親虫が産む卵の量に合わせて 8~12 匹を植えつぎ、成長速度に合わせ

て 4~12 日間培養した。 

 

・	
 NGM (Nematode Growth Medium)プレートの作製 

 NGM の組成は、Brenner らの方法に従った(Brenner, 1974)。塩化ナトリウム、ポ

リペプトン、寒天、コレステロールを逆浸透水に溶解、懸濁し、オートクレーブ滅菌し

た後、60℃程度まで冷ました。その後、塩化カルシウム、硫酸マグネシウム、リン酸

カリウムを加えてよく混和し、6 cm シャーレに 10 ml ずつ分注した後、常温で固めた。 

  

株名 遺伝子型 変異 変異の効果 入手先

rsks-1(ok1255) III; Ex[PH20 ::rsks-
1;Pmyo-3 ::venus].

本研究

rsks-1(ok1255) III; Ex[Pgcy-5 ::rsks-
1;Pmyo-3 ::venus].

本研究

sgk-1(ok538) X; Ex[Psgk-1a ::sgk-
1b;Pmyo-3 ::venus;].

本研究

sgk-1(ok538) X; Ex[Psgk-1b ::sgk-
1b;Pmyo-3 ::venus;].

本研究

sgk-1(ok538) X; Ex[Pges-1 ::sgk-
1b;Pmyo-3 ::venus].

本研究

sgk-1(ok538) X; Ex[PH20 ::sgk-
1b;Pmyo-3::venus].

本研究

pkc-2(ok328) X; Ex[PH20 ::pkc-
2;Pmyo3 ::venus].

本研究

pkc-2(ok328) X; Ex[Pgcy-5 ::pkc-
2;Pmyo-3 ::venus].

本研究

pkc-2(ok328) X; Ex[Pges-1 ::pkc-
2;Pmyo-3 ::venus].

本研究
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 NGMプレートの組成 

 ポリペプトンまたはハイポリペプトン(WAKO) 2.5 g/l 

 スプーン寒天（タイショーテクノス）  17 g/l 

 コレステロール（WAKO）   5 mg/l  

 塩化ナトリウム（マナック）   50 mM 

 塩化カルシウム（WAKO）   1 mM 

 硫酸マグネシウム（WAKO）   1 mM 

 リン酸カリウムバッファー   25 mM 

なお、コレステロールは 5 mg/ml で 100%エタノールに溶解したものをオートクレーブ前に添

加した。 

 

 リン酸カリウムバッファー（1M）の組成 

 リン酸水素二カリウム (シグマアルドリッチ) 22.96 g/l 

 リン酸二水素カリウム（シグマアルドリッチ） 118.14 g /l 

  

・フリージングストックの作製 

 線虫の特に L1 幼虫は、ディープフリーザーで長期間保存することができる。線虫株

を保存する際には、フリージングソリューションとM9バッファーを 1:1 で混ぜあわせ

たもので L1 幼虫をプレートから回収し、セラムチューブに入れ-80℃で保存した。 

 

 M9 バッファーの組成 

 リン酸二水素カリウム(シグマアルドリッチ) 3 g/l 

 リン酸水素二ナトリウム・１２水和物（WAKO） 15.2 g/l 

 塩化ナトリウム(マナック)   5 g/l 

 硫酸マグネシウム（WAKO）   1 mM 

 ゼラチン（ナカライテスク）   0.5 g/l 
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 フリージングソリューション 

 塩化ナトリウム（マナック）   100 mM 

 リン酸カリウムバッファー   50 mM 

 100%グリセロール（シグマアルドリッチ） 300 ml/l(v/v) 

 硫酸マグネシウム（WAKO)   300 µM 

  

2.3 ゲノム抽出 

 NGMプレートで培養した成虫を集め、TEN バッファーでよく洗浄した後、1.5 ml

のチューブに移し、TENバッファーの液量を500 µlとした。10% SDS 25 µl、20 mg/ml 

プロテイナーゼK 2.5 µl、β-メルカプトエタノール(ナカライテスク) 1 µl を加え、55℃

で 3 時間線虫を溶かした。その後、液量と等量のフェノール:クロロホルム:イソアミ

ルアルコール 25:24:1（ナカライテスク）を加え、室温 15,000rpm で 10 分遠心分離

した後、上層を回収した。液量の２倍量の冷 100%エタノールを加えゆるやかに混和

した後、4℃、15,000rpm で 10 分間遠心した。上清を除き、冷 70%エタノールでリ

ンスした後、上清を除き、風乾した。TEN バッファー500 µl を加え、一晩かけて溶解

させた。溶解後、終濃度 40 µg/ml になるように RNaseA（シグマアルドリッチ)を添

加し、37℃で 30 分インキュベートした後、フェノール・クロロホルム抽出、エタノ

ール沈殿の操作を再び行い、風乾後 100 µl の TE バッファーに溶解した。 

  

 TEN バッファー 

 Tris-HCl pH7.5   20 mM 

 EDTA・2Na（同人化学研究所） 50 mM 

 塩化ナトリウム（マナック)  100 mM 

 

 10% SDS 

 ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）(ナカライテスク) 10%(w/v) 

 

2.4 Total cDNA の作製 

・TRIZOL 処理による RNA 抽出 

 成虫になるまで培養した線虫を M9 バッファーで洗い取り、1.5 ml チューブに回収
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した。M9 バッファーで複数回洗浄して大腸菌を除いた後、上清を捨てて液量を 50 µl

程度にした。液量の 4倍量の TRIzol® Reagent (Life Technologies)を加え、5分程度

ボルテックスと転倒混和を繰り返した後 5 分間静置し、虫をよく溶解した。4℃、

15,000rpm で 10 分間遠心分離した後、上清を新しいチューブに移し、200 µl のフェ

ノール・クロロホルム・イソアミルアルコールを加え、ボルテックスでよく懸濁した。

室温に 3分間静置した後、4℃、15,000rpm で 15 分間遠心操作を行い、上清を新しい

チューブに回収した後、500 µl のイソプロパノールを加えて転倒混和した。室温で 10

分程度静置した後に、15,000rpm、4℃で 10 分間遠心操作した。1 ml の 75%エタノー

ルでリンスした後、上清を除き風乾した。これ以降の DNaseI 処理、精製の手順は

RNeasy mini kit (QIAGEN)の説明書に従った。 

・逆転写反応 

 SuperScriptIII (Thermo Fischer Scientific)の説明書にしたがって行った。逆転写反

応後、1 µl の RNaseH を加え、37℃で 20 分間反応させた。 

 

2.5 塩走性アッセイ 

 塩走性アッセイは、國友らが発表した系を改変して行った(Kunitomo et al., 2013)。

具体的には、塩濃度勾配をつけたアッセイプレートで、線虫の走性を観察し、それを化

学走性指数（Chemotaxis index)で評価するという方法で行った。 

 

・	
 塩濃度勾配を持つアッセイプレートの作製 

 塩濃度勾配をもつアッセイプレートは、50 mMの塩化ナトリウムを含むアッセイプ

レートに 0 mM、150 mMの塩化ナトリウムを含む寒天プラグを置くことで作製した。

アッセイプレート（BG50）と各プラグプレートは、バクトアガー、塩化ナトリウムを

逆浸透水に溶解、懸濁したものをオートクレーブし、それが 60℃位までさめた後に残

りの溶液を加えて、直径 10 cm のプレートに分注して固めた。アッセイプレートは各

プレートあたり 10 ml、プラグプレートは各プレートあたり 30 ml 分注した。それぞ

れ、サランラップで包装したのち、4℃で保存した。 

 行動アッセイの 18~22 時間前に、次のような操作でアッセイプレート上に塩濃度勾

配をつけた。アッセイプレートの中心から 3 cm の点をそれぞれ A、Bとし(図 2-1)、A

点にはプラグプレートからコルクポーラーでくり抜いて直径 14 mm、高さ 5 mmにし
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た 150 mMプラグを、B点には同じサイズの 0 mMプラグを置いて、常温で放置した。

用いたプレートの組成を以下に示す 

 

 アッセイプレート(BG 50) 

   バクトアガー（Difco） 20g/l 

 塩化ナトリウム（マナック) 50 mM 

 塩化カルシウム（WAKO) 1 mM 

硫酸マグネシウム（WAKO) 1 mM 

1M リン酸カリウムバッファー 25 ml/l 

 

0 mM、150 mMのプラグプレートは、アッセイプレート（BG 50)の塩化ナトリウム濃度をそ

れぞれ 0 mM、150 mMにしたもの。 

 

・	
 線虫の条件付けと行動アッセイ(プレート条件付け) 

 線虫は、NGMで 4 日間培養した成虫を用いた。線虫を洗浄バッファーでプレートか

ら洗いとり、エッペンドルフチューブに回収した。線虫がチューブの底に沈むまで約

30 秒放置し、上清をのぞいた後に新しい洗浄バッファーを加えて洗浄した。この操作

を 2回繰り返した後、0 mM、50 mM、100 mM の NaCl を含む餌あり、または餌な

しの NGM プレートに線虫を置き、5~6 時間、20℃で培養した。それぞれの塩濃度の

NGMプレートの作製手順は前述のNGMプレートと同様で塩化ナトリウム濃度のみを

変えて作製した。餌ありプレートは、アッセイ前日に大腸菌液を塗布し、37℃で一晩

培養したものを用いた。 

 アッセイを始める前に、アッセイプレートからプラグを外し、A点、B点に麻酔剤と

して 0.5 M の NaN3（ナカライテスク）を 1 µl スポットした。条件付けした線虫を洗

浄バッファーで洗いとり、エッペンドルフチューブに回収した。約 30 秒程放置し、線

虫がチューブの底に沈んだら、上清を除いた後、新しい洗浄バッファーを加えて洗浄し

た。この操作を 3回繰り返した後、虫をアッセイプレート上に移して、余分な水分をキ

ムワイプで拭き取ってアッセイを開始した。常温で 40 分放置した後、プレート上の線

虫の各領域の個体数から Chemotaxis Index（図 2-1A）を算出した。 
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・化学走性指数（Chemotaxis index）の算出 

 アッセイ終了後のプレート上の線虫の分布から、Chemotaxis index を算出すること

によって線虫の NaCl への走性を評価した。直径 9 cm のアッセイプレート上で、150 

mM のプラグを置いた A点から半径 2 cm 以内の領域を A領域、0 mMのプラグを置

いた B 点から半径 2 cm 以内の領域を B 領域とし、アッセイ後のそれらの領域内の虫

の数をそれぞれ NA、NBとした(図 2-1A)。また、アッセイ開始時に線虫を置く領域をO

領域とし、アッセイ後の O 領域内の虫の数を NOとした。Chemotaxis index (C.I.)は

C.I.=(NA-NB)/(Nall-No)の式で算出した。ただし、Nall はプレート上の虫の総数。

Chemotaxis index の値が高ければ高い程、高塩濃度に誘引されていることを、低けれ

ば低塩濃度に誘引されていることを表す。 

 

2.6 嗅覚可塑性アッセイ 

・匂い勾配を持つアッセイプレートの作製 

 本研究ではベンズアルデヒドに対する走性を、匂いの濃度勾配を持つアッセイプレー

トを用いて評価した。嗅覚可塑性用のアッセイプレートは、NaCl を含まないアッセイ

プレートの片側二箇所に 100%エタノールで 1:100 に希釈したベンズアルデヒド

（WAKO）を 1 µl ずつスポットし、逆側二箇所にコントロールとして 100%エタノー

ルを 1 µl ずつスポットして作製した（図 2-1B）。ベンズアルデヒドまたはエタノール

をスポットした計 4箇所に、線虫の動きをとめるための 0.5 M NaN3 1 µl を追加して

スポットした。 

 
図 2-1 塩走性アッセイ（A）及び嗅覚可塑性（B）アッセイに用いたプレートの模式図。

Chemotaxis index は下に示す式で算出した。 
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アッセイプレートの組成を以下に示す。 

 

アッセイプレート(BG 0) 

   バクトアガー（Difco） 20g/l 

 塩化カルシウム（WAKO) 1 mM 

硫酸マグネシウム（WAKO) 1 mM 

1M リン酸カリウムバッファー 25 ml/l  

 

・嗅覚条件付けと嗅覚可塑性アッセイ 

 このアッセイは、培養した線虫をそのまま用いる未処理（Naïve）と１時間ほど匂い

に暴露する嗅覚条件付け後（Conditioned）の 2 条件で行った。まず、成虫になるまで

通常の NGM プレート上で培養した線虫を洗浄バッファーで洗い取り、1.5 ml チュー

ブに回収し、虫が沈んだら上清を除去し、新しい洗浄バッファーを加えた。この操作を

3回繰り返して大腸菌を洗い流したら、半量の虫を Naïve 条件の虫として、嗅覚可塑性

用のアッセイプレートの中央に置き、余分な水分をキムワイプで取り除いてから 30分、

虫を自由に行動させた。残った半量の虫は、ベンズアルデヒドを洗浄バッファーで

1:10000 に希釈した溶液 500 µl が入った 1.5 ml チューブに入れ、ローテーターで 1

時間ゆるやかに転倒させながら条件付けした。1時間経ったらローテーターから降ろし、

一度手早く洗浄バッファーで洗浄した後、嗅覚可塑性用のアッセイプレートの中央に置

き、Naïve の虫と同様に 30 分間自由に行動させた。Naïve、Conditioned いずれの場

合も、30 分のアッセイが終了したところで 4℃でプレートを冷やし、虫の動きを止め

た。 

 以下に、洗浄バッファーの組成を示す。 

 

