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研究成果の概要（和文）：クマムシは高い放射線耐性を持つ動物として知られるが、その耐性を可能にする分子
基盤はまったく分かっていなかった。本研究課題では、クマムシのクロマチン分画から同定された新規タンパク
質Dsupに着目し、同タンパク質がC末端側領域を介してDNAに直接結合し、動物細胞の核DNA全体と共局在するこ
とを示した。さらに、Dsupを導入したヒト培養細胞では、X線照射によるDNA傷害の発生が約半分に抑制され、放
射線耐性が向上することを明らかにした。本研究は、クマムシの放射線耐性に寄与するタンパク質を同定した初
めての例であるとともに、クマムシの耐性が他生物に移転可能であることを明示した成果である。

研究成果の概要（英文）：Tardigrades, also known as water bears, are small aquatic animals living in 
various habitats. They enter an almost completely dehydrated state upon desiccation and exhibit 
exceptional tolerance against various physical extremes, including direct exposure to space. Here, 
we identified a novel tardigrade-unique protein named ‘Dsup’ (short for damage suppressor) from a 
chromatin fraction of a radiation-tolerant tardigrade, Ramazzottius varieornatus. Dsup protein forms
 a complex with DNA in vitro and is co-localized with nuclear DNA in cells. We engineered human 
cultured cells to stably express Dsup constitutively, and demonstrated that Dsup-expressing cells 
exhibited a substantially suppressed occurrence of DNA-breaks after X-ray irradiation and exposure 
to ROS. Furthermore, survival after X-ray irradiation was significantly improved in Dsup-expressing 
cells, some of which even retain proliferative ability, though untransfected cells completely cease 
proliferation. 

研究分野：極限生物学
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１．研究開始当初の背景 
高線量の放射線への曝露は多くの生物にと
って致死的であるが、いくつかの生物種はこ
うした放射線に高い耐性を持つ。なかでもク
マムシは高い放射線耐性を持つ動物として
知られる。クマムシは体長 400ミクロン程度
の微小動物で、外環境が乾燥すると、体内の
水を失い乾眠と呼ばれる無代謝状態になっ
て乾燥に耐える。乾眠状態のクマムシは多様
な環境に耐性を示し、特に放射線に対しては
乾燥の有無によらずヒトの半致死量の約
1,000 倍(4,000 Gy)の照射に耐える。こうし
た高い放射線耐性能力を支える分子メカニ
ズムについてはまったく未解明のままであ
った。本研究で使用しているヨコヅナクマム
シは高い放射線耐性を持ち、我々のグループ
が中心となってゲノム解読も完了している
ことから、動物のもつ高い放射線耐性の分子
メカニズムを解析するうえで優れた材料と
考えられた。研究開始時までに、放射線耐性
に関わる分子候補として、ヨコヅナクマムシ
のクロマチン分画から新規タンパク質 Dsup 
(開始当初の名称は S261)を同定していた。
Dsupをヒト培養細胞に導入すると、核 DNA
全体とほぼ同じ局在を示した。クマムシ固有
のタンパク質であることと、ゲノム DNA の
広い領域と共局在していることから、Dsup
は高線量の放射線照射による DNA 障害の抑
制・修復促進に寄与する良い候補タンパク質
と考えられたが、実験的な証拠は無かった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、クマムシの高い放射線耐
性の分子メカニズムの解明を目的として主
にヨコヅナクマムシのクロマチンから同定
した固有の新規タンパク質 Dsupに着目して
解析を進める。DNA への結合能など生化学
的性状を明らかにするとともに、放射線障害
からの保護・修復機構への寄与の解析を進め
ることで、多細胞動物における新規な DNA
の保護・修復機構の解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) DNA 結合能の解析	

