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研究成果の概要（和文）： 
	
 ヒメミカヅキモの性フェロモンの１つであるPR-IP Inducerを結合する能力を有する受容体
候補タンパク質について、分子生物学的手法により同定を行った。最終的に、コードする遺伝
子３種をクローニングすることに成功した。さらに、これらの遺伝子の有性生殖、性フェロモ
ン受容に関する役割の解明にも注目し、これらの遺伝子を導入した形質転換ヒメミカヅキモの
作出にも取り組んだ。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Using molecular biological techniques, we cloned three genes encoding 
proteins having sex pheromone-binding properties. We also tried to establish 
transgenic Closterium strains for clarification of the roles of genes. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒメミカヅキモは、陸上植物と非常に近縁
な単細胞接合藻類であり、その接合過程の進
行には、特異的な糖タンパク質性フェロモン
による多段階にわたる細胞間情報伝達が不
可欠である。これまでの研究により、ヒメミ
カヅキモの有性生殖に関わる EST 情報が蓄
積し、さらには cDNAマイクロアレイにより、
接合時に発現する遺伝子群、性フェロモンに
より誘導される遺伝子群などが明らかにな
っている。一方、性フェロモンの受容体分子

については、これまでに明らかになっていな
かったものの、その候補と思われる複数の受
容体型タンパク質をコードする遺伝子
（CpRLK1, CpRLP1）が、近年の解析によ
りクローニングされていた。 
	
 また実際に、性フェロモン遺伝子を bait
にした受容体候補分子の two-hybrid system
による予備的なスクリーニングの結果、
PR-IP の 19-kDa subunit および PR-IP 
Inducer のそれぞれと結合する可能性のある
遺伝子群の存在が示唆されていた。 
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 これらを踏まえ、性フェロモンの受容体解
明を行い、情報がどのように伝達されるのか
を明らかにするべく、研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、以下の点を目的とした。 
(1) two-hybrid system により得られてきて
いる性フェロモン受容体候補分子について
遺伝子発現条件を中心に絞り込む。 
 
(2) 得られた受容体候補分子の遺伝子発現抑
制株、過剰発現株を作製して、生理機能を確
認する。 
 
(3) 組換え型性フェロモンを用いて、
CpRLK1, CpRLP1遺伝子がコードするタン
パク質を中心にヒメミカヅキモ細胞膜上の
性フェロモン結合分子を同定する。 
 
(4) それらの遺伝子発現制御株を用いて、性
フェロモンおよびその受容体の下流に位置
する遺伝子ネットワークを cDNA マイクロ
アレイにより解析する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 Two-hybrid	
 system による性フェロモン
結合分子をコードする遺伝子のスクリーニン
グ	
 
	
 ヒメミカヅキモの有性生殖を誘起し、有性
生殖の各ステップより細胞回収、mRNA 精製、
cDNA 合成を順次進め、cDNA ライブラリーを作
製した。得られたライブラリーを用いて、性
フェロモン遺伝子を bait として、two-hybrid	
 
system によるスクリーニングを行った。その
際、PR-IP	
 Inducer遺伝子をbaitとして用い、
結合する能力のあるタンパク質をコードする
遺伝子を探索した。	
 
	
 
(2)	
 Real-time	
 PCR による性フェロモン結合
候補分子の遺伝子発現解析	
 
	
 two-hybrid	
 system によるスクリーニング
で得られたクローンの中で、出現頻度の高い
２クローン（Cp01-like,	
 Contig2）とその関
連遺伝子（Cp01）について、有性生殖過程に
おける経時的変化、接合型特異性、フェロモ
ン処理に対する反応性などに注目して、
Real-time	
 PCR による詳細な発現解析を行っ
た。	
 
	
 
(3)	
 PR-IP	
 Inducer と組換え型性フェロモン
結合候補タンパク質の相互作用解析１	
 
	
 性フェロモン結合候補分子について、大腸
菌の組換え型タンパク質として産生させ、
PR-IP	
 Inducer との結合能を持つかを検討し
た。	
 
	
 
(4)	
 PR-IP	
 Inducer の産生を誘導する新規性
フェロモン活性の検出と抗体産生	
 
	
 (3)の相互作用を確認するにあたり、PR-IP	
 

Inducer 産生条件の再検討を行った。また、
検出に用いるための新たな抗 PR-IP	
 Inducer
抗体産生を行った。	
 
	
 
(5)	
 PR-IP	
 Inducer と組換え型性フェロモン
結合候補タンパク質の相互作用解析２	
 
	
 性フェロモン結合候補分子を、酵母の組換
え型タンパク質として産生させ、（４）で検討
して得たヒメミカヅキモ由来 PR-IP	
 Inducer
との結合能の有無を、新規抗体を用いて検討
した。	
 
	
 
(6)	
 ヒメミカヅキモ形質転換系の確立と遺伝
子導入株作出	
 
	
 ヒメミカヅキモを宿主とした、形質転換系
確立を行った。また、性フェロモン結合候補
分子を発現させるためのコンストラクトを
作製した。	
 
	
 
