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SUMMARY 
 We developed a novel expression vector, pTT3, for transformation in Paramecium caudatum. In this study, we 
examined how microinjected DNA is maintained in the macronucleus of transformant cells. The vector, pTT3 H2B-
PcVenus, was constructed by using the P. caudatum histone H2B gene which was fused with a codon-optimized and 
superenhanced yellow fluorescent  protein  gene named PcVenus.  Upon microinjection  of  the  vector,  significant 
fluorescent signals derived from histone H2B-PcVenus were detected throughout the macro- and micronuclei of 
transformant cells. We analysed the genomic DNA of fluorescence-positive clones using the southern blot and plasmid 
rescue methods.  
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[目的] 我々はこれまで、ゾウリムシ (Paramecium 
caudatum)の分子生物学ツールとなる遺伝子発現ベク

ターの開発を行ってきた(1)。本遺伝子発現ベクター

をゾウリムシ大核にマイクロインジェクションする

と約３０％の細胞は遺伝子導入から数十回以上の細

胞分裂を経ても安定して遺伝子発現が観察されるの

に対し、残りの細胞では細胞分裂に伴って発現が低

下したり全く発現が認められなかった。本研究では

ゾウリムシ形質転換効率の向上を目的としてゾウリ

ムシヒストン H2B と黄色蛍光タンパク質である

PcVenus のフュージョンプロテインを発現するコン

ストラクト(2)をゾウリムシ大核にマイクロインジェ

クションし、導入した遺伝子が大核中でどのように

維持されているのかをサザンブロットにより解析し

た。さらにプラスミドレスキュー法によりゲノム中

に組み込まれている導入遺伝子を含む断片を回収

し、導入遺伝子の両側の塩基配列を解析した。 
 
[方法] ヒストン H2B cDNA は Paramecium caudatum, 
KoscA4  [syngen  3  (O-type)  mutant  (tnd2/tnd2)  ]の
SMART  RACE  cDNA (TAKARA)より Tetrahymena 
thermophila のヒストン H2B のアミノ酸配列をもとに

設計したプライマーを用いて増幅された。クローニ

ングされたヒストン H2B の翻訳領域は黄色蛍光タン

パク質である PcVenus とともに発現ベクター pTT3 
の Dra  I-Sac  I サイトに導入された。  pTT3 H2B-
PcVenus は Bam HI で直鎖状に切断され、フェノー

ルークロロホルム抽出、エタノール沈殿にて精製し

た後、マイクロインジェクションに供された。H2B-
PcVenus の発現はマイクロインジェクションから約１

８時間後に蛍光顕微鏡観察にて確認された。ゲノム

DNA は蛍光顕微鏡で発現が確認された４クローンか

ら DNeasy Tissue Kit (QIAGEN)を用いて調製された。

ゲノム DNA を１種もしくは２種の制限酵素で処理し

た後、0.7%アガロースゲルにて泳動を行い、Hybond 
N+ナイロンメンブレン (GE healthcare)に転写した。

メンブレンを PcVenus 全長をもとにしたプローブと

４２度で一晩ハイブリさせた後、2x SSC-0.1% SDS
中で６５度、３０分間、２回以上洗浄した。-80 度に

て BioMax MS film (Kodak)を感光させ、シグナルを

検出した。プラスミドレスキュー法では、形質転換

体のゲノム DNA を Afl II にて切断後、セルフライ

ゲーションさせ、大腸菌 TOP10 (Invitrogen)にエレク

トロポレーションにより導入した。LB-カルベニシリ

ンプレートに生えてくるコロニーよりプラスミドを

調製し、シーケンスを行った。 
 
 [結果と考察] ヒストン H2B-PcVenus を発現する細

胞は、核に強い蛍光が観察され、形質転換前と比較し

て増殖速度や細胞の形態に変化は認められなかった。

形質転換体のサザンブロット解析により導入したベク

ターは大核内でコンカテマーを形成したり、エピソー

ムとして存在しているのではなく、大核ゲノム中にラ

ンダムに組み込まれている事が明らかとなった。また

プラスミドレスキュー法により挿入されたプラスミ

ド DNA を含むゲノム DNA を回収し、８コロニーから

プラスミドを調製してそれぞれ塩基配列を解析したと

ころ、挿入部位と思われるゲノム配列には明らかな特

徴や相同性は認められず、導入 DNA が特定の部位で

はなくランダムに染色体中に挿入されていることが裏

付けられた。以上の結果をふまえて、今後積極的にゲ

ノム DNA に組み込まれるような遺伝子発現ベクター

を開発し、さらに高効率なゾウリムシ形質転換法が確

立されることが期待される。 
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[目的] 繊毛は、動力を発生するだけではなく、シグ

