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研究成果の概要（和文）：本研究は、極限乾燥耐性生物であるネムリユスリカがもつ乾燥・塩によって発現調節
される遺伝子のプロモーターとその制御因子を同定することを基盤として、新規な乾燥・塩ストレス制御型タン
パク質発現システムを開発することを目的とした。H28年度は、研究の手始めとして、ポジティブコントロール
として用いる事ができる恒常発現プロモーター(PvGapdhプロモーター)を単離した。H29年度は、乾燥誘導性遺伝
子の多くに特異的なDNAモチーフ（TCTAGAA）が存在し、そこに結合する転写因子としてPvHSF1を同定した。RNAi
実験により、PvHSF1がPv11細胞の乾燥耐性誘導に関与している事が証明された。

研究成果の概要（英文）：Our final goal of this project is to develop a novel heterologous gene 
expression system based on dry- and salinity-inducible promoters in the anhydrobiotic insect, 
Polypedilum vanderplanki. In 2016, the promoter region for PvGapdh gene was identified as a novel 
constitutive promoter, which allowed effectively expressing heterologous proteins, such as GFP, in 
Pv11 cells, a cultured cell line derived from the anhydrobiotic insect. In 2017, we found a highly 
conserved motif (TCTAGAA) in the promoter regions for several desiccation-inducible genes in the 
insect, which motif was corresponded with Drosophila’s heat shock element (HSE). RNAi experiments 
demonstrated that PvHSF1, a homolog for the HSE-binding protein in the anhydrobiotic insect, could 
be involved in induction of the extreme desiccation tolerance in Pv11 cells. 

研究分野： 極限環境生物学
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１．研究開始当初の背景 

 ネムリユスリカは、脱⽔が進⾏し代謝が停
⽌しても死に⾄ることなく、再⽔和させると
代謝が復活する。この極限乾燥耐性の分⼦機
構を解析する過程で、耐性に関連する様々な
遺伝⼦を同定し(Cornette & Kikawada, 2011)、
最近ではそのゲノム構造まで明らかにした
(Gusev et al., 2014)。これら⼀連の解析から、
乾燥による遺伝⼦発現制御が、塩（１%NaCl）
添加によっても作動することが⽰された（図
１）。 

 
例えば、シャペロン様活性をもつ LEA タン

パク質遺伝⼦（PvLea1-3）は、乾燥と同様に
塩の添加によって処理後１時間程度で発現
が上昇し始める。脱⽔速度の制御因⼦である
アクアポリンは、乾燥誘導型の PvAqp1 が塩
添加でも乾燥時と同様に処理後６時間で発
現が上昇する⼀⽅、乾燥抑制型の PvAqp2 は
塩添加でも発現が低下する。これらのことか
ら、ネムリユスリカには乾燥と塩処理に共通
する遺伝⼦発現調節機構の存在が⽰唆され
ていた。 
 
２．研究の⽬的 
本研究は、極限乾燥耐性⽣物であるネムリ

ユスリカがもつ乾燥・塩によって発現調節さ
れる遺伝⼦のプロモーターとその制御因⼦
を同定することを基盤として、新規な乾燥・
塩ストレス制御型タンパク質発現システム
の開発を⽬的とする。 
 

３．研究の⽅法 
 乾燥および塩ストレス下の Pv11 細胞のト
ランスクリプトーム解析を⾏い、発現上昇
（または低下）する遺伝⼦のうち発現変動⽐
率の⾼いものを選抜する。理研が開発した
CAGE 法によって、発現プロファイルの確認
とプロモーター領域の同定を⾏う。最終的に、
Pv11 細胞を⽤いて、外来性遺伝⼦が発現可能
になるかどうかの機能解析を⾏う。 
 
４．研究成果 

H28 年度は、研究の⼿始めとして、ポジテ
ィブコントロールとして⽤いる事ができる
恒常発現プロモーターを単離した。ゲノム解
析の過程で、グリセルアルデヒド−3−リン
酸脱⽔素酵素遺伝⼦ (PvGapdh)は、ネムリユ
スリカの培養細胞（Pv11）で恒常的に⾼発現
している遺伝⼦の⼀つであることがわかっ
ていた（Gusev et al., 2014）。この PvGapdh プ
ロモーターを使った発現ベクター（pPGK）
を構築した。このベクターを利⽤すること
で 、GFP や RFP といった蛍光タンパク質を
Pv11 細胞に発現させることに成功した。ちな
みに、ショウジョウバエやカイコで⽤いられ
ている 市販の発現ベクターでは、Pv11 細胞
に GFP を発現できない。本研究で得られた
pPGK ベクターを⽤いることで、GFP 以外に
もルシフェラーゼや Cas9 ヌクレアーゼなど
多様な遺伝⼦を Pv11 細胞に発現させること
が可能となった。 

 H29 年度は、乾燥誘導性遺伝⼦発現を制御
する転写因⼦として PvHSF1 を同定した。ネ
ムリユスリカとその近縁で乾燥耐性がない
ヤモンユスリカのゲノムの⽐較から、ネムリ
ユスリカでは乾燥で発現が上昇する遺伝⼦
の転写開始点近傍に、ゲノム特異的な DNA

モチーフ（TCTAGAA）が多く、かつ偏って
存 在 す る こ と 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に
TCTAGAA を持つ乾燥誘導性遺伝⼦には乾燥
耐性関連遺伝⼦が多く含まれることを⾒い
だした。また、TCTAGAA はショウジョウバ
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図1. ネムリユスリカの乾燥・塩誘導性遺伝子の発現パターン



エの HSF1 の結合領域に酷似していた。そこ
で、ネムリユスリカの培養細胞（Pv11 細胞）
を⽤いて、PvHsf1 遺伝⼦を機能抑制したとこ
ろ、乾燥耐性関連遺伝⼦の発現が減少した。
さらに、PvHsf1 の発現を抑制した Pv11 細胞
を乾燥させると、通常の Pv11 細胞を乾燥さ
せたものと⽐べて、再び⽔に浸けた後の⽣存
率が低下した。すなわち、PvHSF1 が乾燥耐
性を制御する重要な転写因⼦であることが
明らかとなった。これらのことから、ネムリ
ユスリカは進化の過程で、熱ストレス応答性
の遺伝⼦発現制御ネットワークを転⽤化
（co-option）した結果、極限的な乾燥耐性を
発揮するようになった可能性が⽰された。
RNAi 実験により、PvHSF1 が Pv11 細胞の乾
燥耐性誘導に関与している事が証明された
（図 2）。 

 

図図 22..  PPvvHHssff11 遺遺伝伝子子をを抑抑制制ししたた PPvv1111 細細胞胞のの再再水水和和後後生生存存率率
（（MMaazziinn  eett  aall..,,  PPNNAASS,,  22001188 をを改改変変））  
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