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2014年度卒業論文ダイジヱスト

miRNAの網羅的予測と存在パターンから辿る緩歩動物門の進化 

Identification and phylogenetic analysis of miRNAs in tardigrades

環境情報学部4年 

石野響子

要旨

クマムシは脱皮動物上門に属し，独自で緩歩動物門を形成する無脊椎動物である .クマムシの起源 

は約5億 5,000万年前に遡り，カンブリア爆発以降の化石からその存在が確認されている .すべての生物 

の中で最も多様性に富む動物である節足動物も緩歩動物門と同様に脱皮動物上門の共通祖先であるェ 

ディアカラ生物群から節足動物イ匕されていき今日に至る .この進化の軌跡を迪ることはすなわち動物の 

起源に迫ることであり，地球上の生命進化および発生と進化の可塑性を理解する上で非常に重要な礎 

となることが期待される . しかしながらクマムシは， 同じ上門に属する他の門との進化関係について 

の議論が今日においても未だ終結していない . なぜならば緩歩動物門は，形態学的分類では節足動物門 

と有爪動物門をあわせた汎節足動物に帰属することが示唆されている一方で，分子生物学的分類では 

線 形 動 物 門 と の 共 通 祖 先 か ら 分 岐 し た と 示 唆 さ れ て い る か ら で あ る .我 々 は こ の 謎 を 解 明 す べ く  

m iR N Aの 存 在 パ タ ー ン に 着 目 し て 系 統 解 析 を 試 み た . ド ウ ジ ャ ル ダ ン ヤ マ ク マ ム シ （//ヌ 

d u j a r d i n i ) ,ヨ コ プ ナ ク マ ム シ （ R a m a zzo ttiu s  v a r o e o m a tu s) , 、）ヒ予ルスチヨ勺  メ イ ム シ （ P a ra m a c ro b io tu s  

ncfeera/)の3種を対象とし， ドウジャルダンヤマクマムシにおいては IlluminaHiSeq2000を用いてmiRNA 
配列を独自にシーケンシングした .抽出された配列と現存する緩歩動物の配列情報を用いて miRDeep2 
によりmiRNA候補を予測したところ， ドウジャルダンヤマクマムシからは 81種， ヨコブナクマムシか 

らは174種， そしてリヒテルスチョウメイムシからは85種のmiRNAが予測された .さらにこれらの情報 

と左右相称動物におけるmiRNAの存在パターン情報をもとに最大節約法を用いて系統樹を作成したと 

ころ，緩歩動物は節足動物と線形動物と共に単系統群を形成するような進化系統を示した .これは脱 

皮動物上門における系統進化が非常に短時間で引き起こされたことに由来すると考えられ，議論の元 

である形態学的分類と分子生物学的分類の間で矛盾を示すことへの一つの解釈となると期待される .

キーワード：カンブリア爆発，進化，緩歩動物，miRNA
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1. 背景

形態学的分類と分子生物学的分類が異なることから脱皮動物上門における緩歩動物門の進化は未だに議論が終結しな 

いが，近年miRNAの保存パターンを用いたアブローチ方法が注目を浴びている.というのも今まで系統が明らかとなっ 

ていなかった生物種，特にクマムシのように形態学的分類と分子生物学的分類の結果が異なるものにおいて大きな貢献 

をしていることが報告されたからである（Traver以a/.,2013).緩歩動物におけるmiRNAの研究については，本卒業論文で 

何度か紹介しているが，Campbellらによるリヒテルスチョウメイムシ（Pflra/wacroWo故y r/c/^ers/)のmiRNA情報を含む， 8 
種の脱皮動物のmiRNA情報のデ一夕セットとEST情報を用いて系統解析を行っている研究が挙げられる（Campbell以以 ,
2011).彼らは結果として緩歩動物は節足動物門や有爪動物門に近いと示唆している. さらにmiRNAでの検証では43種の 

miRNAを予測しており，脱皮動物上門の中で線形動物門にのみ存在すると報告されている4つのmiRNA: miR-54, 63， 
86，239はリヒテルスチョウメイムシにからは確認されず，節足動物門でのみ存在すると報告されている4つのmiRNA: 
miR-275，276，305，iab-4のうちmiR-276が確認されたと報告しており，緩歩動物は汎節足動物へ属し，更にその分岐 

