
 

 

biological process (GO)カテゴリーを使用した。さら

に，比較２で抽出した遺伝子のうち，上述した検定

において，属する機能カテゴリーが有意であると判

定されなかった遺伝子をピックアップした。このう

ち，主に遺伝子機能がよくわかっている遺伝子につ

いて，変動の大きさ（絶対値）が大きい遺伝子に注

目し，それらの関連遺伝子も含めて発現挙動の特徴

を調べた。 
 
[結果と考察] 共培養環境下の大腸菌は，最少培地に

捕食者である粘菌が存在し，大腸菌の最適生育温度

よりも温度の低い２２℃で長期培養による寒天培地

の乾燥が予想される環境に生育していることから，

そのような大腸菌には栄養，捕食，低温，乾燥スト

レスがかかっているのではないかと予想された。と

ころが，共培養では単独培養よりも乾燥ストレスカ

テゴリーの発現が低く，飢餓応答関連カテゴリーが

培養３日目に有意に発現が減少していた。さらに，

共培養の大腸菌ではポリサッカライドに関する遺伝

子発現の上昇がみられ，共生コロニーの表現型を裏

付ける結果が得られた。 

加えて，共培養下の大腸菌は嫌気状態に至り，運

動性に関する遺伝子の発現が単独培養よりも上昇し

ていたり，アミノ酸の生合成，鉄の取り込み輸送に

関する遺伝子や細胞壁の分解，ポリサッカライドの

合成，エネルギー生産系などに関する遺伝子発現が

単独培養よりも共培養で上がっている事が明らかと

なった。共培養環境下の大腸菌は，単独培養下の大

腸菌よりもストレスが緩和されている部分がある事

が捉えられた。これらの結果から，大腸菌は細胞性

粘菌との共存環境下において，早い段階で様々な遺

伝子発現を変化させ，共生関係へと向かっている様

子が明らかになった。 
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SUMMARY 

Nuclear division is one of the most important events for cell growth. However, its pattern varies between species. In 
the ciliate Tetrahymena, the macronucleus divides without chromosome condensation or typical mitotic spindle forma-
tion, and the nuclear envelope remains intact. Previously, using immunofluorescence methods, a characteristic structure 
composed of microtubules has been demonstrated inside the dividing macronucleus of Tetrahymena pyriformis, and a 
dynamic reorganization of these microtubules has been suggested. To understand the molecular mechanism of its forma-
tion and the function of this microtubular structure, we visualized microtubules inside the dividing macronucleus of T. 
thermophila in which genes had been manipulated. In addition, we examined the stability of the microtubules by reversi-
bly depolymerizing them with cold treatment. The results suggest that stabilized microtubules exist inside the dividing 
macronucleus before its elongation along the longitudinal axis of the cell. In future, we are going to study the localization 
of microtubule-organizing centers in the dividing macronucleus to reveal in detail how these microtubule structures are 
organized. 
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[目的] 核分裂は細胞増殖に不可欠な生命現象であ