(7)	
 CpRLK1, CpRLP1遺伝子のヒメミカヅ
キモへの遺伝子導入 
 (6)で作製したコンストラクトを用いて、両
遺伝子をセンス方向、アンチセンス方向に発
現するようにベクターに挿入した。これらを
ヒメミカヅキモへ形質転換し、形質転換体の
解析を行った。 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 Two-hybrid	
 system による性フェロモン
結合分子をコードする遺伝子のスクリーニン
グ	
 
	
 性フェロモンである PR-IP Inducer を
bait として、 two-hybrid system によるス
ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 結 果 、 213 の
positive コロニーを得た。  
	
 そのうち、106 コロニーについて正確
な配列を取得・整理し、重複を除いたと
ころ、計 62 遺伝子に分かれ、その中で機
能未知の既知遺伝子である Cp01 と高い
配列類似性を有する遺伝子が最も多く重
複して得られ、Cp01-like と名付けられた。
また、次に重複度が高かった遺伝子は、
Contig2 と名付けられた。スクリーニング
されたクローンの中には、Cp01 自身も、
１クローンであるが含まれていた。  
	
 これらは、すべてファシクリン I（FAS1）
と名付けられた動物、植物、菌類など様々
な生物に保存されているドメインを持つ
ことが判明した。  
 
(2)	
 Real-time	
 PCR による性フェロモン結合
候補分子の遺伝子発現解析	
 
	
 Cp01-like では＋型・‐型細胞を混合し、
有性生殖を誘起した際に、＋型細胞単独
培養時に比べて約 190 倍に発現が上昇し
た。しかし Cp01 遺伝子とは異なり、PR-IP 
Inducer を与えても顕著な発現上昇は見
られなかった。また、Contig2 では＋型・
‐型細胞混合時、PR-IP Inducer 投与時と
もに常に発現しており、顕著な変動は見



られなかった。	
 
	
 
(3)	
 PR-IP	
 Inducer と組換え型性フェロモン
結合候補タンパク質の相互作用解析１	
 
	
 性フェロモン結合候補分子について、大腸
菌の組換え型タンパク質として産生させ、
PR-IP	
 Inducerと結合能を示すかを検討した。
しかしながら、実験に用いるヒメミカヅキモ
由来の PR-IP	
 Inducer の量が不足し、また抗
体の反応性が低くなっており、さらに非特異
的な交差反応が見られたため、正確な相互作
用を見ることが出来なかった。	
 
	
 
(4)	
 PR-IP	
 Inducer の産生を誘導する新規性
フェロモン活性の検出と抗体産生	
 
	
 PR-IP Inducer は、窒素源欠乏培地中で－
型細胞から放出されるが、さらに＋型細
胞を培養した後の調製培地の中で培養す
ることで、顕著に産生が促進されること
が判明した。また、その際、既存の抗体で
は十分に Inducer を検出できなかったため、
新たに二カ所のペプチドを抗原として、抗体
産生を行った。その結果、反応性が高く、非
特異的な反応のほとんどない抗体を調製する
ことに成功した。	
 
	
 これらを用いて、(3)で調製した３種の組換
え型タンパク質との結合能力を調べたが、両
者の間には相互作用が見られなかった。	
 
	
 
(5)	
 PR-IP	
 Inducer と組換え型性フェロモン
結合候補タンパク質の相互作用解析２	
 
	
 ３種の性フェロモン結合候補分子について、
酵母の組換え型タンパク質として産生させ、
前述のヒメミカヅキモ由来 PR-IP	
 Inducer と
の結合能の有無を検討したところ、３者とも
顕著な相互作用を示した。	
 
	
 
(6)	
 ヒメミカヅキモ形質転換系の確立と遺伝
子導入株作出	
 
	
 ヒメミカヅキモを宿主とした、形質転換系
確立を行い、抗生物質としてブレオマイシン
を用いるスクリーニング系を確立した。また、
任意の遺伝子を細胞内で発現させるため、プ
ロモーター領域を変えた数種類の新規発現
用ベクターを開発した。Cp01, Cp01-like遺
伝子を過剰発現させるためのコンストラク
トを作製し、現在、ヒメミカヅキモへの遺伝
子導入を進めている。 
 
(7) CpRLK1, CpRLP1遺伝子のヒメミカヅ
キモへの遺伝子導入 
	
 CpRLK1, CpRLP1遺伝子をセンス方向、
アンチセンス方向に配置し、ヒメミカヅキモ
へ遺伝子導入し、形質転換体作出を試みた。
CpRLK1については、ゲノミック PCR法に
よる遺伝子導入状況確認、realtime PCR法
による遺伝子発現レベル変化を確認した。特
に、antisense方向に遺伝子を導入した株の
一部について、有性生殖能力の低下が見られ
た。 
	
 CpRLP1については、現在形質転換体をス

クリーニング中である。	
 
	
 
	
 以上の研究を通して、ヒメミカヅキモの一
方の性フェロモン（PR-IP	
 Inducer）につい
て、相互作用しうる新規のタンパク質を見出
した。これらに共通して存在する FAS1 ドメ
インは、ショウジョウバエで発見されて以来、
多くの動植物、菌類などで見出されており、
細胞接着の他、情報伝達などにも関わること
などが示唆されているが、多くは具体的な生
理機能が不明のままである。今後、これらの
FAS1 ドメインを持つ遺伝子群の、有性生殖過
程における役割を明らかにすることにより、
性フェロモンの情報伝達経路、受容体解明へ
とつながることが期待された。	
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