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研究成果の概要（和文）：乾燥耐性をもつクマムシという微小動物は、乾燥時に体内の水分量を３％以下まで低
下させた無水生命状態（乾眠）に入る。この状態では、酸素消費やタンパク質合成などの代謝は一時的に停止し
ているが、給水後１５分ほどで元の状態に戻ることができる。これまで、クマムシの乾眠機構の解明に向け、ゲ
ノムやプロテオームなどのオミクス解析をおこない、いくつかの乾眠候補遺伝子を同定してきた。次の段階とし
て、本研究では、クマムシ独自の遺伝子発現システムを新規に開発することで、クマムシ個体内で任意の遺伝子
の強制発現を可能とし、世界で初めてのクマムシのライブイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：Tardigrades, microscopic animals, can tolerate desiccation by entering a 
dehydrated state (anhydrobiosis) in which the amount of water in their bodies is reduced to less 
than 3%. In this state, metabolism such as oxygen consumption and protein synthesis is temporarily 
suspended, but can resume within about 15 minutes after water is added. To date, we have performed 
omics analysis of the genome, transcriptome, and proteome to elucidate the anhydrobiotic mechanism 
of tardigrades, and have identified several candidate genes unique to tardigrades. In this research,
 we have developed a new gene expression system of tardigrades, which makes it possible to express 
any gene in an individual tardigrade, and successfully performed the world's first live imaging of 
tardigrades.

研究分野： 極限環境生物学

キーワード： 乾燥耐性　クマムシ　ライブイメージング　外来遺伝子発現
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クマムシの乾眠能力は、生体の完全な乾燥保存の良いモデルであるだけでなく、生き物のなかの自由な水分子が
存在しない状態として「生命に水は必須である」という生物学的な常識に切り込むことができるという点でも非
常に興味深い。本研究で開発したクマムシへの外来遺伝子導入手法は、クマムシの細胞内において脱水・給水の
過程でどのような現象が生じているのかをライブで観察することを可能にした。本研究成果は、SNSや国内の新
聞で複数取り上げられたほか、イメージングの賞 NIKON JOICO AWARD 2023を受賞した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

乾燥耐性をもつクマムシという微小動物は、周辺環境が乾燥すると、体内の水分量を３％以下ま

で低下させた無水生命状態に入る。この無水状態では、タンパク質合成などの代謝は一時的に停

止するが、給水後約 15 分で元の状態に戻ることができる。つまり、クマムシの乾燥耐性は、生

体の乾燥保存の良い手本であるだけでなく、「生命に水は必須である」という生物学的な常識に

反した、生体中の自由な水分子がない不可思議な状態であるといえる。 

これまでのクマムシの研究は、非モデル生物でも実行可能な実験手法を用いて遂行されてきた。

ゲノム配列の決定に始まり、トランスクリプトーム・プロテオームなどの解析により、乾燥耐性

に関わる候補分子を同定してきた[Hashimoto,.., Tanaka et al., Nat.Commun., 2016, Tanaka 

et al.,PLOS ONE,2015, Tanaka et al., in preparation]。また、同定した乾燥耐性候補遺伝子

の機能を解析する目的で、ヒト培養細胞への強制発現系を用いたが、高浸透圧ストレスに対して

であってもその耐性付与効果は限定的であった。クマムシ由来のタンパク質の性質を in vitro

で検証する実験や、タンパク質の構造解析もおこなってきたが[Yagi,..,Tanaka et al., Sci. 

