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研究成果の概要（和文）：繊毛虫ブレファリズマ（Blepharisma）における性フェロモン（ガモン）の機能と作
用機構を明らかにするために、①数種のブレファリズマからガモン１遺伝子を単離し、種の特異性を決めている
部位を同定した、②ガモン受容体の細胞での局在を調べた、③ガモン2合成に関わる遺伝子の同定を試みた。ブ
レファリズマの株の系統関係を明らかにするために、④ブレファリズマの多くの株から数種の遺伝子を単離し、
塩基配列を調べて系統樹を作成し、⑤ガモン１の特異性を種間で調べ、異なるmegakaryotypeの株間や、異なる
種間で、接合対形成は起こるか、子孫は取れるかを調べ、ブレファリズマ属の分類を再検討した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the function and the action mechanism of sex pheromone 
(gamone) in ciliate Blepharisma, ①Isolated gamone 1 genes from several stocks of Blepharisma and 
identified the sites which determine the specificity of species, ② examined the localization of 
gamone receptors in the cells, ③ tried to identify genes involved in biosynthesis of gamone 2. In 
order to clarify the phylogenetic relationship of the strains of Blepharisma, ④ isolated several 
genes and constructed phylogenetic trees, and ⑤ investigated the specificity of gamone 1 between 
species, whether the pair formation between different megakaryotype strains and between different 
species occrred, and whether progenies between such crosses survived, and reexamined the 
classification of the genus Blepharisma.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 交配フェロモン　種分化　系統樹　アルベオラータ
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１． 研究開始当初の背景 
原 生 生 物 繊 毛 虫 ブ レ フ ァ リ ズ マ
(Blepharisma)には相補的な接合型ⅠとⅡが
あり、これらの細胞が水中で出会い、有性生
殖である接合を開始する。このとき、それぞ
れの接合型が出す性フェロモン（ガモン１と
ガモン２）がお互いを誘引し、細胞に形態変
化をうながし、接合対へと導く。ガモン１は
分子量約 3万 Daの糖タンパク質で、ブレフ
ァリズマの種の生殖隔離に重要な働きをす
ると考えられ、形態的に遠い種ではガモン１
は作用しない。一方、ガモン２はセロトニン
に類似したアミノ酸誘導体で、すでに構造が
決定されている。繊毛虫ブレファリズマにお
けるこれらの性フェロモンの作用機構や、ガ
モン 1受容体およびガモン 2受容体の細胞で
の局在はまだ明らかになっていなかった。ま
た、ガモン 2合成に関わる遺伝子の同定およ
びガモン 2 合成経路の解明が待たれていた。
さらに、ブレファリズマの系統関係を明らか
にし、ブレファリズマの種が分化してきた道
筋を探ることにより、性フェロモンがどのよ
うに種分化に関与してきたかを分子レベル
で考察することが必要となっていた。 
 
２． 研究の目的 
繊毛虫ブレファリズマにおける性フェロモ
ンの機能と作用機構を明らかにするために、
(1)数種のブレファリズマからガモン１遺伝
子を単離し、塩基配列を比較することにより、
種の特異性を決めている部位を同定する、(2)
ガモンの受容体の細胞での局在を明らかに
する、(3)ガモン 2合成経路を解明し、ガモン
2 合成に関わる遺伝子を同定する。また、ブ
レファリズマの系統関係を明らかにするた
めに、(4)ブレファリズマの多くの株からさま
ざまな遺伝子を単離して塩基配列を比較す
る。ブレファリズマの種が分化してきた道筋
を探るために、(5)異なる megakaryotype の
ブレファリズマ株間や、異なる種のブレファ
リズマ株間で、接合対形成は起こるか、もし
起これば子孫は取れるかを調べる。そして、
これらの研究を通して、性フェロモンがどの
ように種分化に関与してきたかを分子レベ
ルで考察することを目的としている。 
 
３． 研究の方法 
上記の目的を達成するための方法は以下の
通りである。(1)野外採集を行って、ブレファ
リズマの株を多数手に入れ、それらの種の同
定を行った。これらの株を用いて、PCR法に
より、数種のブレファリズマからガモン１遺
伝子を単離し、塩基配列を比較した、(2)抗
5-HTP 抗体を用いて、ガモンの受容体の細胞
での局在を検討した、(3)PCR 法により、ガ
モン 2 合成に関わる IDO 遺伝子等の単離を
試みた。(4)PCR 法を用いて、ブレファリズ
マの多くの株からヒストン H4 遺伝子、
18SrRNA遺伝子、ガモン 1遺伝子、COI遺
伝子等を単離して塩基配列を比較した。(5)

