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研究成果の概要（和文）： 
 生物の進化の歴史が示すように、環境温は生物種の存亡を左右する最も強い淘汰圧の一つで
ある。これまでに繰り返された地球の寒冷化と温暖化の中で、温度に対する抵抗性を獲得する
戦略は生物種の存亡とともにその生息域にも大きな影響を及ぼして来ている。 
 本研究では、個体の低温耐性のメカニズムを解明する目的で、ショウジョウバエの恒常的な
低温暴露に対する抵抗性を賦与する遺伝子の検索を行った。その結果、エネルギー代謝を抑制
することにより、また食事におけるカロリーの制限により有意な低温耐性が誘導させることを
見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Earth has experienced cooling and warming cycles, and organisms exposed to these 
climate changes either were exterminated or adapted to survive. The genetic variants that 
confer heat- or cold-resistance to organisms must be selected during the period of extreme 
climate change, with these mutant populations then spreading over geographic regions 
that the ancestral population would never have been able to inhabit. The present 
divergence of wildlife may in part result from such adaptive changes in the genome.  
 Drosophila melanogaster, a useful model organism in genetics, has its origin in tropical 
Africa, and has established its status as a cosmopolitan by acquisition of cold resistance in 
evolution. In this study we searched for the genes that confer tolerance to chronic cold 
exposure, and found that the suppression of energy metabolism, especially of mitochondrial 
oxidative phosphorylation, conferred a significant increase in cold tolerance. Caloric 
restriction also significantly enhanced the cold tolerance. We discuss possible mechanisms 
underlying the effect of energy metabolism on cold tolerance. 
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１．研究開始当初の背景 
 低体温を可能にすることは、エネルギー代
謝抑制、寿命の延長、人工冬眠、心・脳疾患
治療、臓器移植等における革新的な医療技術
開発への道を拓くことから、これまで数十年
にわたって様々な角度から研究がなされて
来た。しかし、低温耐性を誘導する有効な手
法は未だ見出されていない。 
 一方、多くの変温動物や一部の哺乳類や鳥
類では、餌不足や低温などの気候変動による
環境条件の悪化を克服するために体温を下
げ、生物活動を一時停止する。このような動
物は異温度物と呼ばれ、数℃まで体温が低下
しても生体機能は保全される。冬眠動物を含
めたこれら異温度物を対象として、細胞や体
液の構成成分、膜脂質流動性やイオンチャネ
ル機能、エネルギー産生器官であるミトコン
ドリア等について数多くの研究がなされて
いるが、低温耐性誘導に関わる有力なメカニ
ズムは未だ見出されていない。また、様々な
動物において低温環境下あるいは冬眠時に
誘導される遺伝子・タンパク質等が数多く同
定されている。しかし、個々の因子が低温耐
性獲得において如何なる役割を果たしてい
るのかを実験的に検証した例は僅かであり、
当該分子の遺伝子改変個体を作製すること
により低温耐性が再現された例は未だ無い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ショウジョウバエの分子遺伝
学的手法を駆使して、特定遺伝子の機能を抑
制した遺伝子改変個体を作製・解析すること
により、個体の低温耐性誘導に関わる遺伝子
群を網羅的に同定することを第一の目的と
する。さらに、当該遺伝子産物の機能解析か
ら低温耐性誘導の分子機構を明らかにする
ことを最終目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1）GAL4-UAS システムを用いた遺伝子の発現
抑制 
 GAL4 エンハンサートラップ法は、1993 年
にショウジョウバエにおいて開発された方
法であり、ゲノム上に存在する組織特異的な
エンハンサー活性を利用して、酵母転写因子
GAL4 を発現させる方法である。ゲノム上の
様々な部位に GAL4 遺伝子を含むコンストラ
クトが組み込まれた GAL4 ドライバー系統群
が多数作製され、各系統において GAL4 が発
現する細胞群について詳細な解析がなされ
ている。GAL4 エンハンサ-トラップ法と UAS

システムを組み合わせることにより、GAL4
ドラバー系統と GAL4 転写因子の認識配列で
ある UAS(upstream activator sequence)の下流
に任意の遺伝子を配置したコンストラクト
を組み込んだ UAS-標的遺伝子系統を掛け合
わせた F1 個体において、GAL4 の発現する特
定の細胞で標的遺伝子を発現誘導すること
が可能となる（図 1）。本研究では、まず、国
立遺伝学研究所で公開しているショウジョ
ウバエ遺伝子の UAS-RNA 干渉配列を組み込
んだ RNA 干渉系統群を用い、特定遺伝子の
発現抑制により低温耐性誘導を指標に遺伝
子の検索を行った。 
 
＜図 1. GAL4-UAS システムによる遺伝子の
発現＞ 

 
(2）低温耐性試験 
 孵化後 4 日目の 3 齢前期の幼虫を洗浄し、
新しい培地で 1日飼育後、50 匹 1 群としてシ
ャーレに移し、2℃24 時間飼育後、25℃に戻
した後の蛹への分化を指標に生存率を求め
る。 
 
４．研究成果 
(1)ショウジョウバエ幼虫を用いた低温耐性
評価系の確立 
 これまでに行われて来た低温耐性に関す
る研究の多くは、主に成虫の低温耐性を観察
するものが多いが、ショウジョウバエ幼虫が
成虫よりも温度に対する感受性が高いこと
が報告されていることから、幼虫の用いた低
温耐性の評価系の確立を行った。生死判定の
基準としては、成虫へと生育できるか否かに
より判定することが可能であるが、この方法
では分化・発達への温度の影響を検討するこ
とにもなるため、低温暴露の際の幼虫の状態
を観察することにより生死判定の基準を評
価すことにした。 



