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[目的] IP39 は Euglena gracilis の原形質膜内に緻密

に存在するタンパク質で、ユーグレナ運動に関わっ

ている可能性があると考えられている。ユーグレナ

運動はユーグレナ類鞭毛虫の多くに共通な細胞の変

形運動であるが、IP39 と運動の関係についての研究

は今まで Euglena gracilis に対してのみ行われてき

た。そこで今回、Euglena gracilis より原始的と考え

ら れ て い る 捕 食 性 の ユ ーグ レ ナ 類  Peranema 

trichophorum の原形質膜に IP39 類似タンパク質が発

現し、ユーグレナ運動に関与している可能性につい

て検証した。 

 

[方法] 実験に用いた P. trichophorum は、Carolina 

Biological Supply Co. (USA) より入手した。細胞は、

市販の牛乳と、餌の Chlorogonium capillatum とを用

いて、150 ml フラスコで 3 週間無菌的に培養した
１)。本研究ではまず、E. gracilis と P. trichophorum の

細胞表層を透過型電子顕微鏡で観察し、比較した。

次に、E. gracilis と P. trichophorum の全細胞に対する

抗 IP39 抗体を用いたウェスタンブロットの結果を比

較した。最後に、IP39 遺伝子特異的プライマーを用

いた全ゲノムに対する PCR を E.  gracilis  と P. 

trichophorum で行い、結果を比較した。 

 

[結果と考察] P. trichophorum の細胞表層を透過型電

子顕微鏡で観察したところ、E. gracilis の細胞表層と

比べて P. trichophorum では表皮帯直下の微小管の数

が 7～9 本と E. gracilis（4～5 本）より多く、表皮帯 

1 枚 1 枚の幅も約 1.5 倍広いことがわかった。ま

た、E. gracilis の小胞体が表皮帯ごとに独立してお

り、隣り合う表層ユニットの小胞体は、お互いに接

触していないのに対して、P. trichophorum では小胞

体が非常に発達し、しかも各表層ユニットの領域を

超えて連続し、大きな小胞体のネットワークが形成

されていた。一方、表皮帯同士が 2 本の微小管の仲

介によって組み合わさっている様子や、表皮帯の直

下には小胞体と微小管が配置するという基本的な構

成は同じであり、表層構造全体としては非常に良く

似ていた。 

ユーグレナ運動を行う P.  trichophorum  が  E. 

gracilis と良く似た細胞表層構造を持っていることか

ら、P. trichophorum の細胞膜にも IP39 に類似したタ

ンパク質が存在し、ユーグレナ運動に関わっている

可能性が考えられた。そこで、P. trichophorum の全

細胞に対して E. gracilis の IP39 に対する抗ペプチド

抗体を用いたウェスタンブロットを行った。その結

果、P. trichophorum にも抗 IP39 抗体が結合するポリ

ペプチドが存在することが分かった。 

次に、P. trichophorum にも IP39 類似遺伝子が存

在している可能性を検証する目的で、P. trichophorum 

のゲノム DNA に対して IP39 遺伝子特異的プライ

マーを用いた PCR を行った。すると、E. gracilis の 

PCR 産物では、増幅されるバンドは、IP39 の二種の

分子種（α-IP39 と β-IP39）の遺伝子から増幅された

混合物のバンドが 1 本しか確認できないのに対して 

P. trichophorum では 3 本のバンドが増幅されること
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SUMMARY 

The plasma membrane of Euglena gracilis possesses an elaborate array of intra-membrane proteins, IP39, which 

are implicated in the mechanism of euglenoid cell-shape changes. Transmission electron microscopic observation of the 

predatory euglenoid flagellate Peranema trichophorum showed that P. trichophorum has a pellicular structure resem-

bling that of E. gracilis, consisting of interlocking pellicular strips and associated microtubules. In P. trichophorum, the 

number of microtubules in each pellicular unit is 7–9. An extensive network of endoplasmic reticulum is the most promi-

nent feature of the cell cortex, distinguishing it from E. gracilis. Immunoblot analysis using anti-peptide antibodies 

against IP-39 of E. gracilis revealed the existence of polypeptide components in P. trichophorum that are recognized by 

the anti-IP39 antibodies. The PCR analysis using primers specific to E. gracilis IP39 amplified DNA fragments of three 

sizes that are similar to the 0.65 kb DNA fragment from E. gracilis IP39 gene. These results suggest the existence of pro-

teins in P. trichophorum that are homologous to IP39 of E. gracilis. 
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[目的] 繊毛虫テトラヒメナは、接合と呼ばれる有性

生殖の過程の中で、アポトーシスに似た核退化機構

を持つ。それは、受精核から新大核・新小核が分化

する一方で、親世代の旧大核のみを選択的に退化さ

せるという細胞死を伴わないユニークなアポトーシ

ス現象である。退化中の旧大核では、核凝縮・ラ

ダー状の DNA 分解といったアポトーシス様の特徴

が見られ、プログラム核退化または核アポトーシス

と呼ばれている。現在までに、カスパーゼ様の酵素

活性があること１)、旧大核とともにオートファゴ

ソームに取り込まれるミトコンドリアの膜電位が崩

壊すること、ミトコンドリア由来の endonuclease G 

(EndoG) 様のヌクレアーゼが DNA ラダーの形成に関

与していることが明らかになっている２)。我々は、

核アポトーシスへのミトコンドリアの関与を調べる

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) の遺伝子ノックアウトによる機能解析や単離ミ

トコンドリアの AIF と相互作用する DNase 活性解

析を行なった。また、核アポトーシスに関わるミト

コンドリア局在性ヌクレアーゼの同定のため、ミト

コンドリアタンパク質の質量分析と大腸菌での AIF 

タンパク質発現ベクターの作成を行なった。 

 

[材料と方法] 野生株、AIF ノックアウト株それぞれ

のテトラヒメナからミトコンドリアを単離した。プ

ラスミド DNA とインキュベートし、AIF と相互作

用する DNase 活性を比較した。 
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SUMMARY 

The ciliated protozoan Tetrahymena thermophila has a unique mechanism of apoptosis-like nuclear degradation, 

called programmed nuclear death (PND). During conjugation, new micronuclei and macronuclei differentiate from a fer-

tilized nucleus, whereas the parental macronucleus is eventually eliminated from the cytoplasm of exconjugants. In this 

process, the degenerating macronucleus and many mitochondria are taken in a large autophagosome together, where 

these sequestered mitochondria have lost their membrane potential. In animal apoptosis, mitochondrial factors such as 

apoptosis-inducing factor (AIF) and endonuclease G (EndoG) are involved in nuclear condensation and DNA laddering. 

Herein, we show that Tetrahymena AIF homolog is involved in PND. To elucidate the function of AIF in PND, we iso-

lated mitochondria from wild-type and AIF deficient Tetrahymena. Comparison of both mitochondrial DNase activities 

revealed that the AIF deficient mitochondria showed drastically reduced activity, suggesting that AIF interacts with mito-

chondrial DNase, which plays a major role in PND. Furthermore, to identify nucleases localized in mitochondria further, 

we performed DNase assay on the polyacrylamide gel (SDS-DNA-PAGE) using mitochondrial proteins obtained from 

wild type. Some proteins showed DNase activity. Especially, a protein of approximately 15 kDa showed the highest ac-

tivity. These nucleases might additionally support the PND progression. 

 

がわかった。これらの結果から、P. trichophorum に

も IP39 類似タンパク質が存在している可能性が示さ

れた。 
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