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をPCR法によって増幅し，クローニングした。得ら

れたDNA断片の全長配列を決定した。 
Arp2/3サブユニットの系統解析 

Arp2，Arp3，ARPC1，ARPC3～5の6つのサブユ

ニットについて，原生生物，動物，菌類，植物の12
種の生物でアミノ酸配列を集めた。これにテトラヒ

メナの配列を加え，NJ法により無根系統樹を作成し

た。 
大腸菌を用いたタンパク質発現及び抗ARPC3抗体の

作成 
pGEX5X-1を用いてWASPのVCA領域を含む配列

(330～419a.a.)とARPC3の全長配列(1～158a.a.)をGST
融合タンパク質として大腸菌で発現した。発現に用

いた遺伝子は，テトラヒメナにおいてGlnをコードす

るTAAとTAGをCAA及びCAGに改変した。WASP断
片はグルタチオンビーズに結合し回収した。ARPC3
は不溶性画分として回収・精製し，アジュバンドと

混合したエマルジョンをウサギの皮下に注射した。

得られたウサギ抗血清をアフィニティー精製し，実

験に使用した。 
テトラヒメナのLat-B処理及び間接蛍光抗体法による

免疫染色  
テトラヒメナ培地にアクチン重合阻害剤Lat-B(final 

10μM)あるいはDMSOのみを加え，30℃，15min振蕩

培養した。それぞれ細胞を遠心分離し，100％メタ

ノールで固定した。細胞を0.2％TritonX-100で処理

し，1％スキムミルクPBSでブロッキングを行った

後，一次抗体と反応させた。洗浄後蛍光標識二次抗

体を反応させて，蛍光顕微鏡で観察した。 
テトラヒメナ細胞抽出液の作成及びArp2/3プルダウ

ン 
定常期まで培養したテトラヒメナを破砕し，上清

を40％～60％の硫酸アンモニウムの沈殿画分として

濃縮し，細胞抽出液を調製した。WASP断片を結合

したグルタチオンビーズを細胞抽出液に加え，4℃で

1時間混和した。ビーズを遠心して回収し，洗浄後

SDS-PAGEに供した。ゲルはPVDF膜へ転写し，抗

ARPC3抗体及び抗テトラヒメナアクチン抗体を用い

たイムノブロットを行った。 
 
[結果と考察] cDNAクローニングの結果，ARPC2を
除くArp2/3の6つのサブユニットとWASP遺伝子の全

長配列を決定した。推定されるArp2/3構成サブユ

ニットのアミノ酸配列の無根系統樹から予想される

分子の類縁関係は，進化系統樹から考えられる生物

の分類によく一致することが分かった。 
抗ARPC3抗体による免疫染色の結果，Arp2/3は口部

装置に強く局在し，形成初期の食胞上や細胞肛門に

も局在した。食胞と細胞肛門でArp2/3はアクチンと

共局在していた。さらにプルダウン実験の結果，テ

トラヒメナWASPはArp2/3及びアクチンと結合するこ

とが分かった。以上の結果から，テトラヒメナにお

いても他の真核生物と同様にArp2/3はWASPにより活

性化され，食胞の形成や排出過程に関与することが

考えられる。 
またLat-B処理によってアクチン重合を阻害すると，

Arp2/3の局在は口部装置のみに残存することが分

かった。これまでにアクチンに非依存的に局在する

Arp2/3の構造についてはあまり報告されていない。

テトラヒメナではアクチン非依存的にArp2/3を口部

装置にストックする仕組みを持ち，効率よくファゴ

サイトーシスの際のアクチン重合を誘起する可能性

が考えられる。 
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SUMMARY 

The gram-negative bacterium Holospora is an endonuclear symbiont of the ciliate Paramecium. Infectious forms of 
H. obtusa ingested in the host’s DV-I digestive vacuole escape from there with the bacterial invasion tip leading, and the 
DV-I vacuole is acidified and becomes a condensed DV-II vacuole. Indirect immunofluorescence microscopy with aci-
dosome membrane–specific mAb showed that this mAb labeled the DV-I and DV-II vacuoles, and that digestive vacuole 



 

 

64 

[目的] 核内共生細菌ホロスポラは，宿主の細胞口か

ら食胞に取り込まれると細胞質に脱出して標的核に

侵入する。ドイツとロシアの研究グループは，電顕

観察をもとに，ホロスポラが食胞膜に包まれて食胞

から脱出し，次に，宿主ER由来の二重膜で包まれ，

同時に食胞膜は退化し，この二重膜が核膜の２重膜

と融合して宿主核内に侵入するモデルを提唱した 
(Görtz and Dieckmann,  1980; Podlipaev and Ossipov, 
1979)。しかし，我々の実験結果から，H. obtusaが食

