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1. 序 論 
 
1.1. ミトコンドリアと老化の関わり 
 

 ミトコンドリアは真核細胞において酸化的リン酸化により ATP のほとんど

を産生する主要な細胞内小器官（オルガネラ）であり、細胞の分裂と分化に重

要な役割を果たしている[1-3]。さらにミトコンドリアは細胞の生存だけではな

くアポトーシスのシグナル伝達においても中心的な役割を担っており[4]、細胞

増殖の制御に多大な影響を及ぼしている。これらに付随して多くの研究により

正常な個体発生におけるミトコンドリアの必要性が報告されている[5-8]。以上

のことはミトコンドリアが細胞機能の維持に必要であり、多細胞生物の生存に

不可欠であることを示している。しかしながら、ミトコンドリアは活性酸素種

（Reactive Oxygen Species : ROS）の主要な発生源でもあり[9]、DNAやタンパ

ク質など様々な生体成分に酸化傷害を与える要因となっている[10, 11]。これら

の傷害は加齢に伴い蓄積していき、細胞内の恒常性を破綻させて細胞機能低下

をもたらし、やがては生命活動を支える機能全体の衰退という「老化」をもた

らすと考えられている。このように、ミトコンドリアは、いわゆる「老化のフ

リーラジカル説」に基づいて個体老化の進行に深く関与していると考えられて

いる[12-14]。 

 老化の進行に関連して、様々な種におけるミトコンドリアで加齢に伴う呼吸

活性の低下や ATP産生能の低下およびミトコンドリア DNA（mtDNA）の変異

蓄積が観察されている[11, 15]。これらの変化は ROS による酸化傷害が直接的

な要因と考えられており、老化を促進させることが示されている。実際に、
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mtDNA の修復能を低下させたマウスでは早期のミトコンドリア機能低下とア

ポトーシスの誘導が観察され、様々な早老症状と寿命短縮が起こる[16, 17]。こ

れらのことから、ミトコンドリアの機能低下は細胞活動の衰えや細胞数の減少

をもたらし、やがては個体レベルでの老化を生じさせると考えられている。ま

た、老化に関連したアルツハイマー病など神経変性疾患の発症にも ROS産生と

ミトコンドリアの機能低下が関わることが報告されている[18]。 

 ミトコンドリアと老化の関連性は老化モデル生物・線虫 Caenorhabditis 

elegansにおいても示されている。線虫における mev-1変異体と gas-1変異体で

は ROS発生量の増加が観察されており、酸化ストレスに弱く寿命が短い[19-22]。

mev-1 遺伝子と gas-1 遺伝子はそれぞれ呼吸鎖複合体 II のコハク酸脱水素酵素

におけるシトクロム bと呼吸鎖複合体 IのNADH－ユビキノン酸化還元酵素にお

ける 49-kDa をコードしている。これらとは逆に、線虫における長寿命変異体

daf-2では抗酸化酵素 SOD（superoxide dismutase）の活性が高いため酸化ストレ

スに強く老化が遅い[23, 24]。 

 以上のことは、ミトコンドリアが細胞機能の維持において中核を成す重要な

役割を担っており、老化に関連した細胞機能低下や疾患を制御する主要なオル

ガネラであることを示唆している。 

 

1.2. ミトコンドリアにおけるmthsp70の役割 
 

 ミトコンドリアの機能維持において重要性が高いと考えられる因子にミトコ

ンドリア熱ショックタンパク質70（Mitochondrial Heat Shock Protein 70 : mthsp70）

がある。mthsp70はミトコンドリアのマトリックスに局在するHSP70ファミリー
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に属しており、種を超えてよく保存されている。mthsp70はミトコンドリア・マ

トリックス内へ輸送されてきたタンパク質を細胞質側からマトリックス側へと

引き込む分子モーターとして機能しており、さらにマトリックス内で分子シャ

ペロンとしてフォールディングの補助も行っている[25, 26]。特に、ミトコンド

リアを構成するタンパク質の99%以上は核DNAにコードされているため、ミト

コンドリアが正常に機能するためにはミトコンドリアへのタンパク質輸送が正

常に行われる必要がある。このように、mthsp70はミトコンドリアおけるタンパ

ク質の品質管理に必須の役割を果たしており、ミトコンドリアの機能維持に重

要である[27-29]。 

 哺乳類細胞におけるmthsp70であるmortalin/GRP75は細胞増殖の調節に関与す

ることが報告されており、mortalinの発現抑制により癌細胞の増殖が阻害される 

[30]。出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeにおけるmthsp70のオルソログSSC1の欠失

変異体は致死であり、mthsp70が細胞の生存に必要不可欠であることを示してい

る[31-33]。加えて、線虫C.elegansにおけるmthsp70オルソログと考えられる

hsp-6/hsp70F遺伝子のRNAiによる抑制は胚性致死や成長停止、不妊などの表現型

をもたらし、hsp-6が個体発生にも必須であることを示唆している[34, 35]。 

 これらとは対照的に、ヒト繊維芽細胞においてmortalinを過剰発現させること

で分裂寿命を延長させることが示されており[36]、線虫においてもhsp-6を過剰発

現させることで寿命が延長することが報告されている[37]。また、mortalinを過

剰発現させたPC12細胞ではROSの蓄積が抑制される[38]。 

 以上のことは、mthsp70が正常なミトコンドリアの機能と恒常性の維持に必要

であると同時に、細胞増殖と個体発生に重要な役割を果たす因子であることを
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示唆している。 

 

1.3. 研究目的：発生完了後の個体におけるmthsp70の機能解析 
 

 しかしながら、mthsp70のノックアウトは細胞分裂の抑制をもたらし致死とな

ることから、これまで発生過程が完了した後の多細胞生物におけるmthsp70が果

たす役割は解析されていなかった。mthsp70はミトコンドリア機能の制御に深く

関わるため、ミトコンドリアと老化の相互関係を明らかにする上で非常に重要

な因子であると考えられる。近年、パーキンソン病患者の脳においてmortalin / 

mthsp70の量が減少していることが報告され[39]、個体における分裂終了細胞で

mthsp70が果たす役割も重要であることが示唆されている。 

 そこで、本研究では発生完了後の多細胞生物におけるmthsp70の役割を解明す

ることを目的として、線虫の成虫期からhsp-6の発現抑制を行い、その影響の解

析を行った。成虫になった線虫は体細胞分裂を行わないため、mthsp70の発現抑

制による個体レベルでの機能解析が可能である。さらに、この特徴から分裂終

了細胞に加齢とともに蓄積される傷害とミトコンドリア機能の相互関係を解析

するのにも適している。本研究によるmthsp70の機能解析により、ミトコンドリ

アがもたらす老化進行過程のメカニズムに新たな知見がもたらされることが期

待される。 
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2. 結 果 
 
2.1. HSP-6のミトコンドリア局在 
 

 C.elegans の HSP-6 はアミノ酸レベルでマウスの mthsp70/mortalin/Grp75 と

77%、酵母の Ssc1pと 63%の相同性を持ち、線虫における mthsp70オルソログ

と予想されている[37]。mthsp70 は N 末端側に両親媒性のαへリックス構造を

持ち、正電荷をもつ塩基性アミノ酸が一定間隔ごとに配置している。これは典

型的なミトコンドリア移行シグナルに見られる配列であり、この特徴は HSP-6

の N末端側にも見られた。このことから HSP-6もミトコンドリアに局在するこ

とが予想されるが、HSP-6 の細胞内局在は今まで調べられていなかった。そこ

ではじめに HSP-6の線虫における細胞内局在を確認した。 

 HSP-6の細胞内局在を確かめるために線虫の筋細胞でGFP融合HSP-6タンパ

ク質（HSP-6-GFP）を発現させた。若い成虫期の形質転換体をミトコンドリア

染色色素Mito Tracker Redを用いてミトコンドリアを染色し、レーザー走査型

共焦点顕微鏡下で観察した。体壁筋で発現させた HSP-6-GFP蛍光は、楕円形の

構造物が一定間隔ごとに筋繊維に沿って配置し、これが並行に整列していた

（Fig. 1A上段）。この蛍光パターンは過去の報告による線虫のミトコンドリア

形態と酷似しており[40, 41]、さらにMito Tracker Redによる蛍光と共局在を示

した。また、HSP-6 におけるミトコンドリア移行シグナルと予想される配列を

含んだ N末端側 38アミノ酸と GFPの融合タンパク質を同様にして線虫で発現

させ局在を観察したところ、HSP-6-GFPと同じパターンが確認された（Fig. 1A

下段）。 
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Fig. 1. HSP-6のミトコンドリア局在 

 A, HSP-6の細胞内局在を確認するために、HSP-6全長（HSP-6::GFP; 上段）あるいは HSP-6の N末端

側 38アミノ酸（38 a.a::GFP; 下段）と GFPの融合タンパク質を発現させた形質転換体を作製した。写真

はレーザー走査型共焦点顕微鏡下で写真撮影した形質転換体の体壁筋部分を示した。上下段とも左から

GFP蛍光、ミトコンドリア染色色素MitoTracker Red蛍光、GFPとMitoTracker Redの merge、位相差像で

ある。HSP-6::GFP と 38 a.a::GFPの両方ともMitoTracker Redと共局在を示した（上下段、mergeの黄色部

分）。スケールバー = 10 µm. 

