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ドに含まれるポリペプチドのアミノ酸解析をするこ

とによって死亡要因との因果関係を解明する糸口が

見つかるのではないかと考えられる。 
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SUMMARY 

Symbioses are widely found in nature. However, it is difficult to analyze how symbioses have been established, be-
cause symbioses in nature have already optimized their functions to maintain the sophisticated symbiotic relationship. To 
understand how symbiosis occurs, we are constructing an artificial symbiotic system between a ciliate, Tetrahymena 
thermophila, and a bacterium, Escherichia coli, in the laboratory. In the present study, we aimed to establish a transcrip-
tome analysis method for T. thermophila, in order to understand the global changes in gene expression during develop-
ment of the artificial symbiosis. We designed a custom high-density oligonucleotide microarray (Affymetrix GeneChip) 

Figure 1. SDS-PAGEの結果 
aはP. caudatumのSDS-PAGE結果を示し，bはP. tetraureliaのSDS-PAGE結果を示す。黒

枠内はコントロールでは検出されなかったが，銀処理時に確認されたポリペプチドバ

ンドを示す。 
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for T. thermophila. Total RNA was isolated and purified from independently cultured T. thermophila cells. For Ge-
neChip transcriptome analysis, standard methods for target sample preparation, hybridization, and scanned image analy-
sis were carried out in accordance with the Affymetrix eukaryotic target preparation protocols. We confirmed specific 
hybridization between the target sample and T. thermophila probes. This result indicated that the present method would 
enable us to analyze changes in gene expression of T. thermophila during the development of the artificial symbiosis.  

[目的] 自然界にはさまざまな共生現象が見られる。

昆虫類であるアブラムシと細菌類であるブフネラの

共生，アブラムシとアリの共生，イソギンチャクと

カクレクマノミの共生などが例に挙げられる。しか

し自然界における共生系では，共生系を形成する

各々の生物がすでにその機能を変化させ共生という

状態への適応を完了しているため，既存の共生系の

解析では２種の生物がどのような環境でどのような

変化を伴って共生関係に移行したかを解明できな

い。また，既存の共生系は飼育が困難であることも

多々あり，２種の生物の相互関係を定量的に扱うこ

とが困難である。 
 このような背景のもと，我々は，複数の生物群が

いかに協調関係を生み出し，共生関係を構築するか

を解明するために，自然界では出会うことのないテ

トラヒメナと大腸菌からなる人工共生系を構築して

いる。様々な共生系のなかでも最もその関連性が密

接である共生系のひとつである細胞内共生は，宿主

となる生物が異種生物を取り込むことが必要である

と考えられる。我々は，異種生物を取り込む上での

機構として食作用に着目し，食作用が活発であるテ

トラヒメナを宿主として選択した。また，取り込ま

れる生物として，遺伝子操作が容易で，ゲノム情報

にはじまり様々な知見が蓄積されている大腸菌を使

用した。 
 この人工共生系を用いて，２種の生物がどのよう

な遺伝子発現変化を伴い共生系へと移行するのか網

羅的に解析をするため，トランスクリプトーム解析

手法の確立を目指した。共生系を形成するために

は，それまで独立に進化してきた生物群が各々の機

能を変化させることが必要であると考えられるが，

細胞内の遺伝子発現を網羅的に解析することでその

細胞の状態を定量的に扱うことができ状態を把握す

ることができる。さらに，共生関係を形成する上で

必要とする遺伝子を個別に解析するのではなく，生

物を生体分子の統合的な遺伝子ネットワークとして

とらえ，個別に進化してきた生物の遺伝子ネット

ワークがいかに融合して，共生系としての新たな遺

伝子ネットワークを形成するのかを解明することも

可能と考えられる。人工共生系の生物のひとつの大

腸菌については，トランスクリプトーム解析手法が

すでに確立されているが1)，テトラヒメナに関しては

まだ未報告であるためテトラヒメナのトランスクリ

プトーム解析の手法の確立を目的とした。 
 
[方法] 

