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原子力基礎基盤戦略研究イニシアティブ 

戦略的原子力共同研究プログラム 事後評価総合所見 

 

研究開発課題名：クリプトビオシスとリンクした放射線耐性機構の解明研究 

 

研究代表者（研究機関名）：奥田隆（独立行政法人農業生物資源研究所） 

再委託先研究責任者（研究機関名）：馬嶋秀行（国立大学法人鹿児島大学） 

 

研究期間及び予算額：平成２０年度～平成２２年度（３年計画） 89 百万円 

項 目 要   約 

１．研究開発の概要 

 

クリプトビオシス（無代謝の乾燥休眠）状態の生物は放射線を含む様々

な極限環境ストレスに対して高い耐性を示す。本課題では、クリプトビ

オシス生物の中で最も高等で大型なネムリユスリカを用いて、特にその

乾燥および放射線耐性の機序を明らかにするため、両者のストレスによ

り発現が誘導される遺伝子の網羅的な解析および機能解析、DNA切断修

復の分子機構の解析、ミトコンドリアからの活性酸素の発生動態とその

影響を抑制する機構の解析を行うことを目的とする。 

２．総合評価 ・基礎的ではあるが、生物の放射線耐性機構に関して将来的に期待でき

る分野の研究を、十分な目的意識を持って進めており、優れた成果が挙

げられている。 

Ｓ）極めて優れた成果が挙げられている 

Ａ）優れた成果が挙げられている 

Ｂ）一部を除き、相応の成果が挙げられている 

Ｃ）部分的な成果に留まっている 

Ｄ）成果がほとんど挙げられていない 

３．その他 ・ヒトを含めた生物の放射線耐性に関しては、東日本大震災以降、社会

的にニーズの高い課題としてクローズアップされている。本研究の更な

る加速化と広がりを期待したい。 
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 参 考  

 

１．目的・目標 

 

クリプトビオシス（無代謝の乾燥休眠）状態の生物は放射線を含む様々

な極限環境ストレスに対して高い耐性を示す。本課題では、クリプトビ

オシス生物の中で最も高等で大型なネムリユスリカを用いて、特にその

乾燥および放射線耐性の機序を明らかにするため、両者のストレスによ

り発現が誘導される遺伝子の網羅的な解析および機能解析、DNA切断修

復の分子機構の解析、ミトコンドリアからの活性酸素の発生動態とその

影響を抑制する機構の解析を行うことを目的とする。 

２．研究成果 

 

【研究開発項目(1)  ネムリユスリカ放射線耐性因子解明に関する研

究】 

[得られた成果] 

①放射線耐性関連遺伝子 ESTデータベースの構築 

 放射線ストレスによって誘導される遺伝子を網羅的に調査するた

めに、ネムリユスリカ水和幼虫にγ—線を照射し、RNA を単離して平

均化 cDNA ライブラリーと通常の cDNA ライブラリーを構築した。そ

れらを統合し更新された ESTデータベースは 18,171個のクラスター

で形成され、ハウスキーピング遺伝子のみならず、転写因子やシグ

ナル伝達因子などの比較的発現量の少ない遺伝子が数多く含まれ、

良好なマイクロアレイチップの作成に重要な役割を果たした。 

②放射線耐性遺伝子発現解析 

 乾燥耐性を持たないヤモンユスリカとの比較実験によって、ネム

リユスリカが特異的に DNA 修復の能力に優れているわけではなく、

ユスリカの仲間が概して酸化ストレス耐性に優れていることが示唆

された。 

 数十塩基におよぶ比較的大規模な二重鎖を歪ませるような損傷の

修復，すなわちヌクレオチド除去修復を行う XPB が乾燥ストレス処

理後、直ちに発現し、蘇生後にも発現ピークが認められた。蘇生過

程前半で,２重鎖切断修復酵素遺伝子、Rad51が発現し、さらにその

最終段階で、ミスマッチ修復酵素遺伝子、PMS2の発現が確認され、

一連の修復酵素遺伝子が段階的に発現し DNA修復に関わっていた。 

③ネムリユスリカ体内でのアポトーシス細胞消長調査 

 ユビキチン結合酵素 (E2)をクローニングし、その発現パターンの

解析を行ったところ、乾燥ストレス処理後直ちに発現がみられ１６

時間後にピークをみられた。その後、水戻し後にも発現が認められ、

酸化ストレスと相関が認められた。クリプトビオシス誘導に必要な

タンパク質合成のリソースを得るために、非常時（脱水時）に不要

なタンパク質の合成を止めるのと同時に、それらを積極的に代謝す

る機構が発動しているものと推察された。実際、数多くのタンパク

質分解酵素遺伝子の発現誘導が観察された。  
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 ネムリユスリカ幼虫は高い放射線の照射によって DNA 損傷が生じ

