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[目的] 細胞性粘菌は増殖期と分化期の２つの生活環

を持つ生物である。増殖期での細部性粘菌は単細胞

で増殖を続けるが、飢餓が引き金となり多細胞体の

形成を始める。多細胞体は形態を変化させながら発

生を進め、やがてナメクジ状の移動体を形成する。

移動体前方の約 20% の領域には最終的な形態である

子実体の柄となる予定柄細胞が選別され、残りの移

動体後方には最終的に胞子となる予定胞子細胞が選

別される。REMI 法（制限酵素仲介遺伝子挿入法）

に作成された突然変異ライブラリーの中から発生に

異常を持つ R1 株を単離した。また、変異遺伝子を

同定したところ 568 アミノ酸、約 65 kDa のタンパ

ク質（以下 DWWBタンパク質）をコードする新規

の遺伝子が破壊されていることがわかった。DWWB 

は、Ca2+ 濃度に依存的に細胞膜への移動をうながす 

C2ドメインと、他のタンパク質との相互作用に関与

する WWドメインを持つ（Bazbek and Sudhof, 1993;  

Espanel and Sudol, 1999)。R1株の形態的特徴を調べる

ために、R1 株の発生、野生株と混合したときの移動

体内での選別、アンモニアへの感受性について調べ

た。また、dwwb 遺伝子の発現量の変化について、

半定量的 RT-PCR 法で調べた。 

 

[材料と方法]  

培養方法 

 細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum AX-2 細胞（野

生株)、全細胞で YFP を発現する Actin15:YFP 遺伝

子を導入した AX-2 細胞（以下 Ax-2-YFP)、およ

び、REMI 突然変異体 R１細胞を実験に使用した。

細胞はすべて HL-5 培地で培養した（Ishigaki and 

Abe, 2008)。 

形態形成と発生・分化の条件 

 増殖期の細胞を採取し、KK2  緩衝液（20  mM 

KH2PO4・K2HPO4、pH 6.5）で 2 回洗浄した後、無

栄養の寒天培地上に 4.0 × 106 細胞/cm2 密度でスポッ

トし発生させた。細胞のアンモニアへの感受性を調

べるために、20 mM CAPS 緩衝液に NH4Cl を最終的

な濃度が 0 mM，5 mM，10 mM に加えて寒天培地を

作成し、その寒天培地上での発生の様子を観察し

た。 

半定量的 RT-PCR 

 飢餓処理後、各発生段階にある AX-2 細胞および 

R1 細胞から抽出した RNA を鋳型とし、dwwb 遺伝

子に特異的に結合するプライマーとコントロールと

して恒常的に発現する ig7 遺伝子に特異的なプライ

マーを使用し、dwwb 遺伝子の発現量の変化を調べ

た。 

 

[結果と考察] R1 株の変異遺伝子同定の結果、568 ア

ミノ酸、約 65 kDa のタンパク質をコードする新規の

遺伝子 (dwwb 遺伝子) が破壊されていることがわ

かった。DWWB タンパク質は Ca2+ 濃度依存的に細

胞膜への移動をうながす C2ドメインと、タンパク質

との相互作用を仲介する WWドメインを持つ。2004 

年に長崎と上田は、これと一部配列が類似するタン

パク質として DWWA を報告している（Nagasaki and 

Uyeda, 2004)。DWWA は N 末端側に DWWB と同

様に C2ドメインをもち、C 末端側の２か所に WW

ドメインを持つ。DWWA は基質上での細胞分裂の際

に細胞質が完全に分裂する為に必要となる。 

細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum スラッガー突然変体 R1 の形質と    

変異遺伝子の解析 

石垣 和洋，阿部 知顕（石巻専修大学・院・生命科学） 

  

Phenotype and gene analysis of a cellular slime mold slugger mutant R1  

Kazuhiro ISHIGAKI and Tomoaki ABE (Ishinomaki Senshu University, Ishinomaki) 