Rep., 2021, Yoshida,..,Tanaka et al., BMC Genomics,2021]、クマムシを直接的に解析する手

法はほとんどなかった。 

研究代表者はこの現状を打破すべく、クマムシ個体において直接的に乾燥耐性を調べる実験手

法を構築することを考えた。Cas9 タンパク質を用いた遺伝子編集や RNA 干渉の実験を試みる過

程で、タンパク質や核酸などをクマムシに導入する方法をまず探索した。その結果、顕微注入や

エレクトロポレーションなどの有効性が確認した。次に、トランスクリプトームのデータから発

現量の高い遺伝子を選び、クマムシ個体内で発現するプロモーターをもつ DNA ベクターの作出

を試みた。その結果、クマムシのホームキーピング遺伝子および乾燥耐性候補遺伝子それぞれの

プロモーターを含む DNA プラスミドを導入したクマムシ個体において GFP 発現が確認できた。

本ベクターにより、クマムシの細胞内で遺伝子を強制発現させ、クマムシ個体を用いて直接的に

乾燥耐性を解析する実験が可能になった。 

  

 

２．研究の目的 

これまで、クマムシの乾燥耐性機構の解明に向け、ゲノムやプロテオームなどのオミクス解析を

おこない、いくつかの候補分子を同定してきた。これら候補分子の機能を調べる目的で、ヒト培

養細胞に候補遺伝子を強制発現させ高浸透圧耐性の向上を調べたが、その効果は限定的であっ

た。そこで研究代表者は、クマムシ内で遺伝子発現するベクターシステムを新規に開発すること

で、これまでヒト培養細胞や in vitro 系で間接的にしか検証できなかったクマムシの乾燥耐性

機構を、より直接的に探索・解析できる実験基盤を構築した。本研究では、新規のクマムシ遺伝

子発現ベクターを用いた候補遺伝子の強制発現により、クマムシ個体内での候補タンパク質の

細胞内挙動や乾燥耐性への寄与を調べる。また同様に、既存のインジケータータンパク質を導入

することで、これまで未知であった無水状態への移行期・活動状態への復帰段階における細胞内

環境変化を観察する。これにより、乾燥耐性においてクマムシ個体内で実際に起きている現象を

明らかにすることが本研究の目的である。 

 

 



３．研究の方法 

本研究ではクマムシベクターを利用し、(1)耐性候補タンパク質の細胞内局在とその挙動変化の

解析、(2)インジケータータンパク質の導入による、乾燥誘導時の細胞内環境変化の解析をおこ

なった。また、さらなるプロモーターの探索やベクター構造の改良を試みることで、生殖細胞へ

の導入やトランスジェニッククマムシの作出、ノックアウト個体の作出などもあわせて検討し

た。 

(1) 耐性候補タンパク質の細胞内局在とその挙動変化の解析 

クマムシの耐性候補タンパク質は、乾燥処理により発現誘導されてくるクマムシ固有の遺伝子

群に由来する。乾燥耐性に関わるタンパク質の一部は、近年、液-液相分離を起こすことが報告

され、研究代表者もクマムシのタンパク質が乾燥とともに相分離を起こすことを in vitro で確

認している。また、矢木らとの共同研究では、クマムシのタンパク質が濃度依存的にゲルを形成

すること、培養細胞内では浸透圧刺激により可逆的な凝集を形成することを明らかにした

[Yagi,..,Tanaka et al., Sci. Rep., 2021]。この耐性候補タンパク質は、水分子の代わりとし

て他の生体分子と緩く相互作用することで、無水環境での変性や凝集を防ぐ役割をもつのでは

ないかと考えられている。しかし、このような現象がクマムシ個体内で実際に生じるのかはまっ

たく不明である。そこで、本研究では、耐性候補遺伝子をクマムシ個体の細胞に強制発現させる

ことで、実際に無水生命状態への移行期などに相分離や凝集形成が生じるかを観察した。 

(2) インジケータータンパク質の導入による、乾燥誘導時の細胞内環境変化の解析 

無水生命状態においては、通常の細胞では起こりえない環境変化が生じていると考えられる。近

年、活性酸素種を抑制する機構が乾燥耐性に関与する可能性が示唆されているが、脱水時にクマ

ムシの細胞内・個体内のイオン濃度がどのように変動しているのかは未知である。このような細

胞環境の変動を理解することは、無水生命状態の根本を理解することであり、ヒトなどの非耐性

種における生体の乾燥保存法の確立に向けた重要な知見となる。本研究では、活性酸素種やイオ

ン、pH に対するインジケータータンパク質をクマムシ個体内に導入することで、無水生命状態

への移行・復帰における細胞環境の変動観察を試みた。 

 