1)トータルRNAの抽出 

テトラヒメナ(Tetrahymena themophila)SB210株の細胞

をNeff培地にて対数増殖期の後期まで培養した。遠

心分離をして細胞を回収し，RNasey Mini Kitを使用

しトータルRNAを得た。得られたトータルRNAを変

性ゲル泳動に付し精度を確認した。 
2)トータルRNAからの2本鎖cDNAの合成 
以下2)～6)の操作は，Affymetrixの真核生物のアレイ

用試料調製法のプロトコールに沿った。トータル

RNAにT7オリゴ(dT)プライマーを加え，polyA配列の

ついたmRNAを特異的に逆転写し，T7プロモーター

のついた2本鎖cDNAの合成を行った。 
3)cRNAの合成 
合成した2本鎖cDNAを鋳型としてT7 RNAポリメラー

ゼにより転写を行いcRNAを合成した。この際，ビオ

チン化されたUTPを一定量混合することでcRNAにビ

オチンを取り込ませた。 
4)cRNAの断片化 
合成したcRNAの断片化を行い，断片化されたcRNA
キャピラリー電気泳動にて分析した。断片化された

cRNAの長さが35～200 baseに分布しており，アレイ

に供する条件に適していることを確認した。 
5)ハイブリダイゼーション 
断片化されたcRNAを，我々がデザインしたテトラヒ

メナ用オリゴDNAアレイに供し，ハイブリダイゼー

ションを行った。 
6)洗浄・染色・スキャン 
専用機器を用いてビオチンと蛍光物質であるフィコ

エリスリンが結合したストレプトアビジンを特異的

に結合させた。洗浄，染色を終えたアレイをスキャ

ナーにかけ各プローブの蛍光強度を測定した。 
 
[結果] スキャンした画像をもとに各プローブの蛍光

強度を測定し，テトラヒメナ用プローブとその他の

プローブの蛍光強度について比較した。横軸蛍光強

度，縦軸頻度(相対頻度)のヒストグラムを作成した

ところ，多数のテトラヒメナ用プローブがその他の

プローブに比してより強い蛍光強度を示しているこ

とが確認された。 
 
[考察] デザインしたテトラヒメナ用アレイと方法に

記したアレイ用の試料調製法により，テトラヒメナ

のトランスクリプトーム解析が可能となった。しか

し，現状ではテトラヒメナ用のプローブの蛍光が弱

く，測定可能な遺伝子発現量のダイナミックレンジ

が狭いことが示唆された。今後は，他種生物の遺伝

子配列をもとに作製したmRNAをテトラヒメナの

トータルRNAに様々な濃度で混合し，上記方法に記
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SUMMARY 
ADF/cofilin-family proteins induce reorganization of the actin cytoskeleton through severing and depolymerizing fil-

amentous actin (F-actin). Recently, the unique mechanism of actin reorganization in protists has become a focus of study 
because actin rapidly polymerizes and easily disassembles in Apicomplexa species, such as Toxoplasma gondii and Plas-
modium falciparum. It has been reported that actin in the ciliate Tetrahymena thermophila also has unusual biochemical 
properties. Therefore, we studied the role of ADF/cofilin-like protein Adf73p in actin reorganization in T. thermophila. 
First, we investigated the biochemical action of Adf73p on muscle actin. It was found that Adf73p severed and depoly-
merized F-actin, although depolymerized G-actin repolymerized in the absence of the actin-capping protein, gelsolin. It 
is possible that Adf73p might be unable to suppress repolymerization of actin, because it accelerated nucleotide ex-
change of muscle actin to ATP form. Immunofluorescence microscopy on T. thermophila revealed that Adf73p is local-
ized to the deep fiber, nascent phagosomes, and phagosomes near the cytoproct. This suggests that Adf73p might be re-
quired for controlling the actin cytoskeleton involved in membrane dynamics of phagosomes in T. thermophila. 

した一連の試料調製法を用いてトランスクリプトー

ム解析を行う（スパイクコントロール実験）。この

スパイクコントロール実験により，テトラヒメナ用

試料調製法の各ステップの最適化を行い，手法確立

後にテトラヒメナおよび大腸菌からなる人工共生系

のトランスクリプトーム解析を行う。 
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[目的] 真核生物の重要な生命活動である細胞質分裂

や細胞運動，そしてファゴサイトーシスにはアクチ

ン細胞骨格の再編成が伴う。その制御には多様なア

クチン調節タンパク質が働くことが知られている。

とりわけアクチン繊維を切断・脱重合するADF/
cofilinはアクチン細胞骨格の再編成に欠かせない。 
 ところが最近，原生生物の一群であるマラリア原

虫やトキソプラズマ原虫などのアピコンプレクサの

ADF/cofilinがアクチンの重合を促進することで細胞

内のアクチン細胞骨格のダイナミクスを促進すると

いうユニーク活性を持つことが報告された。そのた

め，アピコンプレクサと近縁な生物群である繊毛虫

のADF/cofilinの性質を調べることは興味深い。そこ

で私たちは全ゲノム配列が決定されている代表的な

繊毛虫であるテトラヒメナにおいて，そのADF/
cofilin (Adf73p)の生化学的活性と細胞内機能について

解析を行った。 
 
[方法] 

アクチン繊維の切断活性の検討 
4 μMの骨格筋アクチンに0.8 μMのAdf73pを加え

て，25℃で反応させた。2分後，グリッドのせて，さ

らに2分間放置した。その後，2%酢酸ウランで30秒
間染色して，透過型電子顕微鏡で観察した。 
アクチン重合速度の測定 
 ピレンでラベルしたアクチンは重合すると蛍光輝

度が上がる。この性質を利用して，Adf73pのアクチ

ン重合への影響について蛍光光度計を用いて測定し

た。 
F-アクチンの脱重合実験 
 骨格筋アクチン繊維とAdf73pを混合し，25℃で2時
間放置した。その後，100,000 g，25℃で30分遠心し

た。SDS-PAGEで上清と沈澱を電気泳動し，CBB染

色により各分画のアクチン量を比較した。 
蛍光抗体法 
 テトラヒメナを100%冷メタノールを用いて一晩 
20℃で固定した。細胞をPBS＋0.1% Triton X-100で処

理して，PBS＋1%スキムミルクでブロッキングした

後，テトラヒメナACT1抗体とAdf73p抗体と反応させ

た。蛍光標識2次抗体と反応後，蛍光顕微鏡を用いて

細胞を観察した。 
 


