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研究成果の概要（和文）：真核生物は古細菌を宿主として、真正細菌が細胞内共生して誕生したと考えられている。真
核生物細胞は原核生物とは異なった特徴を多く持つが、それらの特徴が何に由来するか多くの未解決の問題がある。真
核生物の食作用の起源が、古細菌における細胞骨格関連タンパク質にあるのではないかという、分子系統解析結果があ
るが、これまで原核生物における食作用は見いだされていない。我々は古細菌Thermoplasma acidophilumの超薄切片電
子顕微鏡によって、食作用の可能性のある画像を得た。電子顕微鏡連続切片観察、共焦点顕微鏡観察を行う事から、T.
 acidophilumが食作用を持つ可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Eukaryotic cell has been originated by the endosymbiosis of eubacteria forming org
anelle in an archaebacterial host cell.  Though the eukaryotic cells have characteristics unique to eukary
otes, the origin of these unique characteristics has not been elucidated.  Phylogenetic analysis revealed 
that the origin of the phagocytosis is related to the homolog of cytoskeleton found in archaebacteria.  Ho
wever, phagocytosis has never been found in prokaryotic cells.  We have recently observed the characterist
ics suggesting the possible phagocytosis in cellular structure of an archaeon Thermoplasma acidophilum.  I
n this work we have constructed 3D structures of the cells from continuous micrographs of ultrathin sectio
ns and analyzed the structure with confocal laser microscope, suggesting the phagocytosis in the archaeon.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 真核生物は古細菌を宿主として、真正細
菌（αプロテオバクテリア）が細胞内共生し
て誕生したと理解されている（Margulis. et 
al. 1997）。しかし、宿主となった古細菌の種
類、αプロテオバクテリア以外の細菌の寄与
など、多くの未解決の問題がある。真核生物
の特徴を説明するためのいくつもの仮説が
提唱されている（例えば Yutin et al. 2009,
山岸 2009 参照）。何れの仮説にせよ、真核生
物の様々な特徴は、細菌か古細菌に由来を見
つけることが可能なはずであるが、未だに真
核生物の様々な特徴の起源が不明である。 
 
(2) 我 々 は 以 前 、 古 細 菌 の 一 種
Thermoplasma acidophilum に真核生物ア
クチンの祖先 Ta0583 を発見して報告した
（Hara et al. 2005, 亀井と山岸 2008）。また
真核生物の食作用に関与する真核生物タン
パク質 Arp2 と Arp3 がアクチンホモログで
あり、これらも Ta0583 と系統樹上近い関係
にあることが報告された（Yutin et al. 2009）。
われわれは、最近 T. acidophilum の食作用と
思われる超薄切片電子顕微鏡画像を得るこ
とに成功した。本研究計画では、電子顕微鏡
連続切片法、蛍光顕微鏡を用いて、T. 
acidophilum の食作用の観察を行った。 
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２．研究の目的 
(1) 真核生物の食作用の起源が、古細菌にお
ける細胞骨格関連タンパク質にあるのでは
ないかという、分子系統解析結果があるが、
これまで原核生物における食作用は見いだ
されていない。我々は古細菌 Thermoplasma 
acidophilum の超薄切片電子顕微鏡によって、
食作用の可能性のある画像を得た。電子顕微
鏡連続切片観察、共焦点顕微鏡観察を行う事
から、T. acidophilum が食作用を持つかどう
か、関与するタンパク質に関して明らかにす
る事を目的とした。 
 
(2) 真核生物は、原核生物（細菌と古細菌）
に比べて、細胞の体積が約 1000 倍、ゲノム
が約 1000 倍であり、核、ミトコンドリア、
葉緑体、ゴルジ体、液胞等のオルガネラや細
胞内膜系を持っている。これらの内、ミトコ
ンドリアや葉緑体の起源は明らかであるが、
その他の細胞内膜系の起源や、様々な特徴的

