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修士論文ダイジェスト

高感度リン酸化プロテオーム解析システムによるクマムシの

乾眠移行メカニズムの解明

慶應義塾大学大学院政策 • メディア研究科修士2 年 

長谷部百合子

論文要旨

クマムシは極限環境下で驚異的なストレス耐性を持つ . 乾燥環境下では体内の水分を低下させ，丸い 

樽 の 形 状 （T im 状態 ） をとる . 乾 眠 を 行 う 生 物 種は乾眠移行に時間を有するものが多く，水の代わりに 

生体成分などを保護するためトレハロースや L E A タンパク質などを大量に合成し， 高い乾燥耐性能力を 

獲得している . しかし， ヨ コ ツ ナ ク マ ム シ （及amazzo如'奶 var/eom故w>s)はm R N A レベルの遺伝子発現にお 

いて活性状態と乾燥状態で差異がみられずトレハロースの蓄積がない . これらにより， タンパク質の発 

現 制 御 よ り も ， 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て 乾 眠 状 態 に 移 行 し て い る こ と が 推 測 さ れ る . 同 種 の //ア；̂ 如•似 

ゴゆm/z'm• ( ドウジャルダンヤマクマムシ） は弱いながらも乾燥耐性を持つ事が報告され，及. 加Ms 

に比べ飼育効率が良く細胞系譜が明らかである . そこで本研究では， / / .み /ガゴか/が乾眠状態に移行する 

際に， どのタンパク質のどの部位のリン酸化が変動しているかを定量的かつ経時的に把握するために乾  

燥応答のシグナル伝達経路の解明することが目的である .乾眠移行時のリン酸化プロテオームの経時的  

変 化 を 見 る に は 多 検 体 の 測 定 が 必 要 だ が ， ク マ ム シ の 試 料 数 の 確 保 が 困 難 で あ る こ と か ら ，微量試料  

でリン酸化プロテオーム解析を確立する必要がある . そのため丑ゴ吵•ぼ出w •の測定法を安定させるために 

前処理のステップと測定のステップで検討し乾眠移行の経時的なリン酸化プロテオームデータを取得し  

た . リン酸化部位を 280個 同 定 し ，経 時 的 に 増 加 し て い く タ ン パ ク 質 を 6 個 ，減少していくタンパク質  

を 4 個得ることが出来た .

K e yw o rd s  : クマムシ， ド ウ ジ ャ ル ダ ン ヤ マ ク マ ム シ ，乾 眠 ，

リ ン 酸 化 プ ロ テ オ ミ ク ス ， 高感度 分 析 シ ス テ ム
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1.序論

1.1.クマムシの極限環境耐性

クマムシは無脊椎動物で緩歩動物門を形成し，海 洋 や 陸 生 等 の 様 々 な 環 境 下 に 生 息 し 1000種類以上

が 存 在 （ Guidetti andBertolani，2005; G u il andCabrero-Saftudo,2007) す る .ク マ ム シ は 極 限 環 境 下 で ク リ プ

トビオシスと呼ばれる無代謝の休眠状態になり，絶対零度から摂氏 100度 （Hengherr， et al.，2009) までの

温度変化，真空か ら 7万 5000気 圧 ま で の 圧 力 （ Seki and Toyoshim a， 1 9 9 8 ) , 10 kJ/m2 以上の U V 照射

(Altiero, et al.，2011), 7 0 00 G yのX 線 （J6nsson，2007) などの環境においても高い耐性能力を示す . また，

クリブトビ才シスが起きるストレス要因より大きく  4種類のクリブトビオシスに分けられ，乾燥ストレ

スにより乾眠，酸素欠乏による窒息仮死，低 温 に よ る 凍 眠 （Guidetti, e tal . ,  2011)，高浸透圧による塩眠

が ある . 陸生のクマムシは乾燥ストレスがかかると T u n状 態 と い う 樽 の 様 な 形 態 に な り 3 % 以下まで水

分を低下する (Westh, et al.，1991; Horikawa, et al.，2006; Horikaw a， et al., 2 0 0 8 ) .さらに Tu n状態となった