胞から細胞質に脱出すると，アクチン結合モチーフ

を持つH. obtusaのinvasion tip特異的 89-kDaタンパク

質がinvasion tip表面に露出し，そこに宿主アクチン

が集合して核への感染を助けることが明らかになっ

た (Fujishima, in press)。さらに，ホロスポラの細胞外

膜表面のリポ多糖と標的核膜との特異的結合が宿主

の２種の核の識別手段であることが明らかになっ

た。これらの実験結果は，ホロスポラが宿主食胞か

ら宿主由来の膜に包まれずに標的核に侵入すること

を示している。本研究は，ホロスポラが細胞質に脱

出する時に，食胞膜に包まれて出るのかどうかを証

明することを目的として行った。 
 
[材料と方法] 

培養と感染型H. obtusaの単離 
Paramecium caudatumのRB-1 s518a2株とHolospora 

obtusaのF1株を用い，レタスジュース培養液で25℃
で培養した。感染型H. obtusaの単離は，Fujishima et 
al.  (1990)の方法で宿主のホモジネートを70%パー

コールで遠心して単離した。感染および間接蛍光抗

体法に使用する感染型H. obtusa は10 mM Na,K-PBに
懸濁して4℃で保存した。また感染実験には単離して

から１週間以内のものを用いた。 
間接蛍光抗体法 

P. caudatum (5×10³cells/ml)とH. obtusa (2×106cells/
ml)を混合後5分にポアサイズ15μlのナイロンメッ

シュとDrylの液で細胞を洗浄し，混合後10分，20
分，30分に等量の8％パラホルムアルデハイドと混合

して10分間固定し，PBSで洗浄，一次抗体で室温2時
間処理，PBSTで洗浄，二次抗体（Alexa Fluor R488ヤ
ギ抗マウスIgG抗体）で室温１時間処理し，蛍光顕微

鏡（Axio Imager, Carl ZEISS, Germany）で観察した。

１次抗体は，P. caudatumの液胞型プロトンポンプ特

異的モノクローナル抗体 (E11B9H10)を用いた。 
 
[結果] 

抗原の局在性 
モノクローナル抗体E11B9H10を使った間接蛍光抗

体法では，２次抗体の蛍光は細胞咽頭周辺とDV-Ⅰ
とDV-Ⅱにのみ観察され，この抗原がアシドソーム

に存在することが明らかにされた。細胞を低温条件

（0-4℃）で約10分間処理を行ってから固定した細胞

では，２次抗体の蛍光が痕跡程度になることから，

抗原は液胞型プロトンポンプのサブユニットである

可能性が強く示唆される。この抗体は，P. caudatum
では，初めてのDV-Ⅰ及びDV-Ⅱの食胞膜特異的抗体

である。1D-SDS-PAGEのイムノブロットでは抗原の

バンドを検出できなかった。 
食胞から細胞質に脱出する時のH. obtusaの観察 
感染型H. obtusaが宿主食胞から脱出する際には

DV-IがDV-IIに分化する過程で，食胞の酸性化を必要

条件として脱出する (Fujishima and Kawai, 1997)。そ

の時に食胞膜に包まれて脱出するのか，食胞膜を破

壊して脱出するのかを確認するため，DAPIで一晩生

体染色した感染型H. obtusaとP. caudatum食胞膜特異

的抗体を用いて間接蛍光抗体法により混合後10分と

20分の宿主内感染型H. obtusaを観察した。食胞から

脱出途中のH. obtusaを持つ食胞膜は，Invasion tipの先

端側の食胞膜部分に蛍光が検出できないことが明ら

かになった。また，細胞質に脱出した単独のH. ob-
tusaはこの抗体で染色されず，食胞膜で包まれてい

ないことが明らかになった。 
 
[考察]ゾウリムシの核内共生細菌ホロスポラは，宿

主の細胞口から食胞に取り込まれると細胞質に脱出

して標的核に侵入する。宿主のアシドソーム膜特異

的モノクローナル抗体を使った間接蛍光抗体法は，

感染型ホロスポラオブツサはその侵入先端で食胞膜

を突出させて先端部分の膜を崩壊し，食胞膜に包ま

れずに細胞質に脱出することを明らかにした。電顕

観察に基づくドイツやロシアの研究グループの観察

結果と我々の実験結果の相違は，彼らがH. obtusaが
食胞膜から脱出する際に細胞質側に突出させた食胞

膜の横断面像を観察していたために，食胞膜で包ま

れて細胞質に脱出したように判断したことが原因で

はないかと思われる。また，この時期の食胞膜突出

部分の周囲には宿主の小胞やER様の膜が多数観察さ

れる。 
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membrane pushed out by the invasion tip is disrupted before the bacteria escape from the vacuoles, indicating that the 
bacterium is not enclosed by the host’s digestive vacuole membrane when it escapes from the digestive vacuole.  
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