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ヤマトヒメミミズ幹細胞システムを活用した

環境重金属バイオセンサー開発
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Development of the Eco-Bio Sensor for Heavy Metal Ions
 

by Using Stem Cells System of
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We aim to develop an Eco-Biosensor system by utilizing stem cell system of Enchytraeus japonensis,

a small earthworm that proliferates mainly asexually via fragmentation and regeneration.Since this
 

worm reproduces sexually under certain conditions,it is possible to use eggs and embryos for transgenic
 

study.Here we made a heavy metal sensing vector by combining cysteine-rich protein(CRP;metalloth-

ionein family)promoter sequence from enchytraeid species and green fluorescent protein (GFP)cDNA
 

from jellyfish.The sensitivity of this vector to cadmium (Cd)was examined by introducing this vector
 

into HepG2 cells.HepG2 cells.GFP protein was induced by Cd in a dose dependent manner.Growth and
 

regeneration of this worm were revealed to be tolerance to Cd until 60μM and CRP mRNA was induced
 

by 40μM Cd.
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１.緒言

我々は，砕片分離と再生による無性生殖および有性生

殖の両方を行うユニークな環形動物であるヤマトヒメミ

ミズ (Enchytraeus Japonensis)の幹細胞システムを活用

して，環境反応をイメージング検出できる遺伝子導入個

体，すなわち光るバイオセンサーミミズの開発をめざし

ている。

現状，環境要因の生物影響について，様々なバイオモ

ニタリング試験が行われている。例えば経済協力開発機

構OECDの生物毒性試験では，様々な生物について増殖

や繁殖試験を行う方法が定められている。その一例とし

て，ミミズ（大型のフトミミズやツリミミズ)を指標（バ

イオマーカー）として，土壌中あるいは水中の成長や繁

殖などに対する環境要因の影響を調べる試験 がある

が，個体数や忌避行動などのマクロレベルの判定法が多

く，詳細で高感度の方法が必要とされている。一方，い

わゆるバイオセンサーとは，酵素反応などの生化学反応

を電気的信号に変換し，対象となる物質を感度高く測

定・検出するシステムである。環境関連では微生物呼吸

センサーなどが知られているが ，多細胞動物の個体全

体としての生体反応を検知し，詳細な分子解析をする様

な例は見当たらない。従って，この両者の長所を併せ持

つ，個体を指標とした分子レベルの環境バイオセンサー

システム開発が望まれる。

― ―15

日本大学生産工学部応用分子化学科教授

元日本大学大学院生産工学研究科博士前期課程応用分子化学専攻

元日本大学生産工学部応用分子化学科学部生



最近日本では，東日本大震災後の津波による重金属土

壌汚染や，福島原発事故による放射性セシウム土壌汚染

が問題となっている。土壌環境は地下水の水質に直結し，

重金属を含んだ地下水を農作物に利用することで人体へ

の影響が懸念されている。

ミミズは重金属を食べると言われ，重金属結合タンパ

ク質メタロチオネイン関連遺伝子群（以下MT）等によ

り，土中の重金属を補足する仕組みが発達している 。

MTはカドミウム (Cd)などの重金属の毒性を軽減する

作用があるシステインを多く含むタンパク質だが，ヒト

を含む多様な生物にも存在し，特に肝臓での重金属結合，

解毒や酸化ストレス軽減に関与するとされている 。そ

の発現は転写レベルで制御されており，金属反応配列

(MRE:Metal Responsive Element)と呼ばれる塩基配

列がすべてのMTプロモーターに存在し，ここに金属と

