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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ネムリユスリカの乾燥・再水和の過程で生じる”ゲノムの高次構造
変化”が、”どのような機能をもつ遺伝子”を”どの順番で作動”させているのかを知ることで、"乾燥耐性を
もたらす遺伝子制御ネットワーク"の全容を解明することにあった。成果として、Hi-C解析を利用する事で染色
体レベルのネムリユスリカゲノムデータの取得に成功し、乾燥耐性に特異的な遺伝子制御ネットワークの同定が
できた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the full extent of the gene 
regulatory network that confers desiccation tolerance in the anhydrobiotic midge, Polypedilum 
vanderplanki. For this purpose, we investigated the effects of changes in the three-dimensional 
structure of the genome during desiccation and rehydration on the regulatory mechanisms of gene 
expression. As a result, by using Hi-C analysis, we succeeded in obtaining chromosome-level genome 
data of the anhydrobiotic midge, and identified the gene regulatory network specific to desiccation 
tolerance.

研究分野： 昆虫分子生物学・生化学

キーワード： 乾燥耐性　ゲノム構造　遺伝子発現調節　遺伝子ネットワーク

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、乾燥耐性特異的な遺伝子発現調節ネットワークが解明された。これにより、干からびても死なな
い生物であるネムリユスリカの乾燥耐性メカニズムの一端を知るすることができた。本研究成果を基盤にネムリ
ユスリカの乾燥耐性機構の研究が進んでいけば、ネムリユスリカのような極限的な乾燥耐性を持たない””普
通”の生物の細胞を、蘇生可能な状態で常温乾燥保存出来るようになることが期待される。本研究は、あくまで
基盤的な研究であるが、今後の応用展開の礎になると考えている。

※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 
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）。この乾燥過程で、通常の
代謝に関与する多くの遺伝子発現は抑制されるのに対し、トレハロ
ース合成酵素や LEAタンパク質、DNA修復酵素、チオレドキシン
などの特定の遺伝子発現が亢進する 1 2が、その制御機構の詳細は不明なままである。 

最近の研究で、ゲノムの立体的な構造（高次構造）の変化が遺伝子発現に重要に関与してるこ
とが分かってきた。ショウジョウバエのストレス応答に伴う遺伝子発現変動は、ゲノムの高次構
造の変化によってもたらされる 3。ネムリユスリカは、乾燥過程で細胞収縮し核の形状が大きく
変化する 4ことから、ゲノムの高次構造変化に起因するエピジェネティックな機構が、ダイナミ
ックな乾燥特異的遺伝子発現調節に関与している可能性が考えられる。 

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。Pv11と命名した胚由来の培
養細胞は、最長 6ヶ月間もの常温乾燥に耐える能力をもっていた 5（図 2）。Pv11細胞は、遺伝
子導入系やノックダウンの実験系も開発済みである 6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。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。 

そこで本研究は、Pv11 細胞において、乾燥・再水和の過
程で生じる”ゲノムの高次構造変化”が、”どのような機能を
もつ遺伝子”を”どの順番で作動”させているのかを知るこ
とで、"乾燥耐性をもたらす遺伝子制御ネットワーク"の全容
を解明する。すなわち、乾燥・再水和過程の Pv11細胞のゲ
ノムの高次構造の変化を次世代シーケンス技術により解析
し、CAGE 解析や total RNA-seqにより乾燥・再水和時特異
的な遺伝子発現パターンを同定し、CRISPRによる遺伝子機
能解析を行う。得られたデータを統合しベイジアンモデルな
どを用いて数理科学的に解析することで、確率的に妥当なゲ
ノム構造変化にともなう乾燥無代謝休眠特異的な遺伝子制
御ネットワークを解明することを目的とする。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ネムリユスリカの乾燥・再水和の過程で生じる”ゲノムの高次構造変化”が、”
どのような機能をもつ遺伝子”を”どの順番で作動”させているのかを知ることで、"乾燥耐性
をもたらす遺伝子制御ネットワーク"の全容を解明することにある。 具体的には、乾燥・再水和
過程のネムリユスリカ培養細胞のゲノムの高次構造の変化を Hi-C や ATAC-seq と呼ばれる次
世代シーケンス技術を用いて解析し、CAGE 解析や total RNA-seqにより乾燥・再水和時特異
的な遺伝子発現パターンを同定し、CRISPR による遺伝子機能解析を行う。得られたデータを
統合しベイジアンモデルなどを用いて数理科学的に解析することで、ゲノム構造変化にともな
う乾燥無代謝休眠特異的な遺伝子制御ネットワークの全容を解明する。 
 
