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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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[目的] 下等シロアリは嫌気的環境である腸内に複数

種の鞭毛虫を共生させており，摂食した木材を自身

と共生鞭毛虫のセルラーゼによる二重の消化システ

ムにより分解していると考えられている1)。この分解

システムにより，下等シロアリは摂食した木材をお

よそ 80% 以上分解することができる。これだけ高効

率に木材を分解する生物は自然界でも珍しいとさ

れ，下等シロアリのセルロース分解システムが注目

されている。 

テトラヒメナは世代時間が短い（26˚C で約４時

間)，安価で単純な栄養条件下での培養が可能，高密

度（2.2 × 107 cells/ml）での大量培養が容易であるな

ど，外来遺伝子発現のための宿为として理想的な性

質を持っている。現在までに，テトラヒメナを用い

て外来遺伝子を発現させた例はいくつか報告されて

おり2-4)，大腸菌や酵母に代わる宿为として期待され

ている。そこで本研究では，テトラヒメナに下等シ

ロアリとその共生鞭毛虫のセルラーゼ遺伝子を導入

し，テトラヒメナの細胞外分泌タンパク質の 1 つで

あるシステインプロテアーゼの prepro–peptide に相

当する配列を利用してセルラーゼの細胞外への分泌

を試みる。 

現在，食料と競合しないバイオエタノールとして

セルロース系エタノールの開発が盛んにおこなわれ

ているが，セルロースの分解が困難であるなどの理

由で実用化には至っていない。我々は，効率的にセ

ルロースを分解している下等シロアリと，好気条件

下で急速に分裂し高密度状態での培養が容易なテト

ラヒメナを組み合わせることで，高活性で高効率な

新規セルロース分解系が構築できると考えた。この

新規セルロース分解系の実用化への可能性を探るこ

とが，本研究の最終的な目標である。 

 

[方法]  

GFP の分泌 

 システインプロテアーゼ遺伝子を 5’UTR，3’UTR 

それぞれ 1 kb 程度含むようにクローニングした。そ

の後，prepro-peptide に相当する配列以下の翻訳領域

を GFP 遺伝子とネオマイシン耐性遺伝子に置き換え 

GFP 分泌用のプラスミドベクターを作製した。これ

を金粒子にコートした後，パーティクルガンを用い

て大核内に導入した。形質転換体は選択薬剤である

パロモマイシン存在下でスクリーニングした。 

セルラーゼ遺伝子のクローニング 

 下等シロアリ自身のセルラーゼ遺伝子は，ヤマト

シロアリ Reticulitermes speratus から得た。腸を除去

したヤマトシロアリから RNA を抽出し RT-PCR に

より cDNA を合成した。現在のところ,この cDNA 

から唾液腺のセルラーゼ遺伝子 1 種類（accession no. 

AB008778）をクローニング済みである。共生鞭毛虫

のセルラーゼ遺伝子は，オオシロアリ Hodotermopsis 

sjostedti の共生鞭毛虫の遺伝子を用いた（理化学研究

所，守屋繁春氏より提供)。 

 

[結果と考察] GFP 分泌用のプラスミドベクターを導

入した形質転換体は現在スクリーニング中であり，

GFP が細胞外に分泌されるかはまだ明らかになって

いない。しかし，テトラヒメナのホスホリパーゼ A1 

の prepro-peptide を用いて外来タンパク質を細胞外に

分泌させた例はすでに報告されている4)。このホスホ

リパーゼA1 の prepro-peptide は，細胞外分泌タンパ

ク質であるカテプシン L 様プロテアーゼのそれと非

常に類似している5)。また本研究で用いるシステイン

プロテアーゼもこのカテプシン L 様プロテアーゼで

ある。これらのことから，今回作製したプラスミド

ベクターを導入した形質転換体は，GFP を分泌する

ことが予想される。 

GFP の分泌を確認後は，作製したプラスミドベク

ターの GFP 遺伝子領域をセルラーゼ遺伝子と置き換

え，テトラヒメナに導入する予定である。 

今後は，作製したプラスミドベクターの GFP 遺

伝子領域をセルラーゼ遺伝子と置き換え，テトラヒ

メナに導入し活性を調べる予定である。また，メタ

ロチオネイン 1 のプロモーターを用いて過剰発現さ

せることも計画している。セルラーゼ遺伝子はテト

ラヒメナのコドン使用頻度に合わせて，コドンの改

変が必要である。コドンの最適化，過剰発現，高活

性が得られるセルラーゼ遺伝子の組み合わせ等を検

討し，実用化へ向けた分解系構築の可能性を探って

いきたい。 
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many attributes of an ideal expression host of foreign proteins, such as a rapid growth rate, growth on inexpensive media, 

high cell density, and the ease of culturing large volumes. In this study, we intend to introduce cellulase genes from both 

the termite and symbionts into the T. thermophila genome, by which they can secrete cellulases extracellularly. Our goal 

is to construct a new cellulose-digesting system under an aerobic environment, combining Tetrahymena cells with for-

eign cellulase genes of different origins. Now, we are constructing a secretion system of foreign proteins such as GFP, 

using a prepro-peptide derived from several cysteine proteases of T. thermophila, and changing codons of a few cellulase 

genes to optimize the codon usage.  

 


