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Fig. 2　A, B 乾眠状態におけるヨコヅナクマムシの成体 (A)と卵 (B) の電子顕微鏡写真。C
卵、幼体 (3 日齢 )、成体 (20 日齢 ) のヨコヅナクマムシにおける10 日間の乾燥処理後の生
存率。D 相対湿度 85% 下において乾燥処理をうけた成体のヨコヅナクマムシの水分含量の
変化。

３　乾眠と極限環境耐性
3.1　乾眠　

 上述したように、陸生クマムシの多くは水を失うと乾眠とよばれる無代

謝状態に移行する。クマムシは乾眠状態に移行すると体が縦方向に収縮し

て樽 (tun) とよばれる形態に変化し、水分含量が 3% 以下にまで低下する

(Wright, 2001)。堀川らはヨコヅナクマムシの乾眠、すなわち乾燥耐性の程

度を調べるために、本種の個体を乾燥に暴露し生存率を算定するとともに

水分含量の変化を追跡した。まず、発生段階ごとにどの程度の乾燥耐性がみ

られるのかを調査するため、本種の卵、3 日齢の幼体、20 日齢の成体を相

対湿度 85% で 1 日間、さらに相対湿度 0% で 10 日間乾燥させた。乾燥処理

後、幼体と成体は典型的な樽の形態を (Fig. 2A)、卵は中央がくぼんだ形態
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を示した (Fig. 2B)。乾燥個体に給水したところ、幼体と成体ではほぼすべ

ての個体が活動を再開し、卵では 80% の個体が孵化した (Fig. 2C)。この数

値は乾燥処理をしなかった卵の孵化率と同等である。この結果から、ヨコ

ヅナクマムシはいずれの発生ステージにおいても乾眠能を保持しているこ

とが示唆された。

　乾燥処理の前後におけるヨコヅナクマムシの成体の体重を精密電子天秤で

測定して水分含量の変化を調べたところ、通常の活動状態における水分含量

が 78.6% wt/wt だったのに対し、乾眠状態では 2.5% wt/wt まで減少するこ

とがわかった。また、相対湿度 85% の環境で乾燥処理をすると、最初の 5

分間で、もとの水分量の半分が失われ、乾燥開始から 16 分後には水分含量

がおよそ 10% wt/wt にまで低下することがわかった (Fig. 2D)。これらの結

果から、ヨコヅナクマムシは急速な脱水でも生命を失うことなく乾眠に移行

することが明らかになり、生物の乾燥耐性メカニズムを研究する上で本種は

きわめて適した研究対象であるといえる。

　通常、細胞から水分が無くなると、細胞膜のような構造が壊れたり、タン

パク質やその他の生体物質の構造が崩れる。クマムシはどのようなメカニズ

ムで乾燥した細胞や生体物質を保護しているのだろうか。他に乾眠能をもつ

アルテミア、センチュウ、ネムリユスリカなどの動物では、乾眠に付随して

多量 (15 〜 20% wt/wt) のトレハロースという二糖類が蓄積する (Watanabe, 

2006)。トレハロースは乾燥した細胞の中で水の代わりに細胞膜やタンパク

質と相互作用をして構造を維持していると考えられた (Crowe et al., 1998)。

クマムシでも、乾眠に伴ってトレハロースが蓄積することが報告されて

いるが、他の乾眠能をもつ動物と比較すると、その蓄積量は 3% 未満であ

り、きわめて少ない (Westh and Ramløv, 1991; Hengherr et al., 2008)。ま

た、トレハロースの蓄積がまったくみられない種も存在する (Hengherr et 

al., 2008)。クマムシでは、トレハロースではなく別の物質が乾眠の成立に

重要であることが示唆される。Yamaguchi et al. (2013) は、ヨコヅナクマム

シに熱しても凝集と沈殿のおこらない新規タンパク質の CAHS（Cytoplasmic 

Abundant Heat Soluble: 細胞質型熱安定性）タンパク質と SAHS（Secretory 

Abundant Heat Soluble: 分泌型熱安定性）タンパク質を発見した。これら
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のタンパク質は乾燥するとコイル状の構造（αヘリックス構造）をとる。

