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1動機・目的 

 安全な水を気軽に得られない生活をする人は、世界だけでなく国内にも存在する。これを解決するために

自分にできることを考え、中学生の頃に生活排水処理用の循環型ろ過装置を試作した。そのろ過能力向上の

ために、下水処理場でも用いられている活性汚泥中の微小生物を利用したいと考えた。しかし、ろ過装置が

一時的に乾燥する状況も想定され、乾燥耐性を備えていない微小生物が死滅してしまう可能性が考えられた。

この課題を解決するために、このような微小生物に乾燥耐性を獲得させることはできないかと考えた。耐性

を持たない活性汚泥中の微小生物の一つであるゲスイクマムシ（Isohypsibius myrops）が属するクマムシ門

のうち、コケなどの乾燥が起こり得る環境に棲む種は、その乾燥耐性の強さで知られることから、クマムシ

の乾燥耐性メカニズムの解明が、乾燥耐性発現技術の実現につながると考え、これを目指して研究している。 

 研究では、食餌と乾燥耐性の関連に特に着目している。昨年度行なった実験では、強い乾燥耐性をもつモ

デル生物のヨコヅナクマムシ（Ramazzottius varieornatus）の食餌として提案されている生クロレラV12（ク

ロレラ工業株式会社）をゲスイクマムシに投与し、その結果、乾燥環境下での活動継続時間の延長に成功し

た。しかしその遺伝子解析実験を試みたものの結果が得られず、作用や関連成分について明らかにできなか

った。 

 そこで本研究では、PCR法によってクマムシの遺伝子を増幅させるためのサンプルの条件とPCR条件を明

らかにすることを目的とした遺伝子解析実験を行なった。遺伝子増幅のための適切な条件を得ることで実験

が容易になり、今後、食餌が遺伝子に及ぼす影響や、乾燥耐性強化に関連する成分の特定につながると考え

ている。自分自身の研究に限らず、クマムシの研究の普及と発展の促進にもつながると期待している。 

 

2方法 

 ゲスイクマムシとヨコヅナクマムシを飼育し、個体群のうち、個体数が一定以上（n≧400）集まったもの

の遺伝子をPCR法と電気泳動法により解析し、適切な条件を調べた。 

 

(1)飼育 

 すべての個体群を、20℃に設定したインキュベーター内で飼育した。 

 ヨコヅナクマムシは1.5%寒天培地（STAR Agar L-grade 01）上、ゲスイクマムシは培地なしのシャーレで

飼育した。クマムシはシャーレよりも寒天培地が歩きやすいと言われているが(*[1])、ゲスイクマムシが棲

む活性汚泥では水が撹拌されるため、生息環境に近づけるために培地を用意しなかった。 

 各種、生クロレラV12給餌群と無添加クロレラ給餌群に分けて飼育し、個体数の増減を比較した。前者に

は100倍希釈した生クロレラV12（クロレラ工業株式会社）、後者には八重山クロレラプレミアムパウダー（八

重山殖産株式会社）2.0gに対して超純水100mLを加えて撹拌した混合液の、粒が小さい上澄みを食餌として

与えた。増減の比較は、増減率を算出して行なった。これは、「その日の個体数」から「飼育開始時の個体

数」を減じて、その差をさらに「飼育開始時の個体数」で割った値を百分率にして算出した。 

 