マーカーとしてmiR-276が保存されていることが重要であると示唆している.しかしながらD u n nらやPhilippeらの分子生 

物学的データを用いた系統解析の報告によれば，クマムシは脱皮動物上門の中でも特に線虫に進化的に近いとされ，こ 

れはCampbellらの見解と矛盾する （D u n n以<  2008; Phillipe以〇/., 2005) . この理由として，miRNA予測の確度が低い可能 

性が考えられる. そこで我々は複数種のゲノムデ一夕やmiRNA-Seqデ一夕を組み合わせてmiRNA予測をおこなうことに 

よって，緩歩動物門におけるより確かなmiRNAの同定を試みた. 本卒業論文の第2章ではドゥジャルダンャマクマムシ 

(//ア •如 /ゴ wゾ を 対 象 と し て miRNAシーケンシングをおこない， ドウジャルダンヤ マ クマムシ， リヒテルスチョウメ 

イムシ，ヨ コ ヅ ナ ク マ ム シ 如 の 緩 歩 動 物 3種におけるmiRNA候補を予測した.さらに予測された 

緩歩動物のmiRNA情報に加え，他の門に属する生物のmiRNA情報をmiRBaseから取得しmiRNAの存在パターンから最大 

節約法を用いて系統樹を作成，さらにmiRNAの獲得/欠損を解析することによって分岐のマーカーとなるmiRNAを予測し 

た. 系統解析は緩歩動物が属する脱皮動物上門の生物を解析対象とし，脊索動物をアウトグループとして解析をおこ 

なった. その結果，Campbellらの結果を一部では支持するものの，彼らの研究では発見されていなかった，miRNAのニ 

次欠損を起こしやすい線形動物との関係を繫げるようなmiRNAが見つかったことから緩歩動物は節足動物，線形動物と 

共に単系統群を形成するというある種新しい可能性を示唆するものとなった.これらの結果について分岐のマーカーと 

なるmiRNAなどの情報を織り交ぜながら緩歩動物門の脱皮動物上門における進化について讓論する.

2. 対象と手法

2.1.対象生物とワークフロー

対象生物種は緩歩動物と同じ脱皮動物上門に属しmiRNAのデータベースmiRBaseに登録のある生物種である節足動物 

と線形動物とし，脊索動物をアウトグループとした. 具体的には節足動物門からキイロショウジョウバエ（ZXwopW /a 

m e r a n o g a s te r ) ,ミ ジ ン コ （D aphnia p u l e x ) , コ ク ヌ ス ト モ ド キ （ Tribolium c a s ta n e u m ) ,セ イ ヨ 勹 ミ ツ バ チ （A pis m ellifera ) の  4 

種，線形動物門から^ suum ， B ru gia  m a la y i, C aen orh abd itis  b r ig g sa e ， C aen orh abd itis  e le g a n s， C aenorh abditis  

rem anei， H aem onchus con tortus， P ristionchus p a c ificu sの 7種 ， 脊 索 動 物 か ら は 頭 索 動 物 の ナ メ ク ジ ウ オ （ Branchiosfom a  

ル r/ゐめと尾索動物のカタユウレイボヤ（C i眉 m to— 此•）の2種を対象とした.それぞれの生物種におけるmiRNAの 

matureおよびprecursor配列データはmiRBase release 21から取得し（Kozomara and Griffiths-Jones, 20 1 4 ) ,緩歩動物における 

miRNAのデータは第2章の予測から得られたデータを使用した.まず対象とする生物種におけるmiRNAをmiRBaseの情報 

を用いてファミリーごとにクラスタリングした後，それらの有無情報を元にMEGA6(Tamuraew /., 2013)を用いて最大節 

約法で計算される系統樹を作成し，その系統樹からmiRNAの獲得/欠損を解析および分岐マーカーとなるmiRNAを取得 

するためCOUNT (Csur6s, 2010) を用いて計算した. 以下に対象生物種の詳細を示す（表1).
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表 1.系統解析をおこなった対象生物種
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対象としている生物種はいずれも左右相称動物に属する生物である.左右相称動物は大きく分けて前ロ動物と後口動 

物の2つの上門に分けられ，これらは発生の仕方の違いによるところが大きい.発生の過程で原ロがロになるのが前ロ動 

物，肛門になるのが後口動物であり，脱皮動物上門は前ロ動物，脊索動物は後口動物に属する.これらの上門は今日よ 

り約6億2,000万年〜5億4,200万年前のェディアカラ紀に分岐したとされている.

