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研究成果の概要（和文）： 

ヤマトヒメミミズは環境に応じて無性生殖と有性生殖二つの生活史を使い分け繁殖する日本産

の環形動物である。本研究では再生・分化のモデル生物としての研究環境の充実を目的に二つ

の生活史を 5つのステージに区分し cDNAライブラリーの作成と塩基配列決定を試みた。成熟期

と再生期の完全長 cDNA ライブラリーの約 3800個ついて塩基配列を決定した結果、ライブラリ

ーはヤマトヒメミミズと他の貧毛類の既知遺伝子32個を含む236個の相同遺伝子を含んでいた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Enchytraeus japonensis is a unique earthworm which undergo asexual and sexual life cycles. 
It can be a good experimental animal not only for regeneration but also differentiation. 
It is important to investigate and establish gene expression profiles throughout their 
life cycle. We constructed the cDNA Libraries from the regenerating and asexual mature 
worms in asexual cycle, and sequenced approximately 3800 clones. 236 sequences were found 
to be homologues to those from other species, and 32 sequences were unique to E. japonensis 
and other Oligochaeta species. 
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１． 研究開始当初の背景 
(1) ヤマトヒメミミズ(Enchytraeus 
japonensis)は中村好男が 1991 年に発見し
て 1993 年に記載した体長約 1cm の小型ミミ
ズである。寒天プレート上にオートミールを
餌として容易に飼育が可能で、成熟すると自
らの体を数体節毎の約 10 断片へと自切し、
各断片からもとと同じ個体が再生される。す
なわち約 2週間で一個体から 10 個体のクロ
ーンが再生産される。砕片分離での増殖中は
生殖巣や生殖付属器官を持たないが、低密度
条件下で各断片を再生させれば、雌雄両性の

生殖巣が形成されて(生殖細胞系列の維持と
生殖細胞の分化)、有性生殖を行い、受精卵
を含む卵包を形成(初期発生)し、次世代が生
じる。ヤマトヒメミミズの生活史には組織の
再生・分化のあらゆる過程が含まれており、
飼育が容易なことから新たな実験動物とし
て極めて有望であるが、NCBI データベース上
に登録された遺伝子および ESTの数は遺伝
子:38、EST:365とその研究基盤はと貧弱であ
った。 
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(2) ヤマトヒメミミズはその発見以来、その
特異な生活史が注目され、我々も含め幾つか
の研究室で実験動物として維持されていた。
特に砕片分離という増殖法は生物学的に興
味深く、幾つかの研究成果が報告されており、
新しい再生・分化の実験動物としてきわめて
有望であることが示唆されていた。 
 
(3) siRNAを用いた遺伝子破壊による遺伝子
発現抑制実験が可能であり、再生過程に発現
を増加する遺伝子の局在と機能について解
析が行われていた。 
 
(4) 2000年初頭より多くのモデル生物につい
て、個体全体の網羅的解析が複数の研究グル
ープが分担し完成され、現在では技術的にも
ほぼ完成されている。ヤマトヒメミミズのゲ
ノム生物学的な研究の基盤を整備すると共
に、我々が貧毛類のゲノム解析で培ってきた
シークエンス技術を用い、可能な限り最大数
の遺伝子発現プロファイルの作成がヤマト
ヒメミミズ研究の基礎情報になることは必
至であり、当該生物の新たな実験動物として
広い分野での利用が期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヤマトヒメミミズの研究基盤

を確立すると共にその生活史における遺伝
子の発現プロファイルの作成と表現型との
関連付けを目指す。 
 
(1) 無性および有性生活史の cDNA ライブラ
リーの作成： 
無性生活史を無性成熟期、破断期、再生期の
3 ステージ、有性生活史を有性化個体と卵胞
中の初期発生胚の 2ステージの計 5つのステ
ージに区分し、各ステージの均質化 cDNA を
作製し、各 384 wells plate にクローンを単
離、シークエンス材料とすると共に、随時提
供可能な研究資源化する。 
 
(2) 発現プロファイル作成：各ステージから
約 3,000 個合計約 15,000 個の cDNA 配列を
決定し、生活史を通した遺伝子発現プロファ
イルを作成する。 
(3) RNA 干渉法による表現型解析：各ステー
ジに特異的に発現する遺伝子(合計 20)を
RT-PCR で確認し siRNA によって遺伝子発現
を抑制し表現型を観察し、機能を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) ヤマトヒメミミズの無性生活史を①無
性成熟個体、②砕片期、③再生期、有性生活
史を④有性期、⑤卵包中の初期発生個体とし、
合計 5 ステージに分け、それぞれのステージ
の個体を回収し、順次均質化 cDNA ライブラ

