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研究成果の概要（和文）：単細胞真核生物のゾウリムシ(Paramecium tetraurelia)は、異なる性の個体が接合す
る一般的な有性生殖に加えて、単一細胞内で有性生殖を完結させるオートガミーと呼ばれる特殊な生殖様式を有
する。しかし、オートガミーを制御する分子機構の理解は乏しい。研究代表者は予備的な実験から、DNAのアデ
ニンメチル化(6mA)がオートガミーの開始に必要であることを見出した。本研究では、DNAアデニンのメチル化酵
素（MET）のノックダウン細胞で、野生型と比較して遺伝子発現が上昇していない遺伝子に対してRNAiによる遺
伝子ノックダウンを行い、オートガミーの開始に重要な因子の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：The unicellular eukaryote Paramecium tetraurelia produces progeny by 
self-fertilization (autogamy) in unpaired single cell, in addition to by sexual reproduction in 
paired cells. However, the molecular mechanisms regulating autogamy are poorly understood. In our 
preliminary experiment, we found that DNA adenine methylation (6mA) is required for the process of 
autogamy. In this study, we found genes that are regulated by 6mA, and these genes play important 
roles in the initiation of autogamy in Paramecium.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の多様な生殖様式は種の維持だけでなく進化にも寄与してきた。したがって、多様な生殖様式の獲得機構や
その分子基盤を明らかにすることは、生物学において極めて重要な研究課題の一つである。本研究成果は、長年
不明であったオートガミーの開始機構を明らかにすることに成功しただけでなく、真核生物における減数分裂の
開始を制御する普遍的な分子機構を理解する上で重要な発見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生物の多様な生殖様式は種の維持だけでなく進化にも寄与してきた。したがって、多様な生殖

様式の獲得機構やその分子基盤を明らかにすることは、生物学において極めて重要な研究課題
の一つである。単細胞真核生物のゾウリムシ(Paramecium tetraurelia)は、異なる性の個体が接
合する一般的な有性生殖に加えて、単一細胞内で有性生殖を完結させるオートガミーと呼ばれ
る特殊な生殖様式を有する。しかし、このオートガミーを制御する分子機構の理解は乏しい。申
請者は予備的な実験から、DNA のアデニンメチル化修飾(6mA)が、 オートガミーの開始に必要で
あることを見出した。しかし、6mA がどのようにオートガミーの開始を制御しているのかは不明
であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オートガミーという究極的な生殖戦略を持つゾウリムシに着目し、6mA によって制

御される遺伝子を同定し、詳細に解析することで、オートガミーを制御する分子機構を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の研究課題に取り組むことにより、オートガミー開始の分子機構の解明を目

指した。 
       
【研究課題 1】オートガミーの開始に重要な遺伝子の同定 
研究代表者は、オートガミーが起らない DNA アデニンのメチル化酵素（MET）のノックダウン

細胞のトランスクリプトーム解析により、野生型細胞でオートガミー過程の初期に発現してい
る遺伝子の内で約 20 の遺伝子の発現が上昇してないことを見出していた(研究代表者ら未発表)。
本研究では、それらの遺伝子についてそれぞれ RNAi を用いたノックダウンを試み、MET 存在下
で、オートガミーの開始が阻害されるかを検討した。 
 
【研究課題 2】6mA が制御するオートガミーの制御機構の解析 
2-1）MET による遺伝子発現制御の解析:上記研究課題 1で同定した遺伝子の 6mA による発現制御
機構を明らかにするために、野生型及び MET のノックダウン細胞を用いて、それらの遺伝子領域
における 6mA の蓄積量の比較解析を行った。具体的には、野生型と MET のノックダウン細胞から
ゲノム DNA を抽出し、6mA依存的制限酵素で処理したのちに研究課題 1で同定した遺伝子領域を
PCR で増幅し、それぞれの 6mA の蓄積量の変化の解析を行った。 
 
2-2）6mA 結合タンパク質の解析:DNA シトシンメチル化修飾は、特異的な結合タンパク質によっ
て認識され、様々なクロマチン制御因子や転写因子をリクルートすることが知られている。一方、
6mA も同様に結合タンパク質を介した役割が示唆されているが、その分子的な実態は不明である
(Wu, Cancer Lett. 2020)。そこで本課題では、6mA 結合タンパク質の同定を試みるとともにそ
の詳細な解析を行う。研究代表者はこれまでに、6mA を含む DNA プローブを用いたメチル化 DNA
プルダウン法と質量分析法を組み合わせて、ゾウリムシの細胞抽出液から 6mA 結合タンパク質
を探索する方法を確立し、現在までに 10 種以上の候補タンパク質を見出している(研究代表者
ら未発表)。本課題では、まずそれらの候補因子についての詳細な RNAi を用いた遺伝子ノックダ
ウン解析を行った。 
 
４．研究成果 
【研究課題 1】オートガミーの開始に重要な遺伝子の同定 
本研究課題では、MET のノックダウン細胞のトランスクリプトーム解析により同定していた候
補因子について RNAi を用いたノックダウンを行い、オートガミーが阻害される因子の同定を試
みた。その結果、ホメオドメインを含むタンパク質をコードする遺伝子を RNAi によってノック
ダウンするとオートガミーの開始が阻害されることを発見した。さらに、同定したホメオドメイ
ンを含むタンパク質が、異なる性の個体が接合する一般的な有性生殖の開始にも重要であるか
を RNAi によってノックダウンした細胞で解析した。その結果、この因子は有性生殖の開始には
必要でないことを見出した。興味深いことに、この因子はオートガミーの生殖様式を有していな
い近縁種では保存されていないことがわかった。 
さらに、他の候補因子に対して同様に解析を遂行したところ、オートガミーの初期過程で高発

現しているジンクフィンガードメインを含むタンパク質やリン酸化酵素をコードする遺伝子を
それぞれ RNAi によってノックダウンすると、オートガミーの開始が阻害されることを見出した。
近年、様々な生物種で減数分裂期に特異的に発現するジンクフィンガードメインを含むタンパ
ク質やリン酸化酵素が減数分裂期の開始を制御するという報告がされている。したがって、本研
究成果から真核生物における普遍的な減数分裂の開始機構がゾウリムシにも保存されているこ
とが示唆された。 



 
【研究課題 2】6mA が制御するオートガミーの制御機構の解析 
2-1）MET による遺伝子発現制御の解析:上記研究課題 1で同定したホメオドメインタンパク質の
6mA による遺伝子発現の制御機構を明らかにするために、野生型及び MET のノックダウン細胞か
らゲノム DNA を抽出し、その遺伝子領域における 6mA の蓄積量の比較解析を行った。その結果、
MET のノックダウン細胞において、ホメオドメインタンパク質の遺伝子領域における 6mA の蓄積
量が減少していることを見出した。上記の成果より、6mA はオートガミーの開始に必要な因子の
遺伝子発現の制御機構に関与していることが示唆された。 
 
2-2）6mA 結合タンパク質の解析:6mA 結合タンパク質の候補因子について RNAi 法による遺伝子
ノックダウン解析を行った。しかし、MET のノックダウン細胞と同様の表現型を示す因子の同定
には至らなかった。したがって、ゾウリムシの細胞から核を抽出する方法及び 6mA を含む DNA プ
ローブを用いたメチル化 DNA プルダウン法の再検討が必要であることがわかった。 
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