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SUMMARY 

Myosin is a eukaryotic actin-dependent molecular motor which plays important roles in muscle contraction, cell mo-
tility, cytokinesis, cell-cell adhesion, vesicle transport, and signal transduction. Molecular evolution of myosins can help 
to elucidate phylogenetic relationships between organisms. There are 13 genes for myosin (MYO1–13) in Tetrahymena 
thermophila. Remarkably, Tetrahymena myosins are too different to classify into the 35 current myosin classes. We have 
demonstrated for the first time that all of the Tetrahymena myosin genes are transcribed in the vegetative stages. The my-
osins are classified into four subclasses on the basis of functional domains in the tails. These are MyTH4 domain (Myo4, 
6, 8), FERM + MyTH4 domain (Myo1, 2, 5, 7, 9), ATS1 domain (Myo3, 10, 11, 12) and coiled-coil domain (Myo13). 
We have also tried to estimate expression levels of mRNA using semi-quantitative RT-PCR.   

性状態のガモン1と結合することを確認するため，

CFF1とガモン1抗血清またはウサギ正常血清を1:100
の割合で混合し4℃で1時間インキュベートした後，

プロテインAビーズで処理して上清と沈殿物に分け

た。上清をフィルターろ過し，ウエスタンブロッ

ティングを行うことによって上清中に残存するガモ

ン1量を検出した。さらに，II型細胞がもつと考えら

れるガモン1受容体の局在を検出するため，II型細胞

をCFF1で処理し1.5時間後に細胞を固定した。1次抗

体としてガモン1抗体（1:100）を，2次抗体として

Alexa Fluor 488標識抗ウサギIgG抗体（1:500）を用い

て蛍光抗体法を行い共焦点レーザー顕微鏡で観察し

た。 
 
[結果と考察] ガモン1のアミノ酸配列と推定上の立

体構造をもとに，抗原性が高くガモン1の接合誘導活

性に影響を及ぼさないと予測される領域（C末端領

域14アミノ酸：G1_P6）に対するペプチド抗体を作

製した。ウエスタンブロッティングを行い，作製し

たガモン1抗体（G1_P6抗体）の感受性を調べた結

果，CFF1中に約30kDaのガモン1が強いシグナルとし

て検出され，今回作製したG1_P6抗体はCFF中に含ま

れる微量なガモン1タンパクを認識できることが示さ

れた。また，I型細胞のwhole cell sample中には弱いシ

グナルとしてしか検出されず，タンパクとして翻訳

されたガモン1は細胞内に蓄積されず比較的短時間で

細胞外へ分泌される可能性が考えられた。次に，

G1_P6抗体の接合阻害活性を調べた結果，G1_P6抗体

またはコントロールIgGとインキュベートしたCFF1
中のガモン1活性には顕著な違いは見られなかった。

このことより，G1_P6抗体はガモン1の接合誘導活性

を阻害しないことが示された。実際にG1_P6抗体が

未変性状態のガモン1と結合するかどうかを確認する

ため，プロテインAビーズを用いて免疫沈降法を

行った。その結果，コントロールとして用いたウサ

ギ正常血清とインキュベートした場合に比べて，ガ

モン1抗血清を用いたときの方がプロテインAビーズ

処理の上清中に残存するガモン1の量が著しく減少し

た。このことよりG1_P6抗体は，未変性状態のガモ

ン1に結合し得るが，その接合誘導活性は阻害しな

い，つまりガモン1の受容体認識部位とは異なる部位

でガモン1と結合する性質をもつと考えられた。次

に，G1_P6抗体を用いて，II型細胞が細胞表面に有す

ると考えられるガモン1受容体の検出を試みた。II型
細胞をガモン1で処理し，約10%の細胞で接合対形成

が見られたガモン1添加1.5時間後に細胞を固定し

た。G1_P6抗体を1次抗体として用いて蛍光抗体法を

行ったところ，ガモン1で処理した細胞において，口

部膜板帯と繊毛，および繊毛列に強いシグナルが検

出された。 
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[目的] ミオシンは，アクチン細胞骨格と相互作用す