 洗浄バッファー（BG0） 

 ゼラチン（ナカライテスク)  0.05% 

 塩化カルシウム（WAKO)  1 mM 

硫酸マグネシウム（WAKO)  1 mM 

1M リン酸カリウムバッファー  5 ml/l  
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2.7 daf-18 抑圧変異体スクリーニング 

 daf-18; lsy-6変異体の若い成虫（P0）を50 mM エチルメタンスルホン酸を含むM9 

バッファーに1.5 ml チューブ内で4 時間曝した。この間、室温にてローテーターを使

用し、よく撹拌した。EMS 処理から16 時間後にP0集団に対してブリーチ液（花王キ

ッチンハイター0.2ml、1 M NaOH 0.5mlを混和したもの)を用いて溶解し、卵のみを

回収した。F1が成虫に育った段階で、再びブリーチ液により溶解して卵のみを回収し、

次世代を育て、F3が成虫になるまで培養した。 

 なお、独立性を保つため、F1 で 50 グループに分けて飼育した。F3 の集団に対して

グループごとに高塩濃度・餌あり条件付け後の塩走性の表現型を確認し、目的とする表

現型を示す個体を変異体候補として単離した。 

 

2.8 原因変異のマッピング 

 前項で獲得した変異体は N2 由来であったが、N2 との間に多くの SNP を持つことが

知られる CB4856 株との掛け合わせにより、SNPs をマーカーとした原因変異のマッピ

ングを行った(Wicks et al., 2001)。daf-18(e1375) 変異体を CB4856 によってアウト

クロスし、CB4856 バックグラウンドを持つ daf-18(e1375)変異体を作製し、これを取

得した変異体と掛け合わせた。この掛け合わせを行った後、F2、24 匹を単離し、これ

らを 8 世代独立に植え次ぐことにより、染色体の SNPs が様々に組み変わった RIL

（recombinant inbred lines)を得た。これらの SNP とそれぞれのラインの表現型を比

較することで、原因変異と連鎖がある SNP の位置を決定した。 

 

2.9 ラパマイシン、TORIN の添加実験 

・ラパマイシン添加実験 

 ラパマイシン添加プレートの作製には、予め寒天培地にラパマイシンを混ぜて作製す

する方法と、ラパマイシンを入れずに作製したプレートにあとからラパマイシンを塗布

する方法の二通りを試した。ラパマイシン（LC ラボラトリー）の粉末を、DMSO また

は 10%ポリオキシエチレン(20)ソルビタンモノラウレート（ナカライテスク)・90%エ

タノール（シグマアルドリッチ）溶液に溶解し、50 mg/ml の溶液を作って-30 ℃で保

存した。予め培地にラパマイシンを入れる場合には、オートクレーブ後に 60 ℃程度ま

で冷めた培地に終濃度 100 µM となるようにラパマイシン溶液を入れ、以後、NGMプ



 28 

レートと同様に作製し、4℃で保存する。あとからラパマイシンを塗布する場合には、

アッセイの前日に終濃度 100 µM となるようにラパマイシン溶液をプレートに入れ、

滅菌したスプレッダーで伸ばした。餌ありプレートに関しては、大腸菌培養後のプレー

トにラパマイシン溶液を塗り広げた。 

 

・Torin1、Torin２添加実験 

 Torin1 (Tocris 4247)または Torin2 (Chem Scene CS-0236)の粉末を DMSO に溶
解し、10 µmol/ml の溶液をストック溶液として作製して-30℃で保存した。Torin1 は

非常に溶解しづらいため、50℃で温めながら溶解した。アッセイの前日にプレートに

溶液を添加し、スプレッダーで伸ばして塗り広げた。コントロールとしては、溶媒のみ

をラパマイシン溶液と同量添加したものを用いた。以後の操作は、普通の塩走性アッセ

イと同様に行った。 

 

2.10 変異体の掛けあわせ、戻し交配 

 掛け合わせ及び戻し交配は、それぞれ変異体同士、あるいは変異体に N2 株を交配し

て行った。F1 個体の成虫を単離して、36~48 時間後に虫が卵を産んでいるのを確認後、

親虫をジェノタイピングして、掛け合わせが行われていることを確認した。F2 が成虫

になった後に複数の F2 を単離し、約 24 時間後に線虫が卵を産んでいるのを確認後、

親虫をジェノタイピングした。ジェノタイピングは、成虫をリシスバッファー10 µl に

入れ、60℃で 1 時間かけて溶解した後、Taq ポリメラーゼを用いて PCR 反応を行い確

かめた。リシスバッファーと PCR 反応液の組成を次ページに示す。 

 

 リシスバッファー 

 塩化カリウム（WAKO）    50 mM 

 Tris-HCl pH8.3     10 mM 

 塩化マグネシウム（WAKO）    2.5 mM 

 IGEPAL CA-630（シグマアルドリッチ)   0.45%(v/v) 

 ポリオキシエチレン (20)ソルビタンモノラウレート（ナカライテスク )

 0.45%(v/v) 

 ゼラチン(ナカライテスク)    0.01% 
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 使用の直前に proteinase K を終濃度 60 µg/ml となるように加えた。 

 PCR 反応液 

 10xPCR バッファー   1 µl 

 2.5 mM dNTPs   1 µl 

 線虫リシス液   1 µl 

 10 µM プライマー液   各 0.5 µl 

 Taq DNA ポリメラーゼ  0.01 µl 

 水    up to 10 µl 

 

 10x PCR バッファー 

Tris-HCl pH 8.3   0.1 M 

塩化カリウム（WAKO)  0.5 M 

塩化マグネシウム（WAKO)  15 mM 

ゼラチン（ナカライテスク)  0.01% 

 

 Tris-HCl pH8.3 

 トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン（ナカライテスク）1M 

 塩酸（WAKO）により pH8.3 になるように調整した。 

 

2.11 塩基配列決定 

 BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit のプロトコールに従

い反応を行った。PCR 反応により目的の遺伝子座の DNA を増幅後、QIAquick Gel 

Extraction Kit を用いて Big Dye 反応の鋳型となる DNAを精製した。なお、鋳型がプ

ラスミドである場合はこの工程を飛ばしてプラスミドから直接 Big Dye 反応を行った。

その後、指示に従ってエタノール沈殿を行った後、ジェネティックアナライザ（ABI 

3100)で塩基配列を決定した。 

 

2.12 組織特異的機能回復実験用プラスミドの作製 

 組織特異的機能回復実験用のプラスミドは、Gateway®システム（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて作製した（詳細は 
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http://molecular-ethology.biochem.s.u-tokyo.ac.jp/Gateway/Gateway_overview1_

jp.html を参照）。このシステムは、エントリープラスミド（pENTR）とディスティ

ネーションプラスミド（pDEST）という二種類のプラスミドの間で起こる、LR 反応と

呼ばれる組み換えを利用したものであり、pENTR の特定の箇所に挿入された配列を、

pDEST プラスミドの特定の位置に簡単に挿入することができる。当研究室では、

pENTR プラスミドに遺伝子のプロモーター配列を、pDEST プラスミドに cDNA を挿

入し、cDNA につなげるプロモーターを組み替えることで、異なる組織での cDNA 発

現を誘導する複数のコンストラクトを作製している。 

 

・pENTR プラスミドの作製 

 pENTR プラスミドは、pENTR1A プラスミド（Thermo Fisher Scientific)のマルチ

クローニングサイトに、PCR により N2 ゲノムから増幅した各遺伝子のプロモーター

領域を挿入することで作製した。PCR には KOD FX または KOD plus NEO（TOYOBO)

を用いた。ライゲーション後、コンピテントセル DH5α に形質転換し、LB 液体培地

で 30 分、37℃で培養し、リカバリーをかけたあとに、15 µg/ml のカナマイシン硫酸

塩（ナカライテスク）を含む LB 寒天培地で培養した。翌日、コロニーをピックし、カ

ナマイシンを含む LB 液体培地で 37℃で 18 時間程度培養したのち、

GENE-PREP-SYSTEM（KURABO)によりプラスミド抽出を行った。抽出したプラスミ

ドは逆浸透水に溶解した。LB 培地は、Miller LB（Millipore)を逆浸透水に溶解して作

製した。 

以下に、本研究でプロモーター領域の増幅に使用したプライマーを示す。 

 
これ以外の pENTR プラスミド、pENTR-H20（全神経への発現を誘導)、pENTR-ges1

プライマー名 配列 使用した領域 使用した制限酵素
unc18_promoter_F tcaGGTACCggaatacctttttgaggagtgac KpnI
unc18_promoter_R tatCTCGAGcactcaaaaatcctcgtcgatg XhoI

sgk-1promA_F cccGGATCCtgagccgtgataagaagacaag BamHI
sgk-1promA_R gggCTCGAGtctcgactctgaaatattcaaaattaaattatattaaaac XhoI

sgk-1promB_F cccGGATCCtgctatgcgtgacattcgtg BamHI
sgk-1promB_R gggGTCGACtgtcacagtaatgctctcgt SalI(XhoI部位へ）

rict-1promA_F gtgtAGATCTagcaagataaatggccgctg BamHI
rict-1promA_R gtgtCTCGAGtttcgacgagtgtccTtcgcctgaaaattg XhoI

上流1.8 kb

上流2.1kb

上流2.5kb

上流3.4kb
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（腸への発現を誘導）、pENTR-gcy5（ASER 神経への発現を誘導)、pENTR-flp6（ASEL, 

ASER 神経への発現を誘導）については、飯野研に元から存在していたものを使用した。 

 

・pDEST プラスミドの作製 

 cDNA を含む pDEST プラスミドは、pPD-DEST プラスミドのマルチクローニングサ

イトに、PCR により cDNA ライブラリより増幅された cDNA 領域を挿入することによ

り作製した。PCR には KOD FX または KOD plus NEO（TOYOBO）を用いた。ライ

ゲーション後、コンピテントセル DB3.1 に形質転換し、40 µg/ml のアンピシリンナト

リウム（MeijiSeika ファルマ、商品名ビクシリン®注射用）が入った LB 寒天培地で培

養した。翌日、コロニーをピックし、アンピシリンを含む LB 液体培地で 37℃で 18 時

間程度培養したのち、GENE-PREP-SYSTEM（KURABO)によりプラスミド抽出を行っ

た。抽出したプラスミドは逆浸透水に溶解した。Big-Dye sequence kit ver 2.1 により

遺伝子の ORF 塩基配列が正しいことを確認してから用いた。 

 

・pG プラスミドの作製 

 pG プラスミドは、pENTR プラスミドと pDEST プラスミドを、LRClonase™酵素

（Thermo Fisher Scientific）の説明書にしたがって反応させて作製した。反応液をコ

ンピテントセル DH5α に形質転換後、アンピシリン入り LB 寒天培地で培養した。翌

日、コロニーをピックし、アンピシリンを含む LB 液体培地で 37℃で 18 時間程度培養

したのち、GENE-PREP-SYSTEM（KURABO)によりプラスミド抽出を行った。抽出し

たプラスミドは逆浸透水に溶解した。 

 

2.13 アミノ酸置換を導入したコンストラクトの作製 
 本研究では、リン酸化部位のアミノ酸が置換された UNC-18 と SGK-1 を発現するコ

ンストラクトを作製した。アミノ酸置換型 cDNA は、pDEST プラスミドを鋳型にイン

バース PCR を行うことにより作製した。PCR の後、T4 Polynucleotide Kinase 処理

（Takara）、T4 DNA Ligase（Takara）によるライゲーション反応を行い、コンピテ

ントセル DB3.1 に形質転換した。以降の操作は pDEST プラスミドの作製と同様。以下

に、PCR に用いたプライマーの配列を示す。 
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2.14 組織特異的 RNAi 
 RNAi 実験は、Esposito らの方法を参考にデザインした(Esposito et al., 2007)。ま

ず、gcy-5 プロモーター領域を pENTR-gcy5 プラスミドを鋳型に PCR で増幅したもの

を作製した。この際、二種類の異なるリンカー配列 A、Bをつけたリバースプライマー

を作製し、gcy-5 プロモーター＋リンカーAと gcy-5 プロモーター＋リンカーBの二種

類の PCR アンプリコンを得た。標的遺伝子については、コード領域の比較的上流側の

イントロンの少ない配列 2,000~3,000bp をターゲットに、フォワードプライマーにリ

ンカーA を、リバースプライマーにリンカーB を繋いだプライマーで PCR により標的

配列の増幅を行った。次に、二種類のリンカーのついたプロモーターと、標的配列のア

ンプリコンを鋳型に PCR を行い、プロモーター下に配列の向きが異なる二種類の標的

配列が繋がったアンプリコンを作製した。これを線虫に導入し、特定の組織で相補的な

2種類の RNA が転写されるようにした（図 2-2）。 

プライマー名 配列
sgk-1T444A_F CACTCATCGAGATCACGATTTTGAGAACTTTgccTTCGTCGACA
sgk-1S424A_R ACAGCAAGTTGTTGCGGTGCCAACGAggcTGGATCAATT

sgk-1T444E_F CACTCATCGAGATCACGATTTTGAGAACTTTgaaTTCGTCGACA
sgk-1S424E_R ACAGCAAGTTGTTGCGGTGCCAACGAttcTGGATCAATT

unc-18_F ATCAAGGATCTATCGATGCTCA
unc-18_S322A_R ggcTTTGGAGTCCATCGTTCCC
unc-18_S322E_R ctcTTTGGAGTCCATCGTTCCC
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図 2-2 細胞特異的 RNAi のための PCR アンプリコン作製過程。2段階の PCR により、順方向、