CAHS タンパク質は細胞内に、SAHS タンパク質は細胞外の空間に蓄積す

る。これらのタンパク質は、細胞膜や他のタンパク質と相互作用し、これら

の構造を保護したり、凝集するのを防いでいる可能性がある。他にも抗酸化

物質などがクマムシの乾眠において重要な役割を担うと考えられるが、実際

に乾燥耐性を成立させる物質の特定はまだなされていない。一方で、同じく

ヨコヅナクマムシにて発見されたミトコンドリアに局在する RvLEAM 及び

MAHS (Mitochondrial Abundant Heat Soluble) タンパク質は、ヒト培養細胞

に導入することでその浸透圧耐性をわずかながらに上げることが確認され

た (Tanaka et al., 2015)。乾眠にはこのように直接的に水を置換し細胞内

分子を保護する仕組みの他にも、水を排出するアクアポリンや、乾燥を感知

し細胞中にシグナルを送る機構、さらには損傷を修復する機構など、多階層

のシステムが不可欠であると考えられる。

3.2　極限環境耐性　

　以上に述べてきたように、乾眠状態においてクマムシはさまざまな環境ス

トレスに耐える。ただし、これまでにクマムシの耐性について調査をしたほ

とんどの研究例においては、ストレスを暴露したクマムシについて、その後

数日間の生死しか確認していなかった。クマムシの環境耐性をより正確に検

証するうえでは、ストレスを暴露された個体の生殖能力を調べることが重

要である。そこで堀川らは、7 日齢のヨコヅナクマムシを 100ºC の高温、1 

GPa の高圧、および 5 kGy のヘリウムイオンビーム照射を暴露し、人工飼

育システムを用いて被暴露個体の生殖能力を追跡調査した（堀川ら、未発表）。

その結果、100ºC と 1 GPa に暴露された個体は、非処理区の個体と同等か

それ以上の期間にわたって生存したうえ、次世代の個体を残すことがわかっ

た (Fig. 3AB)。ヘリウムイオンビームを照射された個体では、非照射区の個

体に比べて生存期間の短縮がみられた。さらに、1 個体あたりに残した仔の

数も減少した (Fig. 3AB)。通常、生物は 100°C の高温や 1 GPa の高圧に暴

露されると、タンパク質などの生体高分子の立体構造が崩れてその機能を失

い、生命活動を維持することができなくなり、最終的には死滅する。これは、
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水分子と結合した生体高分子が熱や高圧により変性しやすいことと関係して

いる。乾眠状態のクマムシは水分をほとんど含有しておらず、高温や高圧に

暴露されても損傷がほとんど生じなかったものと推察される。その一方で、

イオンビームのような電離放射線は生体分子を直接的あるいは間接的に破壊

する作用をもつ。5 kGy の線量のイオンビームを照射されたヨコヅナクマム

シの個体は、通常の生命活動を持続できないほど損傷が蓄積したため、寿命

の短縮や生殖能の低下がおきたのだろう。だがいずれにしても、バクテリア

のような単細胞生物ではなく、クマムシのような多細胞生物がこれらの極限

環境にさらされても子孫を残した事実は、地球外に存在しうる生命体の分布

域を再考するのに十分に値するものと考える。

Fig. 3　A 乾眠状態のヨコヅナクマムシを100ºC、1 GPa、ヘリウムイオンビーム (5000 
Gy) に暴露後の A 生存期間および B 次世代幼体数。C 活動状態および乾眠状態のヨコヅ
ナクマムシに紫外線を照射後の DNA におけるチミン二量体形成頻度。D 活動状態のヨコヅ
ナクマムシに 2.5 kJ/m2 の紫外線照射後、可視光を照射した場合としなかった場合における
DNA におけるチミン二量体の修復。
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　著者らはまた、ヨコヅナクマムシを用い、宇宙環境において生命にと