(2)PCR及び電気泳動実験 



 飼育開始日から約1ヶ月後、一定数以上の個

体（n≧400）を集めることができた、ヨコヅナ

クマムシとゲスイクマムシの生クロレラV12給

餌群、活性汚泥中のゲスイクマムシの3個体群

を遺伝子解析した。以前、同様の個体群で遺伝

子解析を行なった際はバンドが現れなかったた

め、その原因を探す予備実験から始めた。電気

泳動後の染色の様子を確認するため、DNAマー

カーのみを電気泳動し、以前用いたViewaBlue® 

Stainで染色した。結果、マーカーが確認でき

ず（図1）、染色ができていなかったことが原

因であったと考えられる。本来は図2のようにマーカーが確認できる。このため今回の実験では、別の染色

試薬を用いた。 

 また、以前の実験では各個体群を 100匹ずつ分注したが、DNAを十分に抽出できていなかった可能性もあ

るため、各個体群を100匹ずつ分注したものと300～400匹ずつ分注したものを用意してDNAを抽出し、PCR

を行なった。 

 キットを用いて得た DNAを、サーマルサイクラーにより PCR法で増幅させた。DNAの濃度が高い場合、増

幅されない可能性が想定されたため、各サンプルにおいて DNA 抽出液の原液と、純水で 10 倍希釈した DNA

抽出液の両方を用意した。PCRのサイクルは、以下の通りである。サイクル前の熱変性を98℃で2分行なっ

た後、熱変性:98℃で10秒、アニーリング:55℃で30秒、伸長反応:72℃で30秒のサイクルを35回繰り返し、

最終伸長反応を72℃で3分行なった。またこれは、以前の遺伝解析実験よりもアニーリング温度を5℃下げ、

サイクル数を 5増やした設定である。PCR反応液は、DNA抽出液 1μL、各プライマー1μL、純水 7μL、PCR試

薬10μLを調製した。プライマーの塩基配列は以下の通りである。 

・フォワード：5'-TCTCAGTACTTGCTTTAACAAGGC-3'、 

・リバース： 5'-GATCCTTCCGCAGGTTCACC-3' 

これは、真クマムシ綱(*)と異クマムシ綱を判別できる設計である*[4]。得られたPCR産物を電気泳動し、バ

ンドを調べた。電気泳動は、100Vの電圧で約20分行なった。 

*真クマムシ綱； 

 クマムシ門は、真クマムシ綱、異クマムシ綱、その中間の形質をもつと言われる中クマムシ綱の3つに分類

できる。異クマムシ綱の起源が古く、そこから真クマムシ綱が出現したとされている。なお実験に用いたプ

ライマーでは、真クマムシ綱の場合バンドが確認できるが、異クマムシ綱の場合はバンドが現れない。 

 

3結果 

 生クロレラV12給餌群は両種とも腸が緑色になったことから、クロレラを食べたことが確認できた（図3, 

4）。無添加クロレラ給餌群でも緑色になっていたが、鮮明ではなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 昨年度用いた試薬で染

色したマーカー 

図3. 本来見られるDNAマー

カー（KE-2410の説明書より

抜粋） 

図3. 生クロレラV12給餌群のゲスイクマムシ（左）とヨコヅナクマムシ（右） 



 また、飼育時の個体数の増減率の比較は図4に示した。 

 

 

図5. 各個体群の飼育による個体数の増減率の比較 

※凡例の「ゲスイ」はゲスイクマムシ、「ヨコヅナ」はヨコヅナクマムシを示す。 

 

 ゲスイクマムシについて、活性汚泥中の個体群は期間を通して減少傾向にあり、また無添加クロレラ給餌

群は一時増加したものの再び減少した。両方とも、10日目の個体数は飼育開始日とあまり変わらなかった。

一方生クロレラV12給餌群は、10日間で3倍近く増加した。ヨコヅナクマムシは、どちらの個体群でも個体

数があまり変化せず、無添加クロレラ給餌群の場合、期間の最後に減少傾向が見られた。両種の生クロレラ

給餌群を比較すると、ゲスイクマムシの個体数の増加が著しいものであることがわかる。 

 

(2)PCR実験 

 PCR産物を電気泳動した結果、図6のようにバンドが確認できた。マーカーは100bp DNA ladderである。

得たPCR産物の一覧を表1にまとめた。 

 

 

図6. PCR産物の電気泳動の結果（表1参照） 

 

表2. PCR産物の一覧 

-100%

0%

100%

200%

300%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

増
減
率
（
％
）

 