るモータータンパク質であり，細胞移動や細胞内外

の物質のやり取り，細胞質分裂，細胞内物質輸送な

どの原動力を与える1,2。ミオシンはN末端側 (頭部) 
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にアクチンと相互作用するモーター活性部位を持

ち，C末端側 (尾部) に多様な機能ドメインを持って

いる。ミオシンの機能は，尾部のドメインの組み合

わせによって決定されている。これまでに報告され

ているミオシンに関する知見のほとんどが動物や菌

類の解析から判明したものであり，真核生物の重要

な一群を占める原生生物のミオシンについての解析

はあまり進んでいない。しかし近年，原生生物のミ

オシンが徐々に注目され始めている。原生生物のミ

オシンは1次構造や細胞機能等が既知の高等生物とは

異なっており，ユニークな機能を有することが期待

される。 
繊毛虫 Tetrahymena thermophila の全ゲノム配列に

は 13 種類のミオシンをコードする遺伝子 MYO1～ 

13 が存在する3,4。様々な生物のミオシンの保存配列

を比較した系統解析によって，テトラヒメナのミオ

シンは他の生物のミオシンとは独立して分類群を形

成することが分かっている5。テトラヒメナのミオシ

ンについて調べることは，真核生物に広く存在する

ミオシンの機能の多様性を知るのに重要である。そ

こで私達は，これらのミオシンの全 cDNA の塩基配

列を決定し，発現レベルを調べた。 
 
[方法] Tetrahymena thermophila の CH1 株を Neff 培
地 (1% protease peptone NO. 3, 0.5% yeast extract, 0.87% 
D-glucose, 3.3 mM FeCl2) 中において 30°C で培養し

た。細胞を回収し抽出したTotal RNA を鋳型とし，

cDNA を合成した。次に各ミオシン遺伝子のエキソ

ン部分に特異的なプライマーを設計し， cDNA を鋳

型として PCR 法を行ない，増幅した産物をシーケン

スした。さらに，RACE 法によって cDNA 全長の配

列を確認した。 
定量 RT-PCR は SYBR® Premix Ex Taq™ (Takara) 

を用いたインターカレーター法により行なった。

cDNA 中の鋳型の相対値は 比較Ct 法を用いて算出し

た。  
 
[結果] 我々は，T. thermophila の 13 種類のミオシン

に特異的なプライマーを合成し，各 cDNA を増幅し

て塩基配列を決定した。得られた配列を基に予想さ

れるアミノ酸配列についてドメイン検索を行なった

結果，尾部領域の特長により 4 つのサブクラスに大

別できることを示した。この結果は  Williams  と 
Gavin (2005) によるドメイン予測の情報を確認しただ

けでなく，新たに FERM と ATS1 をもつミオシンの

存在を明らかにした。その結果，コイルドコイルを

持つもの (Myo13)，MyTH4 を持つもの (Myo4, 6, 8)，
MyTH4 と FERM を持つもの (Myo1, 2, 5, 7, 9)， ATS1 
を持つもの (Myo3, 10, 11, 12) の発現が明らかになっ

