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研究成果の概要（和文）：本研究は、ゲノム編集によるPv11細胞の乾燥耐性能力の機能破綻を指標として、ネム
リユスリカの乾燥無代謝休眠に決定的な役割を果たしていると考えられる遺伝子ネットワークを明らかにするこ
とを目的とした。手始めに、ターゲットとなる遺伝子の情報を得るために、ネムリユスリカのゲノムを解析し
た。ネムリユスリカのゲノムには、約200万カ所の潜在的なCRISPR/Cas9のターゲットが存在する事がわかった。
また、独自の遺伝子発現系を構築することで、Pv11細胞で駆動するCRISPRシステムを確立させた。このCRISPRシ
ステムを利用した、乾燥耐性をもたらす責任遺伝子の大規模スクリーニングが可能となった。

研究成果の概要（英文）：Our aim of this study is to reveal the gene network underlying the extreme 
desiccation tolerance in the desiccation tolerant cultured cells, Pv11, derived from the sleeping 
chironomid using the genome editing, such as CRISPR/Cas9.At first, we deciphered genome sequence of 
the sleeping chironomid to seek potential targets for CRISPR/Cas9, and consequently found about 2 
million sites as the targets in the genome. Simultaneously, we developed a CRISPR/Cas9 applicable to
 Pv11 cells based on the originally isolated promoter from the cells. The optimized CRISPR/Cas9 
allows us to conduct the genome-wide screening to identify the genes responsible to anhydrobiosis in
 Pv11 cells.

研究分野：昆虫分子生物学・生化学

キーワード： 乾燥耐性　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
	 ⽣物にとって、⽔は代謝を動かす溶媒とし
て必須である。細胞から⽔分が失われていく
と代謝は停⽌し、最終的には死に⾄る。しか
し、⼀部の⽣物は、完全に乾燥して代謝が停
⽌しても死に⾄ることなく、再給⽔すると代
謝が復活する。この現象は乾燥無代謝休眠
(Anhydrobiosis)と呼ばれ、昆⾍ではアフリカ
半乾燥地帯に⽣息するネムリユスリカの幼⾍
のみに認められる。いったん乾燥無代謝休眠
状態になったネムリユスリカは、半永久的に
代謝を停⽌させることが可能である。しかも、
⽔和させるだけで、約 1 時間で乾燥無代謝休
眠から覚醒し、発育を再開する（図 1）。 

 これまで申請者の研究グループは、ネムリ
ユスリカ幼⾍が、乾燥刺激によって、タンパ
ク質や細胞膜の構造を保護する活性を持つト
レハロースを⼤量に合成し、乾燥した幼⾍の
体内隅々にトレハロースが分布することを明
らかにした。また、ネムリユスリカ幼⾍は、ト
レハロースと協調して細胞膜やタンパク質を
保護する活性を持つ LEA タンパク質も乾燥
に伴って蓄積する。同様な現象はほとんどの
乾燥耐性⽣物共通に認められ、トレハロース
と LEA タンパク質が乾燥時の細胞保護に寄
与することで乾燥無代謝休眠状態の維持に関
与していることは疑いない。しかし、ネムリ
ユスリカ個体への遺伝⼦導⼊系が未完成のた
め、原因遺伝⼦を含めた乾燥無代謝休眠特異
的な遺伝⼦ネットワークの全容は明らかにで
きていない。 
 ネムリユスリカの乾燥無代謝休眠は、培養
細胞でも再現できることが分かっている。
Pv11 と命名した胚由来の培養細胞は常温乾
燥耐性能をもっていた（図 2）。最近では、乾
燥前の予備培養条件を検討した結果、3 ヶ⽉
以上の乾燥保存も可能となってきた。したが
って、乾燥無代謝休眠という⽣命現象を研究
するツールとして、Pv11 細胞は利⽤可能とい
える。培養細胞であれば、遺伝⼦の導⼊は容
易に⾏える上、個体丸ごとを⽤いる実験と⽐
較して組織特異的な遺伝⼦発現を考慮する必
要が無いため解析結果をシンプルに評価でき、
実験の再現性が保証されるメリットがある。 
 

２．研究の目的 
	 本研究は、⼈⼯ヌクレアーゼを⽤いた遺伝
⼦破壊による Pv11 細胞の乾燥耐性能⼒の機
能破綻を指標として、ネムリユスリカの乾燥
無代謝休眠に決定的な役割を果たしていると
考えられる原因遺伝⼦を含めた遺伝⼦ネット
ワークを明らかにすることを⽬的とする。 
 