Richtersius coroniferとM ilnesium  tardigradumは，真 空 •太 陽 放 射 •超 低 温 と い う 宇 宙 空 間 へ の 曝 露 か ら 生

還できることが動物としては初めて確認されている（J6nsson，e t a l . , 2 0 0 8 ) . 通常，乾燥耐性力のある生物

は極限環境下において水の代わりに生体成分を保護する グ ル コ ー ス を ト レ ハ ロ ー ス に 作 り 替 え （Oliver,
et al., 2001; Crow e, et al., 2002; Crow e, et al., 2007; Hengher, et al., 2008; Schill, et al., 2008) Late 
embryogenesis abundant ( L E A ) タンパク質を大量に合成し（Kikawada, et al.，2006; Schokraie， et a l . ,2010) 高

い 乾 燥耐性能力を獲得している . 近 年 ，新 たに C y t o p la s m ic 細 胞 質 型 熱 安 定 性 タ ン パ ク 質 （ Abundant

Heat Soluble, C A H S ) と 分 泌 型 熱 安 定 性 タ ン パ ク 質 （ Secretory Abundant Heat Soluble， S A H S ) がクマム

シの中で高い耐性能力をもつ / ^ mazzo如ws w/rfeorw油 ^  ( ヨ コ ブ ナ ク マ ム シ ；R.varieomatus) において同定

された . また，乾燥耐性を示すネムリユスリカの幼虫も軽い D N A 損 傷 を 受 け る （Neumann，eta l . , 2009)も

のの乾燥重量あたり約 5 - 2 0 % の ト レ ハ ロ ー ス を 蓄 積 し （Clegg, 1962; Watanabe, et al.，2002; Watanabe， et

a l . , 2004) トレハロースを人為的に増加させると放射線耐性能力を高めた（Watanabe， et a l . , 2007) . とこ

ろが， クマムシは乾燥重量あたり約 2 . 3 % しかトレハロースを蓄積していない （ Westh and. Ramlev, 1991;

Hengherr, 2008; J6nsson and Persson, 2010) . そのため Tu n状態になるメカニズムとして代謝産物だけでな

く，耐性を担う遺伝子や機能に着目する必要があると考えられる . また， クリブトビオシスの一例であ

る乾眠を行う生物種は完全に乾眠するまで数十時間と長時間を有するものが多いが，R -v a rie o m a tu sは

約 30分で乾眠に移行し， m R N A レベルの遺伝子発現において活性状態と T im 状態で差異がみられない .

この乾燥移行時の短さにより， タンパク質の発現制御よりも，翻訳後修飾によってクリブトビオシスに

移行していることが推測される . これまでクマムシに効率的な飼育系が存在しなかったため， クリブト

ピオシスの網羅的な分子メカニズムの理解は限定的であった . 近年堀川らにより R .v a rie o m a tu sの飼育

法 を 確 立 し （H or i kaw a, eta l . , 2 0 0 8 )， 2009年 12月に國枝らによって同種のドラフトゲノム配列が解読され

た事により， ゲノム解析手法を用いて R .varieom atusの極限環境耐性メカニズムにアプローチすることが

可能となってきた . しかしながら， R .v a r ie o m a tu sは飼育に大変な労力がかかり繁殖能が低いため飼育

効率も低くクマムシのモデル対象生物には適していない . 一方， /fy/w•如 ゴ MyaWwz•(ドウジャルダンヤ

マクマムシ） は世 代 時 間 が 約 1 4日，孵 化 す る ま で 約 4 日であり飼育効率が高くゲノムサイズが約 7M bp

で あ る （Gabriel， et al.，2007) . 主に発生や進化 ;生 物 学 に お い て 注 目 さ れ （ Gabriel and Goldstein，2007;

