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研究成果の概要（和文）：エネルギーフリー長期安定保存技術の開発に向けて、ネムリユスリカの乾燥耐性能は
長らく注目を浴びてきた。しかしながら、その乾燥耐性メカニズムの分子基盤は全く不明であった。そこで、申
請者は、ネムリユスリカ由来の細胞株であり、乾燥耐性能を持つ唯一の動物細胞株でもあるPv11細胞を用いて、
検討を行った。まず、Pv11細胞においてCRISPR/Cas9システムを用いたゲノムワイドスクリーニング実験系の構
築を行った。その過程でPv11細胞において、乾燥耐性能に必要な複数の遺伝子を同定できた。

研究成果の概要（英文）：Pv11 is a cultured cell line derived from embryos of the sleeping chironomid
 Polypedilum vanderplanki. Like the midge, Pv11 cells also display extreme desiccation tolerance; 
consequently, the cells can be stored in a dry state at room temperature. To apply the amazing 
ability to store biological things under dry conditions at room temperature, many researchers have 
tried to reveal the molecular mechanisms of the desiccation tolerance. However, only a few 
mechanisms were cleared, and most of them were still uncleared. So, I tried the genome-wide 
screening for understanding the molecular mechanisms of Pv11 cells.
At first, I constituted the experimental system for the screening. Through the construction, I 
identified several genes necessary for the anhydrobiotic ability of Pv11 cells.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ネムリユスリカの乾燥耐性メカニズムを解明することで、既存の凍結保存技術に代わる、エネルギーフリーな長
期常温保存技術の開発が期待されている。即ち、既存の凍結保存技術の問題点である「莫大なエネルギーコス
ト」や「停電のリスク」を回避しつつ、有用細胞やタンパク質などのバイオリソースを安定的に長期保存する新
規技術の立脚が見込まれている。
また、Pv11細胞における分子生物学的実験系を構築する事で、Pv11細胞の産業応用が期待される。

※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 
（１）水は生命にとって欠かせない物質である。生体内から水が失われると代謝活動は停止し，
やがては死に至る。しかし，一部の生物は乾燥耐性能を持ち，乾燥して代謝が停止しても，再給
水することで代謝活動を再開する。これは乾燥無代謝休眠と呼ばれる。ネムリユスリカはアフリ
カの半乾燥地帯に生息する昆虫であり，幼虫期にのみ乾燥無代謝休眠を発揮することで乾季を
生きながらえることができる。この乾燥耐性メカニズムを解明することで，既存の凍結保存技術
に代わる，エネルギーフリーな長期常温保存技術の開発が期待されている。 
 
（２）これまでの研究から，ネムリユスリカは乾燥過程でトレハロースを大量に蓄積し，LEA タ
ンパク質やチオレドキシンなどを発現させることが分かっている。しかしながら，これらはネム
リユスリカが乾燥過程で発現する遺伝子群のほんの一部に過ぎない。実際に，LEA タンパク質
とトレハロースを哺乳類細胞に導入し，常温乾燥保存に取り組んだ研究はあるが，極めて短時間
の保存にしか成功しなかった。 
 
 
２．研究の目的 
（１）上記したように，ネムリユスリカの乾燥耐性メカニズムには，既知の因子以外にも乾燥耐
性に中心的な役割を果たす因子の存在が想定される。そこで本研究課題では，ネムリユスリカを
対象として乾燥耐性を司る新規因子の同定を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）まず、Pv11 細胞においてスクリーニングに必須の実験系を構築する。本研究課題では、
CRISPR-screening を想定しているため、Pv11 細胞における CRSIPR/Cas9 システムの構築を目指
す。 
（２）構築した実験系を用いて、genome-wide screening 実験系を構築する。 
（３）Pv11 細胞において、乾燥耐性能に必須の遺伝子を同定し、ノックアウト細胞等を樹立し
て、各種解析を行う 
 