飼育日数（日目） 

ゲスイ 生クロレラV12 ゲスイ 無添加クロレラ ゲスイ 活性汚泥 

ヨコヅナ 生クロレラV12 ヨコヅナ 無添加クロレラ 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 



 クマムシの種 食餌 分注した個体数（匹） DNA抽出液の濃度(%) 

1 ゲスイ 活性汚泥 100 100 

2 ゲスイ 生クロレラV12 100 100 

3 ヨコヅナ 生クロレラV12 100 100 

4 ヨコヅナ 生クロレラV12 400 100 

5 ゲスイ 生クロレラV12 400 100 

6 ゲスイ 活性汚泥 300 100 

7 ゲスイ 活性汚泥 100 10 

8 ゲスイ 生クロレラV12 100 10 

9 ヨコヅナ 生クロレラV12 100 10 

10 ヨコヅナ 生クロレラV12 400 10 

11 ゲスイ 生クロレラV12 400 10 

12 ゲスイ 活性汚泥 300 10 

 

 確認できたDNAのサイズは約2000bpと≧100bp、一部のサンプルでは約1800bpの位置にもバンドが見られ

た。 

 得られた結果を、種、食餌、個体数、DNA 抽出液の濃度の 4つの条件それぞれに着目してバンドの濃さを

比較し、分析した（以下、図8, 表2参照）。 

 種に着目すると、他の条件が等しい組み合わせは、2-3, 5-4, 8-9, 11-10（それぞれ「ゲスイクマムシ - ヨ

コヅナクマムシ」の順）の4つである。2-3では両種ともバンドが見られず、8-9ではゲスイクマムシ、5-4, 

11-10ではヨコヅナクマムシのほうが濃く現れた。 

 ゲスイクマムシの食餌に着目すると他の条件が等しい組み合わせは、2-1, 5-6, 8-7, 11-12（「生クロレラ

V12 - 活性汚泥」の順）の 4つである。バンドは、2-1では活性汚泥中の個体群のほうが濃いが、他 3つの

組み合わせでは生クロレラV12給餌群のほうが濃く現れた。 

 個体数に着目すると他の条件が等しい組み合わせは、1-6, 2-5, 3-4, 7-12, 8-11, 9-10（「100匹 - 300~400

匹」の順）の6つである。個体数の多いほうがバンドが濃く現れたのは2-5, 3-4, 9-10の３つであり、他は

個体数が多いもののバンドが薄く現れた。 

 DNA抽出液の濃度が100%の1~6と10%の7~12を比較すると、すべての個体群のバンドが確認できたのは10%

の場合であった。しかし、両方において検出された1と4は、100％の場合にバンドがより強く現れた。なお、

バンドがまったく現れなかった、もしくは現れたが非常に薄かった、2, 3, 5, 6の4つのサンプルすべてに

共通する点は、DNA抽出液の濃度が100％であったことだ。 

 

 

4考察 

(1)飼育 

 ゲスイクマムシの生クロレラV12給餌群では、著しくかつ安定した増加が見られた。また、個体数を数え

た10日間以降約１ヶ月観察していても、幼体や卵は多く、うまく繁殖していた。ヨコヅナクマムシは、どち

らの個体群でもあまり増減が見られなかったが、生クロレラV12給餌群は飼育開始日から2~3週間にかけて

著しく増加し、食餌の効果が見られた。飼育系が確立しているヨコヅナクマムシと比較しても、生クロレラ

V12の投与によるゲスイクマムシの増加は同等もしくはそれ以上に著しく、持続的な飼育が可能であること

がわかった。一方無添加クロレラ給餌群は繁殖せず、遺伝子解析実験を行なうことができなかった。生クロ

レラV12の影響を正しく評価するためにはこの個体群が必要となるため、今後は食餌をホモジナイズするな

ど、飼育や実験の方法を再検討する必要がある。 



 

