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研究成果の概要（和文）：陸生クマムシは乾燥に応じて脱水し様々な極限環境に耐性を示すが、その分子機構はほとん
どわかっていない。耐性に関わる候補として大量に発現するクマムシ固有の遺伝子に着目して解析した結果、最大発現
を示すA1遺伝子産物が螺旋状の構造体を形成することを明らかにし、機械的強度の付与を介して乾燥耐性に寄与するこ
とが考えられた。また、耐性能力の異なるクマムシ種から熱可溶性タンパク質を探索し新たなクマムシ固有タンパク質
を同定するとともに、熱可溶性タンパク質量と耐性能力との間に相関関係があることを見出した。さらにミトコンドリ
アの保護に関わる候補としてミトコンドリアに局在する新規なクマムシ固有タンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Limno-terrestrial tardigrades can tolerate severe desiccation by entering an ameta
bolic dehydrated state called anhydrobiosis. Here, we focused and analyzed properties of novel proteins ab
undantly expressed in anhydrobiotc tardigrades as candidates involved in anhydrobiosis. A1 is the most abu
ndantly expressed transcript and its protein products turned out to form an aggregated complex in a spiral
 shape. This aggregated structure could provide physical support to desiccating cells. We also identified 
a novel heat-soluble protein from less tolerant tardigrade species and showed the amount of heat-soluble p
roteins can correlate with tolerant ability of the species. Furthermore, as a candidate involved in protec
tion of mitochondria against desiccation, novel mitochondrial proteins were identified.
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１．研究開始当初の背景 
一部の陸生クマムシは外界の乾燥に応じ

てほぼ完全に脱水し様々な極限環境に耐性
を示すが、その分子メカニズムはほとんどわ
かっていない。近年行われたトランスクリプ
トーム解析の結果、ヨコヅナクマムシでは、
クマムシ固有の新規遺伝子群が大量に発現
していることも明らかとなり、これらの遺伝
子産物群がクマムシ固有の耐性メカニズム
に寄与している可能性が考えられた。実際、
加熱しても沈殿しないクマムシ固有のタン
パク質ファミリーである CAHS, SAHS タ
ンパク質も大量に発現しており、乾燥時のタ
ンパク質の変性・凝集の抑制への寄与が推定
されている。しかし、CAHS, SAHS 以外の
クマムシ固有の大量発現遺伝子については、
その生化学的性状や機能を含めまったく解
析されておらず、クマムシの乾燥耐性の分子
メカニズムを明らかにするためには、こうし
た大量発現遺伝子の性状解析が急務と考え
られた。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、以下の３つの小課題を設定
した。 
(1) ヨコヅナクマムシ成体のトランスクリプ
トームデータにおいて最も発現量が高い遺
伝子である A1 は、親水性アミノ酸を多く含
むタンパク質をコードするにも関わらずそ
の遺伝子産物は沈殿を形成することが分か
っていた。A1 が何らかの高次構造体を形成
して沈殿している可能性が考えられたこと
から、本小課題では、A1 の構造体形成能の
有無、および構造体の高次構造を明らかにし、
これら構造体の乾燥耐性における役割の解
明を目指す。 
 
(2) 耐性能力の高いヨコヅナクマムシにおい
てはクマムシ固有の新規熱可溶性タンパク
質 CAHS, SAHS が大量発現していることが
分かっていたが、耐性能力の弱い（もしくは
無い）クマムシにおいて、こうした熱可溶性
タンパク質の発現やその実体についてはま
ったく分かっていなかった。そこで、耐性能
力の異なるクマムシを用いて熱可溶性タン
パク質の同定および性状の解析を行い、これ
ら熱可溶性タンパク質とクマムシの耐性能
力の種差との相関関係の解明を目的とする。 
 
(3) クマムシの細胞内には多数のオルガネラ
が存在しており、各オルガネラには固有の耐
性遺伝子産物が局在している可能性が考え
られた。そこで、オルガネラの代表としてミ
トコンドリアを選び、ミトコンドリアの耐性
機構を担う候補タンパク質として、ミトコン
ドリアに局在する大量発現遺伝子の同定を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 A1	
 に対する特異的な抗体を作成し、ヨ

コヅナクマムシ破砕液を遠心操作により分
画し、A1 の挙動をウェスタンブロットにより
解析した。また、高次構造体の形態観察につ
いては、大腸菌を用いて A1 のリコンビナン
トタンパク質を調製し、遠心操作によって粗
精製後、透過型電子顕微鏡を用いてネガティ
ブ染色像を観察した。また、A1 遺伝子を哺乳
類培養細胞に	
 transient	
 に発現させ、乾燥
処理・高塩処理後の生存率に与える影響を解
析した。さらに、卵（胚）、幼体、成体と発
生ステージの異なるヨコヅナクマムシを用
いて、ウェスタンブロットにより A1 タンパ
ク質の発現時期を解析した。	
 