機構（食作用、細胞運動等）の起源は不明で
ある。 
 申請者は最近、古細菌 T. acidophilum の
超薄切片電子顕微鏡観察を行っている過程
で、奇妙な構造を発見した。その構造は、細
胞内部にさらに別の細胞が入っている様に
見える。超薄切片では断面を観察するため、
一枚の画像からその立体構造を推定するこ
とは容易ではない。しかし、多くの切片の観
察から、①こうした構造が多数観察されるこ
と、②取り囲む過程の時系列とみることも可
能な形態の画像が観察されること、③内部に
見られる構造の膜が消失しているものが有
ること、が明らかとなった。これらの画像を
総合的に判断するなら、細胞内部に別の細胞
が入り込んでおり、中には消化されているも
のもあるかも知れないと推定された。しかし、
これらの写真は、細胞断面の寄せ集めにすぎ
ない。そこで、実際に食作用が起きているこ
とを確認するために、１）連続切片による立
体画像を得て、細胞構造を明らかに示すこと、
２）蛍光顕微鏡を用いて、他の創造物を取り
込んでいることを明らかにする実験をおこ
なった。 
 
３．研究の方法 
(1) 電子顕微鏡連続超薄切片観察 
古細菌 Thermoplasma acidophilum を培養、
集菌、固定し、超薄切片の作製（Yasuda et al. 
1995）を行った。連続切片として電子顕微鏡
観察を行った。連続切片画像をソフトウェア
Delta Viewer を用いて３D画像とした。 
 
(2) 共焦点蛍光顕微鏡を用いた観察 
 共焦点顕微鏡を用いて、食作用の観察をお
こなった。Thermus thermophilusの培養細胞
から抽出した脂質(Shimada et al 2011)ある
い は 、 DPPC (Dipalmitoylphosphatidyl- 
choline)でリポソームを作製し、リポソーム
内に赤色蛍光色素(量子ドット)を取り込ま
せた（Shimada and Yamagishi 2011）。 
  T. acidophilumの培養細胞を液体培地に植
菌し、量子ドットを取り込ませたリポソーム
を添加、56℃（T. acidophilumの至適生育温
度）で３日保温した。培養菌液に SYBR Green 
I（緑色蛍光）を添加し 56℃で 5 分間染色し
た。染色後、溶液と等量の 1.5%アガロースを
混合しスライドグラスに塗布した。プレパラ
ートを共焦点レーザー顕微鏡（Olympus 
Fluoview FV1000）で観察を行った。 
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４．研究成果 
(1)透過型顕微鏡による 3D 構造の観察 
 T. acidophilumの特徴の１つとして巨大細
胞の存在が挙げられる。以前、弘前大学の高
橋元教授との共同研究により、本研究室では
走査電子顕微鏡により、巨大細胞と思われる
細胞の写真の撮影に成功していた。今回、透
過型電子顕微鏡を用いて、巨大細胞と思われ
る像を捉えることができた。以前の、走査型
電子顕微鏡による観察からは巨大細胞は中
身の詰まった細胞構造であると推定してい
た。しかし今回の透過型電子顕微鏡による細
胞像から巨大細胞内部に多数の液胞状の構
造が観察された。つまり、いままで細胞が細
胞同士吸着して、巨大細胞を形作ると推定し
ていたが、別の方法によって形成されること
が考えられた。 
 とりわけ、こうした細胞の液胞内に他の細
胞を包み込むような細胞像が得られた。中に
は、内部の細胞にはっきりとした細胞膜を観
察することができない像もある。このような
構造はサーモプラズマが真核生物の行なう
ような食作用を行なっている可能性が考え
られる。 
 そこで、菌体の連続切片を作製して観察を
行なった。 
 