逆方向 2 種類の標的配列がプロモーター下についたアンプリコンを得る。これにより、相補的

な 2種類の RNAが転写され、二本鎖 RNAによる RNAi が起きることが期待できる。 

 

RNAi に使用したプライマーを以下に示す。 

 
 

 

2.15 CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集 

 CRISPR-Cas9 システムを利用したゲノム編集は、大野速雄博士、実験補助の金森真

奈美氏の協力を得て行った。Dickinson ら、Liu らの報告を参考に、作製したコンスト

プライマー名 配列
gcy5p_F tatacatgaaatacatacatag

gcy5p_Rセンス AGTCGACCTGCAttttcatcagaataagta 
gcy5p_Rアンチ GGCATGCAAGCTttttcatcagaataagta
(RNAi)daf-15F gatgaaaaTGCAGGTCGACTcgaactgcatctgtcgccatc 
(RNAi)daf-15R gatgaaaaAGCTTGCATGCCttgtggctgtgcattcgttg 
(RNAi)let-363F gatgaaaaTGCAGGTCGACTcgagcggcatcgtaaacaag
(RNAi)let-363R gatgaaaaAGCTTGCATGCCgcatcaatcgaagacgtggc
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ラクトを遺伝子導入することによりゲノム編集個体を得た(Dickinson et al., 2013; Liu 

et al., 2014)。Target 配列の選択には、CRISPR Design（http://crispr.mit.edu）を用

いた。 

 

2.16 トランスジェニックラインの作製 

 マイクロインジェクションによる線虫への遺伝子導入は、Mello らの方法に従って行

った(Mello et al., 1991)。トランスジーンを含むプラスミド DNAは 10~20 ng/µl の濃

度で導入し、導入する DNA の合計の濃度が 100 ng/µl になるように空ベクター

pPD49.26 を加えた。 

 

2.17 共焦点顕微鏡での線虫の観察 

 線虫の蛍光レポーターの観察には、TCS-SP5（Leica)を用い、画像の解析は LAS AF

（Leica)で行った。通常培養で成虫になるまで培養した線虫を、10 mM NaN3を含む、

厚さ 2 mm程度に伸ばした寒天上に載せ、カバーガラスをかけて観察した。 
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第三章 結果 
順遺伝学的スクリーニングを用いたAKT-1 下流分子の探索 

  

 インスリン/PI3K 経路とその下流で機能する AKT-1 が味覚忌避学習の制御、特に飢

餓シグナルの伝達に関わることが先行研究より明らかになっていた(Kunitomo et al., 

2013; Ohno et al., 2014; Tomioka et al., 2006)が、その更に下流でどのような分子が

機能しているのかは不明である。本研究では、順遺伝学的スクリーニングを用いて

AKT-1 の下流分子の探索を試みた。 

 

3.1 AKT-1 の下流分子の順遺伝学的スクリーニング 
 線虫の寿命制御、耐性幼虫形成など多くの現象にインスリン/PI3K 経路が関わってお

り、それらの現象ではインスリン受容体 daf-2 の変異体の表現型を daf-16 変異体が抑

圧することから、インスリン/PI3K 経路の下流で DAF-16 が様々な標的遺伝子の転写活

性を調節すると考えられている(Kwon et al., 2010; Lin et al., 1997; Ogg et al., 1997)。

一方、味覚忌避学習では daf-16 変異体は age-1 や daf-2 変異体の表現型を抑圧しない

ことから、daf-16 以外の下流分子の重要性が指摘されていた(Tomioka et al., 2006)。

今回改めて akt-1; daf-16 変異体の味覚忌避学習の表現型を確認したところ、やはり

akt-1;daf-16 二重変異体は akt-1 様の表現型を示した（図 3-1）。 

  
図 3-1 AKT-1 の下流では DAF-16 以外の分子も味覚忌避学習に関与している 

daf-16 の欠損は、akt-1 変異体の表現型異常を抑圧しない。このことから、DAF-16 以外の分子

が AKT-1 の下流で味覚忌避学習の制御に関与していると考えられる。(Error bars, N≧3, SEM. 

**p<0.01 Dunnett’s test) 
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 AKT-1 の下流分子を同定するために、daf-18;lsy-6 二重変異体に対して EMS により

変異原処理を行い、daf-18 変異体の塩走性異常を抑圧する変異体を得た。ガン抑制遺

伝子 PTEN のホモログである daf-18 変異体では、インスリン/PI3K 経路が異常に亢進

した状態であると予想される。daf-18 変異体は餌の有無にかかわらず低塩濃度に誘引

されるため、最も表現型が顕著でわかりやすい高塩・餌あり後の表現型を指標にスクリ

ーニングを行うことにした。 

 先行研究で安達健博士らによって行われた daf-18 変異体に対する抑圧変異体のスク

リーニングでは、ASER 神経で Cl-の受容に欠損を示す gcy-22 変異体が取得された

(Adachi et al., 2010)。これは ASER での塩の受容に欠損がある個体において、ASEL

での塩の受容により塩に対する正の走性が促されてしまうためであった。本研究では、

ASER 神経でインスリン/PI3K 経路の下流で機能する分子を効率よく同定するため、

ASEL の代わりに ASER 様の神経が分化する lsy-6 変異体(2ASER 変異体とも呼ばれる; 

Johnston and Hobert, 2003)を daf-18 変異体に掛けあわせ、この株に対して EMS 処

理を行った(図 3-2A、B)。このスクリーニングの結果、4株の独立した daf-18;lsy-6 抑

圧変異体を得て、これらの原因変異を pe771~pe774 と命名した（図 3-2C）。 

 

図 3-2 インスリン/PI3K 経路の抑圧変異体のスクリーニング  説明は次頁  
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図3-2 インスリン/PI3K経路の抑圧変異体のスクリーニング A) スクリーニング手順の模式図。

10,000 ゲノムに対して変異原処理を行い、高塩・餌あり条件後に低塩濃度に誘引される

daf-18;lsy-6 変異体の表現型を抑圧して高塩濃度に誘引される個体をスクリーニングした。B) 

lsy-6 変異体では、ASEL 神経の代わりに ASER 様の神経が分化する。この変異体を用いること

で、ASER 内で機能する未知分子を効率よくスクリーニングできると考えた。C) スクリーニン

グの結果、daf-18;lsy-6 の異常を抑圧する 4株の変異体を取得した。(Error bars; SEM, N≧6, 

**p<0.01 Dunnett’s test) 

 

3.2 age-1、goa-1 変異体は daf-18 の塩走性異常を抑圧する 
 取得した 4株の原因変異をマッピング、塩基配列決定した結果、pe771~pe773 はい

ずれも goa-1 遺伝子座のエキソン上にミスセンス変異を持っていた(図 3-3)。

goa-1(pe771)と goa-1(pe772)は成長が非常に遅かったが、goa-1(pe773)の成長速度は

野生株 N2 と変わらなかった（データ不記載）。pe771 は C 末端側にミスセンス変異を

持つが、Gαタンパク質の C末端側は結合する受容体との特異性を決めると考えられ

ている(Conklin et al., 1993; Liu et al., 1995)ことから、この変異体では GPCR との相

互作用に欠損があるために強い異常が生じている可能性がある。pe772 は N末端のグ

リシンにミスセンス変異を持つ。ここでは Gαタンパク質のミリストイル化が起きる

と予想されており(Mumby et al., 1990)、ミリストイル化を介した GOA-1 の膜への輸

送の異常のために GOA-1 の機能が低下しているのかもしれない。また、pe774 変異は

age-1 遺伝子座に欠失変異を持っており、第二エキソン中にストップコドンを生じてい

ると考えられる(図 3-3)。daf-18;suppressor#4(pe774)の daf-18 変異をアウトクロスに

より除くと、age-1 変異体の既知アリルと同様に、全個体が耐性幼虫を形成した(データ

不記載)。 
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図 3-3 スクリーニングにより得られた変異体 スクリーニングの結果、pe771~pe773 は goa-1

遺伝子座に、pe774 は age-1 遺伝子座に変異を持っていた(詳細は本文参照)。 

 

3.3 GOA-1 は ASE 神経で機能する 
 最も生育がよく、行動評価のしやすかった goa-1(pe773)をもちいて詳細な行動評価

を行った。goa-1(pe773)変異体は、他の研究室に由来する goa-1(n1134)変異体によく

似た表現型を示し、餌の有無にかかわらず高塩濃度に誘引される表現型を示した(図

3-4A)。goa-1 変異体は産卵のタイミングが早く、子宮内の受精卵の数が少ないことが

知られている(Tanis et al., 2008)ため、各変異体の子宮内の卵の数を測定した。その結

果、goa-1(pe773)変異体においても、野生型に比べて卵の数が少なくなる表現型を示し

た(図 3-4B)。また、pe771;daf-18、pe772;daf-18、pe773;daf-18 二重変異体でも子宮

内の卵数の減少が観察された。 
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図 3-4 pe773 は味覚忌避学習、産卵において goa-1 様の表現型を示した A) 味覚忌避学習に

おける pe773 の表現型を調べた。機能低下型変異体である goa-1(n1134)は高塩濃度に誘引され

る表現型を示し、pe773変異体でも同様の表現型が観察された。(Error bars; SEM、N≧3, *p<0.05、

**p<0.01、Dunnett’s test) B) goa-1 変異体は親虫が子宮内に持つ卵の数が少なくなる表現型を

示すことが知られている。今回取得された pe771;daf-18、pe772;daf-18、pe773;daf-18 全て

で、N2 に比べて子宮内の卵の数が有意に少なかった。daf-18 変異体ではこの表現型は観察され

なかった。daf-18 をアウトクロスして除いた pe773 変異体の卵の数は pe773;daf-18 と同程度

であった。(Error bars; SEM、N≧20, *p<0.05、**p<0.01、t test) 

 

 GOA-1 の機能部位を確かめるため、部位特異的に cDNA を発現させて表現型を観察

した。goa-1 のプロモーター下で goa-1 の cDNA を発現させた場合には、goa-1 変異体

の表現型異常が不完全にではあるが回復した(図 3-5A)。しかし、ASER 特異的に発現を

誘導する gcy-5 プロモーターの下で発現させた場合には表現型は回復せず、

goa-1(pe773)とほぼ同様の表現型が観察された。この結果は、GOA-1 が ASER 以外の

神経で機能することが必要であることを示唆している。ASEL/ASER 両神経を含む少数
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の頭部感覚神経での発現を誘導する flp-6 プロモーターの下で発現を誘導した際には、

全体的に低塩濃度に誘導されるような表現型を示すようになり、これらの頭部感覚神経

で GOA-1 が機能していることを示唆する結果が得られた(図 3-5B)。 

 
図 3-5 GOA-1 は感覚神経で機能する A) goa-1 cDNA を goa-1 プロモーター下で発現させる

と、部分的ではあるが goa-1 変異体の異常が回復した。一方、ASER のみで goa-1 cDNA を発

現させても、goa-1 の機能は回復しなかった。Pgcy-5、Pgoa-1 での goa-1 cDNA 発現は 2ライ

ンずつ行った。B) ASEL/R を含む少数の感覚神経で遺伝子発現を誘導する flp-6 プロモーター下

で goa-1 cDNA を発現させると、N2 以上に低塩濃度側に誘引されるようになった。(Error bars; 

SEM、N≧4, *p<0.05、**p<0.01、Dunnett’s test) 

 

 ここまでは部位特異的にcDNAを発現させる手法でgoa-1の機能部位を確かめたが、

部位特異的に goa-1 の機能をノックアウトする方法でも、ASER において GOA-1 が機

能するかどうかを確かめた。細胞特異的 CRISPR-Cas9 システム(Shen et al., 2014)を

用いて、Cas9 を gcy-5 プロモーター下で発現させ、ASER 特異的に GOA-1 の機能を
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ノックアウトした。その結果、N2 に比べてやや高塩濃度に誘引されるような表現型を

示した（図 3-6）。これより、GOA-1 は ASER で機能していることが示唆された。 

 
図 3-6 ASER特異的にgoa-1をノックアウトすると高塩濃度に誘引される goa-1をターゲット

に CRISPR-Cas9 システムを用いて ASER 神経特異的に Cas9 を発現させ、goa-1 をノックアウ

トしたところ、N2 とくらべて有意に高塩濃度側に誘引された。2系統作成して表現型を確認し

た(Error bars; SEM、N≧3, **p<0.01、Dunnett’s test)。 

 