リーを作製した。5 つのステージごとの個体
を検鏡下で分類、転写産物を調整した。発現
遺伝子を十分にカバーするのに必要な転写
産物として約 2 µgの総 RNAを確保した。Clone 
Miner II cDNA Library Construction Kit 
(Invitrogen)を用いて均質化 cDNA ライブラ
リーを作製した。 
 
(2) 無性生殖ステージの個体は直径 6cmのシ
ャーレに適度に湿度を持たせたキムタオル 1
枚を敷き、粉末にしたオートミールを餌に 10
～15匹を入れ、25℃で飼育した。破断期の個
体に破断直後から 2日以内、再生期個体には
破断直後から 4日から 5日経過し再生芽形成
後で 4～6 mm まで再生したものとした。無性
成熟個体には破断直後から 7 日以降経過し、
かつ生殖器が分化していない 8-10 mmの個体
とした。有性個体は生殖期が確認できる再生
期から成熟個体とした。卵胞 
 
(3) 有性個体の誘導条件の検討： 
 本研究をはじめる前の予備実験から無性
個体の飼育条件と同一の餌や温度で個体数
をシャーレあたり 4～8匹に減らすことで有
性化の誘導した方法としていた。より効率的
に有性個体を確保する目的で有性化の条件
を検討した。 
 
(4) 個々のクローンは 384 wells plate 中に
単離しライブラリーソースとした。シークエ
ンシングは illustra TempliPhi DNA 
Amplification Kit (GEヘルスライフサイエ
ンス)を用いて増幅した DNA を鋳型にベクタ
ーの配列をプライマーに一方の DNA鎖のみの
塩基配列を決定した。 
 
(5) 300 bp以上のシークエンスデータを有効
データとして順次解析を行った。本研究では
クローニングが均一に行われたと仮定し、同
一の配列が複数クローンとして集積された
場合にはクローン数は発現量に相当すると
考え、複数クローンが重複したものを 1遺伝
子として解析した。Blastデータに対してホ
モロジー検索を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 5 つの cDNA ライブラリーのうち、無性生
活史の破断期、成熟個体および再生期につい
て cDNA ライブラリーを作製した。有性生活
史の 2ステージはライブラリー作製に十分な
転写産物を得るための飼育条件の検討し、ラ
イブラリー作製のための試料の回収を継続
して行っている。 
 
(2) 成熟期と再生期の完全長 cDNA ライブラ
リーについてそれぞれ 384 well plate5 枚分
のクローンについて塩基配列を行った。各ラ



イブラリーの挿入断片は平均 600bpであった。 
 
(3) Blast解析の結果は以下のとおりであっ
た。ただし、解析数は少数あること、更にリ
ボゾーム遺伝子やミトコンドリア由来の配
列は予想以上に大量であったため、各段階で
の遺伝子発現を特徴付けることは出来なか
った。 
 
①成熟個体と再生期の両方で発現既知遺伝
子は 23個(90クローン)であり、そのうちの
8 遺伝子はヤマトヒメミミズを含む貧網類の
既知遺伝子であった。 
 
②両ステージで共通して複数個のクローン
として集積されたシークエンスデータのう
ち 76 個は相同性の無いユニークな配列であ
り、これらは ESTデータとして有効であると
考えられる。 
 
③再生ステージでのみ多く発現していた遺
伝子は 96遺伝子、そのうち 13 遺伝子は同一
の配列が複数得られていることから発現量
が高いこと考えられた。 
 
④成熟個体から既知遺伝子は 115個であった。
多くがアクチンや酵素類で恒常的に発現す
る遺伝子類であった。 
 
(4) 有性化誘導の条件検討 
有性個体および卵胞期初期胚回収ライブ

ラリー作成に必要な転写産物を得るため、有
性化の誘導条件を検討した。 
本研究を始めるにあたり、個体数を減らし、

給餌量を増やすことで有性化を誘導してい
た。さらに餌(粉末オートミール:図 1, O)に
ドライイースト(図 1, Y)を加えることでの栄
養価を上げることで有性化が飛躍的に上げ
ることができた(図１)。 

 

図 1 

 

(5) 有性化誘導を vasa遺伝子のホモログ

vlg1および vlg2の発現を RT-PCR法で確認し

た。 

①イーストを添加した餌を与えた個体では有

意に vgl1および vgl2の発現が増加しており、

有性化が誘導されたことが確認された。②無

性生殖の破断期では有性化を誘導していない

場合でも vlg1および vlg2が発現しているこ

とを確認した(図 2)。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図 2 
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