Dsup リコンビナントタンパク質を大腸
菌のコールドショック発現系を用いて
合成し、His タグに対するアフィニティ
を用いて精製した。線形プラスミド DNA
をプローブとしてゲルシフト法を用い
て精製 Dsup タンパク質との結合能を解
析した。また、結合に関わる領域を解析
するために、さまざまな領域を欠失した
Dsup タンパク質を調製し、同様に DNA
結合能を解析した。	

(2) Dsup タンパク質の免疫組織化学	
精製リコンビナント Dsup タンパク質を
抗原として、抗 Dsup 抗血清を調製し、
アフィニティ精製により特異性の高い
抗体を調製した。クマムシ胚の凍結切片
に対して免疫組織化学染色を行い、クマ

ムシにおける Dsup タンパク質の局在パ
ターンを解析した。	

(3) Dsup 発現ヒト培養細胞の樹立	
強力な構成的プロモーターである CAG
プロモーターの下流に Dsup 遺伝子を組
み込んだコンストラクトをヒト胎児腎
由来培養細胞 HEK293 細胞に導入し、薬
剤耐性を指標に安定発現株を樹立した。
Dsup タンパク質の発現はウェスタンブ
ロット及び免疫細胞化学により検出、核
内局在を確認した。	

(4) Dsup による DNA 保護活性の検出	
Dsup 発現ヒト培養細胞に 5-10	Gy の X
線を照射した後、中性条件およびアルカ
リ条件それぞれにおいてコメットアッ
セイを行い、DNA の断片化の程度を定量
的に解析した。また、1	Gy	の X 線を照
射した後、DNA２本鎖切断のマーカーで
あるγH2AX に対する免疫細胞化学解析
を行って foci 数を計数し、２本鎖切断
数を定量した。コントロール細胞として、
Dsup を導入していない HEK293 のほか、
Dsup 発現細胞に Dsup を標的とした
short	hairpin	RNA 発現コンストラクト
を導入し、Dsup の発現を選択的に抑制
したノックダウン細胞を樹立し、比較し
た。ノックダウン細胞における発現低下
は定量的 RT-PCR により検証した。	

(5) Dsup によるヒト培養細胞の放射線耐性
の向上の検証	
Dsup 発現培養細胞に 4	Gy の X 線を照射
した後、12 日後まで継続培養し、細胞
のバイアビリティ、生存細胞数を計数し
た。また、8-12 日後において細胞形態
を位相差顕微鏡像として観察・撮影した。
比較対象としてDsup非導入細胞とDsup
ノックダウン細胞を用いた。	

	
４．研究成果	
(1) Dsup タンパク質は高い塩基性を示すこ

とから、DNA に直接結合する可能性が考
えられた。大腸菌を用いて調製したリコ
ンビナントタンパク質を DNA に加える
ことで、DNA の電気泳動における移動度
が顕著に低下し、Dsup タンパク質が DNA
に直接結合する能力を持つことが示唆
された。また、その移動度の変化が著し
いことから、Dsup タンパク質は DNA と
巨大な複合体を形成すると考えられた。
Dsup タンパク質の配列を詳細に解析す
ると、C末端側において塩基性アミノ酸
の割合が高いことが分かり、この領域が
静電的に DNA の結合に寄与しているこ
とが考えられた。そこで、C末端側を含
め、Dsup タンパク質の様々な領域を欠
失した変異タンパク質を作成し、同様の
方法で DNA 結合活性を測定した結果、C
末端側領域が DNA との結合に必要かつ
十分であることが示された。Dsup タン
パク質の C 末端側領域は細胞内におけ



る核 DNA との共局在にも必要十分であ
ることが分かり、細胞内で Dsup は自身
のDNA結合能を介してDNA近傍に局在す
ることが示唆された。	

(2) Dsup の核 DNA との共局在は、哺乳類お
よび昆虫培養細胞において観察されて
いたが、クマムシの細胞における局在は
分かっていなかった。そこで、Dsup に
対する特異的な抗体を作成し、クマムシ
胚から作成した切片に対して免疫組織
化学染色を行った。その結果、Dsup は
胚の多くの細胞で発現し、発現細胞にお
いては核 DNA と共局在していることが
わかった。	