 B, 線虫（野生株 N2）をホモジナイズして細胞抽出液を作製し、段階的な遠心分離により細胞分画を行

った。得られた全タンパク質画分（TF; 10 µg）、細胞質画分（PMS; 10 µg）、ミトコンドリア画分（MF; 1 µg）

を用いてウエスタンブロッティングを行った。ブロットは示した各ミトコンドリアマーカー（HSP-6, 

HSP-60, ATP-2と CLK-1）と細胞質マーカー（HSP-1と ACTIN）の抗体と反応させ検出を行った。非特異

的に検出されたバンドにアスタリスクを付した。方法の詳細は「材料と方法」の貢に記した。 

 

 

 さらに生化学的手法で HSP-6の細胞内局在を確認するため、線虫をホモジナ

イズして調製した線虫抽出液を段階的な遠心分離により全タンパク質画分、ミ

トコンドリア画分、細胞質画分に細胞分画し、HSP-6 特異抗体を用いたウエス

タンブロッティングで HSP-6の検出を行った。その結果、HSP-6は明らかにミ

トコンドリア画分に濃縮されており細胞質画分にはほとんど検出されなかった

（Fig. 1B）。これは他のミトコンドリアマーカーの F1-ATPase βサブユニット

ATP-2 [42, 43], ミトコンドリアにおけるシャペロニン HSP-60 [40], ユビキノン
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合成酵素 CLK-1 [44]と同様の結果であった。細胞質局在が明らかなアクチンと

HSP-1 は細胞質画分に検出され、ミトコンドリア画分には全く検出されなかっ

た。この結果は細胞質画分から効率良くミトコンドリア画分が分離できている

ことを示している。 

 他生物との高い相同性と本実験で新たに明らかになったミトコンドリア局在

性から、HSP-6 は線虫における mtHSP70 オルソログであると結論した。また、

HSP-6 の N 末端側 38 アミノ酸がミトコンドリア移行シグナルとして機能して

いることが明らかになった。 
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2.2. RNAiによる HSP-6抑制とそのミトコンドリア機能と形態への影響 
 

 HSP-6の成虫個体における役割を調べるために、feeding RNAi法による特異

的な HSP-6抑制を行った。線虫における HSP-6の抑制は胚性致死あるいは幼虫

段階での成長停止をもたらすため[34, 35]、RNAi処理は卵孵化後 3日の発生が

終了した若い成虫期（young adult stage）から行った。hsp-6 RNAi 処理

（hsp-6(RNAi)）開始から 2日後にタンパク質試料を回収しウエスタンブロッテ

ィングにより HSP-6のタンパク量を確認したところ、HSP-6は明らかに減少し

ていた（Fig. 2A）。これに対し、hsp-6に最も高い相同性を持つ hsp-1遺伝子の

発現は hsp-6の RNAiで減少しなかった（Fig. 2A）。このことは本実験における

hsp-6の RNAiが特異的であることを示している。 

 HSP-6 ノックダウンによるミトコンドリアへの影響を確認するため、ミトコ

ンドリアの形態および膜電位、ATP量を調べた。まず hsp-6(RNAi)線虫とコント

ロールである mock処理線虫のミトコンドリアを Mito Tracker で染色し、その

形態を観察した。mock 処理 2 日後の体壁筋におけるミトコンドリアは

HSP-6-GFP発現線虫の観察時と同様で、楕円形のミトコンドリアが筋繊維に沿

って並行に整列しているといった規則的な配置をしていた（Fig. 2B）。これに対

し、hsp-6(RNAi) 2日後の線虫のミトコンドリアではコントロール線虫で見られ

た規則的な配置が失われ、細長く伸長し頻繁に筋繊維を越えて互いに繋がって

いるという異常が観察された（Fig. 2B）。また、ミトコンドリア膜電位依存的に

取り込まれるMitoTrackerで染色したhsp-6(RNAi)線虫で観察される蛍光強度は、

処理後 4日の時点でコントロールに比べて明らかに弱く（Fig. 2C）、hsp-6(RNAi)
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によりミトコンドリアの膜電位が低下していることを示唆していた。これに付

随して、hsp-6(RNAi)線虫における ATP量を調べたところ、処理後 2日の時点で

はコントロール線虫と差は見られなかったが、処理後 4日の時点で hsp-6(RNAi)

線虫の ATP量はコントロールの約 50%まで減少していた（Fig. 2D, Table I）。こ

れらの結果より、HSP-6 の抑制によりミトコンドリア形態の異常や膜電位の低

下、ATP量の減少などミトコンドリアの機能阻害がもたらされることがわかっ

た。 
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Fig. 2. HSP-6ノックダウンによるミトコンドリアへの影響 

 A, 卵孵化から 3日後の若い成虫（young adult stage）をコントロールの mock（m）あるいは hsp-6(RNAi)

（i）プレートに移し、2日間飼育した。その後、各線虫からタンパク質試料を作製し、示した各抗体（HSP-6, 

HSP-1 と ACTIN）を用いたウエスタンブロッティングを行った。hsp-6(RNAi)により HSP-6 が特異的に減

少した（D2, i）。 

 B, mockあるいは hsp-6 RNAi処理を 2、7、12日間行った線虫のミトコンドリアを染色し、焦点顕微鏡

で体壁筋におけるミトコンドリア観察を行った（D2, D7, D12）。ミトコンドリア染色法の詳細は「材料と

方法」の貢に記した。露光時間は明確な像を得るために調節した。スケールバー = 10 µm. 

 C, mockあるいは hsp-6 RNAi処理を 4日間行った線虫をミトコンドリア染色し、蛍光顕微鏡下で観察し

た。mock と RNAi の蛍光強度を比較するために同一の露光時間で蛍光撮影を行った。上段は線虫の全身

像で、下段は胴体部の拡大図である。スケールバー = 200 µm. 

 D, mockあるいは hsp-6 RNAi処理線虫の ATP量の測定を行った。方法の詳細は「材料と方法」の貢に

記した。実験は 3回行い、その平均値を用いてグラフ化した。誤差棒は SEを示す。各実験結果の値と有

意差検定の結果は Table Iに記した。 
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Table I  ATP量の測定  

 ATP量（ATP [nmol] / protein [mg])の測定結果を示した。. 

 Day 
Genotype and  

Treatment 
Exp. I Exp. II Exp. III Overall mean a t-test b 

0 N2 c 1.9 1.6 2.0 1.9 ± 0.2   

2 N2 mock 4.3 6.0 5.7 5.3 ± 0.7  

 N2 RNAi 3.4 6.4 5.3 5.0 ± 1.3 P = 0.786 

4 N2 mock 7.4 9.7 5.2 7.4 ± 1.8  

  N2 RNAi 3.5 3.2 4.3 3.7 ± 0.4 P = 0.048 
a ATP量の平均値（実験 3回分）± SD. 

b 統計ソフトウェア Mini StatMateを用いて mock処理と RNAi処理間の t検定を行った。処理 2日の時点

では有意差がないが（P = 0.786）、処理 4日の時点で有意差がみられる（P = 0.048）。また、Microsoft Excel

で二元配置分散分析（ANOVA）を行った結果、ATP 量に対する RNAi 処理の効果は有意であった（P = 

0.033）。ATP量に対する加齢の効果もまた有意であった（P < 0.001）。さらに、RNAi処理と加齢は相互作

用があり（P = 0.033）、ATP量に対して相乗効果があることを示している。 

c 未処理の線虫（卵孵化 3日後の young adult） 

 
 

 ミトコンドリアにおける ATP産生は、呼吸鎖複合体で形成される膜電位で駆

動するミトコンドリア内膜の F0F1-ATPaseで行われている[45]。HSP-6の抑制に

より ATP 量の減少が観察されたため F0F1-ATPase を調べたところ、F1-ATPase

の βサブユニットである ATP-2の発現量が hsp-6(RNAi) 4日目の時点で明らか

に減少していることがわかった（Fig. 3, D4）。同様にミトコンドリアにおける

ユビキノン合成酵素CLK-1およびシャペロニンHSP-60の発現量も hsp-6(RNAi)

