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[目的] クリプトスポリジウムは、小腸粘膜の微絨毛

に寄生する病原性原虫であり、免疫不全者では重篤

な症状を引き起こす（五類感染症、四種病原体)。現

在、有効な治療法は無い。本原虫には Sir2 が 1 種類

コードされている。Sir2 はすべての生物に保存され

る脱アセチル化酵素であり、代謝や寿命の調節に関

わることが知られている1)。そのためクリプトスポリ

ジウムにおいても重要な機能を有すると考えられ

る。クリプトスポリジウムの Sir2 はヒトがコードす

る７種の Sir2 (SIRT1 - 7) のいずれとも相同性が低い

ため2)、副作用の尐ない抗原虫薬の標的となる可能性

がある。本研究は、クリプトスポリジウムの Sir2 に

関して解析し、原虫の検出や、感染症の治療に貢献

することを目的とする。 

 

[材料と方法] クリプトスポリジウム C. hominis、C. 

parvum、C. meleagridis のゲノムは国立感染症研究所

に保存されているサンプルを用いた。細胞性粘菌 D. 

discoideum は axenic 株である Ax2 を用いた。培養液

の組成、培養方法、及び遺伝子導入法等は当研究室

の方法に従った2)。遺伝子導入した Ax2 の増殖の観

察には Roche Diagnostics 社製の xCELLigence RTCA 

SP を用いた。 

 

[結果と考察] データベースに登録されている塩基配

列を基にしてプライマーをデザインし C. hominis（3

検体)、C. parvum（2 検体)、C. meleagridis（1 検体）

のゲノムを鋳型に PCR を行い Sir2 コード領域をク

ローニングし解析した。その結果、C. hominis、C. 

parvum 及び C. meleagridis の Sir2 コード領域の塩基

配列は相同性が高いものの一部で異なっていること

が分かった。このことは、プライマーのデザインに

より種の判別が迅速かつ容易に行えることを示して

いる。また、C. hominis においてはコード領域の塩基

配列は検体間で完全に一致していたが、C. parvum に

ついては検体間で一部異なる塩基配列情報を得た。 

アミノ酸配列は種を超えて非常に良く保存されて

おり、コアドメインでは 94% 以上相同であることが

分かった。 

C. hominis がコードする Sir2 (本稿では ChSir2 と

する) について GFP 融合タンパク質 (ChSir2-GFP) を

発現する D. discoideum を樹立し解析を行った。蛍光

顕微鏡観察の結果、ChSir2-GFP  の蛍光局在は 

hoechst33342 染色した核に一致することが分かっ

た。そのため ChSir2 は本来これをコードする C. 

hominis においても核内で機能しているタンパク質で

あると考えられる。 

ChSir2-GFP を発現する D. discoideum の増殖をリ

アルタイムモニタリングシステム xCELLigence にて

解析した。本システムは 96 穴プレートリーダーと

コントロールユニットから成り、専用の 96 穴プ

レートを使用する。96 穴プレートの底面には微小金

電極が配置してあり、ここに細胞を播種し、電気的

インピーダンスを測定することによりリアルタイム

で細胞の挙動をモニターすることができる。本シス

テムを用いて観察したところ、ChSir2-GFP 発現株の
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SUMMARY 

Silent information regulator 2 (Sir2) proteins are members of an evolutionarily conserved family of NAD-dependent 

protein deacetylases. By deacetylating histone and other proteins, Sir2 proteins play important roles in various biological 

processes, including the regulation of longevity, metabolism, and differentiation. Sir2 proteins encoded by Cryptosporid-

ium parasites have no similarity with human Sir2 proteins (SIRTs). Therefore, they are attractive targets for drug therapy 

against infectious diseases caused by the parasites. Function of ChSir2, Sir2 encoded by C. hominis, was analyzed by 

characterizing a model organism Dictyostelium discoideum expressing ChSir2-GFP fusion protein. Fluorescence micro-

scopic analysis revealed that the fusion protein was localized in D. discoideum nucleus. Growth of the transformed D. 