2.2. M EGA6による系統樹と C O U N Tに よ る 擭 得 •欠 損 情 報 解 析

本研究では系統解析ソフトとしてMEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6 .0)を用いた （Tamura e/ 〇/., 
2013). MEGAは様々なインプットデータに対応し，多彩な解析オプションを備え，今日分子進化系統解析において幅広 

く使われている統合配列解析環境のGUIソフトウヱアである. 系統予測方法は主に最大節約法 （Maximum Parsimony 
method),近隣結合法（Neighbor-Joining method)，最尤法 （Maximum Likelihood estimation) の 3 つがあり，MEGA6 において 

も各予測方法を用いて解析することが可能であるが，本研究では最大節約法を採用している.最大節約法は共通祖先か
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ら変異が生じたステップ数が最小となるように各ルートから伸びる枝であるトポロジーの長さ（Tree Length, TL) をそれ 

ぞれ計算し，進化系統樹の樹形を予測するアルゴリズムである（SwoffordandBegle，1993).配列の_ 速度が一定である 

と仮定するため，進化速度が異なる生物種や配列などで系統解析をおこなうとLong Branch Attraction (LBA) を起こして 

誤った系統樹を導く可能性がある.しかしながらその単純さからインプットとしてはある性質の有無などの二分法の値 

(羽の有無など)，あるいはゲノムの特定部位におけるDNA塩基や，タンパク質のアミノ酸残基などの幅広いデータに応用 

することが可能である . 本研究では進化の過程で蓄積され，一度ネットワークに取り込まれると欠損しにくいことが分 

かっているmiRNAの有無情報を用いるため （Sempere era/.，2006) , 各miRNAの重み付けは均一なものとして最大節約法に 

て計算をおこなう.各トポロジーの計算には現在様々なヒューリスティック計算アルゴリズムが開発および実装されて 

いるが，本研究ではMax-mini Branch-and-bound法を用いて計算した. この計算方法は既に調べた系統樹よりもTLが長い 

樹形をすべて無視し，より短いTLの系統樹を決定するアルゴリズムである（Kumar以 a/。，1993) . この方法は各トポロ 

ジーにおいてTLを計算するため比較的多くの計算時間を要求されるが， SPR (Subtree Pruning Regrafting)法やTBR (Tree 
Bisection-Reconnection) 法のような系統樹の一部のみに注目しているヒューリスティックな検索方法よりも正確な系統樹 

を得ることができる. MEGA6における系統解析は塩基配列もしくはアミノ酸配列に対応しているため，miRNAの各ファ 

ミリーを1残 基 に 酿 し ，有る場合はメチオニン（M)，無い場合はトリブトファン（W) それぞれのアミノ酸として表記し 

系統樹を作成した . 系統樹の信頼性は，用いた配列データを無作為抽出し統計的に解析するBootstrap法を用い，試行回 

数は1,000回として計算した（Efron以〇/.，1996)。より信頼性の高い系統樹を作成するため，算出されたBootstrap値0.5を閾 

値として区切り，それ以上の値のもののみでノードを構築した. さらに上記のパラメ一夕一を割り振り，MEGA6によつ 

て系統樹を作成した後，その進化系統樹における分岐のマーカーとなっているmiRNAを観察するため， COUNT (Csur6s， 
2010) によってmiRNAの獲得/欠損を計算した. 計算方法は，最大節約法のアルゴリズムと同じであるWagnerparsimony法 

(Farris, 1970)を用いておこなった.

3.結果

3.1. m iRN Aの有無情報を用いた系統樹

前述したパラメーターによって系統樹を作成したところ，下図のような樹形を示した（図1).

cin

図1 .miRNAの有無情報を元に作成された系統樹
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各ノードに示されている数字はBootstrap検 定 （試行回数 1，000回）によって算出された値である . 数字が記載されていないノードに閨して 

はBootstrap値が 0.5未満だったことを示す . 赤色のノードが線形動物，紫色が緩歩動物，青色が節足動物，オレンジ色が脊索動物をそれ 

ぞれ示す .