により減少した（Fig. 3下段）。HSP-6の発現量は hsp-6(RNAi) 2日目の時点で

mockの 10 – 15%まで低下しているのに対して、ATP-2は約 45%、HSP-60は約

60%であった。hsp-6(RNAi) 4日目ではさらに減少し、ATP-2はコントロールの

約 40%、HSP-60は約 50%、CLK-1は約 60%まで減少した。これらの結果は、
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HSP-6 がこれらのミトコンドリアタンパク質量の維持に必要であることを示し

ている。従って、先の実験で明らかになった hsp-6(RNAi)による ATP 合成阻害

は、ATP-2・HSP-60・CLK-1などのミトコンドリア局在タンパク質が減少した

結果として引き起こされたと考えられる。 

 

 
 
 
Fig. 3 HSP-6抑制による ATP-2, CLK-1, HSP-60の減少 

 mock（m）あるいは hsp-6 RNAi（i）処理を 1、2、4、7、10日間行った線虫からタンパク質試料を調整

し（D1 – D10）、ウエスタンブロッティング法により示した各タンパク質の検出を行った。HSP-6, HSP-1, 

ATP-2, HSP-60, ACTINの検出には 10 µg、CLK-1には 30 µgのタンパク質を用いた。 
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 興味深いことに、体壁筋におけるミトコンドリア形態は mock 処理 7 日目の

時点で細長く伸長して成虫成熟後初期に見られる規則性が失われている傾向に

あることが観察された（Fig. 2B. mock D7）。さらに 12日目以後はミトコンドリ

アの断片化が観察された（Fig. 2B. mock D12）。この加齢に伴うミトコンドリア

形態の変化は hsp-6(RNAi)線虫でも早期に類似した傾向が観察されるが（Fig. 2B. 

hsp-6(RNAi)）、mockに比べてその細長い伸長と断片化の傾向が強く、ミトコン

ドリアの機能低下に付随した結果であると思われる。 
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2.3. hsp-6(RNAi)による生殖腺機能の阻害 
 

 分裂が終了した体細胞から成る成虫個体のHSP-6抑制はミトコンドリア機能

の低下をもたらしたが、急性的な致死とはならなかった。ところが、胚発生時

からの HSP-6の抑制は胚性致死や幼虫段階での成長停止、不妊などの表現型を

もたらすことがわかっている[34, 35]。そこで、HSP-6の抑制により成虫の生殖

腺における卵形成能が阻害されることが予想されたため、hsp-6(RNAi)線虫の産

卵能力について調べた。 

 コントロールの線虫は卵を産み始める若い成虫期から約 3日間正常な受精卵

の産卵を行い、その後はやや不鮮明かつ茶色を呈する小さい未受精の卵母細胞

を数日間に渡り産卵した。これに対して hsp-6(RNAi)線虫は若い成虫期から 2日

間産卵を行い、その後は全く産卵が観察されなかった。これらと対応して、産

卵開始から 10 日目のコントロール線虫の子宮内には未受精の卵母細胞が大量

に蓄積しているのに対して hsp-6(RNAi)線虫の子宮内には卵母細胞が欠失して

いた（Fig. 4A）。さらに hsp-6(RNAi)線虫の生殖腺はコントロールに比べて全体

的に不透明で濃い茶色を呈するという特徴を示していた（Fig. 4B）。産卵能力を

定量的に解析するために若い成虫期から 3日間の総産卵数を計測したところ、

hsp-6(RNAi)線虫の産卵数はコントロールの約 36 %まで減少していた（Fig. 4C, 

Table II）。さらに hsp-6(RNAi)線虫の産んだ卵の約半数は少なくとも三週間は孵

化せず、発生に異常があることを示していた。これらの卵を顕微鏡下で拡大し

て観察した結果、様々な胚発生段階で細胞分裂が停止している様子が見られた

（Fig. 4D）。 
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 以上の結果から、hsp-6(RNAi)線虫の生殖腺における卵形成能は明らかに低下

しており、また卵における細胞分裂を停止させることで胚性致死を引き起こす

ことがわかった。 

 

 
Fig. 4 hsp-6 RNAiによる生殖腺阻害 

 mockあるいは hsp-6 RNAi処理線虫における卵形成能力を調べた。D2と D10はそれぞれ mock / RNAi

処理を 2日あるいは 10日間行ったことを示す。 

 A, mock / RNAi処理線虫（D10）を実体顕微鏡下で透過光観察し、写真撮影を行った。写真は各処理線

虫を 40 匹以上観察した中で典型的な個体を示した。アスタリスクは線虫の子宮を指している。スケール

バー = 200 µm. 

 B, mock / RNAi処理線虫（D2, D10）を位相差顕微鏡下で観察し、咽頭側の上半身を写真撮影した。Int, 腸

（前部） G, 生殖腺. スケールバー = 200 µm. 

 C, mock / RNAi処理線虫の産卵数を調べた。実験は 3回行い、その平均値を棒グラフ化した。棒グラフ
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のグレー部分は産卵されてから2日間以上経過しても孵化しなかった卵の数を示す。誤差棒はSEである。

各実験結果の値と有意差検定の結果は Table IIに記した。 

 D, hsp-6 RNAi処理で産卵後 2日以上孵化しなかった卵を写真撮影した。スケールバー = 10 µm. 

 
 
 
 
 
Table II  産卵数の測定 
 1匹の線虫が産んだ卵の平均数 ± SDを示した。括弧内の数字は測定した線虫の個体数である。 
 

Genotype and 

Treatment 
 Category Exp. I Exp. II Exp. III Overall mean t-test c 

N2 mock  Total a 284 ± 54 (10) 272 ± 53 (11) 267 ± 52 (10) 274 ± 52 (31)   

N2 RNAi     Total  103 ± 20 (10)  93 ± 15 (11) 104 ± 45 (11) 100 ± 29 (32) P < 0.001 

  Unhatched b   58 ± 12   44 ± 11   51 ± 14   51 ± 13   
 

a mock処理ではすべての卵が孵化した。 

b 
産卵後 2日以上経過しても孵化しない卵の平均数を Unhatchedに示した。 

c
統計ソフトウェアMini StatMateを用いて mock処理と RNAi処理間の t検定を行った。RNAi処理により

有意に産卵数が減少した（P < 0.001）。 
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2.4. HSP-6ノックダウンによる運動能力の低下と寿命短縮 
 

 ミトコンドリアの機能低下はヒトや線虫における自然老化に伴う運動能力の

低下と密接な関係にあることが報告されている[44, 46-49]。これまでに述べた実

験結果よりHSP-6の抑制によってミトコンドリアの機能低下が起こることが明

らかになった。そこで次に、hsp-6(RNAi)線虫の運動能力が低下しているかどう

かを確認した。 

 第一に運動能力の指標として線虫野生株のむち打ち運動経時的に計測した。

コントロール線虫の 1分間あたりのむち打ち運動回数は計測を開始した若い成

虫期を最高値としてその後は加齢に伴い徐々に低下していき、過去の報告に一

致していた[24, 50]。一方、hsp-6(RNAi)線虫のむち打ち運動も加齢に伴い徐々に

低下するというコントロールに類似した傾向を示したが、その加齢に伴う低下

速度はコントロールよりも明らかに早いことがわかった（Fig. 5A, Table III）。

計測した hsp-6(RNAi)線虫のむち打ち運動回数はコントロールと比べて、RNAi

開始後 6日の時点で約 60 %、9日の時点で約 35 %まで低下していた。これらの

傾向は長寿命変異体 daf-2でも同様であった（Fig. 5B, Table III）。 

 さらに運動能力の指標として線虫の咽頭部における咀嚼運動（pharyngeal 

pumping）を経時的に計測した。その結果、むち打ち運動と同様に、コントロ

ールと hsp-6(RNAi)線虫の pumping回数は加齢に伴って減少し、その減少速度は

hsp-6(RNAi)線虫の方がコントロールよりも早い傾向にあることがわかった（Fig. 

