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研究成果の概要（和文）：本研究は、砕片分離と再生による無性生殖を行うヤマトヒメミミズEnchytraeus 
japonensisにおいて、再生初期に再生芽先端付近および中胚葉系列幹細胞に発現する新規遺伝子grimpに着目
し、そのタンパク質の性質と再生における機能を明らかにすることを目的とする。grimpに対する抗体を作成
し、組織蛍光抗体染色により、grimpタンパク質が再生芽およびその周辺の中胚葉系細胞に局在することを示し
た。また、RNAレベルでは再生6－12時間で発現していたが、タンパク質レベルでは再生24時間でも発現が見られ
た。ウェスタンブロッティングにより、予想分子量付近に抗体と反応するバンドが認められた。

研究成果の概要（英文）： grimp gene plays an important role in early stage of regeneration in 
Enchytraeus japonensis. grimp mRNA is detected transiently from 6 to 12 h post amputation only in 
mesodermal stem cells called neoblasts and mesodermal lineage cells. In order to clarify the 
function and cellular localization of grimp protein, we took approaches for the production, 
purification and characterization of recombinant protein, and made polyclonal antibodies. By 
immunohistochemistry, we found that grimp protein is expressed in the mesodermal cells in 
regeneration bud from 6-24 h post amputation. The target protein of the antibodies was detected by 
the western blotting at around predicted size.

研究分野：発生生物学　分子細胞生物学
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１．	研究開始当初の背景 
(1)ヤマトヒメミミズについて 
 ヤマトヒメミミズは東北農業試験場で見つ
かった純国産の生物で、砕片分離と再生によ
る無性生殖を行う環形動物である。体長は１
cm ほどで透明な体と体節構造をもつ。この
十数年の研究により、実験動物として確立さ
れている。体節内の特定の位置が収縮して体
が引きちぎられて数片の断片となり（砕片分
離）、4-5日ほどで頭（脳）と肛門が前後に再
生し、肛門前の増殖帯に新しい体節が付加さ
れて成長し、2 週間で数倍の数に増殖するこ
とを繰り返す。このミミズの無性生殖子孫は
皆同じゲノムを持ったクローンである。無性
生殖は人為的に電気刺激により同調的に開
始することができる。一方、個体密度のコン
トロールにより有性生殖も誘導でき、遺伝子
改変体作成などの発生工学的手法も適用可
能となった（Yoshida-Noro C & Tochinai S. 
Develop. Growth, Differ. 52(1), 43-55. 
2010）。このミミズの再生幹細胞はネオブラ
スト(Neo)と呼ばれ、各体節隔壁の腹側に左
右一対存在し、再生シグナルが入ると、最初
に分裂を開始し、体壁に沿って背方向に分裂
して娘細胞(N-cell)を形成する。その子孫は前
方後方に移動し、再生芽を形成して中胚葉系
の再生を担っている（ Sugio M et al., 
Develop. Growth, Differ. 54(4):439-450, 
2012）。外胚葉（表皮）および内胚葉（腸）
の再生は脱分化再分化によって起こる。 
(2)再生初期に発現する新規遺伝子 grimp 
	 研究代表者らは、再生初期に再生芽で発現
する遺伝子 grimp をクローニングした
（Takeo M et al., 54(1), 151-160, 2010）。デ
ータベースにはホモロジーのある遺伝子が
見つからない新規遺伝子であったが、5‘側に
RGDS (integrin 認識配列 )および protein 
kinase C phosphorylation siteを含む 3つの
リピート構造を持っていた。この遺伝子は、
砕片分離 3時間後から傷口および再生芽、お
よび Neo、N-cellおよび体腔壁の中胚葉系細
胞に発現し、再生 6-12 時間後にピークとな
ることがわかった。表皮・筋肉・消化管には
発現することはなかった。BrdU により増殖
細胞を標識し、grimpの ISHと同時に調べた
ところ、その発現は増殖中の中胚葉系細胞に
見られることがわかった。RNAi 法によって
発現抑制すると、中胚葉細胞の増殖および頭
部再生の阻害が起こることがわかった。以上
の知見より、grimpは再生初期過程に重要な
分子であると考えられる。さらに、この遺伝
子に対するRNAiによって抑制される他の遺
伝子を分離したが、この遺伝子配列からもま
た、機能予測は困難であった。 
	 grimp遺伝子は遺伝子レベルの発現解析お
よび阻害実験はすでに実施し、発表している
が、タンパク質レベルで機能解析および相互
作用解析することにより、再生開始機構およ
び再生幹細胞の実態について明らかにした
いと考えた。 