3.2. miRNA獲得/欠損情報解析

前述したパラメ一夕一および計算方法によって得られた系統樹を元にC O U N Tを用いて獲得/ 欠損情報をW agner  

parsim ony法によって解析したところ，各ノードの分岐マーカーおよび共通して保存されているm iR N Aが以下のように抽 

出された（表2 K

表2.各ノードの分岐マーカー候補となる miRNA

P hylum m iR N A  gains

Biiatena (or before)
1 0 : ( 1 ,206 . 3 5 7 1 ),(7 , 3 5 2 9 ) ,(10, 5 1 , 9 9 , 1 0 0 ,125), (29, 

83. 285, 746), (31. 72), (34, 449, 4933), (46 , 47, 2 8 1 ),7 1 , 
1 2 4 ,(1 3 3 , 3582)

Arthropoda 4: 275 , 3 1 7 ,7 4 5 ,9 6 5

Nematoda 1 :8 6

Tardigrada 7: (34, 449), 753, 2 0 0 1 .2 3 1 1 ,2720, 3582, 6382

Nem atoda + Tardigrada 2: 245, 2227

Arthropoda + Tardigrada 3: 1 2 ,2 7 6 ,3 1 5

4•議論

4.1. miRNAによる進化系統解析の妥当性

まずm iR N Aの存在パターンが進化系統解析をおこなうにあたり妥当かどうかを検証するため，系統関係が既知である 

線形動物と節足動物の分子生物学的な系統と本研究から示唆された系統を比較したところ，線形動物においては各ク 

レード単位にまで正しく系統が分かれていた. 一方で節足動物に関しては，分子生物学的な系統解析とm iR N Aの存在パ 

ターンによる分類で一部異なる見解が示された. 分子生物学的な分類では£>. がC ru sta ceaとして分岐した後， A

w e//汾ra力5Hymenopteraに分岐し，さらにZ がColeoptera， /)• 你rが'D ipteraにそれぞれ分岐するが，本研

究で示唆されたm iR N A の存在パターンによる分類では， £>. p w /e xが分岐した後にA  z«e//z：/ e r f lよりも先行して£>• 

が分岐していた. この問題についてはM arcoらが2010年に!iT ca伽 の m iR N Aを予測した際に考察しており 

(Marco ef a /.，2010) , 彼らはr  ca伽 か ら 203種の新規m iR N Aを予測したが，それらは/ ) • m e/anoga你rで保存されてい 

るm iR N A の種類よりも1 5 % ほど多く，さらにその保存性は3分の1 ほどしかないと報告している. この保存性をi  

zwe//«アe r aと比較すると， T cos如 に お け る m iR N Aの保存性は！ )• wefanogtM•如*のそれよりもA  w e/啡 r aとの方が高いこと 

を示唆している. さらに7： ca成meM/wにおいて全体の3分の2 を占めるD. w e/iw oga他r との保存性がないm iR N Aのうち， 18 

種においては脊椎動物にも共通して保存されていることが確認された. この原因として，昆虫はゲノムにおける進化速度 

が他の生物種と比較して非常に速いため，/ > 〇如冲ぬがDipteraに分岐以降その内部で次々とゲノム進化が起こり，その結 

果としてm iR N Aの種類も独自に進化している可能性が示唆されている. またW iegm annらのDipteransにおけるm iR N Aの存 

在パターン解析の結果でも内部で次々とm iR N A が獲得および欠損している様子が伺え，この可能性を支持する 

(W ieg m a n n以 a /.，2010) . これらのことから，ゲノムの進化速度が早い生物種においては妥当性が減少するものの，門お 

よび綱レベルでの分類ならば可能であことが示唆され，緩歩動物門の進化系統解析においては妥当であると考えられ 

る.
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4.2.緩歩動物門の進化位置

上記の妥当性を踏まえた上で次に緩歩動物の進化位置に着目すると，B ootstrap値を考慮しない場合，緩歩動物は脱皮 

動物上門から線形動物と節足動物が分岐した後に節足動物との共通祖先から分岐している樹形が示されたが，この分岐 

点におけるB ootstrap値が0 .4 9と低かったため，Bootstrap値0 .5を閾値で区切ると緩歩動物は節足動物と線形動物と同時に 

分岐するような樹形が示された.っまり緩歩動物門は節足動物と線形動物と共に単系統群を形成するような進化関係を 

示す. それぞれの動物門と関係づけるm iR N A を検証したところ，線形動物と緩歩動物を関係づけるm iR N A として 

m iR-245, 2 227が，節足動物と緩歩動物を関係づけるm iR N Aとしてm iR -12, 276 , 31 5が示唆された. m iR -245および2 2 2 7は 