Baven，etal .，2009) ， クマムシの中でもモデル生物として扱われるようになってきた . 更 に 丑 Jwyar亦 h•は

今まで乾燥耐性がないと思われていたが R .v a r ie o m a tu sに比べ乾燥耐性は低いものの耐性能力があるこ

とがわかってきた（H o rik a w a ,e ta l.，2 0 1 3 ) . そ こ で 本 研 究 で は 丑 ％ •が乾眠状態に移行する際に， ど

のタンパク質のどの部位のリン酸化が変動しているかを定量的かつ経時的に把握するためにクマムシの

乾燥応答のシグナル伝達経路の解明に迫るためにタンパク質の翻訳後修飾や細胞内シグナル伝達を行う

一つの手段として連続的なスイッチの切り替えを行うのに重要な役割をもつプロテオームリン酸化に着

目し， クマムシの乾眠移行における網羅的なプロテオーム解析及びリン酸化解析を行う .

2 .手法
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3.2.1.実験概要

ク マ ム シ の 乾 眠 移 行 時 の 経 時 的 な 変 化 の 基 盤 と な る 前 処 理 法 お よ び 微 量 試 料 の 分 析 手 法 を 確 立 し ， 

クマムシの A c tiv e状 態 • T u n 状態のホールプロテオームデータ及びリン酸化プロテオームデータを取得  

した . 定量法として r T R A Q 法や T M T 法が主流で使われているが ， i T R A Q  (isobaric Tags for Relative and 

Absolute Q u a n tita tio n )法と T M T  (Tandem  Mass Ta g) 法はレポーターイオンを測定する必要がありその  

場 合 は 通 常 の イ オ ン ト ラ ッ プ で 使 用 す る 衝 突 誘 起 解 離 （Collision-induced dissociation, C I D ) 法ではレ 

ポーターイオンを測定できないため ， H C D  (H ig h  collision d is s o c ia tio n )法に変える必要がある . H C D  

法の場合， M S / M SをO rb itm pで行うのでスキャンに時間がかかり， 同 定 数 は 大 幅 に 落 ち る .測 定 を し た  

際に対象とするペプチドがある検体によって同定されていたり， されていなかったりすることがあるた 

め， 同定されていないデータでは定量値が欠けてしまうというデメリットがある . 一方で， ジメチルラ 

ベ ル を 使 用 す る 場 合 は ， 2 群 間 比 較 の た め 検 体 数 が 増 え ト ー タ ル 5 万 匹 を 使 用 し た 場 合 に 1 検体の試  

料 量 を 減 ら す •最低限のタイムポイント測定になってしまう . こ れ らのメリット •デメリットを踏まえ  

た 上 で ノ ン ラ ベ ル の 測 定 を し た . また， イオンサブレッシヨンにより定量法の再現性不良が引き起こ  

されるため経時的なブロテオーム解析は N =  3 で行い，試料前処理や L C / M Sの分離度向上を図った .

Pmtmlm

E x tr« lic m  D ig « t ic » i

Tltipia

_ 卿 ho

gnrtetimant
MS/MS 

O ats

図 1.実験のワークフロー

タンパク質の抽出，消化•脱塩，H A M M O Cを用いたリン酸化ペプチド濃縮，nano LC-MS /MS測定及びデータ解析のリン 

酸化プロテオーム解析における一連のワークフローを示した.

3.2.2.測定法の確立

試 料 注 入 方 法 の 検 討 ， カラ ム の 内 径 検 討 ， メタルフリー測定， L C / M S のメソッドの最適化を行った  

(修士論文に詳細を記載 ） .

3.2.3.測定法の確立

ブロテオームの網羅性を向上させるにはタンパク質破砕 •抽出が肝心であるため， ロスのない試料採 

取 法 • タ ン パ ク 質 可 溶 化 液 の 検 討 （S D S / S D CとU reaの比較） •破 砕 方 法 の 検 討 を 行 っ た （修士論文に 

詳細を記載 ） .