結合した金属転写因子 (MTF-1:Metal Transcription
 

Factor-1)などの因子が結合して，MT遺伝子の転写を

活性化することがわかっている 。これまでに，ミミズの

MTについても分子生物学的研究が行われており，他種

とホモロジーの高いMTおよびMT2の他に，カドミウ

ムと親和性の高いサブタイプ (CRP, cysteine-rich pro-

tein)が存在すること，重金属による発現誘導の仕組みと

ゲノム上の制御配列などが一部明らかになってい

る 。

ヤマトヒメミミズは，東北農業試験場の土中で見つ

かった，体長は１cmほどでほぼ透明な体と体節構造を

もつミミズである。実験室のシャーレ中の寒天上で18-

25°Cにて，オートミールを餌として飼育する。通常飼育

では，「２週間に一度，体節内の特定の位置が収縮し体を

引きちぎって数片の断片となり（砕片分離），３日ほどで

頭（脳）と肛門が前後に再生し，２週間で元の大きさま

で成長して数倍の個体数に増殖する」という無性生殖過

程を繰り返す。このミミズの無性生殖子孫は，皆同じゲ

ノム（遺伝情報）を持つ遺伝的に 一な集団クローンで

ある 。砕片分離は，電気刺激やメスによる切断等により

人為的にも誘導でき，無性生殖を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

生殖を誘導することもできる（成熟から産卵・発生まで

２週間程度） ので，遺伝子改変体作製などの発生工学的

手法も適用可能である。一度遺伝子組換え体を作成すれ

ば，無性生殖により同じ遺伝子を持った個体を際限なく

増幅できることになる。

本研究では，同じヒメミミズ属のミサカヒメミミズ

(Enchytraeus buchholzi)の文献情報 をもとに，MTの

一種であるCRPのプロモーター配列とクラゲの蛍光タ

ンパク質GFP(Green Fluorescent Protein)遺伝子を連

結した発現ベクターを作製した。このプラスミドをヤマ

トヒメミミズの卵や幹細胞に導入し，重金属があると光

るトランスジェニックミミズを開発することを目的とす

る。本研究ノートでは，ヤマトヒメミミズのCd耐性と

Cd添加に伴うMT遺伝子の発現誘導，および重金属応

答性ベクターの作成とヒト肝臓がん細胞への導入による

重金属による発現誘導試験について報告する。

２.実験

2.1 ヤマトヒメミミズの無性生殖と有性生殖

ヤマトヒメミミズの通常（無性生殖）飼育は，直径15

cmの培養皿に１％寒天 (agar)を含むHoltfreter生理

的塩類溶液（NaCl 3.5g，KCl 0.05g，CaCl 0.05g，

NaHCO 0.2g/L純水）を入れて固めた培地上に100匹

程度のミミズを入れ，粉砕したオートミールを餌として

飼育した。

有性化誘導は，３週間飢餓状態においたミミズを直径

15cmのプレート当たり10匹程度と低密度で飼育し，餌

を与えた。２～３週間程度で有性化し，他家受精により

２～３日で受精卵が産出された。

受精卵の培養には，イトミミズの文献 を参 にLeh-

mann液（NaCl 0.28g，KCl 0.09g，CaCl 0.89g，

MgSO 0.24g/L純水）を用いた。

2.2 ヤマトヒメミミズの生存・再生に対するCdの影響

試験

Holtfreter生理的塩類溶液と200mM CdCl溶液を混

合し，６cm dishに０，20，40，60，80，100μM Cd溶

液５mlを調製した。生存影響試験では，各dishにヤマト

ヒメミミズを20匹入れ，６日間インキュベーター（23

°C）内に置き，形態を観察した。また再生影響試験では，

メスで切断した断片を50個入れ，再生に対する影響を５

日間観察した。

2.3 メタロチオネイン遺伝子群の発現解析

ミカサヒメミミズのCRP遺伝子，シマミミズ

(Eisenia foetida)のメタロチオネイン (MT1)遺伝子，フ

クロフトミミズ (Metaphire formosae)のMT2遺伝子配

列をNCBIデータベースから得て，Genetyx Macソフ

トフェアにより，これらの遺伝子の種間で相同性の高い

部分に対するプライマーを設計した (Table 1)。これらの

プライマーを用いてヤマトヒメミミズのRNAを鋳型と

し，ヤマトヒメミミズでのメタロチオネイン関連遺伝子

群の発現とそのCdによる誘導についてRT-PCRによ

り検討した。

６cm dishに０，40，80，100μM の塩化カドミウムを

含むHoltfreter溶液を調製し，各dishにヤマトヒメミ

ミズを100匹入れ，６日間インキュベーター（23°C）内

に置いた。７日目にミミズを回収してRNA抽出を行い，

吸光度測定，RT-PCR，アガロースゲル電気泳動により

発現の有無および強度を判定した。
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2.4 金属応答性GFP発現ベクターの作製