5C, Table IV）。hsp-6(RNAi)線虫の pumping回数は RNAi開始後 5日の時点でコ

ントロールの約 80 %、12日の時点で約 60 %まで低下していた。 
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 これらの結果から、HSP-6 の抑制により線虫の運動能力低下が起きることが

わかった。 

 

2.5. hsp-6(RNAi)線虫における寿命短縮 
 

 HSP-6 の抑制によりもたらされたミトコンドリア機能障害や運動能力の低下

は自然老化時にも観察される表現型であることから、HSP-6 の抑制が線虫の寿

命に影響するのかどうかを解析した。寿命の計測に関して RNAi 処理はこれま

でと同様に若い成虫期から開始して 2日から 4日毎に線虫の死亡数をカウント

した。培地プレートの壁での乾燥死や生殖腺の飛び出しなどによる事故死は死

亡数から除外した。寿命計測の結果、野生株において hsp-6(RNAi)線虫はコント

ロールと比較して死亡個体が観察され始める孵化後 10 日目までは大差がなか

ったが、それ以降の hsp-6(RNAi)線虫の死亡率が大きく最大寿命がコントロール

よりも 8日短かった。hsp-6(RNAi)線虫の平均寿命はコントロールと比較して約

15%短く、明らかな有意差があった（Fig. 5D N2, Table V）。これらの傾向は長

寿命変異体 daf-2でも同様であり、孵化から 30日目までは hsp-6(RNAi)とコント

ロールは差がない寿命曲線を描いたが、それ以降の hsp-6(RNAi)線虫の死亡率が

大きく、hsp-6(RNAi)線虫の最大寿命はコントロールよりも 11 日短かった。平

均寿命では hsp-6(RNAi)線虫の方がコントロールよりも約 15%短く、野生株と同

様に明らかな有意差が見られた（Fig. 5D daf-2, Table V）。これらの結果から、

線虫の成虫期から HSP-6を抑制することで寿命が短縮することがわかった。 
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Fig. 5 hsp-6(RNAi)線虫における運動能力低下と寿命短縮 

 mockあるいは hsp-6 RNAi処理を行い、運動能力と寿命の計測を行った。 

 A, B, 野生株 N2（A）あるいは daf-2変異体（B）におけるむち打ち運動を継時的に計測し（D0 – D10）、

3回行った実験の平均値を用いてグラフ化した。方法の詳細は「材料と方法」の貢に記した。誤差棒は SE

を示した。各実験結果の値と有意差検定の結果は Table IIIに記した。 

 C, N2 の咽頭部における咀嚼運動（pumping）を「材料と方法」の貢に記した方法で計測した。示した

棒グラフには 3回行った実験の平均値を用いた。誤差棒は SEである。各実験結果の値と有意差検定の結

果は Table IVに記した。 

 D, mock / RNAi処理を行った N2あるいは daf-2の 20˚Cにおける寿命計測を行い、その結果を寿命曲線

に示した。寿命曲線は 3回行った実験の計測値を統合して作製した。各実験の計測結果と有意差検定の結

果は Table Vに記した。 
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Table III  むち打ち運動の測定 
 測定したむち打ち運動回数の平均値 ± SDを示した。括弧内の数字は測定した個体数である。 

 

Day 
Genotype and 

Treatment 
Exp. I   Exp. II    Exp. III   Overall mean   t-test b 

0 N2 a 133 ± 14 (40)   117 ± 14 (40)   118 ± 9   (40)  123 ± 15 (120)   

2 N2 mock 104 ± 8 (20)    86 ± 13 (20)     94 ± 15 (20)  95 ± 14   (60)   

 N2 RNAi 104 ± 9 (20)    78 ± 24 (20)     82 ± 9 (20)  87 ± 18   (60)  P = 0.006 

4 N2 mock 78 ± 20 (20)    73 ± 20 (20)     79 ± 21 (20)  76 ± 20   (60)   

 N2 RNAi 76 ± 14 (20)    47 ± 19 (20)     58 ± 26 (20)  60 ± 23   (60)  P < 0.001 

6 N2 mock 59 ± 28 (20)    49 ± 14 (20)     64 ± 25 (20)  58 ± 24   (60)   

 N2 RNAi 36 ± 25 (20)    24 ± 15 (20)     37 ± 20 (20)  33 ± 21   (60)  P < 0.001 

9 N2 mock 31 ± 24 (20)    29 ± 20 (20)     41 ± 20 (20)  34 ± 22   (60)   

 N2 RNAi 11 ± 13 (20)    10 ± 10 (20)     15 ± 12 (20)  12 ± 12   (60)  P < 0.001 

           

0 daf-2 104 ± 6 (40)  116 ± 23 (40)  111 ± 18 (40)  110 ± 18 (120)   

2 daf-2 mock 90 ± 10 (20)    92 ± 11 (20)  85 ± 11 (20)  89 ± 11   (60)   

 daf-2 RNAi 83 ± 9 (20)    78 ± 22 (20)  68 ± 15 (20)  76 ± 17   (60)  P < 0.001 

4 daf-2 mock 82 ± 7 (20)    73 ± 26 (20)  73 ± 12 (20)  76 ± 17   (60)   

 daf-2 RNAi 67 ± 9 (20)    65 ± 19 (20)  57 ± 15 (20)  63 ± 16   (60)  P < 0.001 

6 daf-2 mock 79 ± 15 (20)    72 ± 25 (20)  74 ± 23 (20)  75 ± 21   (60)   

 daf-2 RNAi 57 ± 9 (20)    64 ± 25 (20)  55 ± 25 (20)  59 ± 21   (60)  P < 0.001 

10 daf-2 mock 80 ± 8 (20)    66 ± 33 (20)  69 ± 26 (20)  71 ± 25   (60)   

  daf-2 RNAi 51 ± 15 (20)     61 ± 27 (20)   47 ± 18 (20)   53 ± 21   (60)   P < 0.001 

 

a 未処理の線虫（卵孵化 3日後の young adult） 

b mock処理と RNAi処理間の t検定を処理期間（day 0 - 10）毎にMini StatMateで行った。野生株 N2と daf-2

の両者ともすべての時点において RNAi処理線虫のむち打ち運動回数は mockよりも有意に低かった。ま

た、Microsoft Excel で二元配置分散分析（ANOVA）を行った結果、むち打ち運動に対する RNAi 処理の

効果は有意であることがわかった（P < 0.001）。むち打ち運動に対する加齢の効果もまた有意であった（P 

< 0.001）。さらに、RNAi処理と加齢は相互作用があり（P < 0.001）、むち打ち運動に対して相乗効果があ

ることを示している。 
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Table IV  Pumpingの測定 

 5秒間あたりの平均 Pumping回数 ± SDを示した。括弧内の数字は測定した個体数である。 

 

Day 
Genotype and 

Treatment 
Exp. I   Exp. II   Exp. III   Overall mean     Mann-Whitney a 

1 N2 mock 26.3 ± 1.2 (12)  19.6 ± 2.8 (10)  18.5 ± 3.6 (10)  21.8 ± 4.4 (32)   

 N2 RNAi 26.5 ± 1.0 (12)  18.7 ± 5.3 (10)  18.1 ± 4.2 (10)  21.4 ± 5.5 (32)   P = 0.995 

5 N2 mock 24.6 ± 2.5 (11)  18.4 ± 2.2 (11)  15.2 ± 3.7 (10)  19.5 ± 4.8 (32)    

 N2 RNAi 19.8 ± 4.8 (11)  14.5 ± 2.7 (11)   9.7 ± 3.2 (10)  14.8 ± 5.5 (32)   P < 0.001 

12 N2 mock 10.1 ± 7.6 (11)  12.2 ± 6.3 (11)  10.7 ± 3.9 (10)  11.0 ± 6.0 (32)    

 N2 RNAi 10.6 ± 8.2 (11)    3.7 ± 4.6 (11)    2.7 ± 5.0 (10)    5.8 ± 7.1 (32)     P = 0.002 

 

a Mini StatMateソフトウェアを用いた Kolmogorov-Smirnov検定の結果、RNAi day12のデータ群が正規分

布しなかったため（P < 0.01）、Mann-Whitney U検定法により mock処理と RNAi処理間の有意差検定を行

った。その結果、day 5と day 12の時に mockと RNAi間に有意差がみられた。 
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Table V  寿命計測 

 

  
Genotype and 

treatment 

No. 

death a 

No. 

censor b 

mean lifespan 

(days) c 

median 

(days) d 
Log-rank testc 

Exp. I N2 mock 67 18 17.6 ± 0.3 18  

 N2 RNAi 64 21 16.0 ± 0.2 16 P < 0.0001 

Exp. II N2 mock 46 26 17.9 ± 0.4 17  

 N2 RNAi 42 30 15.9 ± 0.3 15 P = 0.0001 

Exp. III N2 mock 80 11 19.7 ± 0.3 19  

 N2 RNAi 74 28 15.5 ± 0.2 15 P < 0.0001 

Overall mean N2 mock 193 54 18.6 ± 0.2 18  

 N2 RNAi 180 79 15.7 ± 0.1 16 P < 0.0001 

              

