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核内共生細菌による標的核ターゲッティングを調節するセンサーと

　　　　　　　リセプター分子の精製およびその応用開発

研究代表者　理学部 藤島　政博

研究の目的

　ホロスポラ属細菌はこれまでに9種類が発見さ

れているが、いずれも、多細胞生物の体細胞核と

生殖細胞核に相当するゾウリムシ属の前核と小核

の違いを識別して特定の核に感染して増殖する細

菌で、このような2種の核の識別能力を持つ生物

はホロスポラ属以外には知られていない。ホロス

ポラは細胞の外液から食細胞活動で回忌に取り込

まれ、食胞から細胞質に脱出し、標的核を識別し

てその核内に侵入する。細胞外液から標的核内侵

入に要する時間はわずか10分である。

　我々は、ホロスポラが持つと予測された標的核

識別センサーと標的核の核膜に存在すると予測さ

れたりセプターの性質について調べ、大核特異的

なホロスポラ・オブツサのセンサーが16キロダル

トン、小核特異的なホロスポラ・ウンドゥラータ

のセンサーが13キロダルトンの細胞外膜に存在す

るリボ多糖であることを明らかにし、その精製方

法を確立した。精製したセンサーを宿主から単離

した大核と小当と混合し、2種のセンサーに対す

るモノクローナル抗体を使って間接蛍光抗体法と

免疫電顕で観察すると、大核特異的ホロスポラ・

オブツサのセンサーは大核膜と特異的に結合し、

小核特異的ホロスポラ・ウンドゥラータのセンサ

ーは、小核膜とのみ特異的に接合することが確認

された。この結果は、同時に、標的核の核膜には、

細胞質側に露出して存在するリセプターが存在す

ることを示している。このリセプターはウエスト

ーウエスタン法では30キロダルトンと推定された。

　平成12年度は下記の3種の内容を目的にして研

究を行った。（1）ホロスポラが持つ標的核膜識別

能力を利用して生殖核と体細胞核を区別して標的

核に遺伝子などの物質を導入する新技術を開発す

る。（2）ホロスポラの標的核膜識別センサーが結

合する核膜上のリセプターを精製する。（3）ホロ

スポラは、細胞外膜上のリボ多糖で標的核膜を識

別することが明らかになったが、標的核の核膜を

どのようにして貫通するかがまだ明らかではな

い。ホロスポラは常に片方の末端に存在する特殊

な構造部分で標的核膜を貫通するので、この特

殊な末端に含まれる物質が核膜貫通の機能を持つ

と予測。そこで、この物質を精製する。

研究成果

　ゾウリムシの大核特異的なホロスポラ・オブ

ッサの感染型とアミドグルコシド3’ホスフォトラ

ンスフェラーゼを組み込んだベクターを宿主外

液に加えると、ホロスポラが宿主食胞に取り込

まれる時にベクターも同時に食胞に取り込まれ、

ホロスポラが標的核（大核）に侵入する時にそ

のベクターも標的核に持ち込まれることが期待

される。ゾウリムシのタンパク質合成阻害剤の

ジェネティシンはこの酵素で分解されるので、

ベクターが標的核に運搬されて組み込んだ遺伝

子が発現すれば、ゾウリムシはこの阻害剤に耐

性に形質転換することが期待される。筆者らは、

この方法で宿主を効率よく形質転換させること

に成功し、ゾウリムシの大聖に選択的に遺伝子

を導入する新たな技術を開発した（特許出願準
備中）。

　次に、筆者らは、感染型ホロスポラ・オブツ

サの片方の末端に対するモノクローナル抗体の

作成を行った。宿主から単離した約3，400細胞の

感染型の特殊な末端部分を含む約1ミクロンの

長さの末端をマイクロダイセクションシステム

（オリンパス）で切り取り、これを電気泳動して

銀染色すると2本のバンドが出現した。この2

本のバンドの両方か片方が特殊な末端に存在す

る物質と考えて、試料調整用電気泳動ゲルから

この分子量のゲル断片を切り取り、内容物を電

気的に抽出し、これを抗原に使ってモノクロー

ナル抗体産生ハイブリドーマをクローニングし

た。間接蛍光抗体法を使ってアッセイし、特殊

な末端に対する抗体産生ハイブリドーマを選択

した。その結果、1種類のモノクローナル抗体

を得ることに成功した。この抗体を使って間接

蛍光抗体法を行うと、核膜を貫通する機能を持

つことが予測される特殊な末端のみを染色した。

イムノブロットで抗原の分子量を調べると、予

測された2本のバンドのうちの高分子量のバン

ドとほぼ同じ分子量であることが明らかになつ
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　　　　　　　　　　　　　図1ホロスポラの感染過程と核膜識別機構
　食胞を脱出したホロスポラは、標的核に移動し、細胞外膜のセンサーで標的核膜上のリセプターと結合する。

た。今後は、免疫電顕で詳細な抗原の存在場所

を確認し、抗原を精製してそのアミノ酸配列を

調べ、既知のタンパク質との相同性から機能を

推測する。また、他門のホロスポラにも同じ抗

原性の物質が標的核膜貫通部位に存在するかど

うかを調べる。

産業技術への貢献

　ホロスポラは、外液から僅か10分で生殖核と

体細胞核を識別して特定核に感染する能力を持

つ。このように、2種の核識別能力を有する細菌

はホロスポラ以外には知られていない。したが

って、ホロスポラの感染域を広げることができ

れば、遺伝子を有用生物の生殖核と体細胞核を

選択して導入できる新しい技術の開発が可能に

なるはずである。現在、この細菌はパラメシウ

ム属にしか感染しないが、ホロスポラの宿主外

培養には成功したので、有用動植物の核にも感

染する突然変異ホロスポラの作製が可能になる

かもしれない。また、ホロスポラの標的核の核

膜識別センサーと結合する核膜側のリセプター

の遺伝子が明らかになれば、それを有用生物に

導入し、ホロスポラに対する被感染能を獲得さ

せることが可能と思われる。ホロスポラの核識

別能力を利用すれば、たとえば、生殖核と体細

胞核を識別した遺伝子導入によって、有用生物

の品種改良や遺伝病の治癒を、1世代に限定す

るか、世代を越えて行なうかを選択できるよう

になるはずである。
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