３．研究の方法 
	 ネムリユスリカのゲノム情報を得た後、ゲ
ノム編集のターゲットとなり得る配列を同定
する。同時に、Pv11 細胞用のゲノム編集技術
として CRISPR/Cas9 が作動できる実験系を構
築する。市販の昆虫細胞用遺伝子発現ベクタ
ー（pIZ;	 Invitrogen）で Cas9 の発現を試み
る。作動が確認できなかった場合には、ゲノ
ム情報に基づき恒常的且つ高発現している遺
伝子の 5‘上流を単離し、そのプロモーター領
域を得ることで、Pv11 細胞で駆動する独自の
遺伝子発現系を構築する。また、CRISPR/Cas9
によるノックアウトの評価系として、GFP 恒
常発現型の Pv11 細胞の作出も行う。具体的に
は、上記の Pv11 用遺伝子発現ベクターに GFP
遺伝子を挿入したプラスミドを Pv11 に導入
し、GFP を安定的に発現する細胞を得る。	
	 以上の一連の実験系により、ネムリユスリ
カで作動しうる CRISPR/Cas9 システムを構築
する。このシステムを使って、乾燥耐性に関
連していると予測されている遺伝子を破壊す
ることで、その遺伝子の乾燥耐性に対する貢
献度を検討する。	
	
４．研究成果	
	 本研究は、乾燥耐性の分子機構を解明する
ために、ネムリユスリカの培養細胞である
Pv11で作動可能なゲノム編集技術を開発する
ことを第一目標とした。	
	 手始めに、ターゲットとなる遺伝子の情報
を得るために、ネムリユスリカのゲノムを解
析した。ゲノム情報を解析した結果、ユニー
クな 21 塩基且つ PAM 配列（NGG）をもつサイ
トが 1,929,750 箇所存在していた（図 3）。こ
れらのサイトは、潜在的な CRISPR/Cas9 によ
るゲノム編集のターゲットとなる。	
	 当初、Pv11 細胞での Cas9 タンパク質の発
現がほとんど認められなかった。これは市販
されている昆虫用発現ベクターがチョウ目昆

図１　ネムリユスリカの乾燥無代謝休眠

無代謝休眠状態

通常状態

乾燥

吸水

36時間後

48時間後

10分後

30分後

60分後

24時間後

図2　乾燥耐性能力を発揮するネムリユスリカ
細胞
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ヨトウガ由来細胞　生細胞 (矢尻)
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虫に感染するウィルスに由来するプロモータ
ーを利用しているため、ハエ目昆虫であるネ
ムリユスリカで十分に機能していないためで
あると考えた。そこで、Pv11 細胞で機能しう
る発現ベクターの構築から行うことにした。
トランスクリプトーム解析から乾燥誘導性の
遺伝子（PvGapdh）を同定し、そのプロモータ
ーを組み込んだ発現ベクターを独自に構築し
た。pPGK と命名したこのベクターを用いる事
で、Pv11 細胞に GFP を安定的に発現させるこ
とが可能となった。この安定発現細胞をPv11-
KH と命名した（図 4）。この GFP 発現をマーカ

ーに、遺伝子ノックダウン及びノックアウト
の実験系構築を進めた。	GFP 遺伝子に対する
siRNA を Pv11-KH 細胞に導入すると、極めて
効率良くノックダウンができた。具体的には、
タンパク質レベルで 7.5％程度まで GFP の発
現量を低下させることに成功した。発現ベク
ターの構築は、Pv11 細胞での Cas9 タンパク
質の発現も可能にした。Cas9 を発現させた
Pv11-KH 細胞に、GFP 遺伝子をターゲットとし
たガイド RNA を導入すると、GFP の発現を消
失させることができた。蛍光を消失した細胞
を集めて GFP 遺伝子の配列を確認したところ、
その遺伝子に欠失・挿入変異が生じていた(図
5)。	

	 以上のことから、ネムリユスリカに特化し
た CRISPR/Cas システムが確立できたと結論
づけた。目標の達成度は期待ほどでは無かっ
たが、最適な遺伝子発現系すら不明だった非

モデル生物に対するゲノム編集技術を、基盤
から完成まで順に構築していった点は評価に
値すると考える。	
	 今後は、本研究で構築した CRISPR によるゲ
ノム編集技術を利用し、乾燥耐性をもたらす
責任遺伝子の大規模スクリーニングを展開し
ていく。	
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