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研究成果の概要（和文）：陸生クマムシの一部は乾眠と呼ばれる脱水状態になって乾燥に耐えるが、その分子基盤には
不明な点が多い。本研究では耐性の単純モデルとしてクマムシのミトコンドリアに着目し、ストレス耐性に関わる候補
タンパク質として2種の熱可溶性タンパク質を初めて同定した。これらのタンパク質はヒト培養細胞の高浸透圧耐性を
向上させることを示した。さらに、クマムシ個体から高純度のミトコンドリア分画を分離する方法を確立し、ショット
ガンプロテオミクスにより、クマムシのミトコンドリアに局在するタンパク質を網羅的に同定した。これらはミトコン
ドリアの保護に関わる良い候補と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Some terrestrial tardigrades exhibit extreme desiccation-tolerance by entering a 
dehydrated state called anhydrobiosis. Molecular basis of anhydrobiosis remains largely unknown. In this 
study, we focused on the mitochondria of tardigrades as a simple model to elucidate the molecular basis 
of desiccation tolerance. Here, we identified two novel heat soluble proteins, which localize in 
mitochondria and transfection of these genes enhanced the tolerance of human cultured cells against 
osmotic stresses. Furthermore, we isolated a high purity mitochondrial fraction from tardigrades and 
comprehensively identified mitochondrial proteins using a shotgun proteomic approach. These proteins are 
served as good candidates involved in desiccation tolerance of tardigrade mitochondria.

研究分野： 極限生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 陸生クマムシの多くは周囲の乾燥に伴っ
て、体内の自由水をほぼ失った「乾眠」と呼
ばれる無代謝状態に移行し乾燥に耐える。乾
眠状態のクマムシは高温、高圧、真空、放射
線などの様々な物理化学的ストレスに耐性
を示し、吸水により速やかに生命活動を再開
する。乾眠メカニズムの解明は動物細胞の乾
燥保存法の開発にもつながることから、学術
的興味のみならず産業応用の観点からも注
目されてきた。乾眠能力を持つ動物を対象と
したこれまでの解析から、乾眠に関わる候補
分子として糖やタンパク質がいくつか同定
されてきたが、これらの分子群を用いても乾
眠能力を他生物に賦与するには至っていな
い。このことは動物細胞の乾眠メカニズムが
多くの分子が絡む複雑なものであることを
示唆しており、乾眠メカニズムの原理を理解
するためには、より単純な系での解析から開
始するのが適切と考えられた。 
	 近年行われたゲノム解読の結果、クマムシ
のミトコンドリアゲノムはゲノムサイズも
遺伝子レパートリーも他の動物種とほぼ同
様であるのに対し、核ゲノムには多数のクマ
ムシ固有の新規遺伝子がコードされており、
その一部はミトコンドリアへの局在が予測
されることが明らかになった。クマムシのミ
トコンドリアはクマムシ細胞の一部として
乾燥や様々な極限環境に耐性を示すと考え
られるが、この耐性はクマムシ核ゲノムにコ
ードされた遺伝子産物がミトコンドリアに
移入されて担うと考えられる。ミトコンドリ
アは動物細胞全体とは比較にならないほど
構造が単純であることに加え、クマムシ細胞
から移入される分子に着目することでミト
コンドリアの耐性に関わる遺伝子群の全容
把握が可能と考えられ、乾眠メカニズムの原
理を解明する上で極めて優れたモデルであ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究課題では、共生細菌に由来する半自
立的なオルガネラであるミトコンドリアを、
クマムシ細胞と同様の耐性をもつ単純な生
体モデルとして捉え、耐性に関わる遺伝子産
物の網羅的な同定と機能の解析、および同定
した遺伝子群による他生物種への耐性賦与
を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリア大量発現遺伝子の予測	
 ヨコヅナクマムシのトランスクリプトーム
データをもとに、成体期に大量に発現する遺
伝子群を抽出した。これらの遺伝子群のアミ
ノ酸配列から、複数のプログラムを用いて細
胞内局在を予測し、ミトコンドリア局在が予
測される大量発現遺伝子群を同定した。	
	
(2)	細胞内局在解析	
	 前項目で抽出した遺伝子群について GFP 融

合タンパク質として個別にヒト培養細胞に
強制発現し、細胞内局在を解析した。ミトコ
ンドリア染色試薬 Mito-Tracker との対比に
より、ミトコンドリアに局在する性質を持つ
タンパク質を選別した（図１）。	
	