(3) これまでの研究成果 
  これまでに、grimpのタンパク質としての
機能を調べるために、grimpのコーディング
領域をタグ付きベクターに組込み、大腸菌で
発現誘導したタンパク質の精製を試みたが、
RNA まではできているものの、タンパク質
生成の効率があまりよくなかった。一方、
grimp- GFP融合遺伝子を、ほ乳類の間葉系
細胞株 C3H10T1/2 に導入したところ、タン
パク質が発現していることが、抗 GFP 抗体
によるwestern blottingによって確認できた。
しかしこのタンパク質の半減期は短く、細胞
内で分解されやすい性質を持つことが示唆
された。上記の大腸菌におけるタンパク質生
成効率の低さも、この性質に起因する可能性
がある。また、この融合タンパク導入により、
特に増殖阻害や分化誘導等の効果は見られ
ず、遺伝子発現変化も検出されなかった。ま
た、この遺伝子の一部とホモロジーがある遺
伝子が、無脊椎動物の EST として存在する
ことをデータベース検索によって確認した。
しかし、アノテーションはついていないので、
機能予測はできなかった。 
(4) 国内外の再生幹細胞研究動向と種間共通
機構解明の重要性 
 	 近年再生研究は再生医療への応用も視野
に入れながら進展を見せている。一昔前まで
は再生する生物は特殊で下等な生き物であ
り、ヒトのような高等生物の成体には幹細胞
はほとんどないと思われていた。しかし現在、
種を越えて普遍的な幹細胞再生のしくみが
あることは、分子生物学的に明らかにされて
いる。プラナリアやヒドラだけでなく、もう
少し進化的に進んだ環形動物にも高い全身
再生機能があることは、最近少し注目を集め
るようになったが、そのメカニズム解明には
至っていない。一方、近年の分子系統学的解
析により、旧口動物が昆虫等の脱皮動物と環
形動物等の冠輪動物の 2つに大分類されたの
で、比較進化学的観点からも、今後環形動物
の分子解析は重要である。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、砕片分離と再生による無性生殖
を行うヤマトヒメミミズ Enchytraeus 
japonensisにおいて、再生初期に再生芽先端
付近および中胚葉系列幹細胞に発現する新
規遺伝子 grimpに着目し、タンパク質レベル
でその性質と機能を明らかにすることを目
的とする。また、grimpタンパク質と相互作
用するタンパク質、および grimp遺伝子の影
響下にある他の遺伝子との関係を調べるこ
とで、再生開始機構および再生幹細胞の実態
について解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、grimpタンパク質の機能およ
び grimp タンパク質と相互作用するタンパ
ク質について解析する。また、grimpタンパ
ク質を他種の細胞に発現させ、その機能の普



遍性について検討する。さらに、grimpの発
現抑制により発現低下する新規遺伝子につ
いても機能解析を行う。これらの研究により、
grimpの再生開始機構および再生幹細胞にお
ける役割を解明する。 
 本研究期間の 3 年間で以下の研究を行い、
grimpタンパク質の機能および grimpタンパ
ク質と相互作用するタンパク質について解
析する。また、grimpタンパク質を他種の細
胞に発現させ、その機能の普遍性について検
討する。さらに、grimpの発現抑制により発
現低下する新規遺伝子についても機能解析
を行う。これらの研究により、grimpの再生
開始機構および再生幹細胞における役割を
解明する。 
(1) grimpタンパク質の性質と機能の解析	  
(2) grimp タンパク質と再生幹細胞系譜の

関係の解明	  
(3) grimp タンパク質と相互作用するタン

パク質の同定 
(4) 他種細胞における grimp タンパク質の

発現とその効果の解析 
(5) grimp 遺伝子発現抑制に伴って発現が

抑制される関連遺伝子の解析	  
(6) 上記関連遺伝子と grimp 遺伝子・タン

パク質機能の関係解明 
 
４．研究成果 
(1) grimpタンパク質の性質と機能の解析	  
	 これまでの研究成果から grimp 遺伝子発
現低下により再生が阻害されることが明ら
かになっているが、さらに直接的に再生にお
ける役割を証明するために、タンパクレベル
の機能解析を行った。 
	 具体的には、grimp遺伝子を Hisタグ付き
ベクター（pET6xHN-Nおよび pET6xHN-C）
に組換え、大腸菌 Zip Competent Cell 
BL21(DE3)に導入して、IPTGによるタンパ
ク質発現誘導と金属カラム TALON® Metal 
Affinity Resin (Takara)によるアフィニティ
精製を行った。精製したタンパク質を電気泳
動で分離し、抗 His タグ抗体 (6×HN 
polyclonal antibody)によるウェスタンブロ
ッティングによりサイズを確認の後、該当す
る融合タンパク質バンドを切り出して保存
した。この融合タンパク質を用いて、業務委
託によりポリクローナル抗体（ウサギ）抗体
作成を行った。この他に、grimpの予想アミ
ノ酸配列より、適切な箇所 2カ所を選んでペ
プチド合成をし、これにキャリアをつけてウ
サギに免疫したポリクローナル抗体も作成
した。作成された抗体を用いて、ドットブロ
ットにより、精製タンパク質に対する抗体が
作成されたことを確かめた。次に、抗体を用
いて、タンパクレベルの局在（細胞の種類、
細胞内局在）について検討した。ヤマトヒメ
ミミズのホールマウント標本を用いた蛍光
抗体染色により、いずれの抗体を用いた場合
でも、grimpタンパク質が再生芽およびその
周辺の中胚葉系細胞に局在することが示さ

