
 

 

を示さず，逆に 0.5 M KCl による高塩濃度処理を 1
分間行ったシートでは繊毛軸糸全体が蛍光を示すと

いう結果が得られた。そこで，0.5 M KCl による高塩

濃度処理を 0~20 分の間で時間を変えて行った後，

ATP で再活性化をしたときの繊毛運動を観察した

後，蛍光抗体法で染色した繊毛軸糸が示す蛍光の様

子を観察した。その結果，1 分間以上処理をしたと

き繊毛逆転解除が起こり，このとき繊毛軸糸が蛍光

を示した。このことから，繊毛逆転解除が起こった

状態の繊毛軸糸内の CaM は抗 CaM 抗体と結合でき

るようになり，その結果繊毛軸糸全体が蛍光を示す

ものと考えられる。 
 次に，KCl 以外のカオトロピックな性質の異なる

陰イオンのカリウム塩（今回は KNO3, KI, K2SO4, K-
acetate）で高塩濃度処理をした除膜シートに蛍光染

色を施した。その結果，KNO3 処理した繊毛軸糸は

KCl 処理したときと同じくらいの蛍光を示した。Cl-
と NO3-はカオトロピックな性質が類似しており，繊

毛運動に対する作用も KCl と同様で繊毛逆転解除が

見られたことから，繊毛逆転解除状態を引き起こす

軸糸の構造変化と抗 CaM 抗体の結合しやすさとは対

応関係があると考えられる。Cl-よりもカオトロピッ

クな性質が弱い K2SO4 と K-acetate で処理したとき

は，繊毛運動に若干の阻害作用が見られるが，繊毛

逆転解除は起きず，このときの繊毛軸糸は弱い蛍光

しか示さなかった。 
 シート上の繊毛軸糸の場合と同様の実験を単離し

た繊毛軸糸で行ったところ，KCl による高塩濃度処

理を行ったものは軸糸全体が蛍光を示し，シートと

同様の結果が得られた。 
 以上のことから，KCl による高塩濃度処理によっ

て繊毛逆転解除状態となった繊毛軸糸は，繊毛軸糸

内の CaM が存在する部位に何らかの変化が起こって

おり，それが繊毛逆転解除を引き起こす原因である

と考えられる。 
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Paramecium multimicronucleatum における細胞内導入された 

ミトコンドリア分画の細胞内消化過程の蛍光抗体法による解析 
勝原 崇，市野 綾子，谷口 摩依，峠 千尋，槙原 尚美，谷 佳奈子，石田 正樹 

（奈良教育大学理科教育講座） 

Immunofluorescence study on the intracellular digestion process of a microinjected 
mitochondria fraction in Paramecium multimicronucleatum   

Takashi KATSUHARA, Ayako ICHINO, Mai TANIGUCHI, Chihiro TOUGE, Naomi MAKIHARA, 
Kanako TANI and Masaki ISHIDA (School of Science Education, Nara University of Education) 

 
SUMMARY 
 Autophagy is an ubiquitous process that occurs in all eukaryotic cells. During autophagy, cytosol and organelles 
are sequestered within double-membrane vesicles that deliver their contents to a lysosome/vacuole in which the 
macromolecules are degraded and recycled. Substantial progress has been made in identifying the proteins that are 
required for autophagy and in understanding its molecular basis; however, many questions remain unanswered. For 
example, neither the mechanism of vesicle formation nor the origin of the donor membrane is known. To study the 
mechanism of autophagic vacuole formation, we microinjected an isolated fraction of mitochondria of Paramecium 
multimicronucleatum into the cells of an identical clone. Prior to the microinjection, the isolated mitochondria fraction 
was stained with 5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetaethyl-benzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) and was physically 
damaged by slow freezing. The isolated mitochondrial fraction was then analyzed for digestive vacuole (DV) membranes 
using three monoclonal antibody markers. We used mAb anti-B2 antigen, mAb anti-B3 antigen, or mAb anti-C5 antigen 
as the marker for membranes of discoidal vesicles/cytopharynx/DV-I, acidosome/DV-II, or all the DVs, respectively. 
Immunofluorescence studies of these mAb markers demonstrated that the membranes of vacuole-containing JC-1 were 
labeled with the three markers that were used. The injected mitochondoria fraction was therefore definitely delivered to 
the lysosomal system. This probably occurred because the mitochondrial fraction was recognized as exogenous material 
by the cell itself, even though the fraction was of endogenous origin. 