3.4 RGS タンパクも塩走性制御に関わっている 

 GOA-1 はこれまでに嗅覚可塑性制御や産卵の制御、自律運動の制御に関わっている
ことが報告されている(Koelle and Horvitz, 1996; Matsuki et al., 2006; Tanis et al., 

2008)。これらの系では、EGL-10 や EAT-16 などの RGS (Regulator of G protein 

Signaling)タンパクが Gβをコードする GPB-2 と協調して機能し、EGL-30 や GOA-1

の活性を制御していると考えられている(Hajdu-Cronin et al., 1999; Koelle and 

Horvitz, 1996; Reynolds et al., 2005)。機能欠失型変異体である eat-16(ce71)と、Gα

との相互作用に重要だと思われる RGS ドメイン中にミスセンス変異を持つ

(Hajdu-Cronin et al., 1999)eat-16(sa609)変異体は、goa-1 変異体や egl-30 の機能獲

得型変異体と似たような塩走性を示した。一方、機能欠失型変異体である

egl-10(md176)変異体では、goa-1 変異体とは逆に、全体的に低塩濃度側に誘引される

表現型を示した。これは、egl-30 の下流で機能する pkc-1 の変異体と類似した表現型

である(Adachi et al., 2010)。産卵や自律運動制御、嗅覚可塑性では、EAT-16 が EGL-30

を、EGL-10 が GOA-1 を抑圧していると考えられており、その関係が塩走性の制御に

おいても保存されていることが確かめられた(図 3-7B)。RGS である EGL-10、EAT-16
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は Gタンパク質βサブユニットである GPB-2 によって安定化されることがわかって

いる。そこで、GPB-2 の塩走性への寄与も評価したところ、3種の変異体で全体的に高

塩濃度側に誘引される異常が観察された(図 3-7A)。これより、GPB-2 も味覚忌避学習

制御に関与していることが明らかとなった。 

 
図 3-7 RGS タンパク、Gβも味覚忌避学習に寄与している A) Gβ をコードする gpb-２、RGS

をコードする eat-16 の変異体は、N2 に比べて高塩濃度側に誘引された。一方、RGS をコード

する egl-10 の変異体は、N2 に比べて低塩濃度側に誘引された。(Error bars; SEM、N≧3, *p<0.05、

**p<0.01、Dunnett’s test) B) 予想される味覚忌避学習を制御する Go/Gq/DAG 経路の模式図。

DAGは nPKC である PKC-1 を活性化すると考えられているほか、シナプス小胞の膜融合を促

す UNC-13 のシナプス局在にも関与することが知られている。GOA-1、EGL-30 による DAGレ

ベルの制御がPKC-1の活性やUNC-13の細胞内局在を介して線虫の向かう塩濃度を決定してい

る可能性が高い。 
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第四章 第三章の考察 
 

味覚忌避学習における GOA-1、EGL-30 の役割 

 これまでの報告でも、Gq/DAG 経路が味覚忌避学習に関与していることは示されて

きた(Adachi et al., 2010; Matsuki et al., 2006; Tomioka et al., 2006)。本研究で、

daf-18 の抑圧変異体スクリーニングにより複数の goa-1 変異体が取得されたことで、

改めて GOA-1 の味覚忌避学習への寄与が確認できた。また、Go 経路がインシュリン

経路の遺伝学的上位に機能することが示された。これまでは、塩の有無と餌情報の連合

学習を調べる系において Gq/DAG 経路の表現型が確かめられていた(Adachi et al., 

2010; Matsuki et al., 2006)が、今回、塩濃度情報と餌の有無の連合学習を調べる系を

もちいて goa-1 変異体の表現型を解析したことで、より詳細な goa-1 変異体の特徴が

明らかになった。goa-1 変異体は、餌の有無や塩濃度条件によらず、常に高い塩濃度に

誘引された。この表現型は、egl-30(gf)変異体の表現型に類似している(Kunitomo et al., 

2013)。また、egl-30(lf)変異体は前進、後退運動に欠損があるため行動評価が困難であ

るが、EGL-30/DAG の下流で機能する pkc-1 の変異体が条件によらず低塩濃度に向か

う走性を示すことから、EGL-30/DAG/PKC-1 経路が欠損すると線虫は低塩濃度に向か

うようになると考えられる。これは goa-1 変異体で観察される、条件によらず高塩濃度

に向かう表現型とは逆の表現型である。これらを考慮すると、GOA-1 と EGL-30 が味

覚忌避学習においても拮抗して機能していることが予想される。 

 インスリン/PI3K 経路の変異体が飢餓後の塩走性にのみ異常を示すのに対し、goa-1

変異体や egl-30 変異体は、餌の有無によらず高塩濃度、低塩濃度に向かう表現型を示

す。このことから、GOA-1 や EGL-30 は連合学習というよりは寧ろ、塩濃度の感知や

線虫の向かう塩濃度の決定などに関与しているのではないかと考えられる。 

 

GOA-1 の機能部位 

 CRISPR-Cas9 システムを用いて ASER 特異的に goa-1 をノックアウトした際には、

N2 に比べて有意に高塩濃度に誘引された。これより、線虫の向かう塩濃度の決定にお

いて GOA-1 が ASER で機能していることが示唆された。ASER 特異的 goa-1 ノックア

ウト個体では、GOA-1 の活性低下により DAG レベルが上昇していることが予想され

る。過去の研究からは、味覚忌避学習において、EGL-30(gf)や PKC-1(gf)を ASEL 特異
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的に発現させても N2 と同様の表現型を示すが、ASER 特異的に発現させると、高塩濃

度側への塩走性が促進されることがわかっていた(Adachi et al., 2010)。これらの結果

を総合して考えると、ASER での Gq/DAG 経路の活性化は線虫を高塩濃度に移動させ

るのに十分なのだろう。 

 一方で、gcy-5 プロモーター、flp-6 プロモーター下での goa-1 cDNA 発現の結果(図

3-5)は、GOA-1 の ASER のみの発現では線虫を低塩濃度に移動させるのに不十分であ

るものの、ASEL/R を含む幾つかの神経で GOA-1 を発現させれば、低塩濃度への走性

を誘導できることを示している。おそらく、線虫の低塩濃度への走性を促すには、ASER

以外の神経でも GOA-1 の機能が亢進することが重要なのだろう。今回用いた flp-6 プ

ロモーターは GOA-1 の機能細胞を絞り込むには不十分であった。GOA-1 の機能細胞

を確認するためには、更に詳細な細胞特異的機能回復実験が必要である。 

 

味覚忌避学習における RGS、Gβの役割 

 本研究により、RGS をコードする EAT-16、EGL-10、Gβをコードする GPB-2 が味

覚忌避学習に関わっていることが明らかになった。eat-16変異体が goa-1変異体様の、

egl-10 変異体が egl-30 変異体様の表現型を示すという結果は、過去に産卵、自律運動、

嗅覚可塑性の系において観察された関係と一致しており(Hajdu-Cronin et al., 1999; 

Koelle and Horvitz, 1996; Matsuki et al., 2006)、EAT-16 と EGL-10 がそれぞれ

EGL-30、GOA-1 の RGS として機能することを示唆する結果となっている。RGS と相

互作用することが酵母 two-hybrid 法により確認されており、RGS の安定化に必要だと

考えられている gpb-2(Van der Linden et al., 2001; Reynolds et al., 2005)の変異体

もまた、味覚忌避学習に欠損を示した。これにより、GPB-2 も味覚忌避学習に関与し

ていることが示されたが、Gβが味覚忌避学習においても RGS と協調して機能してい

るかは本研究では確認できていない。Gβ、RGS、GOA-1、EGL-30 が他の現象におい

て報告されたのと同様の機序で働いているかどうかを調べるには、多重変異体の作製や

DAG レベルの測定などによる更に詳細な解析が必要である。  
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第五章 結果 
味覚忌避学習における TORシグナル伝達経路の機能解析 

 

 第三章では味覚忌避学習に関わる未知遺伝子を順遺伝学的に探索した。その結果、

goa-1、age-1 という既に味覚忌避学習への寄与が明らかになっている遺伝子の変異体

が複数獲得された。順遺伝学的手法には、成長速度の遅い変異体や生殖能力の低い変異

体、表現型がそれほど強くない変異体を単離しづらいという欠点がある。一方、逆遺伝

学的アプローチをとれば、順遺伝学的手法では同定が難しいようなこれらの遺伝子につ

いても味覚忌避学習への寄与を調べられる可能性がある。そこで、変異体解析や薬剤阻

害により AKT-1 の下流分子となりそうな分子の機能を解析することで、未知の味覚忌

避学習を制御する遺伝子を探索することにした。 

 

5.1 TORは味覚忌避学習に関与している 
 Akt1 はがん原遺伝子としてよく知られており、哺乳類細胞を用いてその標的分子が

詳細に調べられている。Akt1 はキナーゼとして多くの分子をリン酸化することが知ら

れているが、中でもMDM2、FOXO1、NFκB、BAD、GSK3β、mTOR、Hungtingtin

等は AKT-1 の標的分子としてよく知られている(Liu et al., 2009)。この内MDM2、NF

κB に関してはこれまでのところ、線虫におけるオーソログは見つかっていない。線虫

における唯一の FOXO 型転写因子のホモログである DAF-16 は、耐性幼虫形成や寿命

のコントロールにおいては AKT-1 の主要な下流分子であることが知られているが、前

述のように味覚忌避学習においては daf-16 の欠損が akt-1 や daf-2 変異体の表現型異

常を抑圧しないことから、daf-16 以外の分子が akt-1 の下流分子として機能していると

考えられている。また、GSK3β のホモログである gsk-3、C44H4.6, Y106G6E.1, 

C36B1.10の変異体に関しては味覚忌避学習に異常がないことがわかっている(安達ら、

未発表)。そこで、残る AKT-1 下流分子のホモログについて表現型を確かめた。 

 Hungtingtin のホモログである F21G4.6(tm1959)、 BAD と同様に BH3-only 

protein familyに属するegl-1と ced-13(Adachi and Imai, 2002; Nehme and Conradt, 

2008)の変異体解析(データは示さない)、およびラパマイシンによる TOR シグナル伝達

経路の阻害を行った。 

 線虫の mTOR ホモログである let-363 は致死遺伝子であるために変異体の行動評価
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が不可能である。そのため、TOR 特異的阻害剤であるラパマイシンを用いて、TOR が

味覚忌避学習に関与しているかを評価した。線虫において 100 µM のラパマイシン処

理によりTORC1の機能が阻害されるという報告があった(Robida-Stubbs et al., 2012)

ため、100 µM のラパマイシンで線虫を処理することにした。培養時からアッセイ時ま

で 100 µM のラパマイシンに晒され続けた線虫は、溶媒であるエタノールに晒され続

けた線虫に比べて有意に飢餓後の走性に異常を示した(図 5-1A、B)。NGM プレート、

アッセイプレートを作る際に予めラパマイシンを入れる方法（図 5-1A)と、プレートを

別に作成し、アッセイの前日にラパマイシンを塗布する方法（図 5-1B）を検討したが、

あとからラパマイシンを塗布したもののほうがラパマイシンの効果が強かったため、以

降の実験ではラパマイシンを塗布する手法を用いた。 

 アポトーシス関連分子の BH3-only protein をコードする egl-1、ced-13 の変異体は

飢餓後にやや低塩濃度に誘引されたが（データ不掲載）、これらの変異体では神経細胞

などの発生が異常になっているために正常な塩走性を行えない可能性があった。本研究

では正常に発生した神経系における味覚忌避学習の制御機構を明らかにしたいと考え、

神経発生への影響がより少なそうな TOR 経路に着目して研究をすすめることにした。 

 
図 5-1 ラパマイシンは線虫の味覚忌避学習を阻害する N2 を 100 µM のラパマイシン存在下

で培養、条件付け、行動評価すると、溶媒のみ添加した線虫に比べて有意に味覚忌避学習が欠

損した。A)ラパマイシンを予め入れた NGM、アッセイプレートを使用した場合の塩走性。B)

ラパマイシンをアッセイ前日にプレートに塗布した場合の塩走性。(Error Bars: SEM, N≧6, 

**:p<0.01 vs EtOH, Dunnett’s test) 

 

 ラパマイシンにより誘導される味覚忌避学習異常が神経などの発生異常によるもの
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ではないことを確かめるため、ラパマイシンを含まない NGM培地で成虫になるまで培

養した線虫を条件付けとアッセイ時の約 6 時間のみラパマイシンに晒し味覚忌避学習

異常が見られるか調べたところ、確かに飢餓後の学習に異常が見られた（図 5-2A、B） 

。更に、条件付け時のみ、またはアッセイ時のみラパマイシンに暴露した線虫の行動を

調べたところ、条件付け時のみラパマイシンに暴露した線虫で塩走性が異常になったの

に対し、アッセイ時のみのラパマイシン暴露ではコントロールとの間に差が見られなか

った(図 5-2A、B)。条件付け時間 5-6 時間に対し、アッセイ時間が 40 分と短いため、

ラパマイシンへの暴露時間の差が味覚忌避学習異常の有無の差につながっている可能

性もある。この実験のみで TOR 経路が条件付け時に機能しているかどうかを結論付け

ることはできないが、この実験から、ラパマイシン暴露による味覚忌避学習の異常が少

なくとも発生異常によるものではないことが確認できた。 

 ラパマイシンとは異なり ATP 競合阻害による TOR 阻害作用を持ち、TORC1 だけで

なく TORC2 の機能も阻害すると報告されている Torin1、Torin2 (Liu et al., 2013; 