Exp. I daf-2 mock 89 5 41.0 ± 1.2 40  

 daf-2 RNAi 82 11 34.6 ± 0.8 36 P < 0.0001 

Exp. II daf-2 mock 63 12 38.0 ± 1.7 36  

 daf-2 RNAi 70 5 35.6 ± 1.2 40 P = 0.03 

Exp. III daf-2 mock 92 16 44.2 ± 0.8 45  

 daf-2 RNAi 97 14 34.7 ± 0.5 33 P < 0.0001 

Overall mean daf-2 mock 244 33 41.5 ± 0.7 44  

  daf-2 RNAi 249 30 34.9 ± 0.5 36 P < 0.0001 
 

a 死亡数 

b 事故死した個体数。これらは死亡数から除外した。 

c 卵孵化時からの 20 ˚Cにおける平均寿命 ± SE 

d 生存率が 50 %に達したときの日数 

e Mini StatMateを用いて Log-rank検定を行い、mock処理と RNAi処理間の平均寿命の有意差を調べた。そ

の結果、野生株 N2と daf-2の両者とも有意に RNAi処理で平均寿命が短かった。 
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2.6. hsp-6(RNAi)線虫における自家蛍光の早期蓄積 
 

 線虫個体におけるHSP-6ノックダウンの影響は加齢時の特徴であるミトコン

ドリア機能低下やそれに伴う運動能力の衰退をもたらし、さらに寿命を短縮さ

せた。これは運動能力の低下と寿命の長さには相関があるという報告と一致す

る[24]。これらのことから、hsp-6(RNAi)線虫が早老症状を示している可能性が

示唆された。そこで、これを検証するために老化の指標として知られている自

家蛍光物質の観察を行った。自家蛍光物質は酸化したタンパク質や脂質の凝集

体であり、細胞内で分解できないため、様々な種において加齢に伴った蓄積が

観察されている。線虫 C.elegansにおいても自家蛍光物質が加齢に伴い次第に細

胞内に蓄積してくることがわかっている[51-54]。 

 自家蛍光物質の蓄積を定量化するために、hsp-6(RNAi)線虫とコントロールの

日齢毎の自家蛍光を写真撮影し（Fig. 6A）、特に自家蛍光が強い咽頭側の腸組

織における平均蛍光強度を測定した（ImageJ 画像解析プログラム, National 

Institute of Health, USA; Fig. 6B, Table VI）。RNAi処理 2日の時点ではコントロ

ールと hsp-6(RNAi)線虫の両者で弱い自家蛍光が検出されたが、平均蛍光強度は

hsp-6(RNAi)線虫の方がコントロールよりも約 20 %高かった（Fig. 6A, B D2）。

加齢が進み RNAi処理 4日の時点になると、コントロールと hsp-6(RNAi)線虫の

両者とも明らかな自家蛍光量の増加が観察されたが、平均蛍光強度は

hsp-6(RNAi)線虫の方がコントロールよりも約18 %高いままであった（Fig. 6A, B 

D4）。この結果は HSP-6の抑制により早老症様の表現型がもたらされるという

考えを支持しており、寿命が短い daf-16変異体や mev-1変異体での観察結果と
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類似している[22, 52]。さらに加齢が進んだ RNAi処理 7日の時点ではコントロ

ールと hsp-6(RNAi)線虫とで平均蛍光強度に有意差はなかった（Fig. 6A, B D7, 

Table VI）。 

 

 
Fig. 6 HSP-6抑制による自家蛍光物質の蓄積 

 mockあるいは RNAi処理を 2, 4, 7日間行い、自家蛍光観察を行った（D2, D4, D7）。咽頭側の上半身に

おける腸管部分を写真撮影した。 

 A, 示した日数毎にランダムに 6 匹の線虫を選択し、自家蛍光の写真撮影を行った。蛍光強度の差を識

別しやすくするため、擬似カラーに変換した写真を示した（赤；強、緑；中程度、青；弱）。 

 B, 自家蛍光の平均強度を定量し、棒グラフ化した。定量化の詳細は「材料と方法」の貢に記した。グ

ラフには 3回行った実験の平均値を用いた。誤差棒は SEである。各実験の計測結果と有意差検定の結果

は Table VIに記した。 
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Table VI  自家蛍光の測定 
 定量した自家蛍光の平均強度値 ± SDを示した。括弧内の数字は測定した個体数である。 

 
    Exp. I   Exp. II   Exp. III   Overall mean   t-test a 

day 2 N2 mock 21.8 ± 7.6 (6)  19.4 ± 3.6 (7)  17.9 ± 4.3 (7)  19.6 ± 5.3 (20)   

 N2 RNAi 25.4 ± 6.5 (6)  24.7 ± 4.9 (7)  20.7 ± 3.5 (7)  23.5 ± 5.2 (20)  P = 0.023 

day 4 N2 mock 31.9 ± 5.7 (5)  27.7 ± 6.0 (7)  30.3 ± 3.4 (8)  29.8 ± 5.0 (20)   

 N2 RNAi 41.1 ± 5.8 (5)  31.9 ± 6.5 (7)  34.2 ± 4.2 (8)  35.1 ± 6.2 (20)  P = 0.004 

day 7 N2 mock 42.3 ± 8.0 (6)  51.8 ± 2.9 (7)  43.1 ± 5.4 (7)  45.9 ± 7.0 (20)   

  N2 RNAi 43.4 ± 8.6 (6)   49.5 ± 3.7 (7)   45.3 ± 4.9 (7)   46.2 ± 6.2 (20)   P = 0.874 
 

a day 2, 4, 7の時点における mock処理と RNAi処理間の t検定を Mini StatMateで行った。その結果、day 2

と 4 の時点で RNAi 処理線虫の平均自家蛍光強度は mock よりも有意に高かった。また、Microsoft Excel

で二元配置分散分析（ANOVA）を行った結果、平均自家蛍光強度に対する RNAi 処理の効果は有意であ

ることがわかった（P = 0.004）。平均自家蛍光強度に対する加齢の効果もまた有意であった（P < 0.001）。

RNAi処理と加齢との間に有意な相互作用はなかった（P = 0.153）。 
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2.7. 加齢した線虫における HSP-6の発現量低下 
 

 これまでの結果から、HSP-6 を RNAi により若齢期から減少させることで早

老症に類似した表現型がもたらされ、寿命が短縮することがわかった。このこ

とから自然老化においてもHSP-6の発現量が加齢時に減少している可能性が考

えられたため、HSP-6の加齢に伴う発現量変化を調べた。 

 若い時期の線虫は多数の受精卵を保持しているため、成虫の体細胞における

タンパク質量の比較が困難になる。従って、完全に受精卵の生産が終了する卵

孵化 10 日後から解析を行った。野生株と長寿命変異体 daf-2, 短寿命変異体

daf-16を通常条件で飼育し、卵孵化 10日後から 5日または 10日毎に生存して

いる 50個体を回収してタンパク質試料を調整し、ウエスタンブロッティング法

により HSP-6 の量を比較した。その結果、HSP-6 の量は野生株では孵化後 20

日、daf-2株では 40日、daf-16株では 15日と各株の平均寿命付近で明らかに減

少していた（Fig. 7）。さらに野生株と daf-16株において ATP-2と HSP-60もや

や減少していることが確認された。これらの減少が見られる時期は線虫の死亡

率が高い時期と一致している。 

 

Fig. 7 加齢した線虫におけるミトコンドリアタンパク質の減少 

 N2, daf-2, daf-16を通常条件で飼育し、卵孵化 10日後から 5日あるいは 10日毎にタンパク質試料を調

整した。その後、ウエスタンブロッティング法によりこれらのタンパク質試料（5 µg）から HSP-6, HSP-60, 

ATP-2, ACTINの検出を行った。 
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3. 考 察 
 
3.1. C.elegansにおけるmthsp70 / HSP-6 
 

 HSP-6 は哺乳類における mortalin/mthsp70/Grp75[55, 56]や出芽酵母における

Ssc1p[31]とアミノ酸レベルで高い相同性を持ち、線虫 C.elegans におけるオル

ソログであると予想されていた。本研究によって HSP-6がミトコンドリアに局

在することが実験的に初めて確認された（Fig. 1A, B）。さらに HSP-6の N末端

側 38 アミノ酸のみがミトコンドリア局在に必要であったため、この領域に

HSP-6 のミトコンドリア移行シグナルが含まれていることが明らかになった

（Fig. 1A）。細胞分画の結果も内在性の HSP-6が他のミトコンドリアタンパク

質と同様にミトコンドリアに局在することを示していた。これらのことから

HSP-6が線虫における mthsp70オルソログであると結論された。 

 
3.2. HSP-6抑制によるミトコンドリア阻害効果 
 

 本研究では発生終了後の個体における HSP-6 の機能を解析するために

feeding RNAi法による特異的な hsp-6発現抑制を成虫期から行った。hsp-6(RNAi)

