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1.諸言  

近年、医療の分野において幹細胞という分裂

して自分と同じ細胞を作る自己複製能と別の

種類の細胞への分化能をもつ細胞が注目され

ている。 

再生は生物の種類によって異なり、付加再

生と再編再生の二種類がある。付加再生とは、

失った部分のみを再生することで、イモリが

足を失った場合に、切断面に組織幹細胞が集

まり、増殖分化することで、元と同じ組織を

再生する現象が挙げられる。一方、再編再生

は多能性をもつ幹細胞により、失った部分だ

けでなく体全体の構造の再調整が行われる現

象で、プラナリアなどに見られる。 

このような高い再生能力をもつ生物の再生

機構を解明し、幹細胞分化の知見をより増や

すことは、ヒトの幹細胞の分化誘導において

も役立てることが考えられえており、研究が

すすめられている。 

ヤマトヒメミミズ(Enchytraeus japonensis)は 

比較的高度な組織構造を持ちながら体全体を

再生能力があり、再生研究のための新たなモ

デルとして注目されている。(Fig1)。 

 

 

Fig1. ヤマトヒメミミズ無性生殖サイクル 

 

ヤマトヒメミミズは付加再生と再編再生の

組み合わせにより再生を行う。ネオブラスト

と呼ばれる幹細胞が再生の初期に分裂し、再

生芽の中胚葉形成に関わっている。また、外

胚葉の形成には表皮の脱分化再生が、内胚葉

の形成には腸管細胞が関係することが先行研

究から明らかになっている。 

ヤマトヒメミミズの再生初期と成長期にお

いて、発現の異なる 5つの遺伝子が発見され

ている。そのうちの一つがgrimp（gene required 

for initial mesodermal cell proliferation）と名付

けられた新規遺伝子である(Fig2)。 

 

 

Fig2. 無傷と再生ミミズの切断後 3,6,12,24時間

後 RT-PCRによって示される遺伝子発現量 1) 

 

この遺伝子は、ヤマトヒメミミズの断片化後

3-12時間の再生初期にのみ、一時的にネオブ

ラストと呼ばれる幹細胞および再生芽におい

て強い発現が確認された遺伝子である。  

先行研究から RNA干渉法(RNAi)により

grimp遺伝子発現を抑制すると細胞増殖およ

び再生芽の形成が阻害された。 このとから、

grimpが再生初期において、ネオブラスト(幹

細胞)とその子孫である中胚葉性細胞の増殖

に重要であることが示唆されている。 
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本研究は、再生における grimpタンパク質

機能の解明を目的とし、抗体を用いた反応や

再生能力の低い近縁種ヒメミミズとの比較解

析などの手法により再生における grimpタン

パク質の局在、機能、他のタンパク質との関

係について詳細に解析することを目的とする。 
 

2.材料と実験方法 

grimp遺伝子のコーディング領域を挿入した

pET6xHN-Cベクターを、宿主大腸菌に形質転

換して培養を行った。 IPTG誘導により

grimp-Hisタンパク質を発現させ、His tagを利用
してカラムによる精製を行い、SDS-PAGE電気

泳動により目的タンパク質の発現を確認した

(Fig3)。 

 

 
Fig3. SDS-PAGE電気泳動 

 

抗His抗体によるウェスタンブロッティングに

より確認した目的のバンドをゲルよりくり抜

き、凍結保存した。これをオペロン社に送付し

て受託でウサギを免疫し、ポリクローナル抗体

（抗血清）を得た。一方、grimp遺伝子の2カ所

の塩基配列をもとに人工合成された

grimp-peptideを用いて同様にウサギを免疫し、

ポリクローナル抗体（抗血清）を得た。大腸菌

にgrimpタンパク質を発現させて抗体との反応

を観察した。  

今回、ヤマトヒメミミズの比較対象として、

近縁種ヒメミミズであるミサカヒメミミズ

(Enchytraeus buchholzi)を使用した。このミミズ

にはネオブラストは存在せず、頭部再生はしな

いが、後部再生は可能である。 

 温度一定の状態の寒天培地の上で生育した

ヤマトヒメミミズとミサカヒメミミズからゲ

ノムDNAを抽出し、grimpタンパク質に翻訳さ

れると推定される配列から設計されたプライ

マーを用いてPCR法によって増幅した。その後、

電気泳動を行いPCR産物の単離を行った。 

 

3.結果と考察 

grimpタンパク質と抗体との反応をドットブ

ロット法によって調べたところ反応が観察さ

れなかった。今後は切断後3-12時間のヤマトヒ

メミミズからgrimpタンパク質を抽出し、サン

プルとして実験を行っていく。 

 今回使用したプライマーを grimpR1と

grimpR2、grimpF1とgrimpF2とする。R1と

F1の組み合わせとR2とR2の組み合わせで

PCRを行ったところヤマトヒメミミズのDNA

の増幅が確認された(Fig4)。 

 

 
Fig4. ゲノムPCR電気泳動 

 

また、R2とF1の組み合わせでPCRを行ったと

ころミサカヒメミミズのDNAの増幅が確認さ

れた。R1とF2の組み合わせでのPCRではヤマ

トヒメミミズとミサカヒメミミズいずれの

DNAの増幅は確認されなかった。今回増幅が

確認されたDNAはいずれも塩基対数は異なっ

ており、今後はこれらのDNAそれぞれについ

ての詳細な解析が必要である。また、切断後

3-12時間のヤマトヒメミミズとミサカヒメミ

ミズからRNA抽出を行った後にcDNA合成を

行い、PCRを行うことでgrimpやその他の再生

に関する遺伝子に関する解析を行っていく。 
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