2 .4経時的なリン酸化プロテオーム解析

2.2 • 2.3で得られた結果により，実験系を組んだ . i/•みノ•art/fw• に水分を抜き乾燥ストレスを与え， ク 

マムシ 5,000匹のA ctive状 態 （ 0 h ) とストレスを与えてから 3 時 間 後 （ 3 h ) ， Tu n状 態 （ 12 h ) ( 以後，

0 h, 3 h , 12 h と表記する） の 3 ポイントで試料を回収した . 酵素消化後， H A M M O C 法によりリン酸化 ; 

ペ プ チ ド を 濃 縮 し 脱 塩 操 作 を 行 い ， 得 ら れ た リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 画 分 を オ ー ト サ ン プ ラ ー を 介 し 内 径  

10〇Hmの分析カラムで試料を導入し nano L C - M S で分析した . 試料量と検体数，実験的に実行可能な時  

間 を 踏 ま え 3 ポイントを測定した . BlastでH . d u ja rd in iにR .va rie o m atu sの相同性検索を行い アノテーシ 

ヨンをつけ， ペ プ チ ド レ ベ ル で は SwissprotのGene O n to lo gyを用 い て ア ノ テ ー シ ヨ ン し た .
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図 2.回収する時系列のポイント概略図

Active状態0 時間，乾燥ストレスを与えてから3 時間，Tun状態の3 ポイントを測定した.

//•ゴ 5000匹 SD S / S L Sを含む Extraction bufferで溶解した .すり潰されタンパク質は濁った上清と  

なるたが破砕しきれていないクマムシは個体の形状のまま沈殿するため項のホモジナイザーでストロー 

ク回数50回 す り つ ぶ す ご と に 遠 心 （4°C， 3500 G ， 10 m i n ) し，沈殿物をすりつぶす行程を顕微鏡で確 

認 し ながら， 完 全 に ク マ ム シ の 個 体 が 確 認 で き な く な る ま で こ の 操 作 を 10回 繰 り返し， その後超音波 

破 砕 （ 20 m in, in te r v a l5 s e c )をした . 消化後， リン酸化ペプチド濃縮，脱塩操作を行い， オートサン 

ブ ラ ー を 介 し 内 径 10〇H m の 分 析 カ ラ ム で 試 料 を 導 入 し n a n o L C - M S / M Sで 測 定 し た .デ ー タ ベ ー ス と し  

て， //•み / • のトランスクリプトームアセンブリ配列を 6 フレームで翻訳し M A S C O T で検索して用い 

た .

3 . 結果と考察 

3.1.測定法の確立

試 料 導 入 で は ，分 析 間 で の ば ら つ き を 防 ぎ 再 現 性 を 優 先 さ せ オ ー ト サ ン プ ラ ー を 採 用 し た . 更に， 

カラムの内径を小さくすることでフリ ッ ト を 作 製 す る 必 要 が あ り 熱 の 加 え 方 に よ り フ リ ッ ト の ば ら つ  

きが生じるため， フ リ ッ ト の 必 要 な い 内 径 lO O p mの分析カラ ム で 試 料 を 導 入 し nano L C - M S で分析し 

た .

3.2•前処理法の確立

従来プロテオミクスで使用されている 8 M  U r e a と膜タンパク質可溶化剤の sodium deoxychdate (S D C ) 

sodium lauroyl sarcosinate ( S L S )を用いた Phase-transfer surfactants ( P T S ) 比較を行った • その結果， Ureaの 

2 倍以上のペプチ ド を 同 定 し そ の う ち 約 2/3以上のペプ チ ド を 網 羅 し た S D C / S L Sのタンパク質可溶化液 

を 選 択 し た （図3左 ） . 破砕は，超音波とホモジナイザーを組み合わせた方法を採用 ( 図3右 ) し， ホモジ 

ナイズ回数は 50回 す り つ ぶ す ご と に 遠 心 （4て ， 3500 G , 10 m i n ) し，沈殿物をすりつぶす行程を顕微  

鏡 で 確 認 し な が ら ， 完 全 に ク マ ム シ の 個 体 が 確 認 で き な く な る ま で こ の 操 作 を 10回 繰 り 返 し ， その後 

超 音 波 破 砕 （ 20 m in， in te rva l5 s e c )をした .
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図3 . (左）PTSとUreaで の 同 定 し た ペ プ チ ド （右）破砕法を比較したクマムシのホールプロテオームペプチド 

Active状態の / / 200匹 の 試 料 を （左） ホモジナイザ一でストローク回数100回し，超音波で破砕し，PTSで溶解し 

た試料とUreaに よ り 溶 解 （右） ホモジナイザーで50ストロークし超音波破砕法，超音波破砕，凍結破碎法で破砕して得 

られ た ペ プ チ ド を 示 す （N = 3 ) . オートサンプラーを介して内径100阿の分析カラムを導入し測定した .