Takahara and Maeda, 2013; Thoreen et al., 2009)を用いての実験もおこなった。条

件付け時とアッセイ時に Torin1、Torin2 で処理した線虫は、餌の有無や条件付け塩濃

度にかかわらず、低塩濃度側に誘引される走性を示した(図 5-2C)。 
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図 5-2 成虫において TOR を阻害することで味覚忌避学習は欠損する。 A) 線虫のラパマイシン

処理実験行程の模式図。条件付け時、またはアッセイ時にラパマイシンを培地に添加した場合

の味覚忌避学習の表現型を調べた。B) 条件付け時のみラパマイシンに暴露した線虫では味覚忌

避学習に異常が見られた。C) ラパマイシンよりも強力な阻害剤であるTorinで処理した線虫は、

餌の有無にかかわらず低塩濃度に誘引された。(Error Bars: SEM, N≧6, *:p<0.05, **:p<0.01 

Dunnett’s test) 
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5.2 S6K のホモログ rsks-1 の変異体は飢餓後の味覚忌避学習に異常を示す 
 前述のように、TOR は TORC1 と TORC2 と呼ばれる構成因子の異なる 2種類の複合

体を形成している(Loewith et al., 2002)。ラパマイシンは、主に TORC1 の機能を選択

的に阻害すると考えられていることから、まずは TORC1 の味覚忌避学習への寄与を検

討した。TORC1 の構成分子である LET-363 （TOR ホモログ)、C10H11.8（LST8 ホ

モログ)、DAF-15（Raptor ホモログ)はいずれも線虫で保存されているが、すべて致死

遺伝子であるために変異体の行動評価をすることができない。そこで、まずは細胞特異

的 RNAi、およびコンディショナルノックアウトの手法を用いて細胞特異的に TORC1

の機能をなくし、TORC1 の機能を評価しようと試みた。細胞特異的 RNAi(Esposito et 

al., 2007)により、ASER 神経特異的に let-363 と daf-15 をノックダウンしたが、WT

との間に有意な表現型の差は見られなかった(図 5-3)。 

 

図5-3 RNAiによるASER特異的TORC1ノックダウン RNAiにより、ASER特異的にlet-363、

daf-15 をノックダウンする株を作成したが、RNAi の効果は見られなかった。「Ex+」と「Ex-」

は、それぞれ導入遺伝子を持つ個体と持たない個体を表す。白いバー；コントロール、オレン

ジ；let-363KD、青；daf-15KD let-363 KD、daf-15KD については２系統作成し、塩走性を調

べた。 (Error Bars: SEM, N=3 コントロールとの間に有意差は見られなかった。Dunnett’s test) 

 

また、Cre-loxP システムを用いて神経特異的、腸特異的に let-363 に欠失変異が入るコ

ンディショナルノックアウト株を作製した(この株は、大野速雄博士、技官の金森真奈

美氏の協力を得て作製された。図 5-4A)。PCR によって確かに let-363 のエキソンが欠
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失していることが確認できた(図 5-4B)が、いずれも N２との間に顕著な差は見られなか

った(図 5-4C)。コンディショナルノックアウトの効果が見られなかった原因としては、

神経や腸では TORC1 が機能していない可能性や、神経や腸のごく一部でしか Cre が機

能しなかったために TORC1 の機能が多くの神経または腸で残ってしまっている可能

性などが考えられる。以上の結果から、細胞特異的ノックダウン、ノックアウトの結果

から TORC1 の機能を評価するのは困難と考え、別の方法を探ることにした。 
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図 5-4 Cre-loxP システムを用いた TOR ノックアウト 説明は次頁 
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図 5-4 Cre-loxP システムを用いた TOR ノックアウト A) CRISPR-Cas9 システムを用いて、

let-363のexon12の上下流にloxP配列を挿入した。この変異をlet-363(pe410)と名付けた。loxP

間の組換えにより exon12 がスキップした場合、フレームシフトにより N末端から 705 アミノ

酸の位置にストップコドンが入ると予想される。 B) H20 プロモーター、ges-1 プロモーターに

よりそれぞれ神経、腸特異的に Cre を発現させ let-363 をノックアウトしたが、低塩・飢餓条件

後の表現型ではコントロールとの間に差は見られなかった。(Error Bars: SEM, N=3, 有意差は

見られなかった。Dunnett’s test) C) PCR により、Cre-loxP システムが機能しているかを検出

したところ、確かに Cre により欠失が起こっていることが確認できた。 

 

 酵母や哺乳類細胞を用いた研究から、TORC1 の下流では翻訳調節に関わる S6 キナ

ーゼやオートファジーを制御するAtg13 が機能することが知られている(Laplante and 

Sabatini, 2012)(図 5-5A)。そこで、線虫における S6 キナーゼホモログである rsks-1、

Atg13 のホモログである atg-13 の変異体の表現型を調べた。イントロン領域にミスセ

ンス変異を持ち、オートファジー制御に欠損を持つことが知られる atg-13(bp414)変異

体(Tian et al., 2009)は N2 と同様の表現型を示した(図 5-5B)。一方、欠失変異を持ち

機能欠失型変異体であると予想される rsks-1(ok1255)変異体は、高塩濃度/飢餓条件付

け後に N2 に比べて有意に高塩濃度側に誘引される表現型を示した(図 5-5C)。これは、

rsks-1 が飢餓後の低塩濃度への移動に関与していることを示唆するデータである。 
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図 5-5 rsks-1 変異体は高塩・飢餓条件付け後の塩走性に欠損がある A) 線虫の TORC1 とその

下流分子の模式図。哺乳類で TORC1 の基質として報告されている 4E-BP は線虫では見つかっ

ていない。B) atg-13(bp414)変異体では、味覚忌避学習に異常は見られなかった。C) 

rsks-1(ok1255)欠失変異体は、高塩・飢餓条件付け後に N2 に比べて高塩濃度に誘引される異常

を示した。(Error Bars: SEM, N≧6, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

 rsks-1 の機能部位を明らかにするために、部位特異的に rsks-1 cDNA を発現させ、

塩走性の異常が回復するか調べた。全神経で遺伝子の発現を誘導する H20 プロモータ

ーの下で rsks-1 の cDNA を発現させると、rsks-1 の塩走性異常が N2 と同程度まで回

復した(図 5-6)。更に、ASER 特異的に発現を誘導する gcy-5 プロモーター下で cDNA

を発現させた場合にも、Chemotaxis index の低下が見られた。これらの結果から、

rsks-1 は、ASER を含む神経で機能し、高塩濃度・飢餓条件付け後に低塩濃度側に向か

う行動に寄与していると考えられた。 
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図 5-6 rsks-1 変異体の異常は、神経での cDNA 発現により回復する H20 プロモーターによ

り神経特異的に rsks-1 cDNA を発現させると、高塩・飢餓条件付け後の rsks-1 変異体の異常が

回復した。(Error Bars: SEM, N≧6, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

5.3  TORC2 経路の変異体は味覚忌避学習と匂いの連合学習に異常を示す 
 前項で S6K のホモログである rsks-1 の味覚忌避学習への関与について述べたが、

Rapmycin 添加実験で見られた塩走性異常を rsks-1 変異体の表現型では説明できない。

ラパマイシン添加により高塩濃度・飢餓、低塩濃度・飢餓条件付け後のどちらの塩走性

も異常になるのに対し、rsks-1 変異体では、高塩濃度・飢餓条件付け後にしか異常が見

られないからである。そこで、ラパマイシンによって阻害される他の分子経路が低塩濃

度・飢餓条件付け後の走性の制御に関与しているのではないかと考えた。ラパマイシン

は TORC1 を特に強く阻害することが知られているが、長期に渡るラパマイシン処理は、

TORC2 に対しても影響をあたえることがわかっており(Sarbassov et al., 2006)、線虫

を用いた過去の研究でも、ラパマイシンが TORC2 の活性を阻害する可能性が示唆され

ている(Robida-Stubbs et al., 2012)ため、TORC2 の味覚忌避学習への寄与を調べるこ

とにした。TORC2 は TORC1 と共通の TOR、LST8 などの他に、TORC2 特異的な構

成分子である Rictor, Sin1 をその構成分子として持つことが知られている(Cybulski 

and Hall, 2009; Laplante and Sabatini, 2012)(図 5-7A)。これらの分子は種間でよく

保存されており、哺乳類の Rictor や出芽酵母における Rictor のホモログである Avo3
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が欠損した個体は致死になる(Cybulski and Hall, 2009; Shiota et al., 2006)が、ショ

ウジョウバエや分裂酵母、線虫においては Rictor 欠損個体も生存可能である(Cybulski 

and Hall, 2009; Hietakangas and Cohen, 2007; Jones et al., 2009; Soukas et al., 

2009)。線虫の Rictor である rict-1 について、3つの異なる位置に変異を持つ変異体の

表現型を調べた。rict-1(ft7)はアイソフォーム a,b の第三エキソンにナンセンス変異を

持ち、機能欠失型変異体であると考えられる(図 5-7D)。rict-1(mg360)は報告されてい

るすべてのアイソフォームが共通して持っているエキソンである第 11エキソンにミス

センス変異を持ち、機能低下型もしくは機能欠失型変異体だと考えられる(図 5-7D; 

Jones et al., 2009)。rict-1(ft7)と rict-1(mg360)は非常に成長が遅く、通常 N2 が卵か

ら成虫になるのに 3~4 日ほどしかかからないのに対し、これらの株は 7~10 日ほどかか

る上に、子虫の数も少ない(Jones et al., 2009)。一方、イントロン領域に欠失変異を持

つ rict-1(tm4017)は成長速度、子虫の数ともに N2 と同程度である。この 3つの変異体

はいずれも低塩濃度・飢餓条件付け後に N2 に比べて有意に低塩濃度側に向かう走性を

示した(図 5-7C)。これは、ラパマイシンの暴露が TORC1 だけでなく TORC2 にも影響

をあたえるのではないかという仮説を支持する結果である。また、rict-1(ft7) 変異体、

rict-1(tm4017) 変異体では、高塩濃度・餌あり条件付け後にも異常を示した（図5-7C）。 
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図 5-7 TORC2 構成分子とその下流候補分子の変異体は味覚忌避学習に異常を示す A) 線虫で

機能していると考えられるTORC2複合体と下流分子の模式図。B) 今回作製した sinh-1(pe420)

の変異とコードされると予想されるアミノ酸配列。C) TORC2 関連分子の変異体は、特に低塩・

飢餓条件付け後に低塩濃度に誘引された。 (Error Bars: SEM, N≧6, *:p<0.05, **:p<0.01 vs N2, 

Dunnett’s test) D)本研究で用いた TORC2 経路分子の各変異体の変異位置。Wormbase より改
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変。 

 ラパマイシンが TORC1、TORC2 双方の機能を阻害しているという仮説を更に検証

するために、rsks-1 変異体、rict-1 変異体をラパマイシンで処理し、ラパマイシンによ

り各条件付け後の塩走性が影響を受けるかどうかを調べた。ラパマイシン処理された

rsks-1(ok1255)は、低塩濃度・飢餓条件付け後に N2 と同程度まで Chemotaxis index

が低下したが、高塩濃度・飢餓条件付け後はラパマイシン処理されたものと溶媒の

DMSO で処理されたものの間に差は見られなかった(図 5-8)。このことから、TORC1

を介した rsks-1 の活性制御が高塩濃度・飢餓条件付け後の塩走性に寄与していると考

えられる。ラパマイシン処理された rict-1(mg360)は、低塩濃度・飢餓条件付け、高塩

濃度・飢餓条件付け後のいずれも溶媒との間に差は見られなかった(図 5-8)。これは、

味覚忌避学習制御においてラパマイシンが TORC2 の機能を阻害していることを裏付

けている。 

 

図 5-8 rsks-1 は TORC1 経路の下流で機能する。 rsks-1 変異体を条件付け時とアッセイ時に

ラパマイシンで処理した場合、低塩・飢餓条件付け後にはラパマイシンの影響を受けたが、高

塩・飢餓条件付け後にはラパマイシンは rsks-1 の表現型異常を亢進させなかった。これより、

rsks-1 が TORC1 の下流で機能して味覚忌避学習を制御していることが示唆された。一方、

rict-1(mg360)もラパマイシン処理個体群とコントロール（DMSO 処理）群の間で差が見られな

かったことから、TORC2 の活性もラパマイシンにより阻害されていると考えられる。(Error 

Bars: SEM, N≧6, *:p<0.05, **:p<0.01 vs N2, Dunnett’s test) 

 

 TORC2 を特徴づける構成分子として、Rictor のほかに Sin1 が挙げられる。線虫に

も Sin1 のホモログである sinh-1 が存在する(Hansen et al., 2005)が、変異体は報告さ
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れていない。そこで、近年確立された CRISPR-Cas9 システム(Dickinson et al., 2013; 