(2)PCR実験 

 今回の実験では、以前よりもサイクル数を増やし、アニーリング温度を下げることでDNAがより増幅され

やすい設定にした。結果、バンドが確認できたことからDNAが増幅したことがわかり、今回のPCR条件は適

切であったことがわかった。クマムシの遺伝子解析に際して適切なPCR条件は、以下の通りであると結論を

得た。 

・サイクル前の熱変性:98℃で2分 

・熱変性:98℃で10秒、アニーリング:55℃で30秒、伸長反応:72℃で30秒 ×35 

・最終伸長反応: 72℃で3分 

 DNA サンプルの条件の比較から、個体数は、今回の実験での範囲内であれば DNA増幅への影響はあまりな

いと考えられる。すなわち、400≧n≧100が適切である。DNA抽出液の濃度は解析結果に大きく影響すること

がわかった。DNA原液の場合、バンドが現れないサンプルがあったため濃度が高すぎたと考えられ、10倍希

釈した場合はすべてのサンプルにバンドが現れた。このことから、DNA抽出液を希釈した上で PCR反応液を

調整する必要があることがわかった。 

 また解析の結果から、サンプルの条件以外についても考察した。種に着目すると、両種のクマムシのバン

ドが現れたことから、どちらも真クマムシ綱に属することが確認できた。また、乾燥耐性を持たないゲスイ

クマムシのバンドが比較的薄く現れた。クマムシの起源は水中であり、生息環境の陸上への変遷に伴い必要

となった乾燥耐性を発達させたと考えられていることから（*[5][6][7]）、実験結果はこれを肯定する可能性

もあると考えている。 

 さらに、ゲスイクマムシの食餌に着目すると、生クロレラV12給餌群のバンドが活性汚泥中の個体群より

も比較的濃かった。このことから、生クロレラV12が遺伝子に影響を及ぼしたことが示されたと考えている。

種に着目した比較も踏まえると、食餌の影響を受けたゲスイクマムシの系統がヨコヅナクマムシにより近づ

いた可能性が想定されることから、特に種内の系統に関わる遺伝子領域に影響すると考えた。 

 昨年度の研究結果である、生クロレラV12の投与による乾燥環境下での活動継続時間の延長と、今回の結

果から、食餌が遺伝子に影響を及ぼし、それが乾燥耐性獲得につながった可能性が肯定された。ここから、

食餌の投与によりクマムシの系統が種内で変化し、その変化が乾燥耐性獲得につながるという新たな可能性

を予想している。 

 今後の研究では、乾燥耐性に関連すると考えられている LEA タンパク質や、クマムシ固有の SAHS / CAHS

タンパク質（*[8]）に関わる遺伝子領域だけでなく、種内の系統に関わる遺伝子領域にも着目しながら、食

餌やその成分の遺伝子への影響を調べたい。生クロレラV12の特徴であるビタミンB12が関連する可能性が

高いと考えており、その可能性についても調べたい。ビタミンB12などの物質を食餌に添加して飼育した個

体群の遺伝子解析を行ない、乾燥耐性に関連する成分を特定したい。 

 

 

5結論 

 飼育では、生クロレラV12の食餌としての効果が確認できた。PCR実験により、DNAの増幅が確かめられ、

クマムシの PCRに際した適切なサイクルの条件と、DNAサンプルの希釈の必要性がわかった。条件を得たこ

とにより、今後の研究で繰り返し行う予定の遺伝子解析実験が容易になった。 

 また、解析の結果は、食餌が遺伝子に影響を及ぼしたことで系統が変化し、その変化が乾燥耐性の強化に

つながる可能性を示唆していた。今後この点にも着目しながら研究を進めたい。特に、生クロレラV12の特

徴であるビタミンB12の影響を調べたいと考えている。 

 本研究の成果は今後、クマムシの研究の発展を促進すると期待される。また、遺伝子解析の結果が示唆す

る可能性は、乾燥耐性メカニズムの解明につながると期待される。耐性メカニズムの解明は、乾燥耐性発現

技術の実現にも応用でき、技術を臓器や生鮮食品などの乾燥保存に利用することで、医療分野や輸送エネル



ギーの削減による経済発展に大きく貢献すると期待している。 
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