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SUMMARY 

Dictyostelium discoideum amoebae aggregate and form multicellular structures when starved. The aggregation proc-
ess is mediated by extracellular cAMP secreted from the amoebae. As aggregation of amoebae requires cAMP synthesis 
by adenylyl cyclase ACA (acaA), an acaA-null mutant does not aggregate. We transformed the acaA-null mutant with a 
plasmid carrying the beta subunit of photoactivated adenylyl cyclase (PACβ). Photoactivated adenylyl cyclase (PAC) 
was purified from a photosensing organelle (paraflagellar body) of the unicellular flagellate Euglena gracilis. PAC con-
sists of alpha and beta subunits that both have two flavin-binding domains, F1 and F2, each followed by a catalytic do-
main of adenylyl cyclase C1 and C2, respectively. PAC shows adenylyl cyclase activity that is elevated upon light irra-
diation. Aggregation of the transformants was analyzed in both dark and light-irradiated conditions. The transformants 
formed multicellular structures when they were irradiated by light but did not form such structures in the dark, suggest-
ing that PACβ in D. discoideum was activated by light irradiation and synthesized cAMP.  
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[目的] 細胞性粘菌(Dictyostelium discoideum)は単細胞

アメーバとして細菌を補食しながら増殖する。しか

し，周囲の細菌を食べ尽くし飢餓に陥ると，この時

期に特異的なcAMP合成酵素(ACA)を発現してcAMP
を合成し，これを集合シグナルとして分泌しながら

多細胞生物へと変化する1)。この時，どのアメーバが

集合の中心となるのかは観測者が予め知ることはで

きない。私たちは，細胞の集合過程，及び多細胞体

構築過程を詳細に解析するために，集合の中心とな

るアメーバを任意に指定できる実験系の構築を目指

している。そのために，ACAを発現できず集合する

ことができないD. discoideum株にミドリムシ(Euglena 
gracilis)由来の光活性化cAMP合成酵素2)のβサブユ

ニット(PACβ)を導入して，光照射によりcAMP合成

を誘導し集合させることができるか否かを検討し

た。 
 
[材料と方法] (1)細胞株と培養：遺伝子導入の宿主と

して，ACAをコードする遺伝子を破壊した株である

acaA-を用いた。acaA-の培養はHL5培養液3)にて行っ

た。遺伝子導入株の選択，及び維持には5 mg/l ブラ

ストシジンSを含むHL5を用いた。(2)プラスミドの構

築：D. discoideumにおけるPACβ産生効率を向上させ

るためcDNAの開始コドン付近の塩基配列を改変し

た。これをD. discoideum actin15プロモータの下流に

配置し，宿主の核内で複製するプラスミドにクロー

ニングした。このプラスミドには，別途，宿主にブ

ラストシジンS耐性を付与する遺伝子を挿入してあ

る。(3)遺伝子導入株の樹立：構築したプラスミドを

エレクトロポレーション法にてacaA-に導入し，選択

培地で培養した。遺伝子導入株のPACβの発現をRT-
PCRにより確認し，acaA-(PACβ)とした。(4)集合誘

導：acaA-(PACβ)を培養し，リン酸バッファーで洗浄

後，2.0 × 106 cells/cm2になるように無栄養寒天培地に

プレーティングした。これを暗条件または明条件で

静置し，24時間後に寒天培地上の細胞集合の様子を

顕微鏡下で観察した。対照としてacaA-を用いて同じ

操作を行った。 
 
[結果と考察] acaA-はcAMPを合成できないため，光

照射の有無に関わらず集合できず多細胞体を形成す

ることができなかった。acaA-(PACβ)は暗条件下では

多細胞体を形成しないが，光を照射すると集合し多

細胞体を形成した。この結果は，D. discoideumで産

生されたPACβが光照射により活性化されてcAMPを
合成し，これが集合シグナルとして機能したことを

示している。また，明条件における光の照射間隔等

について検討したところ，連続した光照射より間歇



 

 

照射が効果的であることが分かった。現段階で最も

成績が良かったのは6時間間隔の光照射であり，この

条件でacaA-(PACβ)が形成した多細胞体は野生株の多

細胞体ときわめて良く似ていた。本研究により，光

照射によってD. discoideumの細胞集合を操作できる

可能性が示唆された。今後は，光照射量の最適化，

照射タイミングの最適化，細胞の整列化，一細胞へ

の光照射方法の検討を重ね，集合の中心となるア

メーバを任意に指定できる実験系を構築し，細胞の

集合過程，及び多細胞体構築過程を詳細に解析する

予定である。 
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SUMMARY 

The ciliated protozoan Tetrahymena thermophila undergoes a unique apoptosis-like nuclear event during conjuga-
tion, which is called programmed nuclear death (PND) or nuclear apoptosis. The degrading macronucleus is engulfed by 
a large autophagosome in which many mitochondria are incorporated. These mitochondria have lost their membrane po-
tential, which is a hallmark of apoptosis in multicellular organisms. This implies that mitochondrial apoptosis molecules, 
such as apoptosis-inducing factor (AIF) and endonuclease G, play a crucial role in PND. Here we show Tetrahymena 
AIF homolog (TtAIF) is usually localized in mitochondria. Gene disruption of TtAIF by homologous recombination re-
sulted in delay of nuclear condensation of parental macronucleus and kb sized DNA fragmentation. Furthermore, TtAIF-
deficient mitochondria showed weak DNase activity, while normal mitochondria retained DNase activity similar to that 
of mammalian endonuclease G. Indirect immnunofluorescence showed that TtAIF was released from mitochondria into 
the macronucleus before nuclear condensation. These results suggest that TtAIF promotes the first step of PND, and in-
teracts with mitochondrial DNase to cause DNA fragmentation. Thus, a ciliate ancestor may have diverted the mitochon-
drial apoptosis pathway to PND.  

[目的] 繊毛虫は接合（有性生殖）を通じて親世代の

旧大核を選択的に退化させる。この過程ではクロマ

チン凝縮・核凝縮・DNA ラダー状分解などのアポ

トーシスに似た特徴がみられることから，プログラ

ム核退化あるいは核アポトーシスと呼ばれ，プログ

ラム細胞死との関連が注目されている。これまで

に，テトラヒメナの旧大核退化中には caspase-8,9様
のプロテアーゼ活性があること1)，旧大核とともに自

食胞に取り込まれるミトコンドリアの膜電位が崩壊

していること 2)，ミトコンドリアには哺乳類の

Endonuclease G (EndoG)のような中性付近での DNase
活性があることがわかっている2)。これらの結果は，

核アポトーシスにおけるミトコンドリアの関与を示

唆するものである。今回，核アポトーシスにおける

ミトコンドリアの関与を明らかにするため，進化的

に保存性の高いミトコンドリア内在性アポトーシス

因子である Apoptosis-inducing factor（AIF）に着目し

た。AIF は通常，ミトコンドリアに局在しているフ

ラビンタンパク質であるが，アポトーシス刺激に

よって核内へ移行し，核凝縮や高分子 DNA を引き起

こす3)。我々は，テトラヒメナの核アポトーシスにお

ける AIF の関与を調べるため，遺伝子ノックアウト

による機能解析を試みた。さらに，GFP を融合した

AIF 発現株を作成し，AIF の局在と接合中の挙動を観

察した。 
 
[材料と方法] テトラヒメナのゲノムデータベースか

ら動物や細胞性粘菌のAIFと相同性のある遺伝子を選