異なる megakaryotype のブレファリズマ株
間や、異なる種のブレファリズマ株間で、接
合対形成は起こるか、もし起これば子孫は取
れるかを調べた。 
 
４．研究成果 
(1)数種のブレファリズマからガモン１遺伝
子を単離し塩基配列を比較したところ、種を
境に変異が生じている部位が２箇所あるこ
とを見つけた。この２箇所がガモン１の種特
異性を決めていると考えられ、受容体への結
合部位に関係する可能性が示唆された。また、
質量分析を用いてガモン 1の糖鎖構造を調べ
たところ、ガモン１には 4箇所の糖鎖結合部
位のいずれにも糖鎖が結合していること、全
部で 6種類の糖鎖構造が存在することがわか
った。また、ガモン 1のN末端はグルタミン
で、プログルタミンの修飾を受けており、ガ
モン 1は 278アミノ酸残基から成ることが明
らかになった。これまでの結果を総合すると、
ガモン１の糖鎖は接合誘導活性を保つため
には必要であるが、ガモン 1の接合型の特異
性を決めているとは考えにくいことが示唆
された。 
 
(2)ガモンの受容体の細胞での局在を明らか
にするために、ガモン 2 と構造が類似した
5-OH-L-tryptophan（5-HTP)の効果を調べた
ところ、ガモン 2の作用を拮抗的に阻害する
と考えられる結果を得た。もし 5-HTP がガモ
ン2受容体に結合しているとすると、抗5-HTP
抗体を用いて I型細胞がもつガモン2受容体
の局在が調べられると考え試みた。その結果、
ブレファリズマが接合対を形成する際に接
着する口部膜板帯の基部に強いシグナルが
検出された。このシグナルがガモン 2受容体
の局在を示しているかどうかは更に検証し
ていくことが必要である。 
 
(3)ガモン２はトリプトファンから３段階を
経て合成されると推定されており、これらに
関わる酵素のうち、２段階目までは既存のト
リプトファン代謝に関わる酵素を用いてい
ると考えられるので、それらの候補となる酵
素 IDO の遺伝子の単離を試みた。 
 
(4)ブレファリズマのさまざまな株を用いて
18SrRNA 遺伝子、ヒストン H4 遺伝子、COI 遺
伝子、ガモン 1遺伝子を単離し塩基配列を調
べて、ブレファリズマにおける系統樹を作製
したところ、megakaryotypeごとにクラスタ
ーを形成した（図）。従って、大核の形態に
よってブレファリズマを分類することは、分
子レベルからも支持されるといえる。また、
ガモン１遺伝子の進化速度はヒストン遺伝
子に比べて速いことがわかった。また、従来、
別種とされてきた B.japonicumと B. stoltei
は同種と位置付けることが妥当だと考えら
れた。 
 



 
(5)異なる megakaryotype に属する株を、そ
れぞれ特異的なガモンで処理して活性化し
た細胞を混合し、どのような組み合わせで接
合対ができるかを調べたところ、グループ II 
と III、IIと IV間では、異なるmegakaryotype
間の接合対はほとんど形成されなかったこ
とから、接合対形成を起こさせない機構が接
合過程に少なくとも 2箇所（ガモンが効くか
どうか、活性化された細胞間で接合対が形成
されるかどうか）存在することが明らかにな
った。しかしmegakaryotype IIIと IVの間
では接合対は比較的高率に形成されたこと
から、megakaryotypeの組合せにより接合対
形成の起こりやすさには違いがあると言え
る。この ⅢとⅣに属する異なる 2 種を相補
的な ガモンで処理した後に混合すると比較
的高頻度で接合対が形成されるが、同種間接
合とおよそ同様の核変化の進行と接合完了
体様の細胞の形成が観察されたが、いくつか
の異常が比較的高頻度で観察された。また、
同種間の接合完了体は分裂しクローンを形
成したが、異なる megakaryotype 間では分
裂が起こらず、全ての細胞が死滅した。以上
より、異種間では接合対が形成され核変化が
進行したとしても子孫は形成されないこと
が示唆され、このことから ブレファリズマ 
には接合対形成後にも異種間接合を防ぐ何
らかの仕組みが存在することが推定された。
これらの結果を総合すると、ブレファリズマ
における生殖隔離は３つの段階で起こって
いることが示唆された（下図）。 
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