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研究成果の概要：原生生物繊毛虫 Blepharismaの接合誘導時特異的に発現する遺伝子を単離・同
定した。糖鎖を欠く接合誘導物質ガモン１を①酵素処理、および②大腸菌を用いた大量発現系により得
て、ガモン 1 の糖鎖は誘導活性に重要な役割をもつことを明らかにした。ガモン１に対する抗体を作
製し、Ⅱ型細胞表面にあるガモン１受容体の探索を行った。野外で採集したBlepharisma の種を同
定し、rRNA遺伝子とガモン1遺伝子の配列を調べ、Blepharismaの種の分岐について考察した。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）多くの繊毛虫は適度な飢餓状態になる
と有性生殖である接合を行う。接合の過程で
小核は減数分裂を行って、接合対の間で配偶
核の一方を交換し受精が起こる。受精核から
新しい小核と大核が作られ、古い大核は壊さ
れ、新しいクローンの誕生となる。この接合
がどのような分子機構で開始されるかは未
だ明らかになっていない。Blepharismaでは、
相補的な接合型である I 型と II 型の細胞が外
液中に出す接合誘導物質によって活性化さ
れ接合対が形成される。II 型の細胞が出すガ
モン２（blepharismone）はセロトニンに似た
小分子ですでに構造が決定されている。我々

はこれまでに糖タンパク質であるガモン１
の単離精製を行い、ガモン１の遺伝子を単離
した (Sugiura & Harumoto, PNAS, 98: 14446- 
14451, 2001)。また、ガモン 1 の転写は、接合
後未熟期にある細胞や、対数増殖期のときに
は起こらず、定常期に開始されること、ガモ
ン２の存在によって促進されることを見出
し、ガモン１の発現が転写レベルで行われて
いることを明らかにした（Sugiura, et.al., J. 
Cell Sci., 118:2735-2741, 2005）。 
 
（２）研究開始当初の課題として、①ガモン
により発現が誘導される遺伝子を同定し、そ
の機能を解析すること、また、ガモン 1 の転
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写調節機構を明らかにすること、②ガモン 1
の大量発現系を構築し、ガモン 1 に付加され
ている糖鎖の接合誘導活性における役割を
調べること、③ガモン１およびガモン２の受
容体の同定と、ガモン１およびガモン２の発
現に至るシグナル伝達機構を解明すること。
④野外より Blepharisma属の様々な種を採集し、
種の同定と、rRNA 遺伝子とガモン１相同遺
伝子の単離・配列決定を行う。配列を比較す
ることにより、Blepharisma 属の種の分岐して
きた道筋を探ること、が挙げられていた。 
 
２．研究の目的 
（１）Ⅱ型細胞の接合誘導時に特異的に発現

する遺伝子を単離し、その機能を解析
する。 

（２）接合誘導物質ガモン 1 の糖鎖の接合誘
導活性における役割を解析する。 

（３）接合誘導物質ガモン 1 受容体の探索を
行う。 

（４）接合誘導物質ガモン 1 の種間における
多様性を解析する。 

 
３．研究の方法 
（１）接合誘導時に特異的に発現する遺伝子
の単離 cDNA サブトラクション法を用いて
Ⅱ型細胞の接合誘導時特異的に発現する遺
伝子を単離し、配列決定を行い同定した。こ
の遺伝子の機能を調べるために、遺伝子産物
の抗体を用いて細胞局在を調べた。 
 
（２）接合誘導物質ガモン 1 の糖鎖の役割を
解析するために、糖鎖を欠くガモン１を①酵素
処理、および②大腸菌を用いた大量発現系により
得て、これらが接合誘導活性をもつかどうかを調
べた。 
 
（３）接合誘導物質ガモン 1 受容体の探索 
ガモン１に対する抗体を作製し、Ⅱ型細胞表
面にあると推定されるガモン１受容体を探
索した。 
 
（４）野外で稲株を採集し、Blepharismaの株を分
離し、形態的に種を同定し、rRNA 遺伝子とガモ
ン1遺伝子を単離し配列を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）接合誘導時に特異的に発現する遺伝子
の単離  

Blepharisma の II 型細胞の接合誘導時特異的
に発現する遺伝子をサブトラクション法を
用いて単離した。得られた遺伝子のうち Cdk1
相同遺伝子と cks 相同遺伝子は、接合誘導物
質ガモン１で処理されていない細胞では発
現は見られず、ガモン１で処理された細胞に
特異的に発現が見られることがわかった。 
 

（２）接合誘導物質ガモン 1 の糖鎖の役割の
解析 
接合誘導物質であるガモン 1 の糖鎖が、接合誘

導活性に関与しているかどうかを調べる目的で糖
鎖を欠くガモン１が接合誘導活性をもつかどうか
を調べた。糖鎖を欠くガモン１を得るために２つ
の方法を行った。 
①N-結合型糖鎖とタンパク質との結合部位を特

異的に切断する酵素であるGlycopeptidase Fによっ
てガモン１を切断しバイオアッセイを行った。糖
鎖を欠いたガモン１は、ConAカラムに結合しない
ことを利用して回収された。 
②大腸菌を用いたガモン１の大量発現系を構築

し、発現したガモン１を用いてバイオアッセイを
行った。大腸菌を用いた大量発現系は、これまで
ガモン１が不溶性となってしまうことから確立さ
れていなかったが、今回シャペロンとの融合タン
パク質を作製することにより、ガモン１を可溶性
分画に回収することができた。 
①②の結果、いずれの方法でも、接合対形成は

みられなかった。このことは、ガモン1の糖鎖は、
接合誘導活性に必須であるという可能性を示唆す
る。本研究は、繊毛虫類の接合誘導物質としては
唯一の糖タンパク質であるガモン1の糖鎖が接合
誘導活性に関与しているかどうかを調べた点で意
義深い。 

 
（３）接合誘導物質ガモン 1 受容体の探索 
ガモン 1 のアミノ酸配列を推定上の立体構

造をもとに、抗原性が高くガモン 1 の接合誘
導活性に影響を及ぼさないと予測される領
域（C 末端領域 14 アミノ酸）に対するペプチ
ド抗体を作製した。ウエスタンブロッティン
グにより、この抗体はガモン 1 を特異的に認
識することが示された。この抗体はガモン 1
の接合誘導活性を阻害しないことが示され
た。また、免疫沈降法により、この抗体は未
変性状態のガモン１と結合することが示さ
れた。Ⅱ型細胞をガモン 1 で処理し、接合対
形成が見られはじめた頃に、この抗体を作用
させたところ、口部膜板帯と繊毛、および繊
毛列に強いシグナルが検出された。 

 
（４）接合誘導物質ガモン 1 の種間における
多様性 
野外で採集した稲株より Blepharisma の株を得

て、種を同定し、rRNA 遺伝子とガモン 1 遺伝子
を単離し、配列を調べた。形態から推定した
Blepharismaの種間関係は、遺伝子から見た種間関
係とは必ずしも一致しないことがわかった。これ
は Blepharisma の種の分岐過程を考察する上で興
味深い。また、本研究でBlepharismaの1～10個の
少数の細胞から PCR により遺伝子を単離する方
法を確立した。 
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