	
 
(2)	
 乾燥耐性の弱いクマムシ２種および耐
性を持たないクマムシ１種について破砕液
を調整し、加熱後に上清に残るタンパク質を
探索した。１種の耐性の弱いクマムシについ
ては EST データベースが利用可能であったこ
とから、熱可溶性を示した主要なバンドにつ
いて nanoLC-MS/MS 解析を行い、構成タンパ
ク質を同定した。同定したタンパク質につい
て、大腸菌を用いてリコンビナントタンパク
質を調製し、その熱可溶性をヨコヅナクマム
シの CAHS,	
 SAHS	
 タンパク質と比較した。さ
らに、クマムシの破砕液について、熱可溶性
分画に回収されるタンパク質量を耐性の異
なるクマムシ種間で定量的に比較した。	
 
	
 
(3)	
 ヨコヅナクマムシのトランスクリプト
ームデータを用いて、クマムシ固有の大量発
現遺伝子のうち配列上ミトコンドリアへの
局在が予測されるものを選別した。選別した
遺伝子について、GFP 融合タンパク質の発現
コンストラクトを作成し、哺乳類培養細胞に
導入して、GFP	
 の蛍光を指標に当該遺伝子産
物の細胞内局在を解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 まず最も発現量が多い A1 の遺伝子産物
について、ヨコヅナクマムシの破砕液からの
分離を試み、低速遠心の沈殿分画に A1 が最
もメジャーなタンパク質として回収できる
ことを見出した。この分画のネガティブ染色
像を電子顕微鏡により観察した結果、直径約
15nm の螺旋状の構造体が観察された。さらに
大腸菌発現系を用いて誘導・精製したリコン
ビナント A1 タンパク質について非変性条件
でのネガティブ染色像を観察した結果、先の
クマムシ破砕液の沈殿分画で観察されたも
のと同様の構造体が観察された。このことか
ら、クマムシ破砕液で観察された構造体は A1
タンパク質によって構築されたものと考え
られ、こうした構造体を形成することで、細
胞に機械的な強度を付与し乾燥などに伴う
力学的ストレスへの抵抗性強化に寄与して
いる可能性が考えられた。次に、A1 タンパク
質の機能する時期を明らかにするために、発
生段階における Western	
 blot 解析を行った
結果、繁殖可能な成体および胚発生初期で強



く発現するが、胚発生後期から幼体でにかけ
て急激に減少することが明らかとなり、A1 は
特定の時期にのみ機能していると考えられ
た。	
 
	
 
(2)	
 耐性能力の異なるクマムシ種を用いて
熱可溶性タンパク質の探索を行った結果、耐
性の弱い酒においても熱可溶性タンパク質
が存在することが見出された。これらの熱可
溶性タンパク質の同定を試みた結果、新たな
クマムシ固有の熱可溶性タンパク質を見出
した。また、クマムシ破砕液における熱可溶
性タンパク質の占める割合を解析した結果、
各クマムシ種の乾燥耐性能力と呼応してそ
の割合が変動することがわかった。このこと
から熱可溶性タンパク質の量とクマムシ個
体の耐性能力との間に相関関係があること
が示された。	
 
	
 
(3)	
 クマムシ成体のトランスクリプトーム
データを元に発現量の高い遺伝子群を抽出
した後、遺伝子配列をもとに複数の細胞内局
在予測プログラムを用いてミトコンドリア
に局在する可能性の高い遺伝子を選別した。
こうして選別された遺伝子の多くは他種の
ミトコンドリアタンパク質と相同性を示し、
ミトコンドリアでの機能が推定された一方、
一部の遺伝子は他の動物には相同遺伝子は
見出されず、クマムシで独自に進化したか、
水平伝播によって獲得されたものと考えら
れた。トランスクリプトームデータから、こ
うした遺伝子がクマムシ個体内で発現して
いるのはほぼ間違いないと考えられたこと
から、次に実際にミトコンドリアに局在する
性質を持つかを検証するために、GFP	
 融合タ
ンパク質として哺乳類培養細胞に発現させ
て、細胞内局在を解析した。その結果、GFP	
 の
蛍光は目的タンパク質との融合依存に、ミト
コンドリアマーカーと共局在することが分
かった。以上の結果から、今回同定したタン
パク質群の少なくとも一部はクマムシ体内
でミトコンドリアに局在していると考えら
れた。	
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