ミサカヒメミミズのCRP遺伝子に関する論文 で明

らかにされているプロモーター配列（上流-700bpまで）

にはMREが４箇所存在し，ここに金属と結合した

MTF-１などの転写因子が結合して，転写を活性化する

と えられている。

ミサカヒメミミズは遺伝的にヤマトヒメミミズに近い

ので，文献にあるCRPプロモーター配列を利用して，プ

ライマーを作成した (Table 2)。これらのプライマーを用

い，ヤマトヒメミミズのゲノムを鋳型として，PCRによ

りMTプロモーター配列を増幅し，同定単離することを

試みた。

次に，文献にあるミサカヒメミミズの遺伝子プロモー

ター配列情報をもとにCRP遺伝子のプロモーター配列

のうちMREを含む－８～－308bpの配列を受託DNA

合成し，T-Vector pMD20プラスミドに組み込んだ形で

入手した (Fig.1)。

T-Vector pMD20プラスミドのMCS配列を制限酵

素 (BamHⅠ，HindⅢ)で切断した（37°C，２h）。電気

泳動後，ミサカヒメミミズのMTプロモーターの配列の

部分だけを精製し，同じ酵素で切断したGFPプラスミ

ドベクターpAcGFP1-１にリガーゼを用いて繫いだ

(Fig.1)。このプラスミドはMCS(Multiple Cloning Site)

にプロモーター配列を挿入することにより，GFP発現試

験が行えるようになっている (Fig.1)。GFPとは緑色蛍

光タンパク質 (Green Fluorescent Protein)の略称で，オ

ワンクラゲ (Aequorea victoria)がもつ分子量約27kDa

の蛍光タンパク質である。GFPはリアルタイム，in situ

で蛍光検出できるので遺伝子発現のモニターによく使わ

れている 。

2.5 ヒト肝臓培養細胞 (HepG2 cell)への発現ベクター

導入とCdによるGFPタンパク質発現誘導

ヒト上皮性肝臓癌細胞株HepG2 (Human hepatocel-

lular liver carcinoma cell line)を使用した。HepG2は

1979年に原発性ヒト肝臓癌（白人男性，15才）から樹立

された細胞株で，上皮細胞の付着性細胞であり，アルブ

ミンやApo-Eなどの肝臓特異的タンパク質を発現して

いる。癌研究のみならず，肝臓の機能を模擬する系とし

て国内外で幅広く使われている。メタロチオネインは，

ヒトでは種々の解毒作用に関わっており，肝臓で多く発

現していることが知られている。また，ミカサヒメミミ

ズのCRP遺伝子に関する論文 でもCRPプロモー

ター解析には同じHepG2細胞を用いて酵素Luciferase

の発現で確認している。そこで，構築した発現ベクター

の品質検定のために，HepG2細胞を用いてCdによる

GFPタンパク質発現誘導試験を行った。

細胞培養液としては，10％のFetal Bovine Serum，ES
 

Cell-Qualified (GIBCO，invitrogen)と Penicillin

-Streptomycinを 0.1mg/mlになるように加えた

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Prime，

invitrogen)を使用した。細胞継代時の細胞分散には

0.25％Trypsin-EDTA(GIBCO，invitrogen)，凍結時に

Table 1 Primers for earthworm metallothioneins
 

Name  Sequence
 

CRP cDNA 171  CTGTGGCTGTGGAACTGAGTGCCATTG
 

CRP cDNA 670comp  CCTTCTCACATGTGCACTGTGACCCGC
 

E.foetia MT F  CGCAAGAGAGGGATCAACTTGTTGC
 

E.foetia MT R  GTCACCACAGCACCCCTTCTTGCATCC
 

M.formasae MT2 F  CGGAAAGATGTCTGACAATACCAATGCTGTGG
 

M.formasae MT2 R  GCTACTTGCATGATCCCTTCGCGCACTCAGT

 

Table 2 Primers for Enchytraeus buchholzi MT promoter

Name  Sequence(5’－3’)