線形動物のシーケンシングから得られており，その詳細な機能は調べられていないため不明である（W it以〇/.，2009) . し 

かしながら線形動物はm iR N Aの二次欠損を起こしやすいことが知られており（ Sperling and Peterson, 2009) ,その原因とし 

て線形動物は二次的に小型化しているように見えたり，ボディプランが確立された初期における構造や細胞のタイプが 

欠損してい る閨係していると考えられてい る （ Budd and Jensen, 2000) . そのため線形動物は特殊なm iR N Aの保存パターン 

を示すので，線形動物との間で共通して保存されているm iR N Aが存在することは緩歩動物の進化において必ずしも汎節 

足動物に属するわけではないという，本研究において沉節足動物への帰属を示唆するノードにおけるBootstrap値が低い 

原因を示唆している.

節足動物と共通して保存されているm iR N A としては12, 2 7 6，3 1 5が挙げられる. m iR -1 2は前ロ動物で獲得されたの 

ち，線形動物で欠損している可能性が示唆されているため（T m v e r以a/., 20 1 3 )，これらは?凡節足動物で獲得されたとする 

よりも保存され続けていることが重要であると考えられる. またm iR -276はセイヨウミツバチにおいて脳で高頻度に発現 

しており，神経系の遺伝子を制御する役割があると示唆されており，このm iR N Aは予測だけではなく実際に存在してい 

ることが実験によって明らかとなっている（H o r i以a / . , 2 0 1 1 ) .さらにこのm iR N AはC am pbellらが沉節足動物への帰属を示 

唆するマーカーとしているm iR N Aでもあり，本研究においてもこのm iR N Aが分岐マーカーとして抽出された.さらに 

m iR -3丨5はショウジョウバエにおいて初期発生におけるシグナル伝達経路であるW ingless伝達経路を活性化させている可 

能性が示唆されている（S ilv e r以〇/.，2007) . これらのことから3つの共通して保存されているm iR N Aの中でもm iR -315はそ 

の生物の特徴である表現型に直接関わる遺伝子を制御しており，さらに生理学的にもその機能が証明されているため， 

マーカーm iR N Aとして重要であることが考えられる.

4.3•緩歩動物特異的に保存されているmiRNA
作成された系統樹をもとにm iR N Aの獲得/欠損解析をおこなったところ，緩歩動物門特異的に保存されているm iR N A  

がm iR -3 4フ ァ ミ リ ー ， 75 3，2 0 0 1，2 3 1 1，2 7 2 0，3 5 8 2 ， 6 3 8 2の全7種類あった. これらのうちm iR -3 5 8 2はm iR -1 3 3とファ 

ミリーを形成する. m iR -753はプラナリア（Sc/HmV/teaweぬerraraea), m iR -6382は マ ウ ス m iR -2720はイト 

ゴ カ イ /e /e te )，m iR -2311はウシ（ Bos townw)からそれぞれディープシーケンシングによって存在が確認されてい 

るが，その詳細な機能については不明である（ FriedlSnder e f «/., 2009; H um phreys以a/., 2011; Sp erlin g以〇/., 2009; G la z o v以 

a /.，2009). m iR -2 0 0 1は左右相称動物から共通して保存されているm iR N Aである.しかしながら節足動物の中でも甲殻類 

と六脚類を合わせた単系統群である汎甲殻類と脊椎動物からはm iR -2001が確認されていないため，このm iR N Aは独立に 

二次欠損を起こしていると推測されている（W h e e le r以a/., 2009) . また本研究からは線形動物からもm iR-2 0 0 1の存在は確 

認されない一方で，緩歩動物にはこのm iR N Aが保存されている可能性が示唆されたことにより，m iR -2 0 0 1は左右相称動 

物で獲得された後脱皮動物上門へと分岐，そこから線形動物に分岐する際に一度，さらに汎節足動物，節足動物への分 

岐を経て汎甲殻類へと分岐する際に一度，それぞれ独立に二次欠損を起こしたのだと考えられる.またこのことから 

m iR -2 0 0 1は脱皮動物上門において緩歩動物門の分岐マーカーとなりうると考えられる. m iR-2 0 0 1はいずれの報告も超並 

列シークエンサーによる大量のリードから予測したものであり，実際にこのm iR N Aの働きなどについては報告されてい 

ない.

