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研究成果の概要（和文）：細胞性粘菌は雌雄の区別はなく、３つの交配型で有性生殖過程のマクロシスト形成が行われ
る。本研究は、藻類でオスの性決定に関わる転写因子OTOKOGI （MID）遺伝子のオーソログDdmidの機能解析を行った。
Ddmidはすべての交配型に確認され、雌雄性には関与しないことがわかった。DdmidB過剰発現株はホモタリックな接合
を行い、マクロシスト様構造を形成したことから、有性生殖での機能が示唆された。しかし、遺伝子破壊株はヘテロタ
リック接合に欠陥が見られなかった。これらの結果から、細胞性粘菌のMIDの機能は性決定ではなく、有性生殖を促進
する遺伝子を制御するように進化した可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The social amoeba Dictyostelium discoideum has a sexual cycle to form resistant 
macrocysts, in which two of the three mating types match to fuse. Although there is no “male and 
female” concept, it possesses orthologs of OTOKOGI (MID) gene that determines male gamete 
differentiation in algae. We have isolated three MID orthologs from Dictyostelium and characterized their 
functions in macrocyst formation. All Ddmids were detected in genomes of all three mating types, 
indicating that Ddmids are not sex determinant in this organism. DdmidB overexpression induced formation 
of macrocyst-like structure, suggesting that the gene has a role in sexual development; homothallic 
formation of macrocyst. However, inactivation of DdmidB did not interfere with macrocyst formation in 
either homothallic/heterothallic pair of mating types. These suggest the function of DdmidB not in sex 
determination but in enhancing macrocyst formation, by regulating relevant gene expression as a 
transcription factor.

研究分野： 発生細胞生物学

キーワード： 細胞性粘菌　有性生殖　雌雄性成立　同型配偶　ホモタリック接合　otokogi　minus-dominance
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１．研究開始当初の背景 
 
 生物の雌雄性について、オス・メスの区別
があるものについては研究が進んでいるが、
細胞性粘菌のようにオス・メスの区別がない、
雌雄性が生じる以前の原始的な性に関して
の進化的意義やメカニズムに関する研究は
ほとんどなく、分子的な背景はまったく不明
であった。 
 
２．研究の目的 
 
 高等な生物で見られる雌雄性の起源につ
いては、同型配偶から卵生殖までさまざまな
様式の有性生殖が知られる緑藻類をモデル
生物群として研究されてきており、オス特異
的な遺伝子 OTOKOGI(MID)や、メス特異的な遺
伝子群 HIBOTAN が明らかになっている。しか
し、藻類はヘテロタリック接合であり、ホモ
タリック接合での研究例はない。 
 モデル生物「細胞性粘菌」は、有性生殖に
おいて同型配偶を行う。その主な交配型は藻
類と同様にヘテロタリックで、タイプ１〜３
が規定する。細胞性粘菌にも MID オーソログ
があり（Ddmid）、その一つ(DdmidB)をタイプ
１株で過剰発現すると、ホモタリックにマク
ロシストを形成する。 
 本研究は、MID の遺伝子機能に注目し、細
胞性粘菌におけるMID遺伝子オーソログの解
析と、それを利用して作出したホモタリック
な同型配偶を行う実験系を用いて細胞性粘
菌の性を解き明かし、藻類の雌雄異体の同型
配偶とは異なる視点で雌雄性成立の進化的
問題を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 以下の４つの方法により過剰発現系を中
心として Ddmid の機能解析を行った。 
 
（１） Ddmid は交配型特異的かどうか明ら

かにする。 
 

 藻類の同型配偶は雌雄異体であり、MID 遺
伝子はオスのゲノムにあるがメスにはない。
細胞性粘菌の同型配偶において、雌雄異体に
相当する交配型であるタイプ１〜３が MID遺
伝子の有無により成立しているのかどうか、
ゲノム PCRで明らかにする。まずタイプ１〜
３に属する代表的な株を選定し、ストックセ
ンターより入手する。ゲノムＤＮＡを生成し
た後、DdmidA、B、Cそれぞれを特異的に増幅
できるプライマーを合成し、ゲノムＰＣＲに
より増幅を調べる。 
 
（２） Ｄｄｍｉｄは有性生殖過程で特異

的に発現するのか調べる。 
 

 藻類の MID遺伝子はオスの配偶子が分化す

るにつれて発現が高くなる。そこで、DdmidA、
B、Cの発現が mating type の違いや有性生殖
過程と連動するのかを調べる。実験系として
タイプ１株、タイプ２株を用いて、それぞれ
を有性生殖へ誘導したＦＣ細胞と、誘導しな
いＩＣ細胞からＲＮＡを調製し、特異的なプ
ライマーを用いてＱＰＣＲを行い DdmidA、B、
C の発現量を比較する。また、プロモーター
領域をクローニングし、レポーターコンスト
ラクト（lacZ、GFP）を構築して組織での発
現パターンも調べる。 
 
（３） 過剰発現株、遺伝子破壊株を用いて

有性生殖過程への影響を解析する。 
 

 タイプ１株での DdmidB 過剰発現はマクロ
シストを形成することを確認している。この
過剰発現株をもちいて、ホモタリックな配偶
過程と、通常のヘテロタリックな配偶過程に
おけるマクロシスト形成を比較解析する。ま
た、DdmidB の遺伝子破壊株を作出する。具体
的には、タイプ１株、タイプ２株に対して、
それぞれ DdmidB の過剰発現株、遺伝子破壊
株を作成しなければならない。細胞性粘菌の
タイプ１では手法が確立しているが、タイプ
２では野生型のため、過去に成功例はあるが
困難が予測される。これらの株に対して全組
み合わせで交配実験を行い、ＭＩＤ遺伝子が
有性生殖に関与するかどうかを明らかにす
る。 
 
（４） 核融合のタイミングの可視化 

 
 有性生殖における核融合がどのように起
きているのかは詳細にわかっていない。タイ
プ１株、タイプ２株に、それぞれＧＦＰ／Ｒ
ＦＰマーカーを導入することで色分けし、Ｆ
Ｃ細胞へと誘導し、混ぜ合わせることで有性
生殖をスタートさせ、ライブイメージング解
析することで融合過程を調べる。また、
DdmidB 過剰発現株でも行い、核融合などが起
きているか調べる。 
 
４．研究成果 
 
（１）細胞性粘菌の交配型タイプ１〜３につ
いてゲノム PCR を行ったところ、DdmidA、B、
C はすべての型のゲノムに確認されたことか
ら、細胞性粘菌において MID は雌雄の区別に
は関与していないことが示唆された。また、
DdmidB は、ホモタリック型である AC4 株での
み、全長が短いことも明らかになった。ゲノ
ムシークエンスの結果、AC4 株の DdmidB は 3’
側の欠失がみられた。 
 
（２）リアルタイム PCR 解析の結果、有性生
殖における DdmidA、B、C の発現は、交配型
特有の発現調節が示唆された（図１）。 
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