Forward Primer －689 XHoI  TCTCGAGTAACCGATACCGCCTCAATAATA

－566 XhoI  CCGCTCGAGTGATTTTAGAGTAAAGAATT

－308 XhoI  CCGCTCGAGATAAGTCTTCTGTAAACTGC

－165 XhoI  CCGCTCGAGGTTAAACTCTCAGCTATTCT
 

MT-IIX  CCGCTCGAGGCGGGAAGCAAGCAGGTGT
 

Reverse Primer －26 compHindIII  CCCAAGCTTATATTCTCTGGATGTAAACA

－8 compHindIII  CCCAAGCTTCAAGTTCCATTTGTTTATAT
 

MT-IIH  CCGAAGCTTCGGAGGCACAGGAGCAGTT

Schmitt-Wrede HP et.al. (2004)Biochimica et Biophysica Acta 1680:24-33.
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はRecovery Cell Culture Freezing Medium(GIBCO，

invitrogen)を使用した。

細胞への遺伝子導入試薬として，脂質親和性試薬であ

るLipofectamine2000(invitrogen)，培地Opti-MEM Ⅰ

(GIBCO，invitrogen)を使用した。導入後，Cd ０，10，

20，40，60μM を添加し，添加１-15日後のGFPの発現

を蛍光顕微鏡観察により比較した。

2.6 ヤマトヒメミミズの卵への発現ベクター導入

GFPプラスミドを卵に導入する際は，DNAの組換え

が起こりやすいようにするため，環状のGFPプラスミ

ドを制限酵素で切断し，直線状にしてから，マイクロイ

ンジェクション装置 (Narishige)に取り付けたガラス

キャピラリーを用いて導入を行った。GFPプラスミドを

導入した卵は，培養液（Lehmann液) に入れ発生させ

た。１週間後，孵化したヤマトヒメミミズを蛍光顕微鏡

で観察し，GFPが発現しているか確認を行った。

３.結果および 察

3.1 ヤマトヒメミミズの生存・再生に対するCd

の影響

６cm培養皿に０，20，40，60，80，100μM Cdを含

むHoltfreter生理的塩類溶液５mlを調製し，各培養皿

にヤマトヒメミミズを20匹入れ，６日間インキュベー

ター（23°C）内に置いた。ヤマトヒメミミズは０μM

～100μM Cd存在下で生存し活動していたが，60μM 以

上では若干成長に遅れが見られた (Fig.2)。

次に同様に培養皿に調整した溶液にメスで切断したヤ

マトヒメミミズ断片を50個入れ，再生に対する影響を観

察したところ，ヒメミミズは０μM～100μM Cd溶液中

においても，時間が経過するにつれて切口を修復し再生

することを確認したが，Cdの濃度が高い程再生する速度

は遅くなった（Fig.3A Day 6の矢印参照）。特に60μM

以上の濃度で顕著に再生の遅れがみられた (Fig.3B)。文

献によれば，ミカサヒメミミズのCd耐性限度もほぼ同

じ濃度であった 。Fig.3Bの矢印は頭部の再生度を比較

したものである。

Fig.1 Design of metal-responsive GFP expression vector

 

Fig.2 Effect of Cd on the life and growth of
 

Enchytraeus japonensis
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3.2 メタロチオネイン遺伝子群の発現解析