①球形細胞の観察 
 まず三次元構造を形成するにあたり、基本
である球体の細胞像を構築することにした。
この立体画像構築にあたり、安田らが観察し
たH051株のSEM(走査型電子顕微鏡)写真によ
る細胞像を参考にした。この SEM 写真で観察
した HO51 細胞体は球体であった。観察され
た直径 1μm の細胞体を中心に周りの特徴あ
る形状の細胞体を手がかりに細胞像を集め、
Delta Viewer に取り込み、コントラストの調
整、SEM 写真を参考にした位置合わせの後三
次 元 の 構 築 を し た 。 切 片 自 身 ultra 
microtome での切削時に厚さを設定できるが
エポキシ樹脂自身水分を吸うため空気中の
湿度などで樹脂の膨張率が常に変化する。そ
のため、機械に切削の細かい厚さを指定した
としてもその値の切片が得られるとは限ら
ない。そのため、厚さは通例切片に光を当て、
切片からの反射によられる色の波長により
判断する。また、連続切片から構築する細胞
構造をSEMにより観察された球形細胞像と比
較することにより 3D 構築の奥行きを設定す
る指標とした。この連続切片では厚さは 90
〜150nm と推定された。電子顕微鏡画像は静
止画に変換した後、Image J に取り込み pixel
で長さを測った。Delta Viewer で Scale 
images の Z(Depth) Scale Factor を 2.5 に設
定することから最適な 3D 画像を得ることが
できた。 
 
②細胞を包み込む細胞の観察 
 ついで、液胞内で他の細胞を包み込むよう
な細胞体が含まれた連続切片群の写真をも

とに３D 画像を作成した。その結果、球形の
細胞が、他の細胞体により囲まれていると思
われる構造が観察された。 
 
(2)共焦点レーザー顕微鏡による観察 
 蛍 光 色 素 を 含 む リ ポ ソ ー ム を T. 
acidophium培養液中に添加し、保温の後、共
焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。 
 まず、リポソームの作成を行った。リポソ
ームは、Thermus thermophilusの培養細胞か
ら 抽 出 し た 脂 質 あ る い は 、 DPPC 
(Dipalmitoylphosphatidylcholine) で 作 製
した(Shimada et al 2011)。ついで、リポソ
ーム内に赤色蛍光色素(量子ドット)を取り
込ませた（Shimada and Yamagishi 2011）。 
  T. acidophilumの培養細胞を液体培地に植
菌し、量子ドットを取り込ませたリポソーム
を添加、56℃（T. acidophilumの至適生育温
度）で３日保温した。培養菌液を採集し、SYBR 
Green I を添加して 56℃で 5 分間染色した。
染色後、溶液と等量の 1.5%アガロースを混合
しスライドグラスに塗布した。プレパラート
を共焦点レーザー顕微鏡（Olympus Fluoview 
FV1000）で観察を行った。 
 培養液中には、多数の T. acidophilum 細
胞が緑色の蛍光を発する球状の構造として
観察された。細胞の中には、内部に赤色の蛍
光を発するものがあった。おそらく、緑色に
染色をした T. acidphilum 細胞が、赤色に染
めたリポソームを補食していると推定でき
る。 
 
(3)古細菌一般には、真正細菌同様に細胞壁
をもっているために、食作用をしめすことは
容易に想像できない。しかし、古細菌のなか
でも Thermoplasma 属は細胞壁を持たない。
そこで我々は以前より、Thermoplasma属古細
菌が真核生物の細胞骨格関連現象の手がか
りを今ものこしているのではないかと推定
して、本菌の細胞骨格関連遺伝子、及び細胞
内構造の研究を行ってきた(Hara et al. 
2007)。電子顕微鏡画像は Thermoplasmaの菌
株のなかでも我々が以前、箱根大涌谷で採集
した本研究室だけが保有する菌株（Yasuda et 
al. 1995）で観察された画像である。これま
で、原核生物に起きる食作用の観察は皆無で
あり、本研究で得られた結果は学会発表で大
きな反響を得た。今後、論文発表を行う予定
であるが、さらに大きな世界的反響が予想さ
れる。 
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