Liu et al., 2014)を用いて、sinh-1 遺伝子の第一エキソン内に 22 bp の欠失変異を導入

し、この変異を pe420 と名付けた(図 5-7B)。この欠失によるフレームシフトにより、

欠失部位の直後にストップコドンが生じることから、sinh-1(pe420)は機能欠失型変異

体であると考えられる。sinh-1(pe420)の表現型を調べた結果、rict-1(ft7)と同じように、

高塩濃度・餌あり条件付け後と低塩濃度・飢餓条件付け後に N2 と比べて低塩濃度側に

向かう表現型を示した（図 5-7C）。rict-1 変異体の表現型と合わせて考えると、TORC2

は味覚忌避学習に於いて、線虫の高塩濃度側への移動に寄与していると考えられる。 

 主要な TORC2 の下流分子としては、Akt1、SGK1、cPKC が知られており、これら

の分子は線虫でも保存されている。Akt1 のホモログである akt-1 が味覚忌避学習に異

常を示すことは先述のとおりである。SGK1 ホモログの sgk-1、cPKC ホモログの pkc-2

について表現型を確認したところ、rict-1 変異体や sinh-1 変異体で見られたのと同様

に、低塩濃度・飢餓条件付け後に低塩濃度側に誘引される表現型を示した(図 5-7C)。

sgk-1(ok538)変異体は欠失変異によるフレームシフト、sgk-1(mg455)変異体はナンセ

ンス変異によりいずれもアクチベーションループの手前で翻訳が終了するはずである

ため、機能欠失型だと考えられる。pkc-2(ok328)変異体はフレームシフトにより 24 残

基で転写終結を迎えるため機能欠失型変異体だと考えられるが、pkc-2(tm409)変異体

は、欠失によるフレームシフトが起こらず、キナーゼドメイン中の 22 残基の欠失部位

を除いては翻訳されると予想されるため、機能が完全には失われていないかもしれない

(Steinberg, 2008) 。sgk-1(mg455)変異体と pkc-2(tm409)変異体は rict-1(ft7)変異体、

sinh-1(pe420)変異体と類似して、高塩濃度・餌あり条件付け後にも低塩濃度側に誘引

された(図 5-7C)。これら結果は、sgk-1 と pkc-2 が味覚忌避学習において TORC2 の下

流で機能する可能性を示唆するものである。 

 

 ここまで、rsks-1 と複数の TORC2 経路関連分子が味覚忌避学習に関与することを示

すデータを紹介してきたが、これらの分子は味覚忌避学習においてのみ機能しているの

だろうか。TOR 関連分子が他の連合学習の制御にも関わっている可能性を検討するた

め、飢餓と匂いの連合学習についても変異体の表現型を確認することにした。通常培養

条件では、N2は揮発性の匂い物質であるベンズアルデヒドに対して正の走性を示すが、

餌のない条件下でベンズアルデヒドに暴露することにより、ベンズアルデヒドを忌避す
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るようになることが知られている(Bargmann et al., 1993; Colbert and Bargmann, 

1995)。 

 この行動変化は餌の存在下では起こらないことから、順応ではなく匂いと餌情報の連

合学習であると考えられている(Nuttley et al., 2002)。先行研究の通り、N2 を 1 時間、

餌のない状態でベンズアルデヒドに晒すとベンズアルデヒドを忌避する傾向が見られ

た。rsks-1 変異体、pkc-2 変異体でも N2 と同程度、ベンズアルデヒドへの走性の低下

が見られたが、rict-1 変異体、sgk-1 変異体では条件付け後のベンズアルデヒドからの

忌避が弱まる傾向が見られた(図 5-9)。この結果より、rict-1、sgk-1 は、塩と飢餓の連

合学習以外の連合学習にも寄与していることが示された。 

 

図 5-9 RICT-1 と SGK-1 はベンズアルデヒドに対する嗅覚可塑性にも関与している

rict-1(mg360)及び sgk-1(ok328)変異体は、naïve 条件でのベンズアルデヒドへの走性には異常

を示さなかったが、ベンズアルデヒド曝露後にN2 に比べて有意にベンズアルデヒドに誘引され

る走性を示した。(Error Bars: SEM, N≧6, *:p<0.05 **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

5.4 akt-1 は味覚忌避学習において TORC2 と並行、または下流で機能する 
 TORC2 の下流分子と予想される akt-1、pkc-2、sgk-1 の 3 分子の変異体はいずれも、

飢餓後の味覚忌避学習に異常が見られているが、これらの分子が TORC2 の基質として

機能しているかはわからない。そこで、多重変異体を作製し、これらの遺伝学的相互作

用を調べることにした。機能低下型変異である rict-1(mg360)と機能喪失型変異である
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akt-1(ok525)の二重変異体は、低塩濃度・飢餓条件付け後に akt-1(ok525)、

rict-1(mg360)単独変異体よりも有意に低塩濃度側に誘引された(図 5-10A)。この結果は、

akt-1 と rict-1 が低塩濃度・飢餓条件付け後の塩走性において並行して機能しているこ

とを示唆しているように見える。一方で、akt-1 の機能獲得型変異と考えられている

akt-1(mg144)(Paradis and Ruvkun, 1998)は、rict-1(mg360)の塩走性異常を抑圧した

(図 5-10B)。これらの結果より、akt-1 は TORC2 と並行、または TORC2 の下流で機能

していると考えられる。 

 

図 5-10 AKT-1 は TORC2 の下流または並行に機能している A) 低塩・飢餓条件付け後、

rict-1;akt-1 変異体はそれぞれの単独変異より有意に低塩濃度に誘引された。B) 低塩・飢餓条件

付け後、akt-1(gf)変異は rict-1 変異体の表現型異常を抑圧した。 (Error Bars: SEM, N≧6, 

*:p<0.05, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

5.5 低塩濃度・飢餓後の塩走性制御において pkc-2 は神経で機能する 
 次に pkc-2 と rict-1 の関係について調べた。低塩濃度・飢餓条件付け後の条件におい

ては、 rict-1(mg360) と pkc-2(ok328) はいずれも低塩濃度に誘引されるが、

rict-1(mg360);pkc-2(ok328)二重変異体で、更に低塩濃度への走性が強まることはなか

った(図 5-11A)。このことは、この条件下で rict-1 と pkc-2 が同一経路内で機能してい

ることを示唆している。 
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図 5-11 RICT-1 と PKC-2 は同一経路で機能している 低塩・飢餓条件付け後に、rict-1;pkc-2

二重変異体はそれぞれの単独変異よりも低塩濃度側に誘引されることはなかった。 mg360; 

ok328 二重変異体については 2 系統作成して表現型を観察した。(Error Bars: SEM, N≧9, 

*:p<0.05, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

 pkc-2 がどこで機能しているかを調べるため、部位特異的に cDNAを発現させ、pkc-2

の走性異常が回復するかどうかを観察した。pkc-2 は多くの神経、筋肉、卵巣、腸など

で発現する(Islas-Trejo et al., 1997; Tabuse, 2002)。全神経での遺伝子発現を誘導す

る H20 プロモーター下で pkc-2 cDNA を発現させると、低塩濃度・飢餓条件後の pkc-2

の塩走性異常は完全に回復した。また、gcy-5 プロモーターを用いて ASER 神経のみに

発現を誘導した場合にも、高塩濃度への走性が N2 と同程度まで回復した（図 5-12)。

一方で、ges-1 プロモーターにより腸特異的に cDNA の発現を誘導した際には、異常は

回復しなかった（図 5-12）。これより、pkc-2 の ASER を含めた神経での活性が、低塩

濃度・飢餓条件付け後の塩走性制御に関わっているといえる。 

 一方、高塩・飢餓条件付け後には pkc-2(ok328)変異体は塩走性異常を示さないが、

神経特異的 cDNA 発現、及び ges-1 プロモーター下での腸特異的 cDNA 発現により、

有意に高塩濃度側に誘引されるようになった（図 5-12）。pkc-2 が高レベルで発現する

と、線虫の高塩濃度への移動が引き起こされるのかもしれない。 
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図 5-12 PKC-2 は ASER を含む神経で機能する 低塩・飢餓条件付け後の pkc-2(ok328)変異体

の表現型異常は、H20 プロモーター下での神経特異的 cDNA 発現により回復した。ASER 特異

的に遺伝子発現を誘導するgcy-5プロモーター下でもN2と同程度まで表現型の回復が見られた。

一方、高塩・飢餓条件付け後には pkc-2(ok328)変異体は塩走性異常を示さないが、神経特異的

cDNA 発現、及び ges-1 プロモーター下での腸特異的 cDNA 発現により、有意に高塩濃度側に

誘引されるようになった。(Error Bars: SEM, N≧6, 但し 100/food(-)の腸特異的発現のみ N=3 

*:p<0.05, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

3.6 UNC-18 の S322 のリン酸化状態が味覚忌避学習制御に関わっている 
 UNC-18は、シナプトブレビンやシンタキシンなどのSNAREタンパクと相互作用し、

プレシナプス部位においてシナプス小胞を膜に融合させる役割を担っており、神経伝達

物質の放出に必要である(Südhof, 2013)。PKC-2 がこの UNC-18 の S322 をリン酸化

するという報告があった(Edwards et al., 2012)ため、PKC-2 が UNC-18 S322 のリン

酸化を介したシナプス放出の制御により塩走性を制御しているのではないかと考え、

unc-18 変異体に S322 を擬似リン酸化、あるいはアラニン置換した UNC-18 を発現さ

せて、表現型を確認した。unc-18(e81)変異体は、正常に前進・後退運動を行うことが

できない uncoordinated（Unc）表現型を示すが、unc-18 プロモーター下で unc-18 

cDNA を発現させることにより、運動異常の表現型が野生株と同レベルまで回復

した（データ不記載）。また、S322 非リン酸化型 UNC-18(UNC-18 S322A)や S322

擬似リン酸化型 UNC-18(UNC-18 S322E)を発現させた個体でも、N2 と同様に正常な

前進・後退運動を行えるようになった（データ不記載）。そこで、これらの株を用い
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て味覚忌避学習の表現型を確認したところ、非リン酸化型(S322A)UNC-18 を発現させ

た個体では、N2 に比べて有意に高い塩濃度に誘引された(図 5-13)。擬似リン酸化型

（S322E）UNC-18 や野生型 UNC-18 を発現させた個体では、有意差はないものの、

N2 に比べて飢餓条件付け後に低塩濃度側に誘引されやすいように思われた（図 5-13）。

これより、UNC-18 の S322 のリン酸化状態が飢餓時の塩走性に関わっていることが示

唆された。この実験は、PKC-2 が UNC-18 の S322 をリン酸化しているのではないか

という仮説のもと行われた実験であるが、pkc-2 変異体が低塩濃度に向かう傾向が強ま

るのに対し、非リン酸化型 UNC-18 を発現させた株では逆に高塩濃度へ向かう傾向が

強まっており、当初の予想とは反対の結果である。このことから、PKC-2 非依存に制

御されるUNC-18のS322リン酸化が味覚忌避学習には重要なのではないかと考えられ

る。                                                                                                                                                 

 

図 5-13 UNC-18の S322のリン酸化が味覚忌避学習に重要である S322をグルタミン酸置換、

またはアラニン置換した UNC-18 を発現させた unc-18 変異体は、正常に前進後退運動をする

ことができた。UNC-18(S322A)発現個体は、高塩・飢餓条件付け後に高塩濃度側に誘引される

走性を示した。(Error Bars: SEM, N≧5 *:p<0.05, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

5.7 味覚忌避学習の制御では SGK-1 は腸において TORC2 の下流で機能する  
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  次に、TORC2 と SGK-1 の遺伝学的相互作用を調べるため、多重変異体を作製して塩

走性の表現型を確かめた。rict-1(mg360); sgk-1(ok538)の Chemotaxis index と

rict-1(mg360)、sgk-1(ok538)各単独変異体の Chemotaxis index との間には有意差は

見られなかった(図 5-14A)。これより、TORC2 と SGK-1 が同一経路で機能しているこ

とが示唆された。 

 sgk-1(ft15)変異は、rict-1 変異体で観察される脂質の蓄積量が増加する表現型を抑圧

する変異体のスクリーニングで得られた変異であり、sgk-1 の機能獲得型変異であると

考えられている(Jones et al., 2009)。sgk-1(ft15)単独変異体は、味覚忌避学習において

N2 とほぼおなじ表現型を示した(図 5-14B)。sgk-1(ft15)は、rict-1(mg360)の塩走性異

常を抑圧した(図 5-14C)ことから、SGK-1 が TORC2 の下流で機能していることが確か

められた。 

 
図 5-14 味 覚 忌 避 学 習 に お い て SGK-1 は TORC2 の 下 流 で 働 い て い る  A) 

rict-1(mg360);sgk-1(ok538)二重変異体は、それぞれの単独変異と同様の表現型であったことか

ら、これらの分子は同一経路で機能していると考えられる。B) sgk-1(gf)変異体は N2 と同様の

表現型を示した。C) sgk-1(gf)変異は rict-1(mg360)の表現型異常を抑圧した。rict-1; sgk-1(gf)