3 . 3 . 3 . A c t i v e状 態 と T u n 状 態 の ホ ー ル プ ロ テ オ ー ム •リ ン 酸 化 プ ロ テ オ ー ム デ ー タ 解 析  

上 記 で 選 択した実験法を用いてクマムシ 5,000匹の A ctive状 態 と ス ト レ ス を 与 え て か ら 3 時間後， Tu n  

状 態 （以後 ， 0 h， 3 h ， 12 h と表記する） の 3 ポイントのホールプロテオームデータとリン酸化;ぺプチ 

ドを得た . その結果， ホールプロテオームでは 1772個のペプチドのうち 0 h :  751個 ， 3 h :  301個 ， 12 

h : 153個を検出 し た . リン酸化ペプチドは 330個検出しそのうち O h : 104個 ， 3 h :  52個 ， 12 h : 5 1 個得 

た （図 4 ) . 同定した 1772個のホールプロテオームペプチドの中から O h , 3 h , 1 2 h の重複を示したのが 

図 5 左である . 3 ポイントの試料に共通して得られた 115個のペプチド を 時 系 列 に あ わ せ て 4 つのパ夕 

ー ン に ク ラ ス 夕 一 分 け し た （図 5 右 ） . 時 系 列 に 伴 い 高 く な っ て い る 変 動 •低くなっている変動，乾燥 

ストレスを与えてから 3 時 間 経 過 し た タ ン パ ク 質 の み 低 い •高 い 挙 動 パ タ ー ン を 示 し た .そ の 中 で も  

115個のう ち 81個のタンパク質が乾燥ストレスを与えてから 3 時間後のみ高くなるパターンを示した .

nFmimkm  _ P _ 滅雜 Proteins ^Peptides

P T S ( + ) U re a

HoTOgenizer 
SOstroke + 
sonication

- 4 〇- b〇~ ~ —

Sonicat ion Mult i beads™ 
shocker

図 4 . •の 乾 眠 移 行 の 経 時 的 な （左） プロテオーム，（右） リン酸化プロテオームの定量結果

0 h : 乾燥ストレスを与える前のActive状態 ， 3 h : 乾燥ストレスを与えてから 3 時間後 ， 12 h :乾燥ストレスを与えてか 

ら12時間後のTun状態を示す . それぞれ / / . ゴ 5000匹の試料をホモジナイザーでストローク回数 500回し，超音波で 

破砕し，PTSで溶解して得られたペプチドを示す （N = 3 ) . オートサンプラーを介して内径100 pmの分析カラムを導入 

し測定した .
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図 5 .仗 •の 経 時 的 な ホ ー ル プ ロ テ オ ー ム 定 量 結 果 の （左）重複図， （右）変動による4 つのパターン分類

