
た。小さい大核のDNA量は，およそ1Cだった。 

（3）観察した小さい大核を持つ細胞の単離：カバー

ガラスの両端に，切断したスライドガラスを貼り

（裏返して観察する為），中央部分に薄い枠を作っ

た。この枠内に0.6% Agaroseの層を作成し，この上

に約15個の細胞を置いた。カバーガラスを裏返し，

顕微鏡で観察した。目的の細胞を見つけたら，その

付近に印を付け，再び裏返し，実体顕微鏡で観察し

て目的の細胞をマクロピペットで回収し，培地に移

した。 

（4）小さい大核を持つ細胞の増殖結果：小さい大核

を持つ細胞を顕微鏡で確認し14個単離した結果，そ

の内12個の細胞が増殖した。 

 大核ゲノム1個程度のDNA量を含む小さい大核を

持つ細胞が増殖した事から，核内では大核ゲノムは

それぞれまとまって存在し，これが大核分裂の時に

球状クロマチンを形成するのかもしれない。また，

大核染色体にはセントロメアが存在せず，分裂の際

にランダムに分配される（Orias and Flacks:1975）と

いう報告がある。我々の結論と彼らの結論とを繋げ

るモデルが必要と思われる。 
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繊毛虫Blepharisma stolteiにおけるガモン１相同遺伝子の検出と配列決定 

三浦 満美子1，杉浦 真由美2，春本 晃江3 

（1奈良女大院・人間文化・生物科学，2神戸大・理・生物（学術振興会・特別研究員PD），3

奈良女大・理・生物科学） 

 

Identification of gamone 1 gene homolog and determination of the sequence in the 
ciliate Blepharisma stoltei 

Mamiko MIURA1, Mayumi SUGIURA2 and Terue HARUMOTO3 

（1Div. of Biol. Sci., Grad. Sch. of Human Culture, Nara Women’s Univ., 2Dept. Biol., Fac. Sci., 
Kobe Univ. JSPS(PD), 3Dept. Biol. Sci., Fac. Sci., Nara Women’s Univ.） 

SUMMARY 
 In the ciliate Blepharisma, conjugation occurs between cells of complementary mating types I and II. Conjugation-

inducing substances called gamones participate in this interaction. Gamone 1 is produced by mating type I, whereas 

gamone 2 is produced by mating type II cells. Previous research showed that gamone 2 was common to five species of 

the genus Blepharisma, while gamone 1 was species-specific. We used one of these five species, B. stoltei, in this study. 

First, we confirmed that these cells were B. stoltei by DAPI staining, and examined mating type by mixing B. stoltei with 

synthetic gamone 2, type I cells and type II cells of B. japonicum. Second, we amplified a partial sequence of a gamone 1 

homolog by PCR, using primers constructed from a known gamone 1 base sequence from B. japonicum, and determined 

a base sequence of about 1000 bp by cloning and sequencing. The amino acid sequence obtained after PCR showed high 

homology (~90%) to gamone 1 of B. japonicum. Further sequencing and northern blotting will be necessary to see the 

whole sequence of the gamone 1 homolog, and to examine expression of the homolog. 
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[目的] 繊毛虫ブレファリズマは，細胞が性的に成熟

し，かつ適度な飢餓条件下におかれると，相補的な

接合型であるⅠ型・Ⅱ型細胞間で有性生殖である接

合が開始される。このとき，Ⅰ型細胞が放出するガ

モン１，Ⅱ型細胞が放出するガモン２という接合誘

導物質が関与し，これらが相補的な型の細胞を刺激

することによって接合対形成が起こる。これまで

に，ブレファリズマ属の５種において，ガモン２は

共通であるが，ガモン１はそれぞれの種でのみ作用

する種特異性があることが報告されている1)。これま

でに，Blepharisma japonicumのガモン１は糖タンパク

質であり2)，cDNA3)及びゲノムの塩基配列が明らか

にされているのに対し，他の４種におけるガモン１

の研究はほとんど行われていない。そこで，本研究

ではBlepharisma stolteiを用い，ゲノムDNAからガモ

ン１遺伝子と相同な遺伝子の断片をクローニング

し，塩基配列の一部を決定し，B. japonicumのガモン

１の塩基配列及びアミノ酸配列との比較を試みた。 

 

[材料と方法] 材料として，B. japonicumのR1072株

（Ⅰ 型），R48 株（Ⅱ 型）及 び B.  stoltei（ATCC 

30299）を用いた。B. stoltei及びB. japonicumのⅠ

型・Ⅱ型細胞は，WGP（Wheat grass powder）培養液

で培養し，定常期に達した細胞を遠心機で集めて用

いた。B. stolteiの細胞学的観察では細胞をカルノア

液で固定後，DAPI染色を行った。細胞の接合型を調

べるために，B. japonicumのⅠ型・Ⅱ型細胞と合成

ガモン２を用いた。ガモン１相同遺伝子の検出にあ

たっては，B. stoltei ゲノムDNAを抽出し，EcoRI及

びBamHIで処理後，B. japonicumのガモン１cDNAを

プローブとしてサザンハイブリダイゼーションを

行った。 

ガモン１相同遺伝子のクローニングにおいては，

B. stolteiのゲノムDNAを鋳型とし，B. japonicumの

ガモン１塩基配列及びその上流・下流配列より作製

した複数のプライマーを用いて，様々な組み合わせ

でPCRを行った。それより増幅されたPCR産物をク

ローニングし，Big Dye Terminator ver.3.0を用いて

シークエンスを行った。アライメントの解析と相同

性検索はClustalWとBLASTを用いて行った。 

 