(3)	熱可溶性アッセイ	
	 大腸菌発現系を利用して目的タンパク質
を大量に調製した。付加したヒスチジンタグ
を利用して Ni-NTA 樹脂を用いて目的タンパ
ク質をアフィニティ精製した。菌破砕液およ
び精製タンパク質を加熱したのち遠心し熱
可溶性分画を得た。SDS-PAGE により加熱前サ
ンプルと比較し、目的タンパク質の熱可溶性
を評価した。	
	
(4)高浸透圧耐性アッセイ	
	 pEB ベクターを利用して、目的タンパク質
を恒常的に発現するヒト培養細胞株を樹立
した。当該細胞株を様々な濃度のスクロース
を含む高浸透圧培地に曝露した後、等張培地
に置換し細胞生存率を測定した。	
	
(5)細胞内分画	
	 クマムシ個体の破砕液から細胞内分画法
を用いてミトコンドリア分画を抽出した。ミ
トコンドリア、細胞質、小胞体の各マーカー
タンパク質に対する Western	blot 法により、
各分画の純度を評価した。	
	
(6)ショットガンプロテオミクス	
	 ミトコンドリア分画および全身破砕液に
ついてタンデム質量分析を行った。得られた
質量データをゲノム解読により別途構築し
た全タンパク質モデルと照合し、各サンプル
に含まれるタンパク質群を網羅的に同定し
た。	
	
４．研究成果	
(1)ミトコンドリア局在新規熱可溶性タンパ
ク質の同定	
	 ヨコヅナクマムシのトランスクリプトー
ムデータにおいて大量に発現する遺伝子か
ら、ミトコンドリアに局在し、かつ加熱して
も沈殿しない（熱可溶性）タンパク質２種を
同定した（図１）。１種(RvLEAM)は LEA	(Late	
Embryogenesis	Abundant)タンパク質と相同
性を示したが、もう一種はクマムシ類に固有
の遺伝子であり、 MAHS	 (Mitochondrial	
Abundant	Heat	Soluble	protein)と名付けた。
これまでに細胞質および細胞外に局在する
クマムシ固有の熱可溶性タンパク質 CAHS と
SAHS を同定しており、MAHS の発見によって
クマムシの細胞には各細胞内コンパートメ
ントに固有の熱可溶性タンパク質が存在す
ることを明らかにした。	
	
(2)熱可溶性タンパク質によるヒト培養細胞
の高浸透圧耐性の向上	
	 RvLEAM	および	MAHS を個別にヒト培養細



 

 

胞に導入し、それぞれを定常的に発現する株
を作出した。これらの定常発現株について比
較的穏和な水欠乏ストレスである高浸透圧
曝露への耐性を計測した結果、いずれの遺伝
子の定常発現株も親株に比べて高浸透圧曝
露後の生存率が向上していることが明らか
になった。今回同定した 2種の遺伝子はいず
れもクマムシのミトコンドリアにおいて乾
燥耐性に寄与していると考えられた。	

(3)ショットガンプロテオミクスによるミト
コンドリアタンパク質の網羅的同定	
	 クマムシミトコンドリアの耐性関連タン
パク質を網羅的に同定するために、クマムシ
からミトコンドリア分画を単離し、質量分析
を用いたショットガンプロテオミクス解析
を実施した。単離したミトコンドリア分画は
分画マーカーを用いたウェスタンブロット
において細胞質や小胞体の混入は認められ
ず純度の高い分画が得られた。比較対象とし
てクマムシ全身の破砕液についても同様の
解析を行い、両サンプルから合わせて約 2000
種類のタンパク質が検出された。ペプチドカ
ウントをもとにミトコンドリア分画に濃縮
されているタンパク質として約 800 種を同定
した。このうちの約 10%の遺伝子はクマムシ
に固有の新規遺伝子であり、耐性に関わる良
い候補と考えられた。	
	 同定したタンパク質群のうち、他の後生動
物に相同遺伝子が見出されないタンパク質
は、クマムシに特徴的な耐性能力に関わる良
い候補と考えられたことから、これらのタン
パク質群のうち発現量の高いものから優先

的に gfp 融合タンパク質としてヒト培養細胞
に発現し、ミトコンドリアに局在する性質を
持つタンパク質群を選別した。選別した遺伝
子群を個別にヒト培養細胞に遺伝子導入し
て安定発現細胞株を作出した結果、これまで
に少なくとも 2種のタンパク質において高浸
透圧耐性が向上することを明らかにした。	
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