ベン図はOh， 3 h , 12 hの同定数を示し3ポイントに共通している115個のペプチドを定量結果により4つのパターンにク 

ラス夕リングした .
一方で，時系列と共に減少したのは22個，時系列と共に増加したのは5個，3時間経過後に減少し増加 

するのを7個のタンパク質を検出した.言い換えれば，A c tive状態から乾眠にかけてタンパク質レベル 

で増加していき変動するもののT u n状態では減少する.A c tive状態から3時間後増加するがT u n状態で減 

少し，かつA c tiv e状態に比べてT u n 状態の方がより減少するペプチドは81個のうち62個を占めた.ま 

た，115個中92個がT u n状態に比べてA ctive状態の方が増加していることが示唆された.これらの結果か 

ら，転写レベルでトランスクリブトームに変化がないがタンパク質レベルで変動があるいう新たな知 

見が得られた.リン酸化プロテオームペプチドの定量結果（図 6 左）から重複して得られた19個のぺプ 

チドを4つのパターンに分類した（図 6 右).時系列と共にリン酸化が増加されているのは19個中 6 個存 

在した .一方，時系列と共にリン酸化が減少したのは4 個同定し， 3 時間経過の時に一番減少するの 

は4 個同定した.ホールプロテオームでは最も多いパターンの乾燥ストレス3 時間経過の時が増加する 

パターンは5 個であり，そのうちA c tive状態に比べてT u n状態で減少したのは2 個同定した. 19個中12 

個がA c tiv e状態よりT u n 状態で増加していた.特に，乾燥ストレスをかけ始めるときから3 時間経過 

し， 6 倍増加し，更に 9 時間経過しT u n状態になったときに2 倍増加し，乾眠前後で14倍も増加したリ 

ン酸化を発見した.リン酸化ペプチドはホールブロテオームペプチドと異なり特異的にかたよることな 

くまばらに分散された.

図 6 .从 •の 経 時 的 な リ ン 酸 化 プ ロ テ オ ー ム 定 量 結 果 の （左）重複図， （右）変動による4 つのパターン分類

ベン図はOh， 3 h， 12 hの同定数を示し3ポイントに共通している1 9個のペプチドを4つのパターンにクラスタリングし 

た .
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図 7 • (A)多リン酸化ペプチドの割合 (B)経時的な変化によるリン酸化部位の割合

左 側 の 円 か ら 乾 燥 ス ト レ ス を 与 え る ^tfのActive状 態 ，乾 燥 ス ト レ ス を 与 え て か ら 3 時 間 経 過 後 ，乾 燥 ストレスを与  

え てから 12時 間 経 過 後 の Tun状態を示す • それぞれ / / • ゴWar成w_ 5000匹 の 試 料 を ホ モ ジ ナ イ ザ ー で ス ト ロ ー ク 回 数  

500回 し ， 超 音 波 で 破 砕 し ， P T S で 溶 解 し て リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 濃 縮 し て 得 ら れ た リ ン 酸 化 ペ プ チ ド を 示 す （N = 
3) . オ ー ト サ ン ブ ラ ー を 介 し て 内 径 100 pmの 分 析 カ ラ ム を 導 入 し 測 定 し た . （b ) : S : セ リ ン . T : ス レ オ ニ ン . Y : チ ロ ン シ ン の 割 合 を 示 し た .

また， 同定したリン酸化のうち約 7割 以 上 が モ ノ リ ン 酸 化 で あ り （図 7 A ) ， リン酸化サイトは経時的 

な 変 化 に よ っ て 差 は 見 ら れ な か っ た （図 7 B ) .

図 8.経時的なプロテオームの定量解析

乾 燥 ス ト レ ス を 与 え る 前 の Oh (Active状 態 ） ，乾 燥 ス ト レ ス を 与 え て か ら 3 時 間 経 過 後 ，乾燥ストレスを与えてか  

ら12時 間 経 過 後 の Tun状態において回収したリン酸イ匕ペプチドの定量結果を示した . 実 線 は ，〇 h < 3 h < 1 2  h及び  

1 2 h < 3 h < 0 h  (経 時 的 に 高 く な っ て い る 及 び 低 く な っ て い る ） を示し，破 線 は ， 3 h < 1 2 h , 3 h < 0 h  (3hのみ低 

い） を示し， 点 線 は ， 0 h < 3 h ，12h<3h ( 3 h の み 高 い ） を示した
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次にアノテーシヨンをつけるためフィル夕リングした.検出した1772個のホールプロテオームペプチド 

と330個のリン酸化ペプチドを統合しユニークなペプチドとして949個，タンパク質は363個得られた. 