 

 

[目的] 自食作用は、細胞内部において老朽化、損傷

などによって活動不能となった器官を自ら消化する

現象であり、ヒトを含む多くの真核生物において存

在すると考えられている。これまでの研究で、癌の

抑制や病原体への耐性、寿命の伸長など生物におけ

る様々な生体機能に関わっていることが示されてい

る。Klionsky (2005) のレビューによれば、近年の多く

の研究により自食作用に関わる多種のタンパク質が

発見されているものの、各々のタンパク質の役割に

ついては不明な点が多い現状である。さらに、自食

胞膜の由来についても、滑面小胞体から由来すると

されているものの、滑面小胞体の定義自体曖昧であ

り、細胞質中の類似した形態を持つ膜系の総称であ

る。よって自食胞膜の由来もまた、実質上不明であ

る。本研究では、Paramecium multimicronucleatum の
細胞内に、あらかじめ単離・染色しておいたミトコ

ンドリア分画を導入した。本研究に用いた細胞群

は、元来 1 個の細胞が分裂によって増殖した単一の

クローン集団である。この集団から単離されたミト

コンドリアは、したがって、同一クローン集団内で

移植を行っても、自己非自己といった免疫的認識に

より排除されることはないと考えることができる。

そこで、本研究では、単離した分画に物理的ダメー

ジを加えた後に細胞内に導入し、導入された分画に

よる自食胞形成誘導の可能性を検証する。また、導

入された分画の初期消化過程における膜の由来を探

ることを目的とした。 
 

[材料と方法] P. multimicronucreatum（syngen 2）は、

無菌的に合成培地を使用して 24�にて培養した(Fok 
and Allen, 1979)。培養した細胞は、対数増殖期にて

収穫した。ミトコンドリア分画の精製および

5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetaethyl-benzimidazolyl-
carbocyanine  iodide  （JC-1,  Molecular  Probes,  Inc., 
Netherlands）による染色は、谷口等（2007）の方法

に従った。比較的緩やかな凍結による氷晶形成によ

り 物 理 的 ダ メ ー ジ を 与 え、こ れ を IM  300
（NARISHIGE, Tokyo）を用いて、Ishida et al. (1993)
の方法に従い、細胞体積の 2.3％程度にて細胞内導入

した。P. multimicronucleatum および、3 種の食胞膜標

識である mAb anti-B2 antigen, mAb anti-B3 antigen, 
mAb anti-C5 antigen は、Agnes K. Fok1 と Richard D. 
Allen2 (1Biology Program, 2Pacific Biosciences Research 
Center, University of Hawaii, Honolulu, HI 96822)の好意

により分与された。 
 
[結果と考察] P. multimicronucleatum の消化サイクル

は、細胞咽頭における食胞（digestive vacuole, DV）

の形成に始まり、細胞肛門での未消化物排泄に至る

まで、生化学・免疫組織化学的性質から 4 つの段階

に分けられており、それぞれ食胞形成過程（DV-
I）、酸性化過程(DV-II)、消化過程(DV-III)、排泄過

程 (DV-IV)として識別されている（Allen  and  Fok, 
2000）。本研究で用いた抗体、mAb anti-B2 antigen 

は、食胞形成過程に属する DV-I および、そのドナー

小胞である円盤小胞に共通する膜抗原を認識する。

また、mAb anti-B3 antigen は、酸性化過程に属する

DV-II およびそのドナー小胞である酸性小胞に共通す

る膜抗原を認識する。そして、mAb anti-C5 antigen 
は、DV-I から DV-IV に至るすべての食胞膜系に共通

する膜抗原を認識する。これらの抗体は、FITC の緑

色蛍光によりそれぞれ直接標識した。一方、ミトコ

ンドリア分画の標識として用いた JC-１は赤色蛍光を

持つ。これらの異なる蛍光色の分布を比較すること

で、食胞膜系と導入された分画の分布を比較した。 

 ミトコンドリア分画を細胞内導入された細胞は、

培養液中でそれぞれ 15 分、30 分、45 分、60 分、お

よび 90 分のインキュベーション後に化学固定され

た。全ての細胞において、細胞内導入された分画に

より、細胞質中に JC−１の赤色蛍光が観察された。

ミトコンドリア分画は、導入 15 分後では細胞質中に

分散しているように観察されるが、30 分後には細胞

質中に塊として集積するように観察される。このこ

とは、導入された分画の細胞内消化が起こっている

ことを暗に示していた。そこで、分画導入後に固定

し た細胞 を、mAb  anti-B2  antigen、mAb  anti-B3 
antigen、mAb anti-C5 antigen により標識・蛍光観察し

た。mAb anti-C5 antigen の蛍光観察においては、導

入後 30 分の JC−１の分布が、mAb anti-C5 antigen の
蛍光分布とほぼ一致していた。すなわち、導入され

た分画は、食胞系の膜により取り囲まれた可能性が

示された。また、mAb anti-B3 antigen の蛍光観察に

おいては、導入後 45 分に mAb anti-B3 antigen により

標識された DV-II が、 JC-1 の蛍光を内包する様子が

観察された。 
 Paramecium の細胞内消化経路には酸性小胞および

ライソソームが存在し、これらの小胞膜と食胞膜と

の融合で、食胞内部の消化が進行する。酸性小胞や

ライソソームは、食胞の特定のステージにのみ融合

可能であり、被融合膜系が存在して始めて融合する

ことができる（Allen and Fok, 2000）。すなわち、こ

の JC-1 で示される細胞内導入された分画の細胞内分

布と DV 膜抗原の標識分布の一致は、導入された分

画を取込む膜系の存在を示している。これら二つの

抗体を用いた結果から、導入されたミトコンドリア

分画は、食胞による細胞内消化を受けていることが

示された。 
 一方、mAb anti-B2 antigen の蛍光観察では、導入

後 30 分に集積した JC-1 を取り囲む mAb anti-B2 
antigen の標識が観察されたが、mAb anti-B2 antigen 
の標識が JC-1 の標識を内包しているか否かは不明瞭

