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研究成果の概要（和文）： 

緑藻クレブソルミディウムのペルオキシソームと微小管の GFP による可視化を目的として, パ

ーティクルボンバードメント法を用いた GFP マーカー遺伝子の導入を試み、 GFP 蛍光を発する

細胞の有無を調べたところ，ミカヅキモの CAB1 プロモーターまたは CMV35S プロモーター、0.4 

µm の金粒子、ガス圧 450psi, 金粒子の細胞までの到達距離 12cm の条件で GFP 蛍光を発する細

胞が２個確認することができた. 

  
研究成果の概要（英文）：  Exogenous expression of GFP marker genes by particle 

bombardment methods were employed in order to visualize peroxisomes and microtubules 

in a green alga Klebsormidium flaccidum. Two GFP-fluoresced cells were observed under 

the following settings: the Closterium CAB1 or CMV 35S promoters, 0.4 µm particles, 650 

psi pressure, and a 12 cm distance for the gold particle bombardment.     
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１．研究開始当初の背景 

オルガネラの複製と分配は核分裂（染色体の
複製と分配）と並ぶ，いわば細胞質分裂の両
輪である．ミトコンドリアと色素体の分裂の
分子細胞生物学的研究の進展は著しい．一方，
ペルオキシソームについては， クレブソル
ミディウムのペルオキシソームの分裂周期
全体を通して中心体がペルオキシソームに
常に結合しており，中心体とそこから射出す
る微小管がペルオキシソームの分裂と分配

に関与することを示した筆者らの研究
（Honda and Hashimoto 2007）があるが，ペ
ルオキシソームの分裂と伝播の機構の研究
はミトコンドリアや色素体に比べて立ち遅
れている．上記のような背景から，筆者はペ
ルオキシソームの分裂と分配の過程とその
機構を明らかにしたいと考え，そのための方
法として，GFP の融合タンパク質をコードす
る遺伝子を導入し，発現させることによって
ペルオキシソームや微小管を GFP 蛍光によっ
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て可視化し，ペルオキシソームの分裂と分配
の過程を生細胞で連続観察可能にすること
を試みた． 

 

２．研究の目的 

 本研究は植物細胞の細胞質分裂における
オルガネラの複製と分配の過程とその機構
を明らかにするための研究の一環である．本
研究計画はペルオキシソームを 1個だけ持つ
緑藻 Klebsormidium flaccidum の細胞を形質
転換することによって，ペルオキシソームと
微小管を可視化することである．すなわち，
ペルオキシソームについては，ペルオキシソ
ーム輸送シグナル配列と GFP の融合タンパク
質をコードする遺伝子を導入し，発現させる
ことによってペルオキシソームを GFP蛍光に
よって可視化し，分裂と分配の過程を生細胞
で連続観察可能にする．微小管は，tubulin
ーGFP 融合タンパク質を発現する形質転換細
胞内で可視化し，ペルオキシソームの分裂と
分配との関連を調べる．将来的には，様々な
オルガネラの動態を可視化するための実験
系としての形質転換体を，各オルガネラにつ
いて確立することが目標である． 

 

３．研究の方法 

（１） GFP 遺伝子をマーカー遺伝子にした
DNA コンストラクトの作成 

 Closterium の安定形質転換体の作出のた
めに日本女子大学関本研究室で開発された
下記のコンストラクト（Abe et al.2008）を
K.flaccidum の形質転換に用いた． 

5’CpCAB1::ble-cgfp (pSA106; Abe et al. 
2008) 

CaMV35Sp::blecgfp (pSA226; Abe et al. 
2008) 

このコンストラクトにはマーカーとして GFP
とフレオマイシン耐性遺伝子が組み込まれ
ている． 

 

（２）パーティクルボンバードメント法によ
る遺伝子導入 

パーティクルボンバードメント実験は
Bio-Rad 社の Bioloistic PDS-1000/He を用い
て行った．実際には，寒天平板培地上で培養
した細胞に，表１に示す金粒子のサイズ，ヘ
リウムのガス圧，ラプチャーディスクから細
胞までの距離の３つのパラメータのすべて
の組み合わせについて数回ずつ行った． 