BlastでR .v a rie o m a tu sのデータベースと相同性解析しアノテーシヨンついた118個のペプチドのうちユニ 

ークなタンパク質を25個同定し，図 8 でその25個のタンパク質の経時的な定量結果を示した.その中で 

もタンパク質のフォールデイングに関与し，熱に対する耐性を形成させるHeat shock 70 kDa protein C は 

Active状態から3hで 上 昇 し 12hで減少する挙動を示した.これらより，H . d u ja r d in iの乾眠移行メカニ 

ズムにはリン酸イ匕レベルではなくプロテオームレベルが関与していると想定された.
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示してくださり感謝しております . 斉藤緑氏には，優しく質問に答えて下さり丁寧に教えて下さりいつも笑顔で研究を応 

接してくださりとても感謝しております .緑氏とはブロテオームグループに所属する前から知り合い公私共にお世話にな 

りました . く旧プロテオームグループ > いつも素敵な笑顔で癒してくださった五十嵐康行氏，高校生の頃からお世話に 

な り 修 士 1年の時に一番時間を過ごしたと言っても過言ではないほど， どのコミュニティも被っており兄のような玉木 

聡志氏，私にとって憧れであり頼れるお姉さん的な存在で先輩として学生生活や研究に必要な事をご教示してくださっ 

た岩崎未央氏，今村春奈氏には感謝しております . < 新プロテオームグループ > 可愛い後輩である郭セイ氏と山久保純 

氏は， い つ も 体 調 や 睡 眠 • 食事などを気遣ってくださったことにとても感謝しております .郭氏と山久保氏は私にとっ 

て可愛い双子の妹のような存在で 2 人がプロテオームグルーブに来たことをとても嬉しく思います .郭氏には美味しい 

手料理や笑いや優しさを提供して頂き研究のディスカッション及びプロテオーム部屋の隣として支えあってきました . 
山久保氏は， ウラシルやFCファラオでも一緒で基本的にコミュニティが重なっており， 「俺の背中は任せた」 と言われ 

て か ら 1年で急激に仲良くなりいつも笑顔で優しく助けてくださいました . また，金井昭夫氏の授業は本当に学ばせて 

頂き今までのどの授業よりも一番成長し楽しく過ごすことが出来ました .公私共に親身に相談にのっていただきいつも 

激励をくださり心から感謝申し上げます . 板谷光泰氏にはTAや授業でお世話になりよくでる板谷さんシャレが好きでし 

た .
修 士 1年 春 か ら 2 年間は鶴岡キャンパスで学び公私ともに充実した 1年間を過ごす事が出来たのもファミリーのよう 

な鶴岡在住の先輩 • 同 期 • 後輩方，社会人やFCファラオの方々のお陰です . 特に，尊敬する廣瀬友香氏，上瀧萌氏，伊 

原頌ニ氏なくしては鶴岡生活を過ごせなかったと言っても過言ではないほどお世話になりました .楽しい事を分かち合 

い，辛い時には支えて頂き，精神的に支えて頂きました . 心から感謝しております .修士になり廣瀬氏には今まで以上 

に濃い関係を築き，辛いことや悩んだ時はお互い励まし合い乗り越えられたのも廣瀬氏のお陰です . 本音で語り合い， 

価値観や感覚が違っていても認められる関係だと思っています .上瀧氏は後輩とは思えない位いっもお世話になってお 

り，買い物散歩や卓球部，早朝テニス等企画した時やスポーツDAYという無茶ぶりにも付き合って下さり本当にありが 

とうございます . 上瀧氏の笑いのツボがおかしいと思いますが私は大好きです .誰よりも相手を思いやり上瀧ワールド 

に取り込む力を尊敬しております . 伊原氏は 08同期代であり，面倒見のいいお兄さんであったり，末っ子力を発揮して 

いたり，公私ともに頼ってばかりで多くの事を相談させて頂きましたがいつも率直に話してくださるので私にとって癒 

やしの存在でした . 美味しいものを沢山食べテニスや卓球， ジ ョ ギ ン グ ス ノ ボ ， スラックライン等あらゆるスポーツ 

を堪能させて頂きました . 深謝しております .
また，充実した鶴岡生活を語るには林 ■ 太郎氏，村田真也氏， 田中美穂氏，和田圭介氏， 山本優理氏， 中村浩之氏， 