 

図１　ネムリユスリカの乾燥無代謝休眠
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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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３．研究の方法 
（1）Pv11細胞の in situ Hi-C 解析 
 Pv11細胞のゲノム構造を知るために、in situ Hi-C 解析を行った。In situ Hi-C サンプルは、
一般的なプロトコル 7に従って処理したが、これを Pv11細胞での使用に適合させた。主な違い
は、反応物の容量、遠心分離の速度、インキュベーションのタイミングの調整に関するものであ
る。細胞を固定するために，2×107個の Pv11細胞を 1mlの IPL-41培地に懸濁し，室温（RT）
で適度に回転させながら最終濃度 1％のホルムアルデヒドを加えて 10 分間固定した。反応は
2.5M グリシン（最終濃度 0.2Mになるように添加）で回転させながら RTで 5分間かけてクエ
ンチした。固定した細胞を冷たい 1X PBSで 2 回洗浄した後、RTで 30分間溶解した。溶解し
た細胞ペレットに 0.5% SDS を加えてクロマチンを可溶化し、回転させずに 62℃で 10 分間イ
ンキュベートした。クロマチンの消化は、1サンプルあたり100UのMboI（New England Biolabs）
を 250µlのNEB2バッファーに加え、37˚Cで一晩、常に攪拌しながらインキュベートして行っ
た。消化された DNAのオーバーハングは、ビオチン-14-dATPを加えて標識した。得られたビ
オチン標識 DNA 断片は、穏やかに回転させながら RTで一晩インキュベートしてライゲーショ
ンした。1% SDSとプロテイナーゼ Kで一晩インキュベートすることで架橋を元に戻し、DNA
は酢酸ナトリウム/エタノール沈殿によって分離した。その後、Covaris LE220を用いてサンプ
ルをせん断した（フィルレベル-10、デューティサイクル-15、PIP-500、サイクル／バースト-200、
時間-58 秒）。AMPure XP ビーズ（Beckman Coulter, Brea, CA）を用いて、サンプルから 300-
500bpの DNA 画分を分離した。Dynabeads MyOne Streptavidin T1 beads (Thermo Fisher 
Scientific)を用いて、ビオチン化されたフラグメントをプルダウンした。ビオチン化されていな
い末端に残ったビオチンを除去し、A-tail に T4 PNK を加えた。イルミナシークエンスライブ
ラリは、製品プロトコールに従って、NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina
（New England Biolabs）の試薬を用いて調製した。ライブラリーの増幅に必要なサイクル数
（7 サイクル）を微調整するため、モック PCRを行った。シークエンスの前に、Agilent 2100 
Bioanalyzer（Agilent Technologies）を用いてライブラリのサイズ分布を評価した。こうして作
成した in situ Hi-C ライブラリは、HiSeq 2500システム（Illumina）で 2×100bp ペアエンド
ランを用いて配列決定した。 

Hi-Cリードを Juicer 8ソフトウェアで処理し、Juicebox 9で初期アセンブリを可視化するた
めのコンタクトマトリックスを得て、アセンブリフラグメント間の接触頻度を反映した重複排
除およびフィルタリングされたリードペアのリストを生成した。このリスト
（merged_nodups.txt）と assembly.fasta ファイルを、misjoin 補正ステップなしで 3D-DNA
パイプラインに適用した。視覚的に検出されたミスアセンブリーを含むスカフォールドの領域
は，Juicebox Assembly Tools 10を用いて手動で修正した。結果として得られたスカフォールド
のセットは、リードマッピングと処理の第 2 ラウンドに適用されました。3D-DNA を用いた後
続のステップでは、ミスジョイン補正を 2 回繰り返した自動スカフォールドをデータに適用し
た。Juicebox Assembly ツールを用いて、最終的なスキャフォールド補正、未配置スキャフォー
ルドの順序付け、染色体サイズのスキャフォールド分割を行った。 

 
（2）乾燥耐性に特異的な遺伝子制御ネットワークの同定 

Pv11細胞におけるトレハロース処理、乾燥および再水和過程に関与する遺伝子群を同定する
ために、トレハロース処理前及び処理後 48時間、その後乾燥 3時間及び 10 日間、そして再水
和後 3時間及び 24時間後の Pv11細胞を用いて total RNAを採取し CAGE-seq 法により全遺
伝子の発現量を定量した。続いてトレハロース処理時、乾燥時及び再水和時に発現変動を示す遺
伝子 (DEG : Differentially Expressed Gene)を edgeR11により検出した (FDR<0.05)。そして
各過程においてどのような生理現象が関与するかを明らかにするために、検出した DEGに対す
る Gene Ontology (GO)解析を行い各過程の DEG に統計的有意に存在する GO を検出した 
(FDR<0.05)。 