[結果と考察] B. stolteiをDAPI染色すると，線状で両

末端がややふくらんだ大核が観察できた。小核の数

は2-15個であった。また観察時に測定した細胞の体

長の平均は約200 μm，体幅は約80 μmであった。これ

らの観察結果はB. stolteiの細胞学的特徴とほぼ一致し

た 4)。さらに，合成ガモン２及びB.  japonicumのⅠ

型・Ⅱ型細胞を用いて行った接合実験では，B. stoltei

は合成ガモン２で処理した際に同型接合対を形成

し，B. japonicumのⅠ型とは反応しなかったことか

ら，今回使用したのはB. stolteiのⅠ型細胞であると考

えられた。 

B. stoltei ゲノムDNAを用いたサザンハイブリダイ

ゼーションの結果，B. japonicumのガモン１cDNA配

列と相同性の高い領域の存在が確認された。 

B. japonicumで知られているガモン１塩基配列及び

その上流・下流配列より作製した複数のプライマー

を用い，PCRを行った結果，ガモン１のコード領域

の中ほどより作製されたGm401Fwプライマーとそれ

より約200bp下流で作製されたGm582Rvプライマー

の組み合わせで約200bpの，Gm401Fwプライマーと

ガモン１遺伝子の約 400bp 下流で作製された

Gm1336Rvプライマーの組み合わせで約1000bpの増

幅されたPCR産物がそれぞれ得られた。これをク

ローニング及びシークエンスし，最終的に約1000bp

の配列を決定した。得られたB.  stolteiの配列をB. 

japonicumのガモン１cDNA配列と比較したところ，

Gm401Fwプライマーより下流のガモン１コード領域

と高い相同性が確認された。また，ガモン１遺伝子

の3’下流部分の配列も高い相同性を示していた。B. 

japonicumのガモン１とのアミノ酸配列比較を行った

ところ，同じように高い相同性が確認された。アミ

ノ酸の相同性は約90%であり，このことは，少なく

ともガモン１のコード領域の中ほど以降のアミノ酸

配列はこの2種の間で極めて似ていることを示してい

る。 

 今後は，今回わかったB. stolteiのガモン１部分配列

の結果を踏まえて新たにPCRを行い，それより上流

の配列を明らかにしていく。さらに，B. stolteiのガモ

ン１相同遺伝子の全長を決定し，B. japonicumのガモ

ン１との全長の比較を行いたい。また，この相同遺

伝子がB. stolteiで実際に発現しているかどうかをノー

ザンブロットやSDS-PAGEを用いて明らかにしてい

きたい。 
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中生動物ニハイチュウの寄生適応戦略： 
発生中のDNA増幅と削減，そして細胞分化後の反復配列の特異的増幅 
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Parasitic adaptation of the dicyemid mesozoan Dicyema japonicum: Peculiar  
behavior of distinct chromosomal DNA elements during and after development 

Hiroko AWATA1,2, Tomoko NOTO1,3 and Hiroshi ENDOH1 

 (1Division of Life Sciences, Graduate School of Natural Science and Technology, Kanazawa 
University; 2 Hayama Center for Advanced Studies, Graduate University for Advanced Studies;  
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SUMMARY 
 The dicyemid mesozoans are obligate parasites that inhabit the cephalopod renal appendage. They have a simple 

body, consisting of approximately 30 cells: one long cylindrical axial cell contains intracellular stem cells, called 

axoblasts, from which embryos are derived, and is surrounded by some 30 peripheral somatic cells. Cells divide at most 

eight times during their life span, and never divide after differentiation. During early development, numerous unique 

DNA sequences are first amplified and then eliminated in the form of extrachromosomal circular DNAs, leading to ge-

nome reduction. Here we show that different types of sequences, such as single copy genes or repetitive sequences, have 

different fates. Beta-tubulin represents single copy genes that are initially amplified, presumably via endoreduplication, 

but subsequently decrease in copy number through development. This suggests that the whole genome is initially ampli-

fied and then the amplified DNAs are simply diluted in successive cell divisions, with little DNA replication. In contrast, 

tandemly-repeated sequences are likely to be selectively endoreplicated in the terminally-differentiated peripheral cell 

nucleus, concomitant with the increase of cell size, to maintain a general correlation between nuclear content and cell 

size. This is supported by the incorporation of BrdU. This peculiar behavior of distinct chromosomal DNA elements in 

dicyemids might have resulted from a unique adaptation to parasitism. 
[目的] 寄生生物はきわめて特殊な環境に生息するため，さまざまな寄生適応を果たしている。寄生（あるい