ナル受容体を始めとした様々な機能を持つオルガネ

ラである。ヒトの発生過程において、繊毛の形成異

常は、多くの遺伝性疾患を誘発することが知られて

いる。しかし、繊毛タンパク質の機能については、

未知の部分が多く残されている。我々は、個々の繊

毛タンパク質の機能を解析することを目的に、本研

究を行っている。 
 
[方法] 繊毛のプロテオーム解析：定常期初期の P. 
tetraurelia strain d4-2 から単離した繊毛を SDS-PAGE
で分画し、部分アミノ酸配列を決定した。そして、

Paramecium Genome database と EST database を用いて

繊毛 proteome database を作成した。 
食餌による RNAi ： target 遺伝子の coding region の一

部を PCR により増幅し、プラスミド Litmus28i にク

ローニングする。塩基配列の確認後、発現用大腸菌

HT115 に形質転換し、LB/amp 培地で終夜培養する。

これを新しい LB/amp 培地に植菌し、OD0.4 まで培養

する。そこへ IPTG を加えて更に 3 時間培養し、2 本

鎖 RNA の発現を誘導する。低速遠心による集菌後、

OD0.25 になるように IPTG を含む BHB/amp 培地に再

懸濁する。この BHB 培地に、適度な飢餓状態の若い

ゾウリムシを植えて食餌させた。 
 
[結果と考察] ゾウリムシ繊毛から抽出した 521 種の

タンパク質の部分アミノ酸配列を決定し、proteome
解析を行った。ゾウリムシ proteome database をヒト

とクラミドモナスの proteome database と比較したと

ころ、ヒト繊毛の 291 種のタンパク質と相同性があ

り、その内の 151 種は、クラミドモナス鞭毛タンパ

ク質とも相同性を示した。これらのタンパク質の中

で、mRNA が高発現している遺伝子とヒト繊毛性疾

患に関与する遺伝子に着目し、RNAi によるサイレン

シングを行い、遊泳速度、食胞形成能、繊毛再生速

度などの表現型を解析した。 
外腕ダイニン 
外腕ダイニンの重鎖(DNA H11 ホモログ)と中軽鎖

(DNA i1 ホモログ)の変異は、Kartagener 症に関与す

ることが知られている。どちらの遺伝子のサイレン

シングも、外腕ダイニンの欠失を誘導し、遊泳速度

が、コントロール細胞の約 1/3 以下に減少した。

繊毛研究のモデルとしてのゾウリムシ 
堀 学 1,2，C. LALIGNÉ1, C. KLOTZ1, A. MALINOWSKA3, M. DADLEZ3, O. ARNAIZ1, L. 

SPERLING1, J. COHEN1 and F. KOLL1（1CGM, CNRS, 2山口大・院理工・環境共生系, 3Institute 
of Biochemistry and Biophysics, Polish Academy of Sciences） 

Paramecium as a model to study ciliary function 
M. HORI1,2, C. LALIGNÉ1, C. KLOTZ1, A. MALINOWSKA3, M. DADLEZ3, O. ARNAIZ1, L. 

SPERLING1, J. COHEN1 and F. KOLL1（1Centre de Génétique Moléculaire, CNRS, 2 Division of 
Environmental Science and Engineering, Graduate School of Environmental Science and Engineering, 
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SUMMARY 
 Cilia are eukaryotic organelles that protrude from the cell surface. They are composed of a complex cytoskeleton, 
the axoneme, and surrounded by an extension of the cell membrane. Ion channels, receptors and other signaling proteins 
in the cell membrane control the bending of the axoneme for motility or for sensing chemicals and mechanical stimuli. 
Cilia can be motile (e.g. causing movement of mucous or cerebral-spinal fluid), or sensory (as in olfactory neurons and 
kidney cells). Failure of cilia to develop or perform their function leads to developmental problems, and numerous 
human genetic diseases have been traced to ciliary dysfunction. Genes that affect cilia can be identified through the 
human disease phenotype and often have functions that remain elusive. Because the organization, composition and 
function of cilia are highly conserved throughout evolution, we propose to provide unique insights into human diseases 
related to cilia using Paramecium as a model. We have begun to identify genes that encode proteins that may possibly be 
related to ciliary structure, biogenesis or function using comparative genomics and proteomics. Several of these genes are 
now under study in our laboratory using the RNAi feeding method and analysis of the phenotypes.  
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