た。さらに，定量 RT-PCR 法を用いてこれらのミオ

シンの発現解析を行なった。T. thermophila の主要な

アクチン遺伝子 ACT1 のコピー数を基準として，

cDNA 中のそれぞれのミオシンの発現量のモル比を

求めた。その結果，MYO8 および MYO10 は ACT1 

に比べて mRNA 量が有意に多かった。一方，Myo2 
は発現量が低いことが判明した。 
 
[考察] 本研究によって，T. thermophila の 13 種類の

ミオシンの発現を確認し，尾部の機能ドメインに

よって 4 つのサブクラスに分類できることが判明し

た。FERM を持つタイプのミオシンは動物やアメー

バ細胞にも発現しており，食胞や膜小胞の輸送に働

くと考えられている。テトラヒメナの  MyTH4 + 
FERM サブクラスのミオシンも，FERM によって食

胞やオルガネラの膜と相互作用し，それらの輸送や

アンカリングに働く可能性がある。恒常的に小胞や

食胞の輸送を行なうテトラヒメナにおいて，このサ

ブクラスのミオシンの種類が多いことは合理的であ

ろう。 
MyTH4 は一般的に  FERM と並んで存在する。

MyTH4 が単独で存在するミオシンはアピコンプレク

サで 2 例しか発見されておらず，機能は不明であ

る。MyTH4 は微小管と直接結合する機能を持つこと

が知られている9。特にテトラヒメナで発現量が高い

ことが示された Myo8 について機能解析を行なうこ

とで，この奇妙なミオシンの働きがわかるかもしれ

ない。 
ATS1 を持つミオシンは 6 種のアピコンプレクサに

認められる。今回テトラヒメナのミオシンに ATS1 
の存在を確認したことにより，このタイプのミオシ

ンがアルベオラータ生物群の特徴として考えられる

可能性が示唆された。ATS1 の由来となった出芽酵母

の Ats1p は，微小管細胞骨格の突然変異のサプレッ

サー変異として同定された遺伝子産物である10。その

ため，テトラヒメナの ATS1 サブクラスのミオシン

は微小管の制御に関係する可能性が考えられる。上

述した MyTH4 を単独で持つMyo8 と ATS1 を持つ 
Myo10 は，ACT1 よりも転写産物の量が多いことが

示された。通常アクチン繊維上で働くミオシンがそ

の足場となるアクチンよりも多く発現していること

から，これらのミオシンがアクチンとは独立して微

小管の機能を制御する可能性も考えられる。これら

のミオシンの機能解析が今後の課題となるだろう。 
また，コイルドコイルを尾部に持つMyo13は，他

のタイプのミオシンに比べモーター部位の保存性が

低く，特徴的である。コイルドコイルを機能ドメイ

ンとして持つミオシンは，筋収縮などで知られるク

ラスIIとXVIIIのみである。これらのミオシンはコイ

ルドコイルによって双極性のフィラメントを形成

し，アクチンと相互作用することによって強い収縮

力を生み出している。もしかしたらMyo13にもその

ような機能があるのかもしれない。 
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[目的] ミドリゾウリムシ Paramecium bursaria は，

細胞内に数百個のクロレラを共生させている原生動

物である。宿主のミドリゾウリムシと共生クロレラ

を単離し，それぞれ独立に培養できる1)ことから，真

核細胞同士の細胞内共生の機構を探るためのモデル

生物として，多くの実験が行われてきた。その中

に，クロレラを除去した白いミドリゾウリムシに，

クロレラ以外の緑藻やイースト等の微生物が細胞定

着するという報告がある2,3)。クロレラがミドリゾウ

リムシへ与える影響については多々報告されている

が，クロレラ以外の微生物のミドリゾウリムシへの

細胞内定着や，その影響について研究は進められて

いない。そこで，本研究ではクロレラに限定せず細

胞内共生生物に注目し，その細胞内定着過程や宿主

に及ぼす影響について実験を行った。 
 

[方法] Paramecium  bursaria  PB-SW1株はChloro-
gonium euchlorumを餌として無菌二者培養4)している

ものを用いた（以後，GPBと表記）。GPBを5 μg/ml 
の除草剤パラコート（1, 1-dimethyl-4, 4-bipyridinium 
dichloride, Sigma）を含む0.01% Knop溶液下で白化し

た 5)後，C. euchlorumを餌として培養した（以後，

WPB と表記）。イースト Pichia  capsulata（DSM 
70269）はYM培地（0.3% yeast extract, 0.3% malt ex-

ミドリゾウリムシへのイーストPichia capsulataの細胞内共生 
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SUMMARY 

Chlorella-free Paramecium bursaria can be infected with various species of yeasts and bacteria, which are usually 
eventually ejected from the host cell when it is re-infected with the original symbiotic Chlorella. We have recently found 
that the yeast Pichia capsulata DSMZ 70269 is able to infect Chlorella-bearing P. bursaria, resulting in a stable double 
symbiosis. It can also infect Chlorella-free P. bursaria, but unlike other yeast species, it was not excluded on further in-
troduction of the original symbiotic Chlorella. When infected with this yeast, Chlorella-free P. bursaria was able to 
withstand higher temperature, more ultraviolet irradiation, and stronger physical compression, showing that the symbio-
sis with P. capsulata is beneficial to the host P. bursaria.   
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