ってもっとも有害な環境要因のひとつである紫外線への耐性も調査した

(Horikawa et al., 2013)。ヨコヅナクマムシは乾眠状態において、活動状態よ

りも顕著に高い紫外線 (UV-C; 波長 254 nm) に対する耐性を示した。乾眠

状態においては、 20 kJ/m2 の線量の紫外線を照射された個体で産卵がみら

れた。だが、活動状態では、5 kJ/m2 以上の線量の紫外線を照射されると、

照射 10 日後には 90% 以上の個体が死亡し、産卵もおこらなかった。紫外

線照射後のヨコヅナクマムシの DNA 損傷について解析したところ、乾眠

状態で照射された場合は活動状態で照射された場合に比べてチミン二量体

の形成がほとんどおきていなかった (Fig. 3C)。通常、紫外線が照射される

と、DNA 上の隣接した塩基 ( 特にチミンやシトシンなどのピリミジン ) が

結合し、二量体を形成する。このような二量体は突然変異を誘発するなど、

生物に有害な影響を及ぼす。ヨコヅナクマムシは、乾眠状態時において、チ

ミン二量体が形成されるのを防ぐ機構が存在することを示唆している。ま

た、活動状態のヨコヅナクマムシでは、2.5 kJ/m2 の紫外線照射後に生成

したチミン二量体が 112 時間後にはほぼ完全に消失した (Fig. 3D)。ヨコ

ヅナクマムシのゲノムデータベースを用いた検索およびポリメラーゼ連鎖

反応 (PCR) による解析から、ショウジョウバエの光回復型 DNA 修復酵

素 PhrA のホモログ遺伝子（注：共通の祖先遺伝子に由来する遺伝子どう

しのこと）をもつことが明らかになった。定量 PCR による解析の結果、紫

外線照射 18 時間後に PhrA 遺伝子の有意な発現上昇がみられた。このこと

から、ヨコヅナクマムシの DNA 修復機構に PhrA が関わっている可能性

が示唆された。

４　オミックス解析
4.1　ゲノム解析　

　クマムシはその微小なサイズや数千という少ない細胞数からいわゆるオミ

ックス解析が困難であったが、ヨコヅナクマムシの標準系統 YOKOZUNA-1

が確立されたことにより数千〜数万匹オーダーの大量飼育が可能となり、

2008 年頃からまずはゲノムの解析が進められた。クマムシのゲノムは一般
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的に小さく数百 Mbp 程度であることが知られているが (Gragna and Guidi, 