二重変異体については 2 系統作成して表現型を観察した。(Error Bars: SEM, N≧6 *:p<0.05, 
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**:p<0.01 Dunnett’s test) 

 次に SGK-1 の機能部位を調べた。先行研究によれば、SGK-1 は腸と幾つかの神経で

発現していると報告されていた(Hertweck et al., 2004)。SGK-1 には 2 種類のアイソフ

ォームが報告されており、今回、アイソフォーム a とアイソフォーム b の間で発現部

位に差があるかを検証するために 2 種類のプロモーターに蛍光タンパク質 venus を繋

いだものを発現させ、観察した(図 5-15A)。sgk-1 プロモーターa 下で venus を発現さ

せた個体では、腸で強い蛍光が見られたが神経細胞での蛍光は観察できなかった（図

5-15B、C）。また、sgk-1 プロモーターb下で venus を発現させた個体でも、腸や頭部

の幾つかの細胞において蛍光が見られたものの神経細胞での蛍光は見られなかった（図

5-15D、E）。先行研究と異なり神経での発現がいずれのプロモーターでも見られなかっ

た原因として、Hertweck らが sgk-1 の上流領域に加えてイントロン領域の一部も用い

ていたのに対し、本研究ではこの領域を利用しなかったためである可能性がある。 
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図 5-15 本研究で作製した sgk-1 プロモーターは腸での遺伝子発現を誘導する 説明は次頁 

図 5-15 本研究で作製した sgk-1 プロモーターは腸での遺伝子発現を誘導するA) sgk-1 isoform 

a、isoform b それぞれのプロモーターとして設定した X染色体上領域の模式図。B) sgk-1 プロ

モーターa下で venus を発現させると、腸で強い蛍光が観察された。左：明視野 中央：venus

の蛍光 右：重ねあわせ 白バー；100 μm C) sgk-1 プロモーターa::venus 発現個体の頭部拡

大画像。神経での発現は観察されなかった。白バー；30 μm D) sgk-1 プロモーターb下で venus

を発現させると、腸で蛍光が観察された。Aに比べて頭部側の蛍光はやや弱いように見えた。左：

明視野 中央：venus の蛍光 右：重ねあわせ 白バー；100 μm E)sgk-1 プロモーターb::venus

発現個体の頭部拡大画像。神経での発現は観察されなかった。白バー；30 μm 

 

 sgk-1a プロモーター下で sgk-1 アイソフォーム a を発現させた場合も、sgk-1b プロ

モーター下で sgk-1 アイソフォーム b を発現させた場合も、低塩・飢餓後の

sgk-1(ok538)の塩走性異常を有意に回復した(図 5-16A、B)。腸特異的に発現誘導する

ges-1 プロモーター下で sgk-1 isoform b を発現させた場合には N2 と同程度まで塩走

性異常が回復したが、神経特異的に発現誘導する H20 プロモーター下で発現させた際

には、有意な塩走性異常の回復は見られなかった(図 5-16A)。これより、神経ではなく

腸での sgk-1 の機能が味覚忌避学習に重要であることが確かめられた。また、sinh-1

についても機能回復実験を行ったところ、腸のみでの cDNA の発現により、変異体の

塩走性異常が完全に回復した(図 5-16C)。 
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図 5-16 TORC2と SGK-1は味覚忌避学習制御において腸で機能する 説明は次ページ 
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図 5-16 TORC2と SGK-1は味覚忌避学習制御において腸で機能する	
 A)sgk-1 bプロモーター

下、及び腸で遺伝子発現を誘導する ges-1プロモーター下で sgk-1 isoform bを発現させると、

低塩・飢餓条件付け後の sgk-1変異体の表現型異常が有意に回復したが、神経特異的に発現誘導

する H20 プロモーター下では、回復は見られなかった。B)sgk-1 a プロモーター下で sgk-1 

isoform aを発現させると、低塩・飢餓条件付け後の sgk-1変異体の表現型異常が N２と同程度

まで回復した。C)TORC2の構成分子である sinh-1の cDNAを ges-1プロモーター下で発現さ

せた場合も、低塩・飢餓条件付け後の sinh-1変異体の表現型異常が N２と同程度まで回復した。

(Error Bars: SEM, N≧6, 但し A の 100 mM/-food の神経特異的発現のライン#2 のみ N=1 

*:p<0.05, **:p<0.01 Dunnett’s test) 

 

 TORC2 は Akt1 や cPKC、Sgk1 などの AGC キナーゼの疎水性モチーフ（HM: 

Hydrophobic motif)とターンモチーフ（TM: Turn motif)をリン酸化することが知られ

ている(Cybulski and Hall, 2009; García-Martínez and Alessi, 2008). SGK-1 のリン

酸化状態が味覚忌避学習に関与しているかを調べるために、擬似リン酸化型、または非

リン酸化型 SGK-1 を rict-1 変異体に発現させて表現型を調べることにした。線虫の

SGK-1 においては S424 が TMのリン酸化部位、T444 が HMのリン酸化部位と考えら

れる（図 5-17）ため、これらのリン酸化部位をアラニンに置換してリン酸化が起こら

ないようにした SGK-1（S424A、T444A)と、擬似リン酸化型の SGK-1（S424E、T444E)

を腸のみで発現するようにしたコンストラクトを rict-1(mg360)変異体に導入した。そ

の結果、非リン酸化型 SGK-1 を発現させた個体では rict-1 変異体と同様の表現型を示

したのに対し、擬似リン酸化型の SGK-1 を発現させた個体では rict-1 変異体の塩走性

異常が部分的に回復した(図 5-18)。これより、腸で SGK-1 が TORC２の下流で機能し

ていることが確かめられ、また、TORC2 により SGK-1 が直接リン酸化されている可能

性が示唆された。 
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図 5-17 線 虫 の SGK-1 と マ ウ ス の Sgk1 の 比 較  解 析 は Clustal 

W(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)、 Weight Matrix は GONNET を用いて行った。マ

ウス T256 は activation loop の活性部位(Wang et al., 2004)、マウス S397 が Turn Motif、マ

ウス S422 が Hydrophobic Motif の活性部位と考えられている(García-Martínez and Alessi, 

2008)(Chen et al., 2009)。 
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図 5-18 擬似リン酸化型の SGK-1 は rict-1 の表現型異常を抑圧する  SGK-1 の HMと TMの

活性部位をアラニンに置換したものを rict-1 変異体の腸で発現させても、低塩・飢餓条件付け後

の rict-1 変異体の表現型は変わらなかったが、HM と TM の擬似リン酸化型を腸特異的に発現

させると rict-1 変異体の異常を抑圧する。(Error Bars: SEM, N≧6, *:p<0.05, **:p<0.01 

Dunnett’s test) 

 

5.8 DAF-16 と SGK-1 は味覚忌避学習において並行に機能している 
 SGK-1、DAF-16 共に寿命制御や耐性幼虫形性に関わることが知られており、sgk-1

変異体の異常を daf-16 変異体が抑圧することから、これらの現象については SGK-1 の

下流で DAF-16 が機能すると考えられている(Hertweck et al., 2004; Xiao et al., 

2013a)。そこで、味覚忌避学習においても DAF-16 が TORC2 や SGK-1 の下流で機能

しているか確かめた。daf-16 の機能欠失型変異である daf-16(mgDf47)は、単独でも味

覚忌避学習に異常を見せる（図 5-19A）。daf-16(mgDf47);rict-1(mg360)の二重変異体

は、daf-16(mgDf47)、rict-1(mg360)各単独変異よりも有意に低塩濃度側に誘引される

表現型を示したことから、TORC2 と DAF-16 は並行に機能していることが示唆された

（図 3-19A）。また、sgk-1(gf)が daf-16(mgDf47)の表現型を有意にサプレスしたことか

ら、味覚忌避学習は少なくとも DAF-16 が SGK-1 の下流で機能するという寿命制御や

耐性幼虫形性制御とは異なる機構で制御されているようだ(図 5-19A)。これらの結果か



 71 

ら、TORC2/SGK-1 経路と DAF-16 が並行して機能していると考えられる。 

 

 

図5-19 rict-1とdaf-16はおそらく並行に機能している A)daf-16;rict-1二重変異体の表現型は、

それぞれの単独変異体に比べて有意に低塩濃度側に誘引された。B)sgk-1(gf)変異体は、daf-16

変異体の表現型異常を抑圧した。(Error Bars: SEM, N≧6, *:p<0.05, **:p<0.01 Dunnett’s test) 
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第六章 第五章の考察 
 

6.1 味覚忌避学習における TORC1 と TORC2 の役割 

 TORC1 の下流分子 S6K のホモログである rsks-1 の変異体は、飢餓条件付け後に N2

に比べて高塩濃度に寄りやすい表現型を示した(図 5-5)。一方で、TORC2 の構成分子で

ある rict-1 や sinh-1、下流分子と思われる sgk-1 や pkc-2 の変異体は、N2 よりも低塩

濃度側に誘引される行動を示した(図 5-7)。この結果より、TORC1 は線虫の低塩濃度へ

の移動に、TORC2 は線虫の高塩濃度への移動に寄与していることがうかがえ、TORC1

と TORC2 が味覚忌避学習の制御において逆の機能を持っているように見える。 

  TORC1 と TORC2 が逆向きに機能する例はショウジョウバエや酵母などの他の生

物でも報告されている。例えば野生型の分裂酵母では、栄養枯渇条件では G1 期で停止

し有性生殖を行うようになるが、TORC2 が欠損すると G1 期に適切な停止を行うこと

ができないのに対し、TORC1 が欠損すると栄養が十分にある状態でも G1 期の停止が

起こり有性生殖を始めることが知られている(Otsubo and Yamamato, 2015)。また、

ショウジョウバエの軸索伸長に関して、TORC1 が軸索伸長を促進するように機能する

のに対し、TORC2 が軸索伸長を抑えるように機能することが明らかになっている

(Koike-Kumagai et al., 2009)。他の生物で見られる TORC1 と TORC2 が逆方向に現

象を制御する機構が、線虫でも保存されているのかもしれない。 

 TORC1シグナル伝達経路が栄養情報を伝達する分子経路として有名であることを考

えると、TORC1 が餌と塩濃度の連合学習である味覚忌避学習に関与しているのは自然

の事のように思われる。もし味覚忌避学習においても TORC1 が、酵母や哺乳類の研究

から明らかになっているように周囲の栄養状態を感知し、伝達する役割を担っていると

すると、変異体の表現型は餌あり条件付け後に異常を示すと考えられる。しかし、実際

には、RSKS-1 が欠損した際に飢餓後の条件で顕著な異常を示している。また、TORC2

経路の変異体は、餌の有無にかかわらず低塩濃度に誘引されていることから、TORC2

は栄養状態とは無関係に、塩濃度の感知か線虫の向かう塩濃度の決定に関与しているよ

うに思われる。線虫の走性制御においては、栄養シグナルとは別のシグナル入力が、

TORC1、TORC2 の活性を制御することにより下流の S6 キナーゼ、SGK-1、PKC-2 の

活性を制御していると考えられる。 
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6.2 TORC1 の神経における機能について 

 TORC1 の機能部位を調べるためには、Raptor をコードする daf-15 の機能部位を調

べるのが最良の方法だが、daf-15 の致死性がこれを非常に困難にしている。TORC1 の

下流分子S6キナーゼをコードするrsks-1変異体の味覚忌避学習異常が神経細胞特異的

な cDNA 発現により回復したことから、rsks-1 が神経において機能していることが明

らかになった（図 5-6）。また、rsks-1 変異体の塩走性異常がラパマイシン処理により

更に亢進しなかったことはRSKS-1が TORC1の下流で機能していることと矛盾しない。

これより、TORC1/S6 キナーゼ経路が神経で機能していることが確かめられた（図 5-8）。

S6キナーゼの下流ではmRNAの翻訳が制御されていることが知られており (Laplante 

and Sabatini, 2012; Takahara and Maeda, 2013)、TORC1/S6 キナーゼ経路が神経に

おいて翻訳段階でタンパク合成を制御することで塩走性をコントロールしている可能

性が考えられる。 

 daf-15変異体は餌が豊富にある条件下でも耐性幼虫を形成し、L3でアレストする(Jia 

et al., 2004)。一方で rsks-1 変異体や atg-13 変異体は耐性幼虫を形成せず成虫まで成

長し、ほぼ正常に繁殖する。このことから、TORC1 の下流では rsks-1、atg-13 以外に、

耐性幼虫形性に重要な未知の分子が機能していることが示唆される。この未知分子の探

索のためには、耐性幼虫形性の表現型を抑圧する変異体のスクリーニングなどが有効で

あると考えられる。 

 