(3) Dsup の放射線耐性への影響を調べるた
めに、Dsup を定常的に発現するヒト培
養細胞を作出した。作出過程で巨大化す
るなど異常な形態を示す細胞群も観察
されたが、形態が正常で増殖する細胞ク
ローンを複数培養維持できた。そのうち、
Dsup タンパク質の発現量が比較的高い
クローン群について免疫細胞化学染色
を行い、核 DNA と共局在し最も大量に発
現している細胞ラインを確立し、以降の
解析に用いた。	

(4) Dsup	発現細胞に X 線を照射した後、DNA
の断片化をコメットアッセイ法を用い
て定量した。２本鎖切断のみを検出する
中性条件と１本鎖切断をあわせて検出
するアルカリ条件両方について検証し
た結果、いずれの条件においても Dsup
発現細胞はコントロールの非発現細胞
に比べて、DNA の断片化が約 40-50%程度
抑制されていることがわかった。また、
別の解析手法として DNA 切断マーカー
であるγH2AX を検出する実験系を用い
た場合にも、やはり Dsup 発現細胞では
DNA 切断数が約半分に抑制されている
ことがわかった。コメットアッセイの実
験系において、X線照射を氷上で行った
後ただちにコメットアッセイの電気泳
動に供していることから、顕著な修復が
起きる前に DNA の断片化が少なくなっ
ていたと考えられた。また、γH2AX は
修復完了後もしばらく残存することを
合わせて考えると、Dsup による DNA 傷
害の減少は、DNA 修復過程の促進という
よりも DNA 傷害の発生自体が抑制され
ていると考えられた。これまで、多くの
放射線耐性生物では、DNA 修復機構が耐
性の重要な役割を担うと考えられてき
たことから、本発見は高い放射線耐性を
実現する分子機構として新たな視点を
提供することになった。	

(5) Dsup は放射線による DNA 傷害を低減し
たことから、細胞の放射線耐性が向上し
ている可能性が考えられた。ヒト培養細
胞 HEK293 の増殖能を完全に奪う線量で
ある 4	Gy の X 線を照射した後、12 日後
まで細胞数の計数と形態の観察を行っ

たところ、Dsup 非発現細胞や Dsup ノッ
クダウン細胞は増殖能を喪失し 8-10 日
後以降は顕著に細胞数が減少したのに
対し、Dsup 発現細胞では、一部の細胞
が生存し、非照射群と同等の増殖能を示
すことがわかった。形態的にも Dsup 非
発現細胞や Dsup ノックダウン細胞は丸
く浮き上がった死細胞様の形態のみが
観察されたのに対し、Dsup 発現細胞で
は培養皿に接着した生細胞様の形態が
一部観察され、その数が経時的に増加す
ることが観察された。以上の結果は、
Dsup はヒト培養細胞の放射線耐性を向
上させたことを示している。	

	
本研究課題では、クマムシ固有のタンパク
質である Dsup が放射線耐性の向上に寄与す
ることを初めて明確に示し、クマムシの持つ
耐性能力の一部が遺伝子の転移によって他
生物の細胞に付与できることを示した。Dsup
はクマムシの放射線耐性に寄与する分子と
して同定された初めての例であり、クマムシ
固有のタンパク質が耐性能力の分子基盤に
なるという新しい視点を提供した。クマムシ
個体の示す放射線耐性は 4000Gy であり、今
回の Dsup 単体による耐性向上が見られた線
量となお 1000 倍の開きがある。解読された
クマムシのゲノム中には多数のクマムシ固
有遺伝子が同定されており、これらはクマム
シの耐性を担う有力な候補と考えられる。本
研究成果は、耐性向上を担う遺伝子を同定す
るとともに、今後の耐性遺伝子の解析指針を
示した点で、当該分野に大きく貢献するもの
と考えている。	
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