1996)、ヨコヅナクマムシのゲノムサイズはデンシトメトリー法により約

60Mbp と極めてコンパクトであることからも、ゲノム解析に適しているこ

とが窺えた。主にサンガー法を用いて解析が進められたヨコヅナクマムシ

ゲノムは最終的に約 55Mbp の配列が得られ、そのうち 1Mbp 以上のコンテ

ィグ配列わずか 16 本で 51Mbp 以上をカバーする極めてクオリティの高い

アセンブリーが得られた (Katayama and Kunieda, 2010)。独自に固有の門を

形成するクマムシにおいては、配列類似性を頼りにする既存の遺伝子予測

並びに機能アノテーションが極めて困難である。そこで、筆者らは特異度

（Specificity）が高い手法で一次学習を行った後に感度 (Sensitivity) が高い手

法で二次学習を行うハイブリッドブートストラップ学習法を考案し、さらに

RNA-Seq によって得られた発現遺伝子部位の情報を組み合わせることで、

精度高く約 19,000 の遺伝子を予測した。前述した CAHS/SAHS/MAHS/

RvLEAM や PhrA ホモログの解析はこのような高いクオリティのゲノム配

列及び機能アノテーション情報があったために可能になったと言える。

　近年の著しい DNA シーケンサーの発展に伴い、我が国以外の研究グ

ループにおいてもクマムシゲノムの解析が進められている。オニクマム

シを扱っているドイツ・シュトゥットガルト大学のグループらは、主に

EST (Expressed Sequence Tag) 解析により発現している遺伝子の配列解析

を進めている。ゲノム情報がまだ存在しないため、de novo トランスクリプ

トームアセンブリーによるコンティグ数は 79,064 と精度は必ずしも高くな

いが、通常時と乾眠及び吸水復帰時の３つのタイムポイントにおける発現

量の比較から、乾眠関連の発現変動遺伝子 834 個を報告している (Wang et 

al., 2014)。また、エジンバラ大学のグループは、超並列 DNA シーケンサ

ーを用いたドゥジャルダンヤマクマムシ Hypsibius dujardini ゲノムの解析と

アセンブリーをオンラインで公開している (http://badger.bio.ed.ac.uk/H_

dujardini/)。こちらは総塩基長が推定ゲノムサイズの倍程度あり、コンティ

グ数が 13,202 個でコンティグ N50 が約 50Kbp とまだ早期なドラフトゲノ

ム段階ではある。ドゥジャルダンヤマクマムシはヨコヅナクマムシと同じヤ

マクマムシ科 (Family Hypsibiidae) に属する近縁種でありながら、ヨコヅナ
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クマムシと比すると極めてゆっくりとした乾眠移行を必要とし、紫外線耐性

については前述の (Horikawa et al., 2013) でも示した通りその極限環境耐性

も弱いことから、比較ゲノム解析により乾眠に必要な遺伝子が明らかにでき

ると考えられる。

4.2　メタボローム解析　

　ヨコヅナクマムシのゲノム及びトランスクリプトーム解析によって水を置

き換える超可溶性タンパク CAHS/SAHS が発見されたが、さらに驚く事に、

これらタンパクはヨコヅナクマムシにおいてその極めて早い乾眠を実現する

ために、常時大量に発現されていることが明らかとなった。既に述べたよう

に、ヨコヅナクマムシは周囲の乾燥に際し、5 分程度で体内の水分量を半分

にするが、この乾眠応答に要する時間は、細胞内で遺伝子発現を行い必要な

タンパク質を生産するのにかかる時間に対し、あまりにも短い。このような

遺伝子発現では対応しきれない短時間での乾眠に対応できる可能性として、

低分子化合物の存在が考えられるため、我々は通常状態と乾眠状態の比較メ

タボローム解析を行っている。クマムシのメタボローム解析としては、オニ

クマムシを解析しているドイツのグループがガスクロマトグラフィ質量分析

器 (GC-MS) によって 84 分子の測定を報告しているが (Beisser et al., 2012)、

揮発性及び揮発化が可能な分子以外の測定が困難な GC-MS では網羅的な

中心代謝の計測は現実的ではない。そこで、我々はイオン性代謝物の測定

にキャピラリー電気泳動（Capillary Electrophoresis: CE）を、脂質や糖な

どの中性物質の測定に液体クロマトグラフィ (Liquid Chromatography: LC)

を、精密質量数を得るために飛行時間型質量分析器（Time-of-flight Mass 

Spectrometry: TOFMS）と組み合わせた CE-TOFMS 及び LC-TOFMS シ

ステムを用いて解析した。その結果、8 種の糖、373 種の脂質、269 種の

同定されたイオン性化合物、さらに、1,328 種の未知ピークを得て、ヨコ

ヅナクマムシ内の網羅的な代謝プロファイルを取得することに成功した

(Arakawa, 2012) 。

　通常時と乾眠時（それぞれ N=3）のプロファイルの比較では、数十の分

子が Welch T 検定によって有意な変動を示し、その中にはクマムシ以外の
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生物で乾眠に深く関わっていることが報告されているトレハロースも含まれ