これらの乾燥耐性への関与が有望な遺伝子群に対する遺伝子制御ネットワークを同定するた
めに、より細かい時系列の遺伝子発現パターンを明らかにすることを目的として、トレハロース
処理前及び処理後 12、24、36、48時間、その後乾燥 10 日間、そして再水和後、3、12、24、
72時間後の Pv11細胞を用いて total RNAを採取し、RNA-seqにより全遺伝子の時系列発現量
を定量した。得られた遺伝子発現量データを元に、これらの処理に応答した遺伝子を DESeq212



により DEGとして検出した (FDR<0.05)。検出した DEGにおいて転写因子としての機能を有
する DEGに対しては時系列発現量を入力として BTNET13を用いてこれらの制御関係を推定し
た。さらに、転写因子としての機能を持たない DEG に関しては協調発現を示す遺伝子群を
WGCNA14により遺伝子モジュールとして検出した。そして、転写因子から遺伝子モジュールへ
の制御関係を求めるために、モジュール内遺伝子のゲノム上の上流 DNA 領域における転写因子
の結合モチーフが統計的有意に存在するかを CLOVER15により検出した (FDR <0.05)。この際
に、ネムリユスリカの各転写因子の結合モチーフに関する情報はいまだないため、ショウジョウ
バエの転写因子の結合モチーフを JASPAR201816、FlyFactorSurvey17、CISBP18データベース
より取得し、ショウジョウバエの転写因子と配列相同性を持つ転写因子に対してこれら結合モ
チーフの情報を転用して解析に用いた。そして統計的有意な結合モチーフの存在が確認された
転写因子と遺伝子モジュールの間において発現変動に関する Granger 因果が存在するかを検証
し、Granger 因果が検出された時に転写因子から遺伝子モジュールへの制御有りとして検出し
た (FDR<0.05)。これらにより得られた転写因子間の制御関係と遺伝子モジュールへの制御関係
を包括した遺伝子制御ネットワークをmodENCODE19にて公開されている乾燥耐性を持たない
ショウジョウバエの遺伝子制御ネットワークと比較することで、Pv11細胞の乾燥耐性に特異的
な遺伝子制御ネットワークの同定を行った。 

 
４．研究成果 
（1）Pv11 細胞の in situ Hi-C 解析を用いた染色体レベルのネムリユスリカゲノムデータベー
スの構築 
 ネムリユスリカのゲノムは、4 組の染色体で構
成されている。これまでにネムリユスリカゲノム
の概要配列（ドラフトゲノム）を解読していた 2

が、得られたスカフォールド数が約 9,000 個と、
染色体構造を知るのに十分とは言い難い状況だ
った。ドラフトゲノム公開以降、PacBioやイルミ
ナのゲノム塩基配列解析データを蓄積していた。
そこに、今回 Hi-C 解析のデータを加えたアセン
ブルを行った。結果として得られた 118.9 Mbの
アセンブリは、最大の 4 つのスカフォールドにゲ
ノムアセンブリの 98.8%が含まれており、4 本の
染色体に対応していると考えられる（表 1）。現在、
新たなネムリユスリカゲノムデータベースを構
築し、公開を目指して整備を進めている。また、
Pv11 細胞から得られた染色体レベルのネムリユ
スリカゲノムデータとして、論文発表を計画している。 
 