3.4.4. Campbellらとの進化系統比較

2011年にC am pbellらが報告した2 2 5の遺伝子における4 9 ,0 2 3アミノ酸ポジションのExpressed sequence tag (EST) 配列情 

報による系統解析によれば，緩歩動物門の進化系統はE ST情報による系統樹の時点で既に緩歩動物が節足動物と有爪動 

物を合わせた単系統群の汎節足動物に帰属することを示唆しており，線形動物との共通祖先から分岐しない要因として 

Long Branch Attraction ( L B A )の可能性を示していた. そしてさらに汎節足動物と共有しているm iR N Aとしてm iR -276を挙 

げていた. これについてはB o m e rらが異論を唱えており，B o m e rらはD u n nらやP h ilip p eらの先行研究に新たなシーケンス  

デ一夕を加え，脱皮動物上門に属する6 5種の生物における189遺伝子，2 4 ,2 4 9アミノ酸ポジションのEST配列情報を用い
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て進化系統解析をおこなっている. 彼らはL B Aの可能性を検証するため，EST情報からさらに全189種の遺伝子を進化速 

度が早いもの，中間のもの，遅いものによって各63遺伝子ずつ3つの集団に分けており，進化速度が早いものについては 

8 ,0 1 7箇所，中間のものについては8 ,5 3 0箇所，遅いものは7 ,702箇所のアミノ酸ポジションについてそれぞれ系統解析を 

おこなっている（B o m e r扣a /.，2 0 1 4 ) .その結果，緩歩動物門は進化速度が遅い遺伝子のEST情報を用いた系統解析でのみ 

汎節足動物へ帰属する結果が得られたが，その他の解析では線形動物に進化的に近いと示唆された.そのため今まで懸 

念されていたL B Aは緩歩動物の進化位置にそれほど大きな影響を及ぼさないと述べている.

本研究の結果はC am pbellらの結果を一部では支持するものの，彼らの研究では発見されていなかった，m iR N Aの二次 

欠損を起こしやすい線形動物との関係を繋げるようなm iR N Aが見つかったことから，汎節足動物に属するのではなく， 

節足動物，線形動物と共に単系統群を形成しているという新しい見解を導いた. これはゲノム配列情報とm iR N A配列情 

報を組み合せることによってより網羅的にm iR N Aを予測できたことに起因すると考えられる.しかしながら実際にはこ 

れらが単系統群を形成しているのではなく，脱皮動物上門が誕生した当時における進化速度自体が非常に速く，系統進 

化が極めて短時間のうちに起きたために単系統群を形成しているように見えると考えられる. m i R N Aは本卒業論文でも 

述べてきたように発生など表現型に直接閨係する遺伝子の転写後調節も担うことがあり，この解釈は長年議論されてい 

る形態学的分類と分子生物学的分類で矛盾が引き起こされているように見えてしまうこととも合致する.そのためこの 

可能性はある種の見解として提示できるだろう. m i R N Aの研究はここ2 0年ほどで目覚ましい発展を遂げてきた比較的若 

い分野のため，超並列シーケンサーの登場によってモ デ ル生物以外の生物におけるm iR N A研究がなされるようになった 

とはいえ，情報量がまだ不足している状態である. そのためこの讓論は今後も変化していく可能性がある.今後はヨコ 

ブナク マムシをはじめとして様々なク マムシにおけるm iR N Aシーケンシングをおこなうことで，現在よりもさらに正確 

な緩歩動物におけるm iR N A予測をし，そこからまた系統解析をおこなうことで進化系統を明らかにできるだろう.また 

脱皮動物上門における他の非モ デ ル生物種におけるm iR N Aに関する情報の蓄積もこの研究分野を助けるに違いない.ま 

たm iR N Aの存在やm iR N Aファミリーの分類をより確実なものとするために，各m iR N Aの機能が生理学的にもっと証明さ 

れる必要がある. m i R N Aが進化系統を明らかにするより強固なツールになり得るよう，クマムシにおけるm iR N Aの生理 

学的機能についても検証していきたい.
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