discoideum was analyzed using the real-time monitoring system (xCELLigence; Roche Diagnostics, Switzerland). Re-

sults obtained from the experiments indicated that D. discoideum expressing ChSir2-GFP in the medium reached higher 

cell density than did D. discoideum harboring a control vector. These results suggest that ChSir2 localizes in nucleus and 

plays important role in growth of C. hominis.  
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SUMMARY 

Living cell observation of the ciliate, Tetrahymena, Paramecium, and Euplotes has shown novel nuclear behav-

ior. Using transparent living cells, conjugation of Paramecium caudatum was reinvestigated to verify nuclear events 

which had been found mainly in fixed cells and to discover new phenomena. By observing non-flattened, slowly swim-

ming cells using phase-contrast and fluorescence microscopy, many new nuclear phenomena and positionings were iden-

tified. The macronucleus (MAC) moved to the dorsal side immediately after pairing. At the start of meiosis, one side of 

the micronucleus (MIC) protruded although chromatin kept spherical and condensed at the opposite side. The interphase 

MIC of every division interval was spindle shaped and has unevenly distributed chromatin. MAC anlagen, MIC and 

MAC fragments all gathered around the anterior contractile vacuole (CV). The CV served as distribution apparatus for 

MAC anlagen during division of the exconjugant. A normal table of conjugation was made. 

 

[目的] これまで繊毛虫のテトラヒメナの透明化した

細胞の生細胞観察により、細胞分裂と有性生殖であ

る接合過程で始めて核の形態と位置決めを明らかに

した。同様にゾウリムシ（Paramecium caudatum, P. 

aurelia）細胞も透明化し、核の形態と細胞分裂時の

核の分裂様式を明らかにした。位相差、微分干渉お

よび蛍光を使った生細胞観察は強力な研究方法であ

る。 

 ゾウリムシ（P. caudatum）の接合過程は、古くか

ら良く研究され、核変化も詳しく記載されている 1, 

2)。これらの現象を生きた接合対で確認することは重

要である。さらに新しい現象が見出されるかもしれ

ない。それで、透明な細胞に接合を誘導出来る条件

と観察方法も検討し、接合中の核の位置と形態変化

を調べた。 

 

[方法] P. caudatum の株は、筑波大学の高橋三保子

博士から分与された多数の野外採集株の中から、核

を観察しやすいものを選択した。その株の自系接合

の子孫から相補的な接合型を得た。Syngen は不明で

ある。細胞は、ドリル液を使用しないで、ワラ

（10〜20 g/l）で培養した。 

 核の形と位置は、遠心や強いピペット操作、その

他の細胞に加える力により簡単に変わるので、観察

まで穏やかに扱い、为に遊泳中の細胞を観察した。 

観察には位相差を用い、核の蛍光観察は DNA を 

Hoechst33342 で染色して行った。 

 

[結果] 接合でも、細胞に力を加えると核の位置は移

動し、大核の形も変形することがわかった。カバー

グラスで細胞の遊泳を停止させると，正常な観察は

増殖は野生株に比べて亢進していることが示され

た。これは、GFP 融合タンパク質と細胞性粘菌を用

いて得られた結果であり ChSir2 本来の機能を正確に

反映していない可能性も有るが、ChSir2 がクリプト

スポリジウムの増殖に関与していることを示唆して

いると思われる。 

D. discoideum は５種類の Sir2 をコードしてお

り、その内の 1 種 (Sir2E) は ChSir2 とアミノ酸配列

に相同性がみとめられる。Sir2E は D. discoideum の

核に局在しており、過剰に発現させた株では細胞増

殖の亢進がみられた2)。これらは ChSir2-GFP 発現株

から得られた実験結果と類似している。従って、

Sir2E は ChSir2 と同様の機能をしていると考えら

れ、C. hominis における ChSir2 の機能を知るうえで

重要なリファレンスになると思われる。 
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