り，そのメカニズムを解明することは重要である。

生物界全般をみわたすと，核分裂の様式は実に多様

である。繊毛虫テトラヒメナは大核と小核と呼ばれ

る２つのタイプの核を持ち，分裂期にはそれぞれの

核が核膜崩壊を伴わずに分裂する。本研究室では，

これまでに分裂中のTetrahymena pyriformisの大核内

に特徴的な微小管構造が形成されることを観察して

いる１）。分裂期に入ると，まず大核内にランダムに

配列した微小管が出現し，次にこれらの微小管は放

射状に配列する。その後，大核が伸長する方向に対

して平行に配列する。このような微小管構造の役割

とその形成のメカニズムについて分子レベルで解明

することを目指し，今回，遺伝子操作が可能なT. 
thermophilaを材料として実験を行なった。ここで

は，T. thermophilaにおいて観察された，分裂期の大

核内に現れる微小管の構造と性質について報告す

る。 
 
[方法] 微小管構造の観察は，抗α-tubulin抗体を用い

た免疫蛍光抗体法１）を一部改変して行なった。対数

増殖期にある非同調細胞を，1.8％ホルマリンで固定

処理し，スライドガラス上で空気乾燥させた。5％
TritonX-100で10分間処理し，抗体が核内まで浸透で

きるように膜に穴を開けた。3％スキムミルクを含む

バッファーでブロッキング処理した後，マウス抗ニ

ワトリα-tubulin抗体（150倍希釈）と4℃で18時間処

理した。一次抗体をよく洗い流した後，二次抗体と

してFITC結合型ヤギ抗マウスIgG抗体（150倍希釈）

を用いて4℃で6時間処理した。核はDAPIで染色し

た。観察には共焦点レーザー顕微鏡LSM510（カール

ツァイス社）を用いた。 
 低温処理による微小管の脱重合と再重合の実験は

次のように行なった。30℃で培養した細胞を，氷上

で5分間攪拌して微小管構造を破壊した。5分後，培

地の温度を上昇させ，27℃に達してから0，5，10分
後に細胞を固定処理し，上記の方法で微小管構造を

観察した。 
 
[結果] 小核を持たないT. pyriformisとは異なり，一

般的な２核性のテトラヒメナであるT. thermophilaで
は，大核分裂に先立って小核の分裂が進行する。そ

のため，小核の形状の変化を利用することで，大核

分裂の開始の時期をより詳細に観察することができ

た。間期の大核内には微小管構造は見られないが，

分裂期に入ると核質全体に微小管の染色が検出され

た。これらの微小管は短く，ランダムに配列してい

るが，大核が球状から楕円状に伸長する直前の時期

に放射状の配列を取った。さらに，この放射状の微

小管の配列の中心に，星状の微小管の特に強い染色

が観察された。類似の構造についてはすでにT. pyri-
formisの研究においても示されている１）。 
 この微小管の安定性について調べるために，微小

管が低温処理によって可逆的に脱重合する性質を利

用した実験を試みた。まず低温処理によって培地の

温度を0℃にすると，間期の細胞においては，細胞質

微小管の構造が消失し，繊毛内や繊毛列線などにあ

る微小管構造のみが残存した。低温処理によって残

存する微小管は，比較的安定な微小管であると考え

られる。次に培地の温度を27℃まで上昇させると，

細胞質微小管の速やかな回復が見られ，10分後には

コントロールと同様のレベルにまで回復した。分裂

期の細胞においても間期細胞と同様に，低温処理に

よって細胞質微小管が消失し，細胞表層の微小管構

造が残存した。加えて小核内のスピンドル微小管と

大核内の一部の微小管が残存した。このとき分裂期

の球状の大核の中心には，星状の強い染色が残存し

ていた。次に培地の温度を27℃まで回復させると，

速やかな細胞質微小管の回復が見られた。このとき

大核の核質全体において微小管の染色の回復が見ら

れたが，コントロールのレベルまでには回復しな

かった。5分後には，核質が全体的に強く染まるよう

になり，10分後にはコントロールと同じレベルにま

で回復した。 

 
[考察] T. thermophilaの微小管について観察した結

果，分裂期の球状の大核が伸長を始める直前の時期

に，核質の中心に星状の微小管の強い染色が見られ

た。この微小管構造は低温処理に対して安定であっ

た。この星状の微小管構造が出現する時期は，大核

が細胞の前後軸に対して平行な軸を獲得して伸長す

る直前にあたる。そのため星状構造から伸びる放射

状の微小管が平行に配列するしくみが大核分裂の方

向性を決定するのに重要であると考えられる。 
しかし，低温処理からの温度上昇による微小管の

再重合実験では，星状の微小管構造から直接的に微

小管が形成されているか確認することができなかっ

た。これまでにテトラヒメナにおいては分裂期の大

核の核膜上に微小管重合中心の構成蛋白質のひとつ

であるγ-tubulinがドット状に局在することが示されて

いる２）。大核分裂の初期において大核中心領域に微

小管重合中心が存在するかどうか調べることが大切

である。 
以上の点を踏まえ，今後，γ-tubulinの局在を解析す

ることで，微小管重合中心の位置について検討した

い。 
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