るものの、アポトーシスが誘導されることなく、損傷した DNA の修

復を行う。そこで、より上流域でアポトーシス誘導に関連する遺伝

子であるヒストンタンパク質のサブユニット H2A を解析したとこ

ろ、その C 末端にある特異モチーフのアミノ酸配列が他の生物とは

異なっていた。このことは、ネムリユスリカのアポトーシス誘導に

関わるヒストンタンパク質のリン酸化様式が他の生物とは異質で、

そのことが DNA 損傷下でのアポトーシス誘導の阻止に関係している

ことを示唆した。人を含めた脊椎動物の細胞は放射線ストレスによ

るわずかな DNA 損傷によってアポトーシスを誘導後、致死する。放

射線暴露後の治療を考えた時に、アポトーシスを一過的的に回避で

きれば、その間に損傷した DNA の修復を行なうという新規の戦略が

採用できる。 

④ESTをもとにした DNAチップの作成及び放射線耐性関連遺伝子の解析 

 DNA チップ（アレイ搭載プローブ数が F:10,000, R:6,652 合計

16,652 と良好なアレイ）を構築し、マイクロアレイ解析をおこなっ

たところ、乾燥ストレスに伴って大規模な遺伝子発現変動が観察さ

れた。乾燥に伴い相対発現量が 2倍以上に上昇するプローブは 3895

個（主に抗酸化酵素、LEA タンパク質、HSP）、減少するプローブは

3111個（主にヘモグロビン）あった。覚醒（再水和）24時間に特異

的に相対発現量が 2 倍以上に上昇するプローブは 435 個（主に乾燥

ストレスによって変性を受けたタンパク質を除去する消化酵素）あ

った。特に LEA タンパク質については、乾燥耐性特異的なタンパク

質と想像していたが、放射線ストレスにも応答して発現することが

わかり、新たな発見、すなわち放射線防護にもつながる重要な知見

と考えている  

⑤酸化ストレス適応の特異的な DNA配列と放射線耐性の関係調査 

 DNA 修復酵素遺伝子（Rad23）の coding-region と no-coding 

region の AT/GC 含量をクリプトビオシスしないヤモンユスリカと

の比較をおこなったところ、coding region の AT含量はネムリユス

リカが 60％、ヤモンユスリカが 45％、non-coding region について

も同様にネムリユスリカが 76%、ヤモンユスリカが 60%と、やはり酸

化ストレスによる ATへの偏りがネムリユスリカで認められた。本課

題で、ネムリユスリカのミトコンドリアがヒトのミトコンドリアに

比べて高い放射線耐性を持っていることがわかったので、更に詳細

な実験を試みた。すなわち、乾燥耐性のあるネムリユスリカのナイ

ジェリア、マラウィ両個体群、ヤモンユスリカそれぞれのミトコン

ドリア DNA の全塩基配列を解読し、ナイジェリア個体群とマラウィ

個体群の NADH3および COI近傍に他の昆虫ではみられない長い ATの

繰り返し配列の挿入を確認した。さらにマラウィ個体群がナイジェ
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リア個体群よりもより長い AT の繰り返し配列の挿入を確認したこ

とから、マラウィ個体群の方が放射線耐性がより高いことが予想さ

れた。水和幼虫にγ—線照射（70 Gy）を実施したが、照射後の発育

に両者で顕著な差が認められなかった。両者間で差異を抽出するに

はバイオアッセイ系の改良および、より長期的な放射線による影響

の調査が必要と思われた。 

 

【研究開発項目(2)  放射線耐性に対するミトコンドリアの役割解明

研究】 

[得られた成果] 