6.3 腸における TORC2/SGK-1 経路の役割 

 sinh-1変異体とsgk-1変異体の味覚忌避学習異常は腸特異的なcDNA発現によりN2

と同程度まで回復したことから、TORC2/SGK-1 経路の腸での機能が味覚忌避学習に重

要であることがわかる（図 5-16）。これまでの塩と匂いの連合学習に関連した分子はい

ずれも神経での機能が重要であることが示されてきた(Ikeda et al., 2008; Iwata et al., 

2011; Matsuki et al., 2006; Tomioka et al., 2006)が、本研究において sgk-1 変異体の

異常は、神経での cDNA 発現では完全には回復しなかった。神経でなく非神経である

腸において SGK-1 が機能するという事実は、神経活動により行動が出力されることを

考えると非常に興味深い。sgk-1(mg455)変異体は飢餓条件においても餌あり条件にお

いても低塩濃度側に誘引されることから、SGK-1 が餌情報でなく塩濃度情報を伝えて

いることがうかがえる（図 5-7）。腸が線虫の行動出力を直接的に制御しているとは考
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えにくいので、腸における SGK-1 はおそらく塩濃度情報の感知に関与しているのだろ

う。 

 

6.4 腸における環境刺激の受容 

 線虫の腸が外部環境刺激を受容している例として、腸が温度変化を受容していること

を示す知見が報告されている(Sugi et al., 2011; Xiao et al., 2013a)。温度感受性の転

写因子であるHSF-1は温度走性に異常を示すが、この異常は腸または体壁筋でのcDNA

発現により回復することから、温度変化が神経ではなくこれらの組織で受容されている

ことが示唆されていた(Sugi et al., 2011)。hsf-1 変異体では温度受容神経である AFD

神経の温度上昇への応答が弱くなること、エストロゲン受容体 nhr-69 の欠損によりこ

の応答減弱が抑圧されることから、腸や体壁筋からのエストロゲンを介した AFD 応答

の制御が温度走性の制御に重要であることがわかっている。また、腸にカルシウムイン

ジケーターG-CaMP を発現させて観察すると、温度低下時に腸でのカルシウム濃度が

増加することがわかっている(Xiao et al., 2013b)。この腸における温度低下の感知は、

温度感受性 TRP チャネルである TRPA-1 を介していると示唆されている。味覚忌避学

習においても、腸で塩濃度情報が受容され、SGK-1 を介してエストロゲンのような内

分泌ホルモンの放出が行われることで神経機能が調節され、行動変化に結びついている

のかもしれない(図 6-1)。 

 腸で機能する SGK-1 の機能としてもう一つ考えられるのは、脂質代謝を介して味覚

忌避学習を制御しているという可能性である。rict-1 や sgk-1 の変異体では、線虫体内

の脂質の蓄積量が増加する表現型が報告されている(Jones et al., 2009; Soukas et al., 

2009)。同様の表現型は、すでに味覚忌避学習の欠損が明らかになっていたインスリン

/PI3K 経路の変異体でも観察される(Ashrafi, 2007)。インスリン/PI3K 経路と拮抗して

機能することが知られる daf-18 の変異体では、餌の有無にかかわらず低塩濃度に誘引

される表現型を示す(Kunitomo et al., 2013)が、この変異体では脂肪の蓄積量が減少す

ることがわかっている(Soukas et al., 2009)。この他にも、PUFAの合成に関わる fat-1、

fat-3、fat-4 など、脂質代謝に関わる遺伝子の変異体が塩と餌の連合学習に異常を持つ

例がいくつか知られている(Hukema et al., 2006)。また、当研究室では、線虫の塩走

性制御においてジアシルグリセロール(DAG)が重要な役割を果たすことを示してきた。

Gq/DAG 経路が活性化すると線虫は高塩濃度に向かいやすくなり、逆に不活性化する
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と低塩濃度に向かうようになる(Adachi et al., 2010; Iwata et al., 2011; Kunitomo et 

al., 2013; Matsuki et al., 2006; Tomioka et al., 2006)。さらに、インスリン経路にお

いては膜脂質である PIP2 や PIP3 がシグナルを伝達している。以上のことを踏まえる

と、塩走性において細胞内の脂質組成が果たす役割は大きそうに思える。

TORC2/SGK-1 経路が腸で線虫の脂質代謝を介して細胞の脂質代謝を制御し、細胞の脂

質構成を変化させて行動制御に影響を与えているという仮説は、突飛なようだが検討の

余地があるかもしれない。 

 

6.5 神経における PKC-2 の役割 

 SGK-1が腸で機能するのに対し、PKC-2は神経で機能することが示された（図 5-12）。

また、神経で PKC-2 を過剰に発現すると、野生型よりも更に高塩濃度に誘引されるこ

とも分かった。この結果より、PKC-2 は神経で機能して、線虫を高塩濃度へ向かわせ

ていると考えられる。これまでに明らかになっている PKCαの主な役割は、アクチン

骨格の制御であり、実際マウスの神経では PKCα がアクチン骨格制御によりスパイン

の大きさを変化させていることが確かめられている(Huang et al., 2013)。線虫におい

てはスパインのような構造は報告されていないが、アクチン骨格制御によりプレシナプ

スやポストシナプスの構造変化を制御している可能性は十分に考えられる。 

 PKC-2 が UNC-18 の活性を制御しているという仮説も考えられる。UNC-18 はシン

タキシンやシナプトブレビンと結合し、シナプス小胞のプライミングを制御していると

考えられている(Südhof, 2013)。UNC-18 の活性化には PKCs が必要であることが分か

っており(Edwards et al., 2012; Palfreyman and Jorgensen, 2007; Sassa et al., 1996)、

線虫で PKC として報告されている PKC-1、PKC-2、TPA-1 のいずれか、あるいはすべ

てが UNC-18 の活性を制御しているのではないか。PKC-2 が UNC-18 の S322 をリン

酸化するという報告があったため(Edwards et al., 2012)、この残基の味覚忌避学習へ

の寄与を調べたが、PKC-2 が UNC-18 を制御しているという証拠は得られなかった（図

5-13）。UNC-18 の S322 をアラニン置換すると N2 に比べて有意に高塩濃度に誘引さ

れた。これは、N2 よりも低塩濃度に誘引される pkc-2 変異体の表現型と真逆であった

ことから、PKC-2 が UNC-18 の S322 リン酸化を介して味覚忌避学習を制御している

とは考えづらい。PKC-2 にリン酸化される UNC-18 の残基はいまのところ S322 以外

には知られていないが、他の残基のリン酸化を介して UNC-18 の活性を制御している
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可能性は否定されていない。 

 PKC-2 が TORC2 の下流で働いているという主張は、今のところ rict-1;pkc-2 二重変

異体で表現型が相加的にならないという結果にもとづいており、根拠としてはやや弱い。

PKC-2 も SGK-1 と同様、HMと TMが TORC2 によりリン酸化されることが知られて

おり(García-Martínez and Alessi, 2008)、もしリン酸化ミミック型 PKC-2 を TORC2

の変異体で発現させて TORC2 の異常を抑圧するならば、TORC2/PKC-2 経路が神経で

機能しているという主張をより強固にすることができるだろう。また、現在までに

TORC2 が神経で機能しているという証拠も得られていない。sinh-1 変異体の神経特異

的機能回復実験などを通して、TORC2 が神経で機能しているか否かを確かめる必要が

ある。 

 

6.6 TORC2 シグナル伝達経路と AKT-1 の関係 

 PKC-2 と SGK-1 以外に、AKT-1 もまた TORC2 の有力な下流分子候補である。akt-1

の機能獲得型変異体が低塩・飢餓条件付け後の rict-1 変異体の塩走性異常を抑圧したこ

とは、AKT-1 が TORC2 の下流で機能するという仮説を支持するが、akt-1 と rict-1 が

相加的に機能しているように見える条件もある（図 5-10）。この結果は、TORC2 以外

の上流経路も AKT-1 の制御に関わっていることを意味している。先行研究より AKT-1

がインスリン/PI3K 経路の下流で機能している可能性が示されており(Tomioka et al., 

2006)おそらく AKT-1 はインスリン/PI3K 経路の下流で PDK-1 によるリン酸化を受け

ているのだろう。本研究で示したデータのみでは、AKT-1 が TORC2 の下流で機能す

ると主張するには不十分であるものの、インスリン/PI3K 経路と TORC2 経路という２

つの経路の制御を同時に受けている可能性は否定出来ない。 

 

6.7 AKT-1 の下流分子 

 本研究の目的の一つは、味覚忌避学習において AKT-1 により制御される下流分子を

探索することであった。AKT-1 などインスリン/PI3K 経路の分子が餌情報の伝達に関

与していると考えられているのに対し、本研究で新たに味覚忌避学習への寄与が明らか

になった RSKS-1 と TORC2 経路の分子は、塩濃度の情報を伝えているように見えるこ

とから、今回見つかった分子は、AKT-1 の主要な基質ではなさそうである。TOR の他

にも幾つかの下流分子候補を調べたが、akt-1 変異が示す最も顕著な異常である高塩・
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飢餓条件付け後に高塩濃度に誘引される表現型は今回調べたいずれの変異体において

も見られなかった。以上のことを踏まえると、これまでに見つかっている AKT-1 の下

流分子候補から逆遺伝学的に AKT-1 の基質を見つけるのは困難であると予想される。 

 また、これまで当研究室では塩走性に関わる順遺伝学的スクリーニングが複数回試み

られており、単純な順遺伝学的スクリーニングで取得される変異体が飽和してきている

ことから、単純な順遺伝学的スクリーニングによる下流分子の探索も困難が予想される。 

 AKT-1 の下流分子候補の一つとして、Gq/DAG 経路が挙げられる。第三章で述べた

ように、Gq/DAG 経路の変異は、PTEN/DAF-18 を欠損した変異体の異常を抑圧する。

これに加え、Gq/DAG 経路は UNC-13 や UNC-18 などのシナプス放出の制御に関わる

分子を制御すること(Palfreyman and Jorgensen, 2007)、インスリン/PI3K 経路、

Gq/DAG 経路が共に ASER で機能していること(Adachi et al., 2010)を考えると、イン

スリン/PI3K 経路の下流で Gq/DAG 経路を介したシナプス放出制御により線虫の好む

塩濃度を変化させている可能性は濃厚である。インスリン/PI3K の下流で機能する

PDK1 は PKCs のアクチベーションループをリン酸化することが知られており(Toker 

and Newton, 2000)、PKCs のリン酸化状態が線虫の味覚忌避学習制御の鍵になってい

るかもしれない。 

 

6.8 線虫の神経における TOR の機能解析の展望  

 線虫のRaptorをコードするdaf-15やRictorをコードするrict-1が発見されて(Jia et 

al., 2004; Jones et al., 2009; Soukas et al., 2009)以降、線虫の TORC1 と TORC2 の

代謝や寿命制御、発生における役割は比較的よく調べられてきたが、神経におけるこれ

らの分子の機能を調べた例はなかった。今回、本研究で初めて C. elegans の TOR の連

合学習への寄与が明らかになった。シンプルな神経系を持つ線虫での研究が進むことで、

in vivo での神経における TOR の普遍的な機能の解明に繋がることが期待される。特

に TORC2 の機能解析については、線虫の変異体が生存可能であるという利点が活かさ

れるだろう。 

 Rictor のホモログの rict-1 でこれまで報告されてきた変異体はすべてミスセンス変

異であり、機能低下型変異体だと考えられている。一方、本研究で作製した

sinh-1(pe420)変異は 22 bp の欠失変異によりフレームシフトが起き、ストップコドン

により転写が終結する機能欠失型変異であると予想される。ハエやヒトの培養細胞で
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Sin1 が TORC2 の機能に必須であることから(Jacinto et al., 2006; Yang et al., 2006)、

sinh-1(pe420)変異体では TORC2 の機能が完全に失われている可能性が高い。

sinh-1(pe420)変異体を用いることで、TORC2 の機能に対する理解がより深まることが

期待される。 

 

 
図 6-1 味覚忌避学習を制御する TORC2 シグナル伝達経路のモデル 
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第七章 結論 
 
 本研究では、味覚忌避学習における TORC1 と TORC2 の関与を明らかにした。S6K
のホモログをコードする rsks-1 は、TORC1 の下流で機能し、飢餓後に N2 に比べて高

塩濃度に誘引される行動を示した。一方、TORC2 の構成分子である rict-1 と sinh-1、

TORC2 の下流で機能すると予想されている sgk-1 と pkc-2 の変異体は、N2 に比べて

低塩濃度に誘引される行動を示した。このことから、TORC1 と TORC2 が味覚忌避学

習制御を逆の方向に制御していることが示唆された。 

 組織特異的機能回復実験の結果から、RSKS-1 は神経で機能していることが明らかに

なった。RSKS-1 はその下流でmRNA の翻訳を制御することが知られており、翻訳調

節が味覚忌避学習制御に関与していることが示唆された。一方、TORC2 の下流分子と

予想される SGK-1 と PKC-2 は、それぞれ腸と神経という別々の組織で機能することが

明らかになった。TORC2/SGK-1 経路は腸において塩濃度シグナルの伝達を仲介し、内

分泌など何らかの方法で塩濃度情報を神経に伝えていることが予想される。神経におい

ては PKC-2 はおそらく TORC2 の下流で機能し、アクチン骨格の制御やシナプス放出

の制御などを通して塩走性を制御しているかもしれない。 

 本研究は、C. elegans で初めて TOR の連合学習への寄与を明らかにした点で意義深

い。シンプルな神経系を持ち、TORC2 の機能が欠失しても生存可能な線虫での研究が

進めば、in vivo での神経における TOR の普遍的な機能の解明に繋がることが期待で

きる。 
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