から 2日の時点で HSP-6の明らかな減少が確認され、HSP-6以外にもミトコン

ドリア機能に重要な幾つかのミトコンドリアタンパク質 (ATP-2, HSP-60, 

CLK-1)の減少が観察された（Fig. 3）。これらの結果は HSP-6の抑制によりミト

コンドリアタンパク質のインポート効率の低下が引き起こされ、代謝によりミ

トコンドリアタンパク質が分解されタンパク質量が減少するためにもたらされ

たと考えられる。 
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 興味深いことに、この時点と同じ hsp-6(RNAi) 2日目の線虫の体壁筋細胞にお

けるミトコンドリア形態は細長く伸長して互いに繋がり合い融合が進んだネッ

トワーク状の形態を示した（Fig. 2B）。この異常なミトコンドリア形態は線虫で

ミトコンドリアにおける電子伝達系や ATP合成、あるいはミトコンドリアへの

タンパク質の輸送装置に関わるタンパク質を抑制したときに見られる形態に非

常に類似している[40, 41]。さらに、このようなミトコンドリア形態は出芽酵母

の SSC1変異体でも観察されている[57]。これらの事実に加えて、出芽酵母と哺

乳類細胞においてミトコンドリアへのタンパク質輸送（インポート）を阻害す

るとミトコンドリアの融合が誘導されることが報告されている[58, 59]。従って、

今回HSP-6の抑制でもたらされたミトコンドリア形態の変化はタンパク質のイ

ンポート効率の低下によって引き起こされている可能性が考えられる。 

 また、ミトコンドリア形態は加齢によっても明らかに変化していた（Fig. 2B）。

これらのミトコンドリア形態の変化がもたらす非分裂細胞への影響とその生理

的意義の解析は今後の興味深い課題である。 

 

3.3. 胚発生における HSP-6の必要性 
 

 HSP-6 の抑制による影響は生殖腺においても早い段階でもたらされ、卵母細

胞形成能力の欠損と受精卵の発生停止が観察された（Fig. 4）。これは RNAiに

よる hsp-6 のノックダウンが胚性致死や不妊などの表現型をもたらすという報

告に一致している[34, 35]。細胞の分裂過程ではより多くのエネルギーが必要と

されることが予想され、分裂を行う必要がある生殖細胞に対する HSP-6の抑制

がより重大な影響をもたらすのは当然と思われる。酵母における Ssc1pの欠損
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や哺乳類細胞における mortalin/mthsp70/Grp75 の抑制が細胞分裂を停止させる

という報告はこの考えを支持している[30, 31]。胚発生時と異なり成虫期で

HSP-6 を抑制しても急性的な致死とならなかったのは、成虫個体は分裂が終了

した体細胞で構成されており、細胞分裂時のように大量のエネルギーを必要と

しないためと考えられる。つまり、少量の HSP-6でも当面の体細胞の生存には

十分な程度のミトコンドリア活性が保持されていたためと推測される。 

 

3.4. HSP-6阻害による早老症状 
 

 HSP-6 のノックダウン効果は時間経過が長い程、成虫個体に対してより明白

な表現型をもたらした。hsp-6(RNAi)により ATP-2, HSP-60, CLK-1は処理 4日目

以降も徐々に減少していき、処理 10 日目の時点にはコントロールと比較して

HSP-60と CLK-1は 30 %以下、ATP-2は 10 %以下まで減少していた（Fig. 3; D4 

– D10）。これに対応して hsp-6(RNAi) 4日目の時点では、明らかなミトコンドリ

ア膜電位の減少と ATP量の低下が確認された（Fig. 2C, D）。この時間経過に伴

うミトコンドリア機能低下に一致して、hsp-6(RNAi)線虫の運動能力はコントロ

ールよりも早く低下する傾向が観察された（Fig. 5A, C）。この傾向は長寿命変

異体 daf-2でも同様であった（Fig. 5B）。一方、運動能力と寿命には相関があり、

寿命の短い線虫は運動能力の維持期間も短いことが報告されている[24]。野生

株と daf-2株で HSP-6を抑制することで寿命が短縮したことはこの報告に一致

している（Fig. 5D）。また、筋組織で HSP-6を過剰発現させた線虫で寿命が延

長することは寿命と運動能力の相関関係を強く支持している[37]。さらに、老

化の一般的なマーカーである自家蛍光物質[51-54]の早期蓄積が hsp-6(RNAi)線
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虫で観察された（Fig. 6A, B）。D7で有意差がなかったのは加齢により自家蛍光

物質の蓄積が飽和状態に達したためと考えられる（Fig. 6B D7, Table VI）。以上

のことから、HSP-6 の抑制で線虫に早老症様の表現型がもたらされたと考えら

れる。 

 一方で、HSP-6 を抑制した daf-2 変異体における運動能力と寿命が野生株の

水準まで低下・短縮しなかったのは、これらを決定する要因がミトコンドリア

機能以外にも存在することを示唆している。 

 

3.5. ミトコンドリア活性状態と寿命への影響 
 

 本研究における HSP-6のノックダウンにより ATP-2や CLK-1も減少し、線

虫の寿命が短縮した。しかしながら、hsp-6(RNAi)による寿命短縮はこれまでの

atp-2あるいは clk-1機能欠失変異体の寿命が長いという報告に矛盾しているよ

うにみえる[43, 44]。atp-2と clk-1変異体と同様に、ミトコンドリア呼吸鎖複合

体 IIIの Ipサブユニットをコードする isp-1遺伝子の変異体も寿命が長いことが

報告されている[60]。さらに、網羅的な RNAi によって寿命延長効果がもたら

される遺伝子のスクリーニングを行った報告では、電子伝達系や ATP合成酵素

などミトコンドリア機能に必要なものが多数含まれることがわかっている[41, 

61]。このようにミトコンドリアの機能低下は線虫の寿命を延長させる例が多い。

これらはミトコンドリアの呼吸活性を低下させることで代謝量が低下し、ROS

の発生量が減少するために寿命が延長すると考えられている。 

 上記の例に加えて、ミトコンドリアの鉄代謝と正常な呼吸活性に寄与するタ

ンパク質をコードしており、フリードライヒ失調症の原因でもあるフラタキシ
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ンの C.elegansにおけるオルソログをコードする frh-1遺伝子を RNAiで抑制し

ても線虫の寿命が延長することが報告されている[62]。しかし一方で、この報

告とは逆に frh-1のRNAiによる抑制で線虫の寿命が短縮するという矛盾した報

告もある[63]。これらの frh-1抑制による相反した影響は、frh-1の抑制度合いの

差がミトコンドリア機能抑制の度合いに差をもたらしたことが原因と考えられ

ている[64]。つまり、ミトコンドリアの機能低下により線虫の寿命が延長する

ためには、低レベルながらもミトコンドリア活性が一定に保持されているとい

う条件が必要であると考えられる。 

 HSP-6 の抑制ではミトコンドリアタンパク質のインポート阻害が考えられ、

ATP-2と CLK-1以外にも HSP-60を含めた多くのミトコンドリアタンパク質の

減少をもたらしていると推測される。少なくとも本研究で確認された HSP-60

の減少はフォールディングによるミトコンドリア内におけるタンパク質の品質

管理に多大な悪影響を及ぼすと予想される。これらのことから、HSP-6 の抑制

によるミトコンドリア機能阻害効果はより重篤であり、細胞の生存が困難なレ

ベルにまでミトコンドリア活性が低下したために hsp-6(RNAi)線虫の寿命が短

縮したと考えられる。これを支持する例として、ミトコンドリアタンパク質の

インポートに関わる因子を RNAi で抑制すると線虫の寿命が短縮するという報

告がある[40]。注目すべきことに、ミトコンドリア呼吸鎖複合体 IIIのサブユニ

ット CYC-1や F1-ATPaseのサブユニット ATP-3は線虫の胚発生時から抑制す

ると寿命を延長させるが、成虫期から抑制を始めると寿命延長効果はないとい

うことが報告されている[61]。このことからも成虫期からの HSP-6 抑制による

ATP-2やCLK-1の減少が直接的には寿命に影響しないことは十分に考えられる
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ことである。 

 hsp-6(RNAi)線虫では早期の自家蛍光物質の蓄積が観察されたが、類似した傾

向を示すことが寿命の短いmev-1(kn)とgas-1(fc2)変異体でも報告されている[19, 

53, 65, 66]。従って、HSP-6抑制による寿命短縮効果は、これらのタンパク質の

減少による影響が大きいと考えられる。 

 また、HSF-1(Heat Shock Factor-1)の抑制も線虫の寿命を短縮させることが知

られている[51, 67]。HSF-1は HSPにおける熱ショック応答の主要な調節因子で

あり、熱ショック時に hsp 遺伝子のプロモーター領域に存在する HSE(Heat 

Shock Element)配列に結合して hspを転写誘導しており mthsp70も誘導する[68, 

69]。hsp-6 のプロモーター領域にも HSE と予想される配列部位[70]が上流

5000bp以内に 4カ所確認されており、実際に HSP-6は熱ショックに対して誘導

性がある[37]。従って、HSF-1 の抑制で起こる寿命短縮は HSP-6 の減少が主要

な要因である可能性が考えられる。 

 