 低温条件については、ショウジョウバエの
生息域を想定し、体液が凍結する様な氷点下
での低温耐性ではなく、氷点以上での長時間
暴露に対する耐性に着目して研究を進めた。  
一般に、ショウジョウバエ幼虫は 9〜10℃で
成長が止まり、-17〜—20℃で体液が凍結する。
ことから、−2℃〜10℃の温度域に数時間から
24 時間程度曝露した際の状態を観察した。孵
化後 5 日目の 3 齢幼虫を 2℃で処理すると、
ほぼ全ての幼虫は分化を停止しているが、詳
細に観察すると体液の循環が観察できる個
体と観察されない個体が混在していた。そこ
で、低温暴露の後、通常の飼育温度 25℃に戻
した後の状態について時間を追って観察し
た結果、体液の循環している個体のほとんど
は蛹に分化するが、循環していない個体はフ
ェノールオキシダーゼの活性化により黒色
に変色し、組織が崩壊し死に至っている。低
温処理後の体液の循環を指標に生死を判定
した場合と蛹への分化を指標にした場合で
の生存率の有意な相違は観察されないこと
から、蛹への分化を指標に生存率を求めるこ
とにした。温度および曝露時間の生存率への
影響を検討した結果を図 2に示す。 
 
＜図 2.温度(a)および曝露時間(b)の生存率
への影響＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2）低温耐性誘導遺伝子の検索 
 上記の検討から、2℃で 24 時間曝露後の生
存率の算出により、低温耐性のスクリーニン
グを行った。まず、国立遺伝学研究所で公開
し て い る シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 の
UAS-RNA干渉配列を組み込んだRNA干渉系

統群のうち致死性を示さない約 200 系統につ
いて、アクチンドライバー系統との交配後の
F1 個体について検討した。その結果、解糖系
から酸化的リン酸化に至るエネルギー代謝
制御に関わる一部の遺伝子の発現抑制によ
り、顕著な低温耐性が誘導されることが明ら
かとなった。図 3 にその一例を示す。フルク
トース 1,6 二リン酸ホスファターゼ、リンゴ
酸脱水素酵素の発現抑制により有意な低温
耐性の誘導が認められる。一方、チトクロム
C オキシダーゼ、ステロイド脱水素酵素では
有意な違いは認められていない。 
 
＜図 3. RNA 干渉系統を用いた低温耐性遺伝
子の検索＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、エネルギー代謝制御において中心的
な役割を担う遺伝子群について、P 因子挿入
による突然変異体系統についても解析を行
った。これらの株は、Bloomington Drosophila 
Stock Center から入手し、当研究室および国
立遺伝研で保有する標準株と交配すること
により遺伝的背景をそろえた後に解析を行
った。その結果、ピルビン酸をアセチル CoA
へと変換し、昆虫のエネルギー代謝調節で中
心的な役割を担うピルビン酸脱水素酵素
（PDH）の抑制により最も顕著な低温耐性の
誘導が観察された（図 4）。 
 
＜図 4. P 因子挿入変異体の低温耐性＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3）薬剤処理およびカロリー制限による低温
耐性の誘導 
 上記の遺伝子群のスクリーニング結果は、
エネルギー代謝経路の抑制により有意な低
温耐性が誘導されることを示している。そこ
で、解糖系および電子伝達系を阻害する薬剤
の投与による低温耐性の変化を検討した。 
 薬剤処理は、孵化後 4日目の 3齢幼虫を阻
害剤を含む培地で一晩飼育した後に、アッセ
イプレートに移し、2℃で 24 時間処理後の生
存率を観察した。まず、解糖系のエノラーゼ
を阻害する NaF について検討したところ、有
意な低温耐性の上昇が観察された。図5にNaF
の濃度依存性および各低温条件での生存率
に及ぼす影響を示す。 
 
＜図 4.NaF による低温耐性の誘導> 
(a)NaF の濃度依存性） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 各温度条件での耐性の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 電子伝達系阻害剤として、複合体 I を阻害
するロテノン、複合体 IV を阻害するアジ化
ナトリウム、ミトコンドリアのタンパク質合
成を阻害するドキシサイクリンのいずれの
投与によっても有意な低温耐性の上昇が観
察された。図 5にロテノンの結果を示す。 
 

＜図 5.ロテノン投与による低温耐性の誘導
＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、食餌のカロリー制限を行うことによ
りエネルギー代謝を低下させた際の低温耐
性に及ぼす影響を検討した。カロリー制限は、
通常培地に含まれるグルコース、イースト、
コーンミールの含量をそれぞれ、1/5 および
1/10 量およびいずれをも含まない培地で一
晩飼育後に、2℃で 24 時間処理後の生存率を
観察した。図 6にカロリー制限を行った後の
体重と生存率の変化を示したが、明らかに体
重の減少に呼応して有意な低温耐性の誘導
が観察された。 
 
＜図 6.カロリー制限による低温耐性の誘導
＞ 
（a）カロリー制限後の体重の減少 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（b）カロリー制限による低温耐性の上昇 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、カロリー制限による寿命延長への関
与が指摘されている sir2 遺伝子の P 因子挿



入変異体についても低温耐性への影響を観
察したが、有意な変化は認められなかった。
また sir2 の活性化剤であるレスベラトロー
ルの投与にとっても有意な変化は観察され
なかったことから、sir2 経路は関与していな
い可能性が高い。 
 以上、本研究によりエネルギー代謝を抑制
することにより有意な低温耐性が誘導され
ることが明らかとなった。特に、ATP 産生の
最終段階であるミトコンドリアの電子伝達
系の阻害により、顕著な低温耐性が誘導され
ることから、現在、ミトコンドリアの形態と
機能の変化に着目して、より詳細な解析を加
えている。 
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