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研究成果の概要（和文）：極限的な乾燥耐性能力を持つネムリユスリカ幼虫は乾燥しも死なない。再水和後に蘇生し、
普通に発生し続ける。
その乾燥耐性の分子機構を解明するために、蘇生過程の遺伝子発現を調べた。蘇生直後は抗酸化因子などのストレス関
連遺伝子がまだ確認できたが、徐々に代謝が再開し、２４時間後にDNAなどの修復が見られた。DNAの修復が影響する細
胞周期のシンクロが認められなかった。一方、酸化ストレスにより、乾燥ストレス関連の遺伝子発現を誘導できるので
、活性酸素が乾燥耐性の重要な引き金であると考えられる。ネムリユスリカの培養細胞で行った酸化ストレス応答の転
写因子Cnc-Cを標的としたRNAi実験の結果はその仮説を裏付ける。

研究成果の概要（英文）：Larvae of the sleeping chironomid (Polypedilum vanderplanki) can survive total des
iccation in an ametabolic state known as anhydrobiosis. Gene expression during the recovery process was in
vestigated by microarray. Whereas stress genes, such as antioxidants, were still expressed during the resu
ming of metabolism just after rehydration, 24 h later, we observed genes involved in the repair of biologi
cal molecules. DNA repair is tightly associated with cell cycle but synchronization of cell cycle was not 
detected during anhydrobiosis. On the other hand, oxidative stress induced anhydrobiosis-related gene expr
ession. Consequently, reactive oxygen species could be the main trigger of anhydrobiosis. Thus, we charact
erized the transcription factor involved in oxidative stress sensing, Cnc-C, whose expression was up-regul
ated upon desiccation. RNAi experiments on P. vanderplanki cell cultures suggested that Cnc-C was involved
 in the induction of anhydrobiosis-related gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
ネムリユスリカの幼虫はカラカラに乾燥し
ても死なない。アンヒドロビオシスという無
代謝状態で数十年間も乾燥に耐えることが
でき、再び水に戻すと乾燥幼虫が一時間以内
に蘇生し、発育を再開する。今までの研究結
果からアンヒドロビオシスに関連する重要
な遺伝子が多く同定されたが、アンヒドロビ
オシスの誘導メカニズムはまだ明らかにな
っておらず、ネムリユスリカの in vivo 機能
解析ツールはまだなかった。 
 
２．研究の目的 
ネムリユスリカの極限乾燥耐性に関わる重
要な遺伝子を確認したあと、関連する細胞周
期を調べる。 
アンヒドロビオシスの誘導メカニズムに関
しては酸化ストレスに注目し、酸化ストレス
に応答する遺伝子発現を乾燥ストレス応答
と比較する。 
遺伝子機能解析ツールを開発した後、それを
利用したアンヒドロビオシスの誘導メカニ
ズムを検証する。 
 
３．研究の方法 
遺伝子発現解析のためには主にマイクロア
レイ解析を行った。乾燥幼虫の蘇生過程で 0
時間（乾燥幼虫）、再水和後１時間、再水和
後２４時間のサンプルをコントロールの活
動幼虫と比較した。また、活性酸素を誘導す
るパラコート 0.5mM, 5mM と 50mM の濃度で処
理した幼虫とネムリユスリカ由来の培養細
胞 Pv210 をマイクロアレイで解析し、の遺伝
子発現を調べた。遺伝子発現パターンをリア
ルタイム PCR で確認した。 
アンヒドロビオシスの過程で細胞周期をフ
ローサイトメーターで調べた。更に、組織切
片を作成し、免疫染色で細胞分裂をリン酸化
ヒストン pH3 で検出し、ゲノム内の BrdU 取
り込みも調べた。 
遺伝子機能解析ツールの開発に関しては、主
に RNAi を目指し、ネムリユスリカ由来の培
養細胞 Pv210 と Pv11 に標的遺伝子の特異的
なsiRNAをエレクトロポレーションにより導
入した。幼虫の場合は siRNA とトランスフェ
クション試薬の混合液を体腔内に注入した。
RNAi 効果による目的遺伝子発現の低下をリ
アルタイム PCR で確認した。 
一方、ネムリユスリカ由来の GAPDH プロモー
ターを含んだベクターをネムリユスリカ幼
虫に注入し、局所的なエレクトロポレーショ
ンで導入し、GFP の過剰発現を誘導した。 
 
