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研究成果の概要（和文）：クマムシ乾眠の分子機構の全体像を明らかにするため、マルチオミクス解析によって
まず乾眠誘導型クマムシにおいて1422個の遺伝子が誘導されることを見出し、このうち928個の保存されたコン
ポーネントを乾眠のコアセットと定義した。また、時系列リン酸化プロテオミクスによってこの遺伝子発現誘導
がAMPKシグナリングを介して制御されることを明らかにした。さらに、UV照射からの復帰と乾眠の交叉によっ
て、酸化ストレスからの修復に関わる新規遺伝子AMNPを同定した。加えて、CAHSの作用機序に液-液層分離が関
与することを見出し、クマムシ乾眠の多岐にわたる分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the overall molecular mechanism of tardigrade 
anhydrobiosis, we first identified through multi-omics analysis that 1,422 genes are significantly 
induced in H. exemplaris which requires de novo gene expression for successful anhydrobiosis, and 
928 of these to be conserved components, which we defined as the core gene set of anhydrobiosis. 
Time-series phosphoproteomics revealed that the induction of this drastic differential gene 
expression is regulated via AMPK signaling. Furthermore, we identified a novel gene, AMNP, involved 
in the repair from oxidative stress by the cross-tolerance assay of UV irradiation and anhyrobiosis.
 In addition, we found that liquid-liquid phase separation is involved in the mechanism of action of
 CAHS, and altogether elucidated the complex molecular mechanisms of tardigrade anhydrobiosis.

研究分野：システム生物学

キーワード： クマムシ　乾眠　ゲノム　トランスクリプトーム　プロテオーム　マルチオミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
完全な脱水は、細胞にとって究極のストレスである。浸透圧ストレス、細胞の水分を失ったことによるあらゆる
分子の濃度上昇による酸化ストレスやpH・金属イオンによるストレス、乾燥によるタンパクの変成やDNAダメー
ジなど、ストレスの集合体とも言える乾眠メカニズムを解明することは、細胞が自己を維持するための機構を網
羅的に理解することに繋がり、真核細胞という生命システムの頑強性・脆弱性を理解する一助となると思われ
る。また、ヒト細胞の酸化ストレス耐性を向上できるAMNPの発見はバイオテクノロジー上の応用も期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

現存する生物のほとんどは、その生活史の中で一度も代謝を完全に止めることがない。冬眠な

どの低代謝の状態であっても代謝は停止しているわけではなく、原則代謝を停止することは「死」

を意味する。一方、緩歩動物門を占めるクマムシのうち陸生種の多くは、乾燥によって生命活動

を停止し、また吸水によって生命活動を速やかに再開できる。このような完全な脱水に伴う数多

の細胞へのダメージを避け、また修復する機構を理解することは、細胞システムの頑強性・脆弱

性、そして限界を理解するための良い突破口であると考える。 

我々は、これまでにクマムシの大量飼育系を確立し、マルチオミクス解析などによって、基盤

となるゲノム情報を整備し(Arakawa PNAS 2016)、乾眠において細胞を防御すると考えられるい

くつかのタンパクを同定してきた。これらの遺伝子の中には、ヒト細胞への導入によって、浸透

圧耐性や放射線による DNA 損傷耐性を大幅に向上させる Dsup も含まれる (Hashimoto et al. 

Nature Comm.2016)。一方で、乾眠の全体像を理解する上では、まだ現状は入口に立ったに過ぎ

ない状況である。 

① ヤマクマムシを乾燥にさらすと、我々が発見した遺伝子群は大幅に発現誘導を受ける。この

時、膜における乾燥のセンシング、及び、その後のシグナル伝達を経た数百の遺伝子を伴う

大規模な発現変動の調節機構は未知である。脱リン酸化反応の阻害剤によって乾眠誘導が

失敗することは確認されているため、確実に何らかのシグナル伝達は存在している。 

② 真核細胞は細胞膜、核膜、ミトコンドリア、ゴルジ体など膜の集合体であるとも言えるが、

生体膜はリン脂質が疎水性相互作用によって構成されるものであるため、完全な脱水にお

いてこれら生体膜構造がどのように守られるのかは不明である。おそらく CAHS・SAHS・MAHS

が関与していると予想されるが、その詳細なメカニズムは未解明である。 

③ クマムシは乾眠時の細胞保護機構が発達しているとはいえ、ダメージを完全には避けられ

ない。実際、クマムシは通常時の方が乾眠時よりも高い放射線耐性を持つが、これは何らか

の修復活性の存在を示唆している。 

しかし、クマムシの飼育系の確立(Horikawa et al. Astrobiology 2008)、高精度なゲノムとそ

のアノテーション(Hashimoto et al. Nature Comm.2016)、一匹から得られる超微量(50pg 程度)

の DNA や RNA を用いての高精度なゲノム・トランスクリプトーム解析手法の確立(Arakawa PNAS 

2016, Arakawa Sci. Data 2016)、メタボローム・プロテオーム技術の確立(Arakawa J. Jpn. 