（2）乾燥耐性に特異的な遺伝子制御ネットワークの同定 
トレハロース処理前及び処理後 48 時間、その後乾燥 3 時間及

び 10 日間、そして再水和後 3時間及び 24時間後の Pv11細胞に
対する CAGE-seq データ解析により、全遺伝子の発現パターンは
トレハロース処理、乾燥を経て通常とは異なる状態になり、再水
和により元の状態に戻ることが明らかになった(図 3)。続いてトレ
ハロース処理時、乾燥時及び再水和時の DEG に対する Gene 
Ontology 解析により、まずトレハロース処理時における DEGに
おいては、その多くの遺伝子が生体にとって有害となる活性酸素
によって生み出される過剰な酸化物質を分解する抗酸化因子（例
えば、チオレドキシンなど）が占めていることが明らかになった。
すなわち、トレハロース処理は、生体機能の障害となる物質を除
去する遺伝子を発現させることで、乾燥耐性機能を発揮させる準備段階であることが示唆され
た。続いて乾燥時の DEGに注目すると、トレハロース処理時と同様に生体にとって有害となる
物質を除去する遺伝子の高発現が見られたことに加えて、タンパク質の翻訳に関わるリボソー
ムタンパク質が有意に発現を減少させていることが明らかとなった。このことから乾燥に応じ
て必要のなくなる遺伝子の発現を抑えることで省エネルギー化を達成している可能性が示唆さ

表1 ネムリユスリカゲノム解析結果の⽐較
Pv 0.9 (Gusev, 2014) Pv 5.0 (This stidy)

Main genome scaffold total 9,104 388

Main genome contig total 25,913 2,067

Main genome scaffold sequence total (Mb) 116.771 118.969

Main genome contig sequence total (Mb) 111.894 118.352

% Gap 4.177 0.518

Main genome scaffold N/L50 101/264.32 Kbp 2/35.209 Mbp

Main genome contig N/L50 2,191/12.463 Kbp 161/219.078 Kbp

Main genome scaffold N/L90 1,986/4.421 Kbp 4/14.02 Mbp

Main genome contig N/L90 10,658/2.139 Kbp 596/49.999 Kbp

Max scaffold length 2.184 Mbp 36.877 Mbp

Max contig length 358 Kbp 1.494 Mbp

Number of scaffolds > 50 KB 358 7

% main genome in scaffolds > 50 KB 77.6 98.98

% GC 28.30% 28.10%

% N 4.20% 0.50%

BUSCO4 completeness (Diptera) 92.9%[91.9%,1.0%],2.7%,4.4% 95.7%[94.7%,1.0%],0.6%,3.7%

BUSCO4 completeness (Insecta) 96.4%[95.4%,1.0%],1.5%,2.1% 98.3%[90.9%,7.4%],0.5%,1.2%
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図 3 トレハロース処理(T)、乾燥(D)
及び再水和(R)過程における発現変動
遺伝子の時系列発現パターン 
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れた。そして再水和時の DEG に注目すると、DNA を修
復するために働く遺伝子が発現上昇していた。再水和過程
は、乾燥に伴って蓄積した DNA へのダメージを治すこと
で、細胞の機能を通常の状態に戻す役割を持っている可能
性が示唆された(図 4)。 

続いてトレハロース処理及び再水和において細かいタイ
ムスパンで取得した時系列 RNA-seq データを用いて遺伝
子制御ネットワークを推定した。推定した遺伝子制御ネッ
トワークに対してショウジョウバエの遺伝子制御ネット
ワークとの比較解析を行うことで、乾燥耐性関連遺伝子群
全体の発現誘導を行うことができる最上流の転写因子
としてNF-YCが存在した。NF-YCは、NF-Yという転
写因子のサブユニットの一つであり、これまでにシロイ
ヌナズナやイネなどの植物に、NF-YCを初めとしたNF-
Yを構成する転写因子を遺伝子導入することで、通常で
は耐えられない完全な水の遮断による干ばつストレス
に対して萎れなくなることが示されている 20,21。すなわ
ち、動物由来の Pv11 細胞の乾燥耐性においても、NF-
YCが重要な役割を担うことを示唆した。続いてNF-YC
から乾燥耐性関連遺伝子群への情報伝達の仕組み全体
に注目すると、複数のフィードフォワードループと、そ
れらの間にポジティブフィードバック制御が存在する
ことが明らかになった。フィードフォワードループ制御
は、遺伝子発現において一過的な入力をカットして持続
的な入力のみ出力に伝える、いわばノイズカットフィルターの役割を持つことが示されている
22。さらにポジティブフィードバック制御は入力の強弱に応じて安定した出力の ON/OFF の切
り替えを調節する役割を持つことが示されている 23。以上の結果より、Pv11細胞の乾燥耐性機
構は、NF-YCを起点とした安定した乾燥耐性関連遺伝子の発現調節を精密に行うことで、死な
ない状態と通常状態の切り替えによって成り立っていることを示唆した (図 5)。 
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図 4  Pv11 細胞におけるトレハロース処
理、乾燥及び再水和過程に関与する生理学的
現象 

図 5  NF-YC を最上流とした Pv11 細胞の乾燥
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