
2．3．重点研究テーマ・研究成果

（17）生殖核と体細胞核の核膜識別センサーの研究

研究目的

　グラム陰性細菌ホロスポラ属は、単細胞動物ゾウ

リムシ属の特定種の小核（多細胞生物の生殖核）か

大回（多細胞生物の体細胞核に相当）の中で増殖す

る核内共生細菌で、これまでに9種類が発見されて

いる。この細菌の増殖型（長さ約1．5μm）は宿主の

タンパク質合成存在下で二分裂で増殖するが、宿主

のタンパク質合成活性が低下すると、自身の遺伝子

発現を伴って感染型（長さ約13μm）に分化する。感

染型は宿主を殺害して外液に脱出し、新しい宿主の

食胞を経由して細胞質に出現し、核に感染する。つ

まり、感染型は生殖核と体細胞核を識別するセン

サーを持ち、一方、生殖核と体細胞核はそのリセプ

ターとして機能する物質を核膜の細胞質側に露出さ

せていると考えられる。

　本研究では、ホロスポラの宿主核膜識別センサー

とそのリセプターの実体を明らかにし、標的核への

ターゲッティングの応用開発を行う。この研究成果

は、生殖核と体細胞核を区別して、遺伝子を核内に

導入する新しい微生物機能の開発を可能にするもの

として期待される。

研究成果

1．昨年度は、大核特異的なホロスポラオブツサの

　細胞壁物質（IR－4－1抗原）に対するモノクローナ

　ル抗体を取り、抗原をSDS－PAGEゲルから切り

　出して粗精製し、この抗原と単離した宿主核を混

　合すると、細胞壁物質は大核とは結合するが小核

　とは結合しないことを明らかにした。

　　そこで、今年度は、同様に小核特異的ホロスポ

　ラウンドゥラータの粗精製細胞壁物質を単離核と

　混合した。その結果、細胞壁物質は小核の核膜と

　は結合するが大核核膜とは結合しないことが明ら

　かになった。

　　これらの結果から、感染型ホロスポラの核膜識
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　別センサーがホロスポラの細胞壁物質であること

が証明された。

2．粗精製した細胞壁物質をタンパク質分解酵素の

proteinnase　Kで処理すると、抗原の分子量がS

DS－PAGEでやや低分子化した。しかし、ゲル中

の抗原はCBB染色では染色されない。これらの

結果は、細胞壁物質がタンパク質をごく少量含む

糖か糖脂質（LPS）であることを示している。

3．一方、大核と小核は、ホロスポラの核識別セン

サーに対するリセプターとして機能する物質を核

膜の細胞質側に露出させていると考えられる。そ

　こで、単離大核を抗原にして間接蛍光抗体法で

アッセイし、大核核膜付近と反応する6種類のモ

ノクローナル抗体を作った。これらの抗原の中に、

ホロスポラのセンサーのリセプターがみつかる可

能性がある。

4．ホロスポラの標的核ターゲッティング機能を利

用して、感染型ホロスポラオブッサをキャリアと

　してゾウリムシの大核に薬剤耐性遺伝子を導入し

て形質転換させることに成功した。感染型ホロス

ポラとタンパク質合成阻害剤geneticin耐1生遺伝

子を組み込んだプラズミドを同時にゾウリムシに

与えると、ホロスポラの感染に伴って、geneticin

耐1生に形質転換したゾウリムシが得られた。形質

転換の効率は最も良い時で約1／8000細胞であっ

た。この値は、ニトロソグアニジンによるゾウリ

ムシの繊毛逆転運動突然変異の誘導率の約1／28，

000細胞（M．Takahashi，1979）の約3倍の効率

である。現在、実際に遺伝子が大回に導入されて

いるかどうかの検証を行っているが、今後は、小

核特異的ホロスポラウンドゥラータを使って小核

に遺伝子導入を成功させ、2種の核を識別して遺

伝子を導入する条件を確立する。
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図1－4．ホロスポラの細胞壁物質に対する抗

体を使った間接蛍光抗体法の顕微鏡写真

1と2、素心特異的ホロスポラオプツサの細胞

壁物質（IR－4－1抗原）は、単離した大核の核膜

と結合する。3と4、小核特異的ホロスポラウ

ンドゥラータの細胞壁物質は単離した小核の核

膜と結合する。1と3、FITC蛍光。2と4、

DAPI光。

矢印、小核。MA、大核。スケール、10μm。

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すでに昨年度に成功したの

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

ポラのセンサー物質と親和性を持つ核膜側のリセプ

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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