Soc. Extremophiles 2013)など、急速にクマムシ研究の基盤は整いつつあり、大規模なマルチオ

ミクス解析と詳細な生化学によってこれら乾眠の全体像を明らかにすることが可能になりつあ

った。 

 
２．研究の目的 

陸生のクマムシの多くは周囲の環境の乾燥に伴い、体内の水分をほぼ完全に脱水し、「乾眠」

と呼ばれる無代謝の休眠状態となって極度の乾燥に耐えることができる。これまでにクマムシ

乾眠に関わる複数のクマムシ固有遺伝子が発見されてきたが、これら遺伝子がどのように乾燥

を感知して【誘導】されるか、具体的にどのように細胞を【保護】しているのか、そして、ダメ

ージを受けた細胞をどのように【修復】するかについては未知である。そこで、本研究では、技

術基盤が揃いつつある現状を活かし、クマムシが完全な脱水による生命活動の可逆的な停止を

経ても細胞を正常に維持するパスウェイの全体像を、マルチオミクス解析によって明らかにす

ることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

1. 乾眠に移行期間が必要な Hypsibius exemplaris の高精度ゲノムを決定し、そのアノテーシ



 

 

ョンを整備し、乾眠前後のトランスクリプトーム解析によって、本種が乾眠する上で必須で

あることが確認されている発現変動に含まれる遺伝子を網羅的に同定した。加えて、急速に

乾眠が可能な比較的近縁な Ramazzottius varieornatus との比較ゲノム解析によって、保存

されたコンポーネントを抽出した。 

2. H. exemplaris における乾眠誘導のシグナリングを明らかにするため、時系列リン酸化プロ

テオミクスによって関連タンパクをスクリーニングした。加えて、既にシグナリングに寄与

することが確認されている PP1/PP2A を阻害した条件でのリン酸化プロテオミクスを行い、こ

の上流と下流のパスウェイを同定した。得られた候補についてはさらに阻害剤を用いること

で、実際にその候補が乾眠に作用していることを検証した。 

3. クマムシは乾眠時のみでなく、むしろ活動時の方が放射線耐性が強いことを利用し、紫外線

照射後の修復状態を時系列トランスクリプトーム解析によってスクリーニングし、乾眠と紫

外線照射で交叉する遺伝子を絞り込んだ。このうち、特に変動が大きくゲノム中で重複が見

られ保存性の高い遺伝子を機能解析するため、立体構造を決定し、この構造に基づいて in 

vitro で機能解析を行なった。 

4. CAHS タンパクの細胞保護機能を明らかにするため、乾燥状態を模倣した条件での構造変化を

NMRにより解析した。また、濃度依存での相互作用状態の変化を in vitro で観察するため、

原子間力顕微鏡(AFM)により形状を観察し、同様の構造が細胞内で生じるかをヒト細胞におけ

る過剰発現系を構築し確認した。 

 
４．研究成果 

1. 発現変動解析によって、H. exemplaris 乾眠時に有意に発現が上昇する遺伝子を 1,422個見

出した (Yoshida et al. PLoS Biol. 2017)。この中には多くの既知乾眠関連タンパク CAHS や

SAHS パラログが含まれており、それらのほとんどが数百倍まで発現が亢進されていた。この

1,422個の遺伝子のうち、R. varieornatus に保存されている遺伝子は 928 個あり、このうち、

522個が UniProt に登録されている他の生物の配列に類似性を示し、実に 406 もの遺伝子がクマ

ムシ固有のものである。この中には CAHS や SAHS が含まれるが、その他にも 104 個コンピュー

タ解析ではほぼ全長に渡って構造を取らないと予測されるタンパクが存在する。また、112個の

遺伝子は R. varieornatus における UV照射による交叉耐性実験で発現変動していて、8 個の遺

伝子が２種のクマムシに保存され、乾眠と UV照射両方で DEGとなり、さらにコンピュータ解析

で構造を取らないと予測されるものであり、乾眠時にほとんどが数十倍から数百倍発現が誘導

されている。つまり、乾眠に関わるコア遺伝子セットとしては 928 個のこれらの遺伝子が関与

し、この中にはまだ未同定かつ重要な役割を担うクマムシ固有の遺伝子が多く残っている。522

個の乾眠時に誘導され、２種のクマムシだけでなく他の生物にも保存されている遺伝子も多岐

に渡る機能を担っている。これまでに報告されているように、glutathione S-transferase (GST)