松浦亜里沙氏なくしては語りきれないほど公私ともにお世話になりました . 鶴岡が庭の林氏には，色々なところに連れ 

て 行 っ て く だ さ り 視 野 が 広 が り ま し た . 我 ら の 「真 也 様 」 で あ る 真 也 様 に は い つ も 見 守 っ て 頂 き 今 ま で 以 上 に  

MURATISMを築けたと思います .田中氏には何事においてもいつも親身に相談にのってくださりありがとうございまし 

た . 和田氏には色々と助けて頂きました .山本氏とはしょっちゅうご飯や買い物に行き語り合いラボでずっと泊まりこ 

んで研究活動を励まし合いながら行いましたね .中村氏には高校生の頃から優しくして頂き本当にお世話になりまし  

た . 松 浦 氏 と は 1年という短い期間でしたが密度の高い關係で高専メンバーや秋場氏にもお世話になり松浦氏とは出会 

えて良かったです . くFCファラオ  >  いつも笑顔で低ボイスの夕日ハウス池田氏，良いシュートを決めた時に絶対褒めて 

くださる村上氏，可愛らしくフットサルが上手な山中氏， きっちり男の約束を果たしかっこいい上田氏，美味しいご飯 

をつくってくださり山伏や何にでもなれてしまう今野優氏，及び日本酒カクテル製作時に大変お世話になった美女の佐 

野陽子氏 ， <  スパイバー〉明るくいつも可愛い上原知子氏， スラックラインやスポーツが上手な広田ちえ氏， < H M T >  
常に幹事の大賀氏，渋い声で面白い佐藤基氏 ， <  ラボ棟  >  ゲノムデザイングループにも関わらずいつも美味しい食べ物の
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情報や差し入れをくださり優しい富樫氏及び富樫夫妻，美味しい赤ワインを教えてくださる中東氏， < 事 務 〉アカペラ 

で部活の如く練習を行いしっかりした優しいお姉さんのような大池真紀氏，何事にも積極的でパワフルなお姉さま斉藤 

彩氏，癒やしの笑顔を放つ菅原和音氏， イベント毎で全力投球し元気な塩澤明子氏のお陰で彩りのある鶴岡生活を送る 

ことが出来ました . < 鶴岡在住生 > 生年月日と誕生時間まで一緒の正反対の福澤玲奈氏とはラボ棟 2 階唯一の学生とし 

て様々な事を語り合い色々な一面をしれてとても楽しかったです . <  ウラシル棟  >  窓辺の美女でありカタラーゼをしあ 

った臼居優希氏， どんな運動にも一緒についてきてくれる可愛い梅田栄美氏， 同期であり修士のことでひよこっとプロ 

テオーム部屋によく来ており， ご飯にさそってくれる可愛い井内仁志氏， <BC生  >  ばばちやんワールド満載でとても優 

しい心の持ち主の馬場千聖氏，色々と語り合った可愛い伊藤優太郎氏，卓球部としていつもやる気に満ち溢れどんな時 

にもかけつけてくれる森ひでと氏，がいたお陰で笑いが絶えずカタラーゼすると止まらず学生らしく過ごすことが出来 

ました . 多くの人に色々なイベントに協力して頂きました . この場を借りて感謝申し上げます .愛情を込めて育てては 

すりつぶすといった事を繰り返しましたが，愛 ら し い く り く り お め め の ク マ ム シ に は 大 変 お 世 話 に な り ま し た .本  

当にありがとうございます . クマムシ研究者及びクマムシのいちファンとして感謝申し上げます . また， いつも研究活動 

を応援してくださり美味しい食べ物や激励をくださった中舘ファミリー，佐藤ファミリー，長谷部ファミリーには大変 

感謝しております .
最後になりましたが，研究活動に励む事が出来たのも大きな愛情で 2  4 年間支えてくださった長谷部久美子氏のお陰で 

す. 心から感謝の意を表したいと思います . また， このような素晴らしい研究環境を与えてくださった慶應義塾大学環 

境情報学部冨田勝教授に，厚く御礼申し上げます .
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