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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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SUMMARY 

Lower termites harbor many kinds of protists and bacteria in their hindgut. They digest cellulose with cellulases 

secreted from termite salivary glands and from symbiotic protists. The former cellulases work in the foregut, whereas the 

latter work in the hindgut; the termites have developed dual cellulose-digesting system. Using this system, lower termites 

digest more than 80% of the cellulosic biomass that is taken up. This system is highly efficient, but it is unusable in vitro 

because of the difficulty of culturing the symbiotic protists under an aerobic environment. Tetrahymena thermophila has 

 大腸菌内でのテトラヒメナと細胞性粘菌の AIF タ

ンパク質発現ベクター作成を行った。変異導入シス

テムを用いて、テトラヒメナは AIF 遺伝子の翻訳領

域内のコドンを改変し、細胞性粘菌はイントロンを

除去した。 

 また、単離したミトコンドリアタンパク質を用い

て、DNA を含むポリアクリルアミドゲル上で DNA 

分解反応を行い、DNase 活性をもつタンパク質の検

出を行なった。これらのタンパク質のうち、15 kDa 

付近にバンドとして検出されたタンパク質について

質量分析を行なった。 

 

[結果と考察] テトラヒメナからミトコンドリアを単

離し、環状のプラスミド DNA とインキュベートし

た結果、ミトコンドリアは中性付近で高い DNase 活

性を示した。また、AIF ノックアウト株からもミト

コンドリアを単離し、野生株のものと DNase 活性を

比較した。その結果、ノックアウト株由来のミトコ

ンドリアも中性付近で DNase 活性を示したが、野生

株由来のミトコンドリアと比べて、特に低濃度での 

DNA 分解能が著しく低下していた。AIF 自身には 

DNase 活性がないと考えられることから、AIF とミ

トコンドリア由来のヌクレアーゼが相互作用し、核

アポトーシスにおいて为要な役割を担っていると考

えられる。 

 次に、AIF との相互作用を利用してミトコンドリ

ア内在性のヌクレアーゼを単離するため、大腸菌内

での AIF タンパク質発現ベクターの作成を行なっ

た。一般的な生物で終止コドンとなる UAA と UAG 

が、繊毛虫ではグルタミンをコードしている。その

ため、変異導入システムを用いて、テトラヒメナの 

AIF 遺伝子の翻訳領域内に存在する計  17 ヶ所の 

UAA、UAG をそれぞれ CAA、CAG に置換した。ま

た、コントロールとして用いる細胞性粘菌について

はゲノム中の AIF 遺伝子内にイントロンが存在する

ため、変異導入システムによってこのイントロンを

除去した。それぞれの遺伝子を発現用ベクターに組

み込み、発現用ベクターを作成した。大腸菌内での

発現条件、AIF タンパク質の回収条件を現在検討中

である。 

 また、野生株から単離したミトコンドリアからタ

ンパク質を抽出し、DNA を含むポリアクリルアミド

ゲルで泳動し、ゲル上で DNA 分解反応を行なった

（SDS-DNA-PAGE)。その結果、ミトコンドリアに

は DNase 活性をもつタンパク質が複数存在すること

が分かった。特に分子量 15 kDa 付近のタンパク質が

高い活性を示した。AIF ノックアウト株において 

DNA 断片化が 4 時間程度遅延するものの最終的な核

退化が正常に起こったのは、AIF と相互作用するヌ

クレアーゼの活性は低下したが、それを今回検出し

た複数のヌクレアーゼがレスキューするためである

と考えられる。さらに、質量分析の結果、ヌクレ

アーゼの候補として他の生物の遺伝子と全く相同性

を示さない Hypothetical proteins 数種類が挙がった。

今後、細胞内での局在や遺伝子ノックアウトによる

機能解析を行なう予定である。 
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