４．研究成果 
ネムリユスリカの乾燥幼虫の蘇生過程で遺
伝子発現を調べた結果、再水和直後（１時間）
に代謝再開を表す酵素活性が顕著に見られ
たのに対し、乾燥耐性に関連する抗酸化因子、
LEA タンパク質や HSP などの遺伝子発現はま
だ検出できた。一方再水和２４時間後に基礎

代謝の回復（消化酵素、ヘモグロビンなどの
発現）が進み、DNA、細胞膜、筋肉やクチク
ラなどの修復機能が見られた。蘇生過程にお
けるポリアミンの重要性も明らかになった。
DNA 修復に関わる細胞周期をフローサイトメ
ーターで追って、乾燥２４時間と蘇生４８時
間に細胞分裂が活発に動いていることが示
唆された。しかし、細胞分裂の指標であるリ
ン酸かヒストンpH3は乾燥過程と関係なく消
化管で検出した。蘇生直後の脂肪体で強い
pH3 シグナルも出たが、BrdU の取り込みが見
られなかったことから細胞分裂と関係なく
DNA の保護に関わる特殊なヒストン pH3 が存
在していると示唆された。 
乾燥耐性における酸化ストレスの重要性が
以前の発現解析から明らかになったので、酸
化ストレスに応答する遺伝子発現をマイク
ロアレイで調べた。その結果、抗酸化因子、
LEA タンパク質、HSP、PIMT、プロテアソーム
などの遺伝子発現が誘導され、その発現パタ
ーンはアンヒドロビオシスの際に見られる
発現パターンと同じだった。したがって、酸
化ストレスはアンヒドロビオシスの誘導の
ために重要な引き金であることが示唆され
た。その仮説を検証するために酸化ストレス
応答メカニズムの中心に働く酸化ストレス
センサーの Keap-1 と転写因子の Cnc-C と
Maf-S の遺伝子を特定した。それらの遺伝子
の発現は幼虫の乾燥過程と蘇生過程におい
ても誘導されていた。特に Cnc-C の発現パタ
ーンは総合抗酸化能力のパターンと一致し
ていた。 
遺伝子機能解析を行うために RNAi を開発し
た。幼虫に siRNA を注入して効果を得ること
ができたが、ネムリユスリカの培養細胞に
siRNA をエレクトロポレーションで導入した
方が効果よく、その方法で実験を進めた。
Cnc-C を標的した３種類の独立な siRNA を利
用した実験で 80％の発現抑制効果が得られ
た。その RNAi 効果が一周間も継続すること
も確認した。Cnc-C の下流遺伝子に対する
RNAi の影響を確認したところ、Cnc-C が基礎
代謝（リパーゼやヘキサメリンなど）を抑制
し、乾燥耐性関連遺伝子（TRET1, TPS, LEA
タンパク質など）の発現を誘導することが確
認した。したがって、Cnc-C は乾燥耐性を発
揮するために重要な引き金であると考えら
れる。 
最後に、遺伝子 knock-in 技術を目指し、ネ
ムリユスリカ由来のプロモーターGAPDH を利
用した発現ベクターを作成した。幼虫にその
ベクターを注入し、エレクトロポレーション
より導入したあと、GFP 蛍光が筋肉組織で確
認され、成虫まで発生しても GFP 蛍光が残っ
ていた。今後のネムリユスリカの遺伝子機能
解析のために有効な技術になると期待して
いる。 
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