ていた。一方で、トレハロースの絶対量はクマムシ乾燥重量の 1% にも満た

ず、他の生物で知られているようなガラス化による生体分子の保護には十分

な量ではない可能性が示唆された。一方で、乾眠時には代謝パスウェイにお

いて広範囲で脂質やアミノ酸や高エネルギーリン酸結合を持つ核酸が減少

し、さまざまな断片の脂肪酸や、キレート分子やベタインなどが増加してい

ることが分かった。特に、コリン代謝経路が乾眠時に大きな変動を示してお

り、キレート分子やベタインなどと共に水が減少する際に生じる酸化・pH・

浸透圧のストレスに対して、これらの低分子化合物が迅速に細胞内の構成要

素を保護する役割を持つ可能性が考えられる。ヨコヅナクマムシの乾眠はそ

の短時間の移行時間から遺伝子発現を通してみると驚くほどに変動がない

が、このように、網羅的なメタボローム解析を行う事で、細胞内の水分の喪

失という細胞にとって最も危機的な状況に対し、細胞内では迅速な応答が可

能な低分子化合物のレベルでダイナミックな代謝応答を行っていることが示

された。

５　今後の展望
　クマムシの乾眠は、生命活動が一時的に停止した無代謝状態である。こ

の現象を模倣することで、細胞レベルから個体レベルまでの生物材料の乾

燥保存を実現できるかもしれない。とりわけ、移植用臓器の長期乾燥保存

法が確立されれば、多くの人命を救うことにつながる。このためにも、ク

マムシにおける乾眠のメカニズム解明は重要な課題である。乾眠のメカニ

ズムを知るには、乾燥ストレスから細胞構造や生体高分子を保護したり、

あるいは、乾燥ストレスによる損傷の修復にかかわる物質群を特定する必

要がある。乾眠状態と通常状態のクマムシにおける遺伝子発現や代謝物質

変動については上述したとおりだが、今後のさらなるオミックス解析など

により、乾眠の移行とそこからの復帰にともなう代謝経路の全貌が明らか

になることが期待される。

　現状ではクマムシのオミックス解析はまだ限定的であり、今後乾眠の詳細

なメカニズム及びその進化を明らかにするためにはより多くの種で、より細
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かいタイムポイントでの解析が不可欠である。特に、乾眠においては現状通

常及び乾眠の２状態の解析が主であり、給水後に停止した代謝がさまざまな

生体分子の修復を伴いながら再開する様についてはほとんど解析が進められ

ていない。また、これらの解析は飼育が可能なヤマクマムシに集中しており、

オニクマムシを含めても全て真クマムシ綱の生物種に限られている。異クマ

ムシにも乾眠する種は多く存在しており、また異クマムシの方が緩歩動物門

における祖先型に近いと考えられているため、今後は飼育が困難な種でも解

析ができるよう、網羅的解析技術の劇的な高感度化が望まれる。実際、現状

では１回のメタボローム解析に 1 万匹 ( 約 5mg) の個体が必要であり、N=3

で複数条件の解析を行うには数十万匹の個体を集めねばならず、これは飼育

が可能な種においても困難を伴う。一方で、核酸を扱う解析に関してはポリ

メラーゼ連鎖反応による増幅が可能なため、より少ない初発量からの解析を

実現するための技術開発が望まれる。

　MAHS ではヒト細胞の高浸透圧耐性を上げることが確認されているが、

ヒト細胞の乾燥耐性を向上させるような分子はまだ確認されていない。今後、

乾燥耐性を向上させるような新規の分子が発見されることも十分に考えられ

るが、ヒト細胞などに複数の分子を共発現させて耐性を付与できるかを確認

することも重要だろう。クマムシの乾眠にかかわる候補分子の特定とともに、

今後はバイオエンジニアリングの系も発展させていきたい。
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