 

 

４．研究成果 

 

本研究で新規に開発したクマムシベクターは TardiVec(Tardigrade Vector)と名付けた。

TardiVec はクマムシゲノムにおける高発現遺伝子の上流下流各１kbp を DNA プラスミドに組み

込み、その間に GFP 遺伝子配列をレポーター遺伝子として組み込むことで構成されている。この

TardiVec を高濃度の DNA 溶液としてクマムシ個体に直接マイクロインジェクション(ガラス針

による顕微注入法)により導入し、さらにエレクトロポレーション(電気穿孔法)により細胞内に

取り込ませることで転写の場まで導入する(図 1)。TardiVec導入後 24時間から GFP蛍光を観察
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図 1. クマムシベクターTardiVecの構造と

クマムシへのマイクロインジェクション 



することができる。クマムシ由来の複数の高発現遺伝子をもとに TardiVec を作成し、GFP 蛍光

を観察したところ TardiVec の特徴が明らかになってきた[Tanaka et al., PNAS,2023]。(1) 

TardiVec導入後 10日以上の長期間、DNAプラスミドも GFP も維持される(図 2)。同一個体を 10

日間観察したところ、同じ細胞で GFP 由来の蛍光が観察され続けた。また、TardiVec 導入後の

個体から DNAを抽出し、PCR により外来 DNA配列である GFP 遺伝子が検出されるかを確認したと

ころ、10 日目の個体群からも GFP 遺伝子が検出された。このことから、クマムシの細胞には外

来の DNAプラスミドを積極的に排除する機構が存在しない可能性が考えられる。 

(2)複数のクマムシ種に適応可能である。ゲノム配列が決定している 2種のクマムシ、ヨコヅナ

クマムシ Ramazzottius varieornatus とヤマクマムシ Hypsibius exemplaris について、複数の

TardiVec を作成し、配列由来種内での機能を確認した。その後、種間においても機能が維持さ

れるのかを確認したところ、配列相同性が 50%程度であるにも関わらず、異種由来のプロモータ

ーが機能することが確認された。さらに、ゲノムが決定していない野外種であるオニクマムシ

Milnesium inceptum や乾燥耐性能力のないゲスイクマムシ Thulinius ruffoi に対しても導入を

試みたところ、導入効率はやや減少するものの、GFP 蛍光を確認することができたことから、

TardiVec は異種のクマムシであっても機能することが明らかになった(図 3)。 

(3) TardiVec は組織特異的な発現パターンを有す。複数の TardiVec の作成と導入から、元とな

った遺伝子とよく似た発現パターンを示すことが明らかになった。クマムシにおける耐性候補

遺伝子について TardiVec を作成し導入・観察したところ、遺伝子によって発現組織が異なる様

図 2. TardiVecを導入したクマムシにおける DNAプラスミドと GFP蛍光の維持 
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Figure S3 | (A) Detection of plasmid DNA extracted at each 
time point from transfected tardigrades. The upper panel 
shows bands obtained from PCR targeting the pRvACT region 
(1 kbp), and the lower panel shows the mEGFP region (700 
bp). Their locations in the pRvACT-mEGFP-NLS vector are 
represented. (B) Time series images of the same tardigrades 
that were injected with pRvACT-mEGFP-NLS at 48 h, 72 h, 
and 10 days after injection. White arrowheads indicate the 
same muscle cell. Scale bars: 100 μm.
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Figure S3 | (A) Detection of plasmid DNA extracted at each 
time point from transfected tardigrades. The upper panel 
shows bands obtained from PCR targeting the pRvACT region 
(1 kbp), and the lower panel shows the mEGFP region (700 
bp). Their locations in the pRvACT-mEGFP-NLS vector are 
represented. (B) Time series images of the same tardigrades 
that were injected with pRvACT-mEGFP-NLS at 48 h, 72 h, 
and 10 days after injection. White arrowheads indicate the 
same muscle cell. Scale bars: 100 μm.