であった。この結果は、導入された分画の消化を行

う食胞膜の形成では、そのドナーとして円盤小胞膜

が利用されているという可能性を示唆している。し

かしながら、一方では、導入分画を消化する食胞膜

がすでに形成されており、その膜に円盤小胞膜が融

合しているという可能性も考えられる。したがっ

て、現段階においては、形成初期段階での自食胞膜
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の由来を特定するには至らないと結論づけた。今

後、分画導入後 30 分以内における詳細な免疫組織化

学的観察あるいは電子顕微鏡による形態観察が望ま

れる。 
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[目的] Silent information regulator 2 (Sir2)は細菌から

高等真核生物まで幅広く保存された NAD 依存性脱ア

セチル化酵素であり(1)、ヒストンをはじめ様々なタ

ンパク質を脱アセチル化することによって、寿命、

代謝、分化の調節に重要な役割を果たすことが知ら

れている(2, 3)。Sir2 は触媒作用を行うコアドメイン

(約 250 アミノ酸残基からなる)を有し、この領域のア

ミノ酸配列の違いによって 5 つのクラスに分類され

ている(4)。演者らはコアドメインの配列をもとに

Dictyostelium discoideum のデータベースから 5 種類

の Sir2 ホモログを見つけた。その内 sir2E は他の 4
種類とは異なり、病原性原虫である Giardia lamblia
がコードするタンパク質とのみ類似していた。この

ため、Sir2E は D. discoideum 特有の機能を有してい

るかもしれない。また、G. lamblia がコードするタン

パク質と類似していることからジアルジア症の治療

に繋がる可能性も考えられる。本発表では sir2E の発

現解析を行ったことを報告する。 

 
[材料と方法] 

(1) D. discoideum Sir2 ホモログは dicty Base で検索を

行った。アライメントは DDBJ ClustalW を用いて作

製した。Sir2 ホモログのコアドメインは MOTIF 

Seach を用いて決定した。 

(2) D. discoideum の野生株として無菌培養株 Ax2 を用

いた。Ax2 は HL5 培地(ペプトン 14.3 g/l、イースト

エキストラクト 7.15 g/l、リン酸水素二ナトリウム十

二水和物 0.54 g/l、リン酸二水素カリウム 0.4 g/l)で培

養した。D. discoideum を分化誘導させるために、

Ax2 を 1.0×106 cells/cm2 の細胞密度で無栄養寒天培地

にプレーティングした。 
(3) 分化誘導 0、6、12、18、24 時間後の細胞を回収

後、TRIZOL を使用して Total RNA を抽出した。RT-
PCR は One Step RNA PCR kit を用いて行った。sir2E
の発現パターンを解析するために、PCR 産物を 18-
28 サイクルまで回収し、22 サイクルを使用した。

RT-PCR のコントロールとして rnlA を増幅させ、12-
22 サイクルまで回収し、14 サイクルを使用した。 
(4) RT-PCR により sir2E をコードしている領域の一

部分を増幅させ、その PCR 産物を pSPORT1 に挿入

した。このコンストラクトをプローブ合成の鋳型と

して使用した。プローブ合成は DIG RNA labeling 
mixture と SP6 ポリメラーゼを用いて行った。Whole-
mount in situ hybridization (WISH)のために、目的のス

テージまで分化した D. discoideum の多細胞体を固定

し、プローブを添加、抗体反応させた後に基質を加

G. lamblia の Sir2 と相同な D. discoideum Sir2E の発現解析 
片山 貴博 1，安川 洋生 2（1富山大院理工学研究科，2富山大院理工学研究部） 

D. discoideum Sir2E shows sequence similarity to G. lamblia Sir2  

Takahiro KATAYAMA and Hiro YASUKAWA  
(Graduate School of Science and Engineering, University of Toyama) 

 
SUMMARY  
 Sir2 is an NAD+-dependent protein deacetylase, which is conserved in a wide range of organisms, from bacteria 
to higher eukaryotes. The Sir2 proteins are known to play important roles in the regulation of an organism's longevity, 
metabolism and differentiation. We found five genes encoding proteins homologous to Sir2 in the D. discoideum 
database. The amino acid sequence in the conserved region of the Sir2E protein is distinct from the sequences of other D. 
discoideum Sir2 homologs, and is homologous to the sequence for the protein produced by G. lamblia. D. discoideum 
cells feed on bacteria and grow as free-living amoeboid cells in forest soil. Upon starvation, they aggregate and develop 
as multicellular organisms that consist of a stalk and spores. Our experiments showed that sir2E was constantly 
expressed throughout the life cycle of D. discoideum, and was expressed in the prestalk-cell region in its developmental 
phase.  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 1200
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 1200
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