 
４．研究成果 
（１）申請者はまず、分子生物学実験の基本でもある、過剰発現系の構築を目指した。Pv11 細
胞では、既存の恒常活性プロモーター（OpIE2 プロモーターや CMV プロモーター等のウイルス由
来のプロモーター）が全く機能しなかったので、申請者自身でプロモーターを構築する必要があ
った。そこで申請者は、ストレスの有無にかかわらず恒常的に高発現しているネムリユスリカの
遺伝子のプロモーターに着目した。Pv.00443 と呼ばれる恒常高発現遺伝子の上流領域に、期待
するプロモーターが存在すると考え、約 1.8kb のゲノム領域を抽出した（下図 1A）。この配列の
3’側に蛍光タンパク質（AcGFP1）遺伝子を配置したプラスミドを構築し、Pv11 細胞に遺伝子導
入したところ、非常に強い蛍光が得られた。 
申請者はこのプロモー
ターを、Pv11細胞におけ
る発現ベクターの基盤
にしようと考えた。そこ
で、1.8 kb の配列と同
等の転写活性を維持す
る最短領域の同定を目
的として、デリーション
アッセイを行った（右図
1B）。その結果、1,333 bp
の配列が決定された。こ
の領域は、2014年に報告
済みのネムリユスリカ
ドラフトゲノムの 121
番 scaffold に存在して
いたため、121 プロモー
ターと名付けた。 
 



（２）次に、この過剰発現系を用い
て、CRISPR/Cas9システムがPv11細
胞で機能するかを検討した。AcGFP1
恒常発現 Pv11 細胞に対して、Cas9
発現ベクターと合成 gRNA あるいは
gRNA 発現ベクターを同時に導入
し、GFP 蛍光が消失するかを検討し
た。その結果、GFP 蛍光は消失し（右
図）、さらにそれらの細胞のゲノム
配列を解析したところ、AcGFP1 遺
伝子上に in/del mutation が出現
していた。以上のことから、Pv11 細
胞において CRISPR/Cas9 システム
が機能する事がわかった。 
 
（３）次に、このゲノム編集技術を
用いて、乾燥耐性メカニズムを探る
べく、細胞内カルシウムをセンシン
グするタンパク質、GCaMP3 の恒常
発現細胞株の構築を目指した。
CRIS-PITCh 法を用いて、Pv.00443
のストップコドン直前に、ポリシス
トロニックに GCaMP3 を発現できる
ように、ノックインを行った。その
結果、乾燥耐性能を失わずに、
GCaMP3が恒常発現されたPv11細胞
が構築できた。興味深い事に、この
細胞をトレハロース処理したとこ
ろ、直後に GCaMP3 蛍光強度が増し、すぐ
に退色する現象が見られた。このことか
ら、Pv11 細胞の乾燥耐性メカニズムに、
カルシウムシグナルの寄与が示唆され
た。 
 
（４）次に、カルシウムシグナルが Pv11
細胞の乾燥耐性能に寄与しているかを検
討した。代表的なカルシウムシグナル経
路である「Calmodulin - Calcineurin - 
NFAT」および「Calmodulin - Calmodulin-
dependent kinase - CREB」、の阻害剤を
用いて、乾燥―再水和実験を行った。そ
の結果、両方の経路が乾燥耐性能の誘導
に必要であることが判明した。興味深い
ことに、「Calmodulin - Calcineurin - 
NFAT」の経路を阻害することで、トレハ
ロース処理中の生存率が低下した。この
ことから、「Calmodulin - Calcineurin - 
NFAT」の経路は、乾燥耐性能の誘導のみ
ならず、トレハロース処理中の生存にも
寄与していることがわかった（右図）。 
 
（５）上記の因子以外にも、Pv11 細胞の
乾燥耐性能に寄与する、新規トレハロー
ストランスポーターも同定した。 
 
（６）残念ながら、genome-wide screening の実験系を完成させる事はできなかったが、この実
験系を構築する過程で、様々な因子を同定できた。 
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