一度導入したTardiVecとその発現産物は、
クマムシ内で即座には分解されずに長期間維持される

筋肉にGFPを発現するクマムシを経時観察クマムシ内に存在するTardiVecを検出

Supplement figure 3. Tanaka et al. 2023 PNAS
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(i.e., without TardiVec transfection). It should also be noted that 
unlike CAHS where 11 out of 12 paralogs in H.  exemplaris is 
signi"cantly induced at least twofold after preconditioning, 6 out 
of 10 SAHS paralogs have extremely high expression (TPM > 1000) 
without preconditioning.

Surprisingly, in heterologous expression experiment, these two 
plasmids that consist of promoters of R. varieornatus also showed 
similar intense expression patterns in H. exemplaris in active state 
without any preconditioning, contrary to the premise that 
H. exemplaris requires a stimulation and preconditioning period 
to enhance the expression of anhydrobiosis-related genes 
(Fig. 2 D–F and Movie S3, Lower). Furthermore, the aquatic tar-
digrade "ulinius ru#oi also expressed the pRvCAHS3 and 
 pRvSAHS1 plasmids with similar tissue speci"city (Fig. 2 G and 
H). T. ru#oi belongs to the order Parachela with R. varieornatus 
and H. exemplaris but is highly sensitive to desiccation, and there-
fore was expected to lack the capacity to express CAHS and SAHS. 
Additionally, the other order Apochela, Milnesium inceptum, 
which were collected from the "eld, also expressed mEGFP-NLS 

under pRvCAHS3 promoter (Fig. 2I). Moreover, it was found 
that pHeCAHS (BV898_02951, CAHS 86272), which is com-
posed of the 5′ and 3′ regions of the most highly expressed CAHS 
gene in the anhydrobiotic state of H. exemplaris, functions not 
only in H. exemplaris but also in R. varieornatus in heterologous 
expression experiment (SI Appendix, Fig. S6B). Taken together, 
these results indicate that the 1-kbp sequence of the 5′ region of 
anhydrobiosis-related genes contains the conserved elements 
required for its transcription and tissue speci"city, but not for the 
regulation of transcription, at least in terms of anhydrobiotic 
response or suppression thereof.

Subcellular Localization and Dynamics of Anhydrobiotic Proteins 
in Tardigrade Cells. Next, to con"rm the subcellular  localization 
and dynamics of CAHS and SAHS proteins in actual tardigrade 
cells, we introduced plasmids in which mEGFP-NLS was re-
placed with intact proteins fused with mEGFP without NLS, 
such as CAHS3-mEGFP or SAHS1-mEGFP, into pRvCAHS3 
or pRvSAHS1 vectors. #e CAHS3-mEGFP is localized in the 

A B

D E F

G H I

C

Fig. 2. The tissue-specific expression of the tardigrade-specific genes CAHS and SAHS in R. varieornatus and H. exemplaris. (A) R. varieornatus expressing mEGFP-
NLS under pRvCAHS3. (B) R. varieornatus expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (C) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) 
gene families between storage cells and the whole body of R. varieornatus (D) H. exemplaris expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) H. exemplaris expressing 
mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (F) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) gene families between storage cells and the whole body 
of H. exemplaris without preconditioning. (G) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (I) M. inceptum 
expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. D, E, G, H, and I are the results in heterologous expression experiment. The merged images were obtained by adding 
transmission light to observe tardigrade body under the condition of observing GFP signal. (Scale bars, 100 μm.)
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(i.e., without TardiVec transfection). It should also be noted that 
unlike CAHS where 11 out of 12 paralogs in H.  exemplaris is 
signi"cantly induced at least twofold after preconditioning, 6 out 
of 10 SAHS paralogs have extremely high expression (TPM > 1000) 
without preconditioning.