や catalase、superoxide dismutase (SOD)などの抗酸化関連遺伝子や、HSP や mitochondrial 

chaperone BCS1 などのタンパクのリフォールディングに関わる分子シャペロンなどは著しい発

現増強がみられるが、他にも lipid metabolic process や intracellular protein transport, 

regulation of microtubule polymerization or depolymerizationなどの GO termのenrichment

が見られる。抗酸化に関わる glutathione biosynthesis パスウェイや tryptophan metabolism

パスウェイでは複数の遺伝子の変動が見られ、乾眠は新規の各種防御機構と既存の制御・修復機

能を組み合わせた細胞システムレベルの応答であることがわかる。本解析により、極めて複雑な

システムである乾眠の全体像を俯瞰することが可能となった。 



 

 

 

2. H. exemplaris の preconditioning時の時系列リン酸化プロテオミクスによって、PP1/PP2A

のターゲットとして AMPKが存在すること、また、AMPK阻害剤によって乾眠機能が失われること

をによって AMPKの関与を強く示した (Kondo et al. Genes to Cells 2019)。AMPKは代謝のマ

スターレギュレーターとして知られ、クマムシの乾眠においては本シグナリングを応用するこ

とで乾眠における大規模な遺伝子発現変化を制御するようになった可能性がある。さらに、

PP1/PP2A-AMPKパスウェイの上流の候補として Transient Receptor Potential Cation Channel 

Subfamily M (TRPM)が、下流の候補として Signal transducer and activator of transcription 

5A (STAT5A)がリン酸化プロテオミクスの結果挙がっている。さらに我々は AMPK の関与を応用

し、preconditioningを経ずに AMPKを薬剤で活性化させることによって H. exemplaris を乾眠

させることを試み、AMPK activator として知られる D942 を与えることによって、

preconditioning同等の乾眠成功率を実現することに成功した (Kondo et al. FEBS Open Bio 

2020)。しかし、クマムシにおいては D942 の標的遺伝子が保存されておらず、AMPK は活性化さ

れないため、具体的にどのようなメカニズムで D942 が preconditioning状態を模倣する結果を

導いたのかについてはわかっていない。一方で、本薬剤によって実際に乾燥させずとも H. 

exemplaris の乾眠準備状態を再現できる可能性が示され、今後の乾眠導入時における制御機構

の解析において重要なツールとなると思われる。 
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3. R. varieornatus に UVを照射し、その後の細胞内動体を時系列トランスクリプトーム解析に

よって観察し、修復時に大きく upregulate される遺伝子で、かつ乾眠時にも誘導される、すな

わち交叉するものをスクリーニングした結果、CAHS や SAHS のようにゲノム内で重複し、実に 35

コピーものパラログを持つ新規遺伝子を同定した (Yoshida et al. bioRxiv 2020)。そして、

立体構造解析や in vitro アッセイにより Mn 依存の新規ペルオキダーゼであることが確認され

たこのタンパクは Anhydrobiosis-related Mn-dependent Peroxidase (AMNP)と名付けられ、ヒ

ト細胞に導入することで酸化ストレス耐性を向上させることが確認された。興味深いことに、

AMNP はゴルジ体に局在する。ゴルジ体は Mn 濃度が高く保たれることが知られており、さらに細

胞ストレス応答において中心的役割を担うことも徐々に明らかになりつつあり、やはり細胞の

コンパートメントごとに多様な機能があり、さらに酸化ストレス応答が乾眠の要であることが

見えつつある。 

 

 

4. CAHS タンパクの構造を濃度を変化させ NMRで解析したところ、濃度依存でランダムコイル性

が低下していく傾向が観察された。そこで、AFMを用いて in vitro での形状変化を観察したと

ころ、高濃度化で CAHS は線状ポリマー化し、マイクロフィブリルを形成することを明らかにし

た。同様の現象を生体内で観測するため、ヒト培養細胞における過剰発現系を構築し、高濃度化

において特徴的なコンデンセートを形成することを見出した。これらの結果から、CAHS タンパ

クは液-液層分離(LLPS)様の、乾燥に伴う脱水による濃度変化依存的可逆的凝集を示し、このこ

とが細胞内分子や各種コンパートメントの保護に寄与する可能性が示された。 
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