3.6. 死亡率の高い時期に見られる HSP-6の減少 
 

 本研究において、HSP-6 の量は寿命期間のほとんどは一定に維持されている

が死亡率が高くなる平均寿命付近で明かに減少しているという傾向が観察され

た（Fig. 7）。運動能力の低下や自家蛍光物質の蓄積、ミトコンドリア呼吸活性

低下などの自然老化現象は HSP-6の減少以前に観察されるため、HSP-6の減少

によって直接的に引き起こされる現象ではないと考えられる。例えば、運動能

力の低下は筋繊維の状態が大きく影響している[71]。また、加齢に伴う自家蛍

光物質の蓄積にミトコンドリアにおける呼吸活性が影響しているかどうかはっ
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きりしていない[52]。さらに、加齢に伴うミトコンドリア呼吸活性低下は活性

酸素種の影響が大きいと考えられている[11, 12, 72]。 

 一方、死亡率の高い平均寿命付近で HSP-6が明らかに減少する傾向は野生株

のみではなく、寿命の長さが異なる daf-2 変異体と daf-16 変異体でも確認され

た（Fig. 7）。さらに ATP-2や HSP-60もやや減少する傾向が見られた。これら

の結果は線虫の死亡率が高くなる老化の最終段階ではミトコンドリア機能が著

しく阻害されており、線虫に死をもたらす要因となっていることを示唆してい

る。しかしながら、平均寿命付近に HSP-6が減少する要因は不明であり、加齢

による全体的な細胞内の恒常性破綻が影響しているという可能性も考えられる。

HSP-6 の減少が起きる理由を解明することで線虫の老化における新たなメカニ

ズムが発見されることが期待できる。 

 

3.7. 総 括 
 

 本研究により、線虫 C.elegans における mthsp70 オルソログである HSP-6 は

発生終了後の成虫個体における正常なミトコンドリア機能維持に必要不可欠な

役割を果たしていることが明らかになった。加えて、HSP-6 抑制によるミトコ

ンドリア機能阻害は成虫における運動能力の衰退および寿命短縮といった早老

症様の表現型をもたらすことがわかった。さらに、HSP-6 は平均寿命付近で減

少する傾向にあり、これは mthsp70の減少がミトコンドリア機能を著しく低下

させることで線虫に死をもたらす重要な因子である可能性を示唆している。 

 mthsp70は多くの種を超えてその機能がよく保存されており、mthsp70の欠損

はヒトを含めて様々な生物でミトコンドリア機能欠損を原因とした疾患をもた
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らす可能性がある。このことから、hsp-6(RNAi)線虫はミトコンドリア脳筋症や

老人性神経変性疾患あるいは早老症の研究モデルとして用いることができ、こ

れらの疾患に対する治療法の開発に役立つことが期待される。 
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4. 材料と方法 
 
4.1. 線虫株と培養条件 
 

 線虫 Caenorhabditis elegans の Bristol N2 野生株 , daf-2(e1370)変異体 , 

daf-16(mgDf50)変異体は Caenorhabditis Genetics Centerから入手した。線虫の培

養は nutrient growth medium（NGM）寒天培地（52 mM NaCl, 1.7% Agar, 0.25% 

Bactopeptone, 0.001% Cholesterole, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 25 mM KH2PO4）上

に餌として大腸菌 OP50 をまいた 3.5cm プレートを用いた。線虫の取り扱いや

維持は基本的な手法を用いて 20 ºCで行った[73]。同調培養は、数十匹の産卵期

の線虫を飼育 NGMプレートに移して 3 – 6時間の間産卵させ、その後親虫のみ

をプレートから除くことで行った。 

 

4.2. 形質転換体の作製 

 
4.2.1. hsp-6::gfp, mts::gfpレポータープラスミドの構築 

 

 hsp-6遺伝子の全長 cDNAと hsp-6遺伝子のミトコンドリアターゲッティング

シグナル（mts）と予想される領域を含む 5’ 側の 114 bpを C.elegansの cDNA

から特異的なプライマーセットを用いて PCRによって増幅した。プライマーは

以下のものを用いた。 

・hsp-6全長用と mts用の 5’ 側プライマー： 

5’-GCTCTAGAGCATGCTTTCCGCACGAT-3’ 

・hsp-6全長用の 3’ 側プライマー： 

5’-TCCCCGCGGGGATAAGTTTTGCTCC-3’ 
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・mts用の 3’ 側プライマー： 

5’-TCCCCGCGGGGAAAGATCAATTC-3’ 

 増幅した各 DNA断片は制限酵素 XbaI と SacII で切断し、それぞれを同じく

XbaIと SacIIで切断した pPD91.14-GFPプラスミドベクターへ組み込んだ。hsp-6 

cDNA全長を組み込んだプラスミドを hsp-6::gfpプラスミド、hsp-6の 5’側 114 bp

のみを組み込んだプラスミドを mts::gfp プラスミドとした。それぞれのプラス

ミドの配列は DNAシークエンス（ABI310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, 

CA, USA）を行い確認した。 

 
4.2.2. マイクロインジェクション法による形質転換体の作製 

 

 精製した hsp-6::gfpあるいは mts::gfpプラスミド(100 ng / ml)と遺伝子導入マ

ーカーである pRF-4プラスミド(20 ng / ml)を同時に若い成虫期の線虫野生株N2

の生殖腺に常法によりインジェクションした[74]。 

 

4.3. RNAi treatment 
 

 RNA interference (RNAi)は Fireらの報告に従い、feeding法により行った[75]。

hsp-6 feeding RNAi用プラスミド構築のため、hsp-6の 5’側 502 bpを線虫 cDNA

から以下のプライマーセットを用いた PCRで増幅した。 

5’ 側プライマー：5’-GCTCTAGAGCATGCTTTCCGCACGAT-3’ 

3’ 側プライマー：5’-CCGCTCGAGCGGCGTTGTTGAC-3’ 

増幅した DNA断片は制限酵素 XbaIと XhoIで切断し、同じく XbaIと XhoIで切

断した feeding RNAi用プラスミドベクターpPD129.36 (L4440)へ組み込んだ。構
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築したプラスミドの配列は DNAシークエンスを行い確認した。精製した hsp-6 

cDNAの5’側502 bpを含んだpPD129.36（hsp-6 RNAi用）あるいは空のpPD129.36

プラスミド（mock用）を用いて feeding RNAi用 Escherichia coli 株 HT115 (DE3)

を CaCl2 法で形質転換した。形質転換した HT115 株のシングルコロニーを

ampicillin 100 µg/mlと tetracycline 12.5 µg/mlを含んだ 2 x YTに植菌し、37ºCで

一晩震盪培養した。前培養した大腸菌を 2 x YT (ampicillin 100 µg/ml, tetracycline 

12.5 µg/ml) で 1/100 希 釈し、 OD600 = 0.4 まで培養した。そこへ

Isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside (IPTG)を最終濃度 0.4 mMで加え、37 ºCで 4

時間培養した。さらに ampicillin, tetracycline, IPTGをそれぞれ 2倍の最終濃度に

なるように加え、dsRNA誘導を行った大腸菌を NGM培地へ 2 – 3滴撒き、こ

れを RNAiプレートとした。RNAプレートは使用まで 4 ºCで保存した。RNAi

処理は卵孵化から 3 日後の若い成虫期（young adult stage）の線虫を作製した

RNAiプレートへ移すことで開始とした。RNAi処理の最初の 10 – 12日間は 2

日毎に新しい RNAiプレートへ継代し、それ以降は 4日毎に継代を行った。 

 
4.4. 抗体の作製 
 

 抗 HSP-6抗体は以前の報告のものを使用し[37]、抗 HSP-1 （HSP70A）抗体

は以前の報告に記した方法で用意した[37]。HSP-1 抗原は NDQGNRTTPSYVC

合成ペプチドに KLH（keyhole limpet hemocyanin）を結合させたものを購入し

（Biologica, Nagoya, Japan ）、これをウサギの背部に皮下注射した。得られた抗

血清をウエスタンブロッティングに用いた。 
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4.5. ウエスタンブロッティング法 
 