Surprisingly, in heterologous expression experiment, these two 
plasmids that consist of promoters of R. varieornatus also showed 
similar intense expression patterns in H. exemplaris in active state 
without any preconditioning, contrary to the premise that 
H. exemplaris requires a stimulation and preconditioning period 
to enhance the expression of anhydrobiosis-related genes 
(Fig. 2 D–F and Movie S3, Lower). Furthermore, the aquatic tar-
digrade "ulinius ru#oi also expressed the pRvCAHS3 and 
 pRvSAHS1 plasmids with similar tissue speci"city (Fig. 2 G and 
H). T. ru#oi belongs to the order Parachela with R. varieornatus 
and H. exemplaris but is highly sensitive to desiccation, and there-
fore was expected to lack the capacity to express CAHS and SAHS. 
Additionally, the other order Apochela, Milnesium inceptum, 
which were collected from the "eld, also expressed mEGFP-NLS 

under pRvCAHS3 promoter (Fig. 2I). Moreover, it was found 
that pHeCAHS (BV898_02951, CAHS 86272), which is com-
posed of the 5′ and 3′ regions of the most highly expressed CAHS 
gene in the anhydrobiotic state of H. exemplaris, functions not 
only in H. exemplaris but also in R. varieornatus in heterologous 
expression experiment (SI Appendix, Fig. S6B). Taken together, 
these results indicate that the 1-kbp sequence of the 5′ region of 
anhydrobiosis-related genes contains the conserved elements 
required for its transcription and tissue speci"city, but not for the 
regulation of transcription, at least in terms of anhydrobiotic 
response or suppression thereof.

Subcellular Localization and Dynamics of Anhydrobiotic Proteins 
in Tardigrade Cells. Next, to con"rm the subcellular  localization 
and dynamics of CAHS and SAHS proteins in actual tardigrade 
cells, we introduced plasmids in which mEGFP-NLS was re-
placed with intact proteins fused with mEGFP without NLS, 
such as CAHS3-mEGFP or SAHS1-mEGFP, into pRvCAHS3 
or pRvSAHS1 vectors. #e CAHS3-mEGFP is localized in the 
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Fig. 2. The tissue-specific expression of the tardigrade-specific genes CAHS and SAHS in R. varieornatus and H. exemplaris. (A) R. varieornatus expressing mEGFP-
NLS under pRvCAHS3. (B) R. varieornatus expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (C) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) 
gene families between storage cells and the whole body of R. varieornatus (D) H. exemplaris expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) H. exemplaris expressing 
mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (F) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) gene families between storage cells and the whole body 
of H. exemplaris without preconditioning. (G) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (I) M. inceptum 
expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. D, E, G, H, and I are the results in heterologous expression experiment. The merged images were obtained by adding 
transmission light to observe tardigrade body under the condition of observing GFP signal. (Scale bars, 100 μm.)
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(i.e., without TardiVec transfection). It should also be noted that 
unlike CAHS where 11 out of 12 paralogs in H.  exemplaris is 
signi"cantly induced at least twofold after preconditioning, 6 out 
of 10 SAHS paralogs have extremely high expression (TPM > 1000) 
without preconditioning.

Surprisingly, in heterologous expression experiment, these two 
plasmids that consist of promoters of R. varieornatus also showed 
similar intense expression patterns in H. exemplaris in active state 
without any preconditioning, contrary to the premise that 
H. exemplaris requires a stimulation and preconditioning period 
to enhance the expression of anhydrobiosis-related genes 
(Fig. 2 D–F and Movie S3, Lower). Furthermore, the aquatic tar-
digrade "ulinius ru#oi also expressed the pRvCAHS3 and 
 pRvSAHS1 plasmids with similar tissue speci"city (Fig. 2 G and 
H). T. ru#oi belongs to the order Parachela with R. varieornatus 
and H. exemplaris but is highly sensitive to desiccation, and there-
fore was expected to lack the capacity to express CAHS and SAHS. 
Additionally, the other order Apochela, Milnesium inceptum, 
which were collected from the "eld, also expressed mEGFP-NLS 