 

SUMMARY 

In the mutant library constructed using the methods of restriction enzyme-mediated insertion (REMI) mutagene-

sis in cellular slime mold Dictyostelium discoideum, we isolated strain R1, which shows a considerable delay in the tran-

sition of migrating slugs to fruiting bodies. In fact, R1 was found to be genetically disrupted in a novel gene, dwwb, con-

taining a C2 domain in N-terminus and a single WW domain in the middle portion of the coding sequence. The C2 do-

main is known as a Ca2+ dependent membrane-targeting module, although the WW domain has been reported to be re-

sponsible for protein–protein interactions. Therefore, DWWB protein might change its intracellular distribution depend-

ing on intracellular Ca2+ concentrations. With RT-PCR, the dwwb gene expression was found to be totally lost in R1 

cells. When R1 cells were mixed with wild-type cells marked with YFP, R1 cells were predominantly sorted into the an-

terior prestalk region in migrating slugs. Based on these findings, the DWWB protein is suggested to be involved in the 

developmental regulation in the multicellular bodies of D. discoideum. 
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R1 株の dwwb 遺伝子の mRNA 転写の有無を RT-

PCR で調べた結果、R1 株では dwwb の mRNA は検

出されず、完全に欠損していることが確認された。

この dwwb 欠損株 R1 の特徴として、移動体から子

実体への発生の進行の異常が観察された。R1 株を飢

餓処理した後、無栄養の寒天培地上で発生させた結

果、野生株（AX-2）株では飢餓処理後 23 時間で子

実体を形成したが、同じ時間において、R1 株では子

実体を形成しない移動体が多く観察された。さら

に、野生株と様々な比率で細胞を混合して発生さ

せ、R1 株の子実体形成の異常が回復されるか試みた

ところ、Ax-2 株を全細胞の 90% まで増やしても、

回復はみられなかった。この事実は、移動体から子

実体への移行に際して重要である柄細胞形成が R1 

欠損株では正常に起こらず、Ax-2 株と混合して発生

させたときに、R1 欠損細胞が予定柄細胞領域に優先

的に選別されるゆえに引き起こされる可能性が考え

られた。この可能性を確かめるため、YFP 遺伝子を

導入した YFP-Ax-2 細胞と R1 細胞を混合して発生

させ、移動体形成時に R1 細胞がどこに選別される

か観察したところ、R1 細胞は予定柄細胞領域に選択

的に選別される傾向が強いことが示された。細胞性

粘菌の子実体形成には、細胞自身が生成するアンモ

ニアガスが関与することが知られている。そこで、

アンモニアガスを発生させる寒天培地上で形態形成

を誘導し、その効果を確かめたところ、Ax-2 株の発

生は阻害され形態形成が大幅に遅れたが、R1 株では

変化が認められず、アンモニアへの感受性が鈍化し

ていることが確認された。RT-PCR により、dwwb 遺

伝子の mRNA 転写量を発生段階を追って調べた結

果、mRNA 量は飢餓処理後すぐに増加し、発生後 12 

時間でピークに達した。以上の結果より、DWWB は

発生・分化の調節に関与すると考えられる。現在、

その細胞内での働きについてさらに詳しい解析を行

なっている。 
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SUMMARY 

Strong arguments have been made for the role of intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]) in amoeboid move-

ment. Results of our recent in vitro analysis have suggested the importance of increased [Ca2+] in formation of pseudo-

pods. In this study, therefore, we re-examined the [Ca2+] distribution in cells of Amoeba proteus. Our present result indi-

cated an increase in [Ca2+] at a region where a pseudopod was later formed. In addition, localized elevation of cation, us-

ing photoactivation of channel rhodopsin-2, induced a pseudopod. Viewed comprehensively, the present result strongly 

suggests that the localized elevation of [Ca2+] is closely related with formation of pseudopod in amoeboid movement. 

 