 

表 1．パーティクルボンバードメント実験で
検討したパラ-ター 
                       

 パラメータ                条件           

レポーターと  5’CpCAB1::ble-cgfp (pSA106) 
プロモータ    CaMV35Sp::blecgfp (pSA226)   

金粒子の直径   0.4µm,  0.6µm 

                                              

ヘリウムのガス圧           450 psi,   

（ラプチャーディスクの耐圧度）  650 psi, 

                                1100 psi 

                                                

ラプチャーディスクから           6cm 

細胞までの距離                   9 cm 

                                12 cm 

                                             

 

（３）形質転換体の選別 

① GFP 蛍光の有無を蛍光顕微鏡で観察すこ
とによって形質転換体細胞を検出した． 

② 金粒子を撃ち込んだ後，フレオマイシン
を含む培地で培養した． 

 

４．研究成果 

 本研究計画の遂行において突破口となる
最も重要で，かつ困難な実験は遺伝子導入の
ための実験であるが，予想以上の困難に遭遇
した．その困難のひとつは，クレブソルミデ
ィウムからの非特異的な擬陽性の蛍光に起
因した．擬陽性の蛍光は，金粒子の撃ち込み
による障害や培養細胞の加齢などによって
強くなる傾向があった．そのため形質転換体
細胞の選別が非常に困難で，擬陽性か否かの
判定に多くの時間を要した．また，得られた
形質転換体細胞の頻度も低かった． 

フレオマイシン耐性についても，原因は不明
だが培地の条件によって，金粒子が撃ち込ま
れていない Klebsormidium 細胞でも耐性を示
す場合があり，今回の研究では結局フレオマ
イシン耐性を選別に利用しなかった． 

 上に述べたように，非特異的な蛍光によっ
て形質転換体細胞の選別に困難があったが，
非特異的蛍光のパターンを比較分類し，擬陽
性か否かの判定を確かなものになるように
努めた． 

 その結果，パラメータの 36 通りの組み合
わせにつて数回ずつのボンバードメント実
験を行った結果，擬陽性の蛍光像とは明らか
に異なる蛍光を発する細胞が少なくとも 2個
確認できた（図１）．その蛍光は GFP と同様
の波長域を持ち，ble 遺伝子の産物が核に局
在することが知られているが，同様に核に局
在していた．一方擬陽性の蛍光は，細胞内の
様々な部位から発し，その波長域は GFP 蛍光
のそれと重なりはあるものの，広い波長域で
GFP 蛍光と異なっていた． 

 以上の結果から，現段階では，形質転換体
細胞の作出と選別を効率よく行えてはいな
いが，Klebsormidium flaccidum において少
なくともパーティクルボンバードメント法
による外来遺伝子の導入が可能であること
を示すことができた．本研究計画の当初の研
究目的であるペルオキシソームと微小管の
GFP による可視化までには至らなかったが，



 

 

今後の研究によって，その目的を果たす可能
性を示すことができた． 

 クレブソルミディウムは，陸上植物につな
がる進化系統学的位置にあること，そして地
球上の広汎な地域で異なる環境下に生存し，
乾燥耐性を持つなど，進化系統学上でも細胞
生理学的にも強い関心が持たれている．ç に
おいてパーティクルボンバードメント法に
よる外来遺伝子の導入が可能であることを
示した本研究の成果は，細胞生物学的研究だ
けでなく，クレブソルミディウムの進化系統
学的研究と細胞生理学的研究の発展に大き
く寄与するものと考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．GFP 蛍光を発する Klebsormidium 
flaccidum の一過性形質転換細胞． 

(A, B) pSA106 vector で形質転換した細胞． 
(C, D) pSA226vector で形質転換した細胞． 

(B, D) 左上，緑色蛍光．右上，赤色蛍光． 

左下，緑色蛍光と赤色蛍光の像を重ねた像． 

右下，微分干渉顕微鏡像． スケールバーは
10 µm を示す. 
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