①ミトコンドリア DNA 損傷と修復機能解析 

ネムリユスリカ細胞株を用い、倒立顕微鏡と 3CCDカメラを備えた共

焦点レーザー顕微鏡を用い、生きたままの細胞から産生される HPF

試薬を用いたミトコンドリア由来活性酸素発生検出、HNE抗体を用い

た脂質の過酸化及びアポトーシス検出を行った。次に、ヒト細胞

（HLE）およびネムリユスリカ細胞株における放射線照射後のミトコ

ンドリア DNA（mtDNA）コピー数変化を観察した。ヒト細胞では、放

射線照射後３日目から mtDNA コピー数の増大を観察したが、ネムリ

ユスリカ細胞株では、照射後の著名な変化は認められなかった。こ

のことは、mtDNA障害修復能が高いことを推測させ、ネムリユスリカ

細胞の放射線抵抗性の機序の一端を担っている可能性があると思わ

れた。 

 ネムリユスリカ幼虫において、乾燥化、および水戻し後の脂質の

過酸化（HNE）および DNA 障害（8OHdG）を免疫細胞化学染色にて半

定量化して観察した。乾燥化では、脂質の過酸化（HNE）および DNA

障害（8OHdG）ともに著名な変化は認められなかったのに対し、水戻

し後では、脂質の過酸化（HNE）および DNA 障害（8OHdG）ともに、

水戻し後３０分、１時間後で増大して認められ、以降、軽減して認

められた。これにより、水戻し直後には、ネムリユスリカ幼虫に大

きな酸化ストレスの負荷がかかるものの、その後，過酸化 DNA塩基、

過酸化脂質ともに急速に修復されることがわかった。このことは、

ネムリユスリカ幼虫が水戻しを繰り返すことで酸化ストレスに対す

る抵抗性を有し、これが、放射線抵抗性を示していることを推察さ

せた。 

②抗酸化関連遺伝子の強制過剰発現および発現抑制による耐性への影

響の検討 

 ヒト HLE 細胞に MnSOD 遺伝子を過剰発現させると、放射線照射に

より細胞内ミトコンドリア発生活性酸素、脂質過酸化が減少し、ア

ポトーシスが減少する、すなわち、放射線抵抗性を示した。これに

より、MnSOD は放射線抵抗性因子であることが明らかとなった。次に、
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ネムリユスリカでは、MnSOD RNAi を作成し、MnSOD の発現を低下さ

せることに成功した。これにより、ネムリユスリカにおける放射線

に対する MnSOD の影響を調べたところ、確かに MnSODが放射線抵抗

性因子であることを突き止めた。そこで、ネムリユスリカ細胞を用

いて MnSOD RNAiをトランスフェクトして遺伝子発現を抑制したが、

その効果は小さかった。 

 放射線は、mtDNA の転写の低下を介して電子伝達系の働きを抑制

し、活性酸素を産生することがわかった。さらにネムリユスリカ細

胞ではヒト細胞に比べ、放射線照射による核-ミトコンドリアゲノム

比率に大きな変化は見られなかった。 

 ネムリユスリカを乾燥ストレスにさらしても脂質の過酸化 DNA の

損傷はほとんど起きず、また水戻しを行うと、宇宙環境に 1 年半曝

露した後でも水戻し後 1 時間ほどは脂質の過酸化や DNA 損傷が増大

して見られ、その後は減少傾向が見られた。これは、ネムリユスリ

カが日常的にクリプトビオシスを行なっている過程で、酸化ストレ

スが生じ、ネムリユスリカ体内で酸化ストレスに対する回復機能を

有していることを表している。すなわち、ネムリユスリカは強い抗

酸化システム系を有していることを示している。これは、ネムリユ

スリカが、放射線抵抗性である理由の一端を表しているといえよう。 

③ヒト細胞とネムリユスリカ培養細胞の fusion細胞構築 

 高い放射線耐性をもつネムリユスリカ由来のミトコンドリアを導

入（交換）することでヒト細胞の放射線耐性を高めることを目的に、

143B 細胞とネムリユスリカ培養細胞（チミジンキナーゼ正常）の

fusion細胞の作製を試みたが、放射線耐性を高めるまでには至らな

かった。実験に供するレベルの安定性のある融合細胞特性を得るた

めの様々な問題点を解決していく必要があると思われた。 
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6) Cornette R, Gusev O, Nakahara Y, Shimura S, Kikawada T, Okuda 

T (2011) Adaptation to extreme environments and small genome 
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