under pRvCAHS3 promoter (Fig. 2I). Moreover, it was found 
that pHeCAHS (BV898_02951, CAHS 86272), which is com-
posed of the 5′ and 3′ regions of the most highly expressed CAHS 
gene in the anhydrobiotic state of H. exemplaris, functions not 
only in H. exemplaris but also in R. varieornatus in heterologous 
expression experiment (SI Appendix, Fig. S6B). Taken together, 
these results indicate that the 1-kbp sequence of the 5′ region of 
anhydrobiosis-related genes contains the conserved elements 
required for its transcription and tissue speci"city, but not for the 
regulation of transcription, at least in terms of anhydrobiotic 
response or suppression thereof.

Subcellular Localization and Dynamics of Anhydrobiotic Proteins 
in Tardigrade Cells. Next, to con"rm the subcellular  localization 
and dynamics of CAHS and SAHS proteins in actual tardigrade 
cells, we introduced plasmids in which mEGFP-NLS was re-
placed with intact proteins fused with mEGFP without NLS, 
such as CAHS3-mEGFP or SAHS1-mEGFP, into pRvCAHS3 
or pRvSAHS1 vectors. #e CAHS3-mEGFP is localized in the 
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Fig. 2. The tissue-specific expression of the tardigrade-specific genes CAHS and SAHS in R. varieornatus and H. exemplaris. (A) R. varieornatus expressing mEGFP-
NLS under pRvCAHS3. (B) R. varieornatus expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (C) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) 
gene families between storage cells and the whole body of R. varieornatus (D) H. exemplaris expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) H. exemplaris expressing 
mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (F) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) gene families between storage cells and the whole body 
of H. exemplaris without preconditioning. (G) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (I) M. inceptum 
expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. D, E, G, H, and I are the results in heterologous expression experiment. The merged images were obtained by adding 
transmission light to observe tardigrade body under the condition of observing GFP signal. (Scale bars, 100 μm.)
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(i.e., without TardiVec transfection). It should also be noted that 
unlike CAHS where 11 out of 12 paralogs in H.  exemplaris is 
signi"cantly induced at least twofold after preconditioning, 6 out 
of 10 SAHS paralogs have extremely high expression (TPM > 1000) 
without preconditioning.

Surprisingly, in heterologous expression experiment, these two 
plasmids that consist of promoters of R. varieornatus also showed 
similar intense expression patterns in H. exemplaris in active state 
without any preconditioning, contrary to the premise that 
H. exemplaris requires a stimulation and preconditioning period 
to enhance the expression of anhydrobiosis-related genes 
(Fig. 2 D–F and Movie S3, Lower). Furthermore, the aquatic tar-
digrade "ulinius ru#oi also expressed the pRvCAHS3 and 
 pRvSAHS1 plasmids with similar tissue speci"city (Fig. 2 G and 
H). T. ru#oi belongs to the order Parachela with R. varieornatus 
and H. exemplaris but is highly sensitive to desiccation, and there-
fore was expected to lack the capacity to express CAHS and SAHS. 
Additionally, the other order Apochela, Milnesium inceptum, 
which were collected from the "eld, also expressed mEGFP-NLS 

under pRvCAHS3 promoter (Fig. 2I). Moreover, it was found 
that pHeCAHS (BV898_02951, CAHS 86272), which is com-
posed of the 5′ and 3′ regions of the most highly expressed CAHS 
gene in the anhydrobiotic state of H. exemplaris, functions not 
only in H. exemplaris but also in R. varieornatus in heterologous 
expression experiment (SI Appendix, Fig. S6B). Taken together, 
these results indicate that the 1-kbp sequence of the 5′ region of 
anhydrobiosis-related genes contains the conserved elements 
required for its transcription and tissue speci"city, but not for the 
regulation of transcription, at least in terms of anhydrobiotic 
response or suppression thereof.