 タンパク質抽出のため、50 – 100 匹の線虫を回収して M9 buffer (22 mM 

KH2PO4, 42 mM Na2HPO4, 86 mM NaCl, 1 mM MgSO4)で洗い、lysis buffer (0.2 M 

Tris-HCl [pH7.5], 0.1 M EDTA, 0.04 M EGTA, 20 mM PMSF, 1 M NaCl, 1% SDS)

に懸濁した。その後、25秒間・6回の条件で超音波破砕し、100 ºCで 5分間処

理した。9,000 gで 15分間の条件で遠心分離し、上清を- 80 ºCで保存した。タ

ンパク質濃度は BCA protein assay kit (Pierce Biotech Inc., Rockford, IL, USA)を用

いて測定した。タンパク質サンプルは SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動で

分離し、Immobilon-P (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)膜へ転写した。膜

ブロットは以下の抗体を用いて 4 ºCで一晩反応させた：抗 HSP-6抗体（1:30000 

希釈）、抗 HSP-1 抗体（1:1000 希釈）、抗 HSP-60 抗体（SPA-807; Stressgen 

Bioreagents, MI, USA）（1:30000 希釈）、抗 ACTIN モノクローナル抗体

（MAB1501R; Chemicon International, CA, USA）（1:30000希釈）、 抗 CLK-1 抗

体（sc-925; Santa Cruz Biotech Inc., CA, USA）（1:200 希釈）、抗 ATP-2 抗体

（anti-C-V-β / MS503; MitoSciences LLC, OR, USA）（1:5000希釈）。反応させた

膜は Tris-buffered saline containing Tween 20 (TBST; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 

25 mM Tris-HCl [pH 7.4], 0.05% Tween 20)で洗い、二次抗体と反応させた。反応

後、TBSTで洗い、ブロットは Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Plus detection 

system (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, USA)を用いて化学発光させ

LAS-1000 luminescence analyzer (Fujifilm, Tokyo, Japan)で検出を行い、Image 

Gauge V3.1 software (Fujifilm)で解析した。 
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4.6. ATP level測定 
 

 ATP量の測定は過去に報告されている方法を一部変更して行った[41, 61, 76]。

卵孵化から 3日後の若い線虫（young adult stage）約 1,200匹を 9 cm径の mock

あるいは hsp-6 RNAiプレートへ移した。それぞれの培地には子虫の成長を除く

ために DNA合成阻害剤である 5′-fluorodeoxyuridine (FUDR)を 20 mg/mlの濃度

で加えた。mock / hsp-6 RNAi処理は 20 ºCで 2日あるいは 4日間行った。その

後、線虫を回収し、M9 bufferで 4回洗い、cell lysis bufferに懸濁してから液体

窒素で凍結し、- 80 ºCで保存した。測定日に凍結したサンプルを 100 ºCで 15

分間処理して ATPを遊離させ、dilution bufferを加えてから 15,000 gで 5分間遠

心分離した。上清をさらに dilution bufferで 1 / 100希釈し、ATP量の測定に用

いた。ATP量の測定には ATP Bioluminescent HSII kit (Roche Applied Science, 

Nonnenwald 2, Penzberg, Germany) を使用し、 Lumat LB9507 luminometer 

(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany)で測定した。 

 

4.7. 産卵数の測定 
 

 Young adult stageの線虫を mockあるいは hsp-6 RNAiプレートへ 1匹のみ移

し、20 ºCで産卵させた。産卵中の親虫は 1日毎に新しいRNAiプレートへ移し、

古いプレートに残された卵の数をカウントした。この計測を 3 日間行った。2

日間孵化しなかった卵は”unhatched”としてカウントした。各実験で 10 – 11匹の

線虫を計測した。 
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4.8. 形態観察と運動能力測定 
 

 位相差顕微鏡（Axioskop; Carl Zeiss, Jena, Germany）での観察のため、線虫を

M9 buffer を垂らしたアガーパッド付きスライドグラス上にのせてカバーグラ

スを被せた。実体顕微鏡（MVX10; Olympus, Tokyo, Japan）での透過光観察は、

線虫を NGMプレートにのせた状態で行った。mockあるいは hsp-6 RNAi処理

した線虫のむち打ち運動の計測は虫をM9 bufferを垂らしたNGMプレートにの

せ、そこでのむち打ち運動を実体顕微鏡に取り付けたデジタルカメラ（Camedia 

C-4040ZOOM; Olympus）を用いて撮影記録した。その後、線虫のむち打ち運動

で見られる頭部の弧を描く往復運動の回数を 1分間あたりでカウントした。む

ち打ち運動計測は、はじめ 50匹以上の線虫から開始し、その後生存している線

虫をランダムに取り上げて継時的に計測した。線虫の咽頭運動(pumping)の計測

は基本的にはむち打ち運動の計測と同様で、線虫の頭部を拡大して撮影するよ

うにした。撮影したデジタルデータは iMovie software (Apple Computer Inc., 

Cupertino, CA, USA)で処理し、5秒間あたりの咽頭運動をカウントした。 

 

4.9. ミトコンドリア染色 
 

 ミトコンドリア観察は線虫を 500 nMのMitoTracker Red CMXRos (Molecular 

Probes, Inc., Eugene, OR, USA)を加えた NGMプレートに移し、遮光した状態で

2日間培養することで行った。染色した線虫をM9 bufferで洗い、M9 bufferを

垂らしたアガーパッド付きスライドグラス上にのせてカバーグラスを被せ、レ

ーザー走査型共焦点顕微鏡（LSM510; Carl Zeiss）で観察を行った。ミトコンド
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リア膜電位解析では、ミトコンドリア染色した線虫を腸内の大腸菌を消化させ

るために無菌 NGMプレート上で 3時間処理してから上記の様にマウントし、

蛍光顕微鏡（Axioskop; Carl Zeiss）を用いて観察した。 

 

4.10. 自家蛍光観察 

 

 2 – 7日間 mockあるいは hsp-6 RNAi処理した線虫を洗浄のため 15分間無菌

NGMプレート上で処理し、M9 bufferを垂らしたアガーパッド付きスライドグ

ラス上にのせてカバーグラスを被せ、蛍光実体顕微鏡（MVX10; Olympus）下

で観察した。蛍光像は顕微鏡に取り付けたデジタルカメラ（Camedia 

C-4040ZOOM; Olympus）で写真撮影し、Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc., San 

Jose, CA, USA)を用いて輝度を擬似カラーに変換した。定量のため、各線虫の咽

頭側の腸の一部を囲み、ImageJ 1.34s (National Institute of Health, USA)を用いて

解析した。 

 

4.11. 寿命計測と統計解析 

 

 寿命解析は 70匹以上の young adult stageの線虫を mockあるいは hsp-6 RNAi

プレートへ移し 20 ºCで行った。2 -4 日毎に新しい RNAiプレートへ継代し、

死亡数をカウントした。ガラス針でつついて刺激を与えるか、M9 bufferをかけ

ても何ら反応を返さなかった線虫を死亡と判断した。プレートの壁での乾燥死

や体内で子虫が孵化した個体、生殖腺が飛び出た個体は事故死として計測から

除外した。計測は 3回繰り返した。Kaplan-Meier 寿命曲線の作製と統計解析に

はMini StatMate software (ATMS Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いた。 
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4.12. ミトコンドリア単離 

 

 ミトコンドリアを単離するため、約 12,000匹の線虫を 9 cm径の NGMプレ

ートで培養した。線虫が young adult stageに達したときに子虫の繁殖を防ぐた

め、20 µg / mlの FUDRを加えた。その後、さらに 2日間培養してから線虫を

回収し、60 % sucrose flotation法で大腸菌など不純物を除いた。線虫からのミト

コンドリア単離は過去の報告に従った[77]。単離したミトコンドリアは 1 % 

SDSを含んだ lysis bufferに懸濁し、100 ºCで 5分間処理した。それから 15,000 

gで 10分間の条件で遠心分離し、得られた上清をウエスタンブロッティングに

よる解析まで- 80 ºCで保存した。 
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6. 略語一覧 

 

mthsp70, mitochondrial heat shock protein 70 

Grp75, glucose regulated protein 75 

RNAi, RNA interference 

ROS, reactive oxygen species 

SOD, superoxide dismutase 

mtDNA, mitochondrial DNA 

GFP, green fluorescent protein 

dsRNA, double stranded RNA 

PCR, polymerase chain reaction 

PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride 

SD, standard deviation 

SE, standard error of the mean. 
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