ミカサヒメミミズのCRP遺伝子，シマミミズ

(Eisenia foetida)のメタロチオネイン (MT1)遺伝子，フ

クロフトミミズ (Metaphire formosae)のMT2遺伝子配

列を元に設計したプライマー (Table 1)を用いたRT

-PCRを行った。０，40，80，100μM Cd存在下に７日

間おいたヤマトヒメミミズを比較すると，CRP cDNA

（500bp）は40μM Cd存在下で発現していた。E.Foetia
 

MT（196bp），M.formasae MT2（251bp）では遺伝子

発現が確認できなかった (Fig.4)。これらは設計したプ

ライマー配列がヤマトヒメミミズと相同性が低かった可

能性がある。改めてプライマーを設計して再度検討を行

う。

3.3 環境応答性GFP発現ベクターの作製

ミカサヒメミミズのCRPプロモーターに対するプラ

イマー配列 (Table 2)を利用し，ヤマトヒメミミズのゲ

ノムを鋳型として，PCRによりMTプロモーター配列

を増幅しようとしたが，RT-PCRでバンドは出たものの

クローニングには成功しなかった。

そこで，ミサカヒメミミズの遺伝子プロモーター配列

を受託DNA合成し，GFPプラスミド (pAcGFP1-1)に

組み込むことにした。合成配列約300bpはプラスミド

(T-Vector pMD20)の形で供給されたので，まずプラス

ミドから目的の配列部分の切り出しを制限酵素BamH

ⅠとHindⅢを用いて行い，電気泳動（Agarose gel

２％）を行いて確認した (Fig.1)。

pAcGFP1-１プラスミドのMCS配列も同じ制限酵

素 (BamHⅠ，HindⅢ)で切断し，電気泳動で確認し精

製を行った。精製した目的配列とGFPプラスミドをリ

ガーゼにより結合し，目的の環境重金属応答性GFP発

現ベクターを作製した (Fig.1)。

3.4 HepG2細胞への発現ベクター導入とCdによる

GFPタンパク質発現誘導

CRP-GFPプラスミドをHepG2細胞に導入した結

果，CdによってGFPの発現誘導が起こった。培養液に

Cdを添加して１日目，６日目，15日目のGFPタンパク

質の発現を蛍光顕微鏡により確認した (Fig.5)。Cdを添

加してから４日目には蛍光を発する細胞が検出され，15

日経過しても弱く発現していた (Fig.5A)。６日目の発現

を比べると (Fig.5B)，Cd濃度20μM および40μM で

GFPが強く発現し，60μM になると細胞毒性が観察さ

れた。発現している細胞を拡大して見ると（200X），細

胞質に蛍光が認められた (Fig.5B)。

3.5 遺伝子組換え動物の作製

3.5.1 ヤマトヒメミミズ有性化誘導

ヤマトヒメミミズの有性化誘導を行い，卵を得ること

に成功した。約１週間で第７体節あたりに精巣と卵巣を

形成し，その後精巣と卵巣が発達していく様子が観察で

きた（Fig.6A上下段 矢頭は精巣と卵巣）。ヤマトヒメ

Fig.3 Effect of Cd on the regeneration of Enchytraeus japonensis

 

Fig.4 Expression of metallothionein-related genes
 

in Enchytraeus japonensis
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ミミズの卵は，有性化誘導を行ってから約２週間で得る

ことができた（Fig.6B上段 矢印）。卵は約１週間で孵

化し，コクーンの中で卵の胚発生の様子が観察できた

（Fig.6B下段）。

3.5.2 ヤマトヒメミミズ卵へのGFPプラスミドの導

入

ヤマトヒメミミズ卵へのGFPプラスミドの導入は現

在のところうまくいっていない。失敗の原因として，卵

Fig.5 GFP protein expression of HepG2 cells

 

Fig.6 Sexual reproduction and embryogenesis of Enchytraeus japonensis
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細胞の核を傷つけてしまったためか卵が孵らなかった

か，卵が孵化してもGFPプラスミド溶液が十分に注入

されなかったためGFPが発現しないなどの問題があっ

た。これらを改善するため，遺伝子導入技術の向上が必

要である。

４.結言

生存・再生に対するCdの影響試験結果より，ヤマトヒ

メミミズは生存に関しては，ミカサヒメミミズ以上のCd

耐性を有することがわかった。しかし，ミカサヒメミミ

ズの生存率が低下し始める60μM 以上では再生の遅延

が見られたところから，総合的には同程度の影響を受け

ると えられた。

ヤマトヒメミミズに40μM Cdを与えると，CRP遺伝

子の発現が誘導された。他のMT遺伝子に関してうまく

PCR結果が出なかったのは，MTのプライマー配列を遺

伝的に遠い種の配列より設計したためである可能性があ

る。ヤマトヒメミミズ自身のライブラリー中にはMT相

同遺伝子は含まれていないが，MT 1を誘導する転写因

子が見つかった。今後データベースをさらに探索し，ヤ

マトヒメミミズの配列プライマーを用いて精度高く発現

解析を行う予定である。

ミカサヒメミミズのCRP遺伝子プロモーターに

GFP遺伝子をつないでHepG2細胞に導入すると，Cd

添加によりGFPタンパク質発現が誘導された。この結

果は蛍光顕微鏡観察により明らかになったが，より定量

的に行うためにArrayScan（サーモサイエンティフィ

ク）等の蛍光定量機器を用いて数値化することを検討し

ている。

ヤマトヒメミミズの有性化誘導について，ほぼ方法が

確立してコンスタントに卵を得ることができるように

なった。金属応答性GFP発現ベクターをヤマトヒメミ

ミズの卵に導入し，培養して発生させ，重金属に反応し

て光るトランスジェニックミミズの開発を行うために導

入技術の向上が必要である。
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