Subcellular Localization and Dynamics of Anhydrobiotic Proteins 
in Tardigrade Cells. Next, to con"rm the subcellular  localization 
and dynamics of CAHS and SAHS proteins in actual tardigrade 
cells, we introduced plasmids in which mEGFP-NLS was re-
placed with intact proteins fused with mEGFP without NLS, 
such as CAHS3-mEGFP or SAHS1-mEGFP, into pRvCAHS3 
or pRvSAHS1 vectors. #e CAHS3-mEGFP is localized in the 
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Fig. 2. The tissue-specific expression of the tardigrade-specific genes CAHS and SAHS in R. varieornatus and H. exemplaris. (A) R. varieornatus expressing mEGFP-
NLS under pRvCAHS3. (B) R. varieornatus expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (C) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) 
gene families between storage cells and the whole body of R. varieornatus (D) H. exemplaris expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) H. exemplaris expressing 
mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (F) Comparison of transcripts of CAHS (red circle) and SAHS (purple circle) gene families between storage cells and the whole body 
of H. exemplaris without preconditioning. (G) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. (E) T. ruffoi expressing mEGFP-NLS under pRvSAHS1. (I) M. inceptum 
expressing mEGFP-NLS under pRvCAHS3. D, E, G, H, and I are the results in heterologous expression experiment. The merged images were obtained by adding 
transmission light to observe tardigrade body under the condition of observing GFP signal. (Scale bars, 100 μm.)
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Heterotardigrada
異クマムシ綱

Parachela
ヨリヅメ⽬

Apochela
ハナレヅメ⽬

Arthrotardigrada
フシクマムシ⽬

Echiniscoidea
トゲクマムシ⽬

Tardigrada 緩歩動物⾨

ヨリヅメ目 ハナレヅメ目

乾燥耐性
強い

乾燥耐性
弱い

乾燥耐性
ない

乾燥耐性
強い

発現誘導が必要な種においても乾眠関連遺伝子のプロモーターは機能する
Figure2 Tanaka et al. 2023 PNAS

図 3. TardiVecをさまざまなクマムシ種に導入、観察した 



子が観察された。これまで、クマムシの耐性候補遺伝子は全ての細胞が同じ遺伝子を用いて耐性

機構を構築していると考えられてきたが、今回の結果から、組織ごとに使用する耐性遺伝子が異

なる可能性が示唆された。(4)乾眠後でも細胞内の蛍光タンパク質の観察が可能である。これま

でほぼ完全に乾燥する個体においての蛍光ライブイメージングは例がなかったが、今回

TardiVec によりそれに成功した。乾燥による細胞の収縮と水がなくなることで屈折率などが大

きく変化することから、乾燥状態の観察は比較的困難であることも判明した。その一方で、乾燥

後の再水和個体においても GFP の蛍光が観察されたことから、細胞中の GFP は乾燥によって完

全には機能を失わないことが明らかになった。タンパク質により脱水による変性の度合いが異

なる可能性は考えられていたが、今回実際に観察することで、GFP などを用いたライブイメージ

ングが乾眠動物の解析において有効であることが明らかになった。さらに、カルシウムインジケ

ーターである GCaMP を発現させることでクマムシの筋肉細胞内のカルシウム変動を観察するこ

とに成功し、クマムシ細胞内でも汎用的なカルシウムインジケーターが機能することがわかっ

た。また、乾眠の前後において GCaMP 由来の蛍光を観察したところ、乾燥に伴う蛍光変化は観察

されず、細胞内のカルシウム濃度が脱水により上昇しないように維持するような機構が存在す

る可能性が示唆された。以上の結果は 2023 年に PNAS誌に報告し、同誌の In this Issue に取

り上げられた他、国内のメディアでも複数報じられた。また、NIKON JOICO AWARD 2023 優秀賞

というイメージングに関する賞も受賞した。 
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