れた。また、RNAレベルでは再生 6−12時間
で発現しそれ以降はほぼ消失するが、タンパ
ク質レベルでは再生 24 時間でも発現が見ら
れることがわかった。以上の結果より、grimp
はタンパク質レベルでも発現し、アミノ酸翻
訳の読み枠は予想通りであることが明らか
になった。一方、ウェスタンブロッティング
により検討したところ、予想分子量 25kDa
付近に抗体と反応するタンパク質のバンド
が認められた。また、より低分子のバンドも
確認できたところから、タンパク質としての
プロセシングの有無について検討している。
さらに、抗体や融合タンパク質を用いた再生
機能阻害実験を行っている。 
(2) grimp タンパク質と再生幹細胞系譜の関
係解明 
	 grimpの遺伝子発現は、増殖するネオブラ
スト(Neo)および体腔壁の娘細胞(N-cell)にみ
られることが ISH により明らかになってい
るが、これらの細胞は中胚葉系再生幹細胞と
考えられている。ヤマトヒメミミズのホール
マウント標本を用いて、上記 2種（融合タン
パク質およびペプチド）のポリクローナル抗
体による蛍光抗体染色を行った。いずれの抗
体を用いた場合でも、再生 6−12 時間および
24時間において、grimpタンパク質がネオブ
ラスト、再生芽およびその周辺、および体腔
壁の中胚葉系細胞に局在することが示され
た。以上の結果より、組織中においても、
grimpはタンパク質として発現し、アミノ酸
翻訳の読み枠は予想通りであることが明ら
かになった。またタンパク質レベルでは再生
24 時間でも発現が見られることがわかった。
一方、増殖中の細胞を表す PCNAに対する抗
体を用いて、同じサンプルを免疫組織染色し
たところ、隔壁に局在するネオブラストおよ
び中胚葉系細胞が標識された。これらの研究
により、grimpタンパク質発現と再生幹細胞
系譜との相関が示唆された。 
(3) grimp タンパク質と相互作用するタンパ
クの同定 
	 grimpタンパク質は細胞接着様の配列を持
っているので、そのレセプターあるいは結合
タンパク質が存在する可能性がある。上記 2
種（融合タンパク質およびペプチド）のポリ
クローナル抗体免疫共沈降を用いて、そのタ
ンパク質を同定する実験を行っている。 
(4) 他種細胞における grimpタンパク質の発
現とその効果の解析 
	 上記 1(3)で述べたように、これまでにマウ
ス間葉系細胞株 C3H10T1/2 への grimp- 
GFP融合遺伝子導入を行ったが、タンパク質
は発現するものの、かなり早い分解が行われ
るという結果が得られている。 
	 本研究では、新たに grimp-GFP（N 端お
よび C端）融合ベクター(pAcGFP1-N1およ
び C1)を作成し、ヒト肝臓上皮癌細胞株
HepG2 に強制発現させ、細胞増殖および細
胞分化への影響について検討した。この細胞
でも導入後 1 日目から GFP 融合タンパクが



発現し蛍光を発し、3日目には顕著となった。
特に細胞増殖に対する影響は見られなかっ
た。導入後 1日目から 3日目の細胞の全タン
パク質を SDS ポリアクリルアミド電気泳動
で分離し、ゲルを CBB 染色したところ、予
測 さ れ る サ イ ズ  (N1:48kDa お よ び
C1:47kDa) 付近に特に濃いバンドは確認で
きなかった。一方、抗 GFP 抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングでは、予測されるサ
イズ付近にバンドが確認され、導入後 1日目
から 3日目で量が増えていることが示された。
N1融合ベクターの方が、C1ベクターよりも
発現効率がよかった。この細胞では、予測サ
イズより下に特にバンドが見られていない
ので、融合タンパク質が特に早い分解を受け
るという結果は得られていない。このタンパ
ク質についても GFP タグを利用した精製を
行い、ミミズの再生芽に注入してその挙動を
観察しようとしている。 
（5）grimp 遺伝子発現抑制に伴って発現が
抑制される関連遺伝子の解析	  
	 grimpの発現低下に伴って発現が低下する
新規遺伝子の存在が明らかになっており、こ
の遺伝子も再生 3-24 時間で発現し、6-12 時
間で発現がピークとなることがわかってい
る。しかし、その塩基配列から機能は特定で
きず、ホモロジー検索でも相同遺伝子は見つ
かっていない。またその局在も不明である。
この遺伝子についても、クローニングし、融
合タンパク作成、抗体作成という手順で研究
を進めている。 
 (6) 上記関連遺伝子と grimp 遺伝子・タン
パク質機能の関係解明 
	 上記新規遺伝子の発現低下が、grimpタン
パク質によって引き起こされるのかどうか
について、時間的空間的に調べ、カスケード
解析を行う。これには RNAiの他、grimpタ
ンパク質に対する抗体を用いる。この研究に
ついては、(5)の研究の進行に伴い実施する。 
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