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第一会場 2B406

8:55 - 9:10 武部　愛 ユビキチンリガーゼ Fbl12の新たな基質とそのユビキチン化制御 2

9:10 - 9:25 木越　悠 Analysis of Cul-10: a component of a putative ubiquitin ligase complex. 3

9:25 - 9:40 阿部　光 ユビキチン様タンパク質 NEDD8と E2酵素 Ubc4の相互作用解析 4

9:40 - 9:55 宇田　静葉 プロテアソーム活性化因子 Ecm29の抗原提示における役割の検討 5

10:10 - 10:25 原武　光輔 プロテアソーム活性化因子 Ecm29の機能解析 6

10:25 - 10:40 高垣　香菜 細胞膜分子二量体形成における分子機構の解析 7

10:40 - 10:55 高瀬　春華 新規血管内皮細胞特異的遺伝子群の解析 8

10:55 - 11:10 新保　未来 ポリスチレンビーズを用いた培養下での軸索ガイダンスの検討: コ
ンドロイチン硫酸のニワトリ網膜神経節細胞軸索への影響

9

11:10 - 11:25 大住　貴之 粥状動脈硬化症の発症に重要なヒトマクロファージのアポトーシス
阻害への転写因子MAFBの機能的貢献

10

12:15 - 12:30 白石　章 原発性乳がんの機能解析 11

12:30 - 12:45 赤星　渚 自己免疫疾患発症制御における Allergin-1の機能解明 12

12:45 - 13:00 竹中　江里 移植片対宿主病に対する抗 DNAM-1モノクローナル抗体を用いた予
防法の確立

13

13:00 - 13:15 新谷　浩章 線虫 C. elegansに対する鮭白子抽出物の生理作用と作用メカニズム
の解析

14

13:15 - 13:30 藤田　圭子 ヒト肝癌細胞 HepG2における NADの脂肪蓄積促進作用の解析 15

13:45 - 14:00 谷口　由佳 機能性ポリフェノール・カルダモニンが代償性筋肥大に及ぼす影響
　— mTORシグナル経路の解析—

16

14:00 - 14:15 福田　麦穂 炎症で引き起こされた骨格筋の萎縮は免疫賦活剤物質で抑制できる
か?

17

14:15 - 14:30 柳澤　佐保子 テトラヒメナのアクチン重合システムの機能解析 18

14:30 - 14:45 菊地デイル万次
郎

ミオスタチンノックダウンマウスからの導入遺伝子検出の試み—ロ
ンドン五輪に向けた遺伝子ドーピング検出への挑戦—

19

14:45 - 15:00 望月　康子 A型肝炎ウイルスに対する免疫応答並びに免疫記憶解析技術に関す
る研究

20

15:15 - 15:30 服部　桂祐 ヒトがん細胞の悪性化における mtDNAの関与 21

15:30 - 15:45 木場　隆介 新たなミトコンドリア遺伝子疾患モデルマウスの作製 22

15:45 - 16:00 浅井　庸子 癌細胞上の細胞膜分子の発現解析 23

16:00 - 16:15 田淵　紗和子 Orexin activates orexin neurons via the OX2R 24

16:15 - 16:30 三藤　崇行 ミトコンドリア呼吸機能が骨格筋繊維の機能分化に与える影響の解
析

25



第二会場 2B409

8:55 - 9:10 中西　洋介 Botryococcus braunii BOT 88-2 株の成長とオイル生産へのグルコー
スの影響

26

9:10 - 9:25 石松　純 Botryococcus Bレースにおける炭化水素合成経路の探求 27

9:25 - 9:40 澤田　洋平 奥日光湯ノ湖に優占する沈水植物の分布 28

9:40 - 9:55 塚田　早紀 湯の湖におけるヒメフラスコモの分布と埋土卵胞子の動態 29

10:10 - 10:25 小暮　はるか 湯ノ湖におけるカタシャジクモの生態に関する研究 30

10:25 - 10:40 工藤　敦子 クロララクニオン藻 P314 株における巨大多核細胞の分裂過程の解
明

31

10:40 - 10:55 白戸　秀 クロララクニオン藻 Lotharella amoebiformisのヌクレオモルフゲノ
ムに関する比較解析

32

10:55 - 11:10 野村　真未 有殻アメーバ Paulinella chromatophoraにおける新規殻の構築様式 33

12:15 - 12:30 FAJARDO 　
CASTRO 　
ROSSY 　
JOHANA

Analysis of the relationship between crystalization and coccolith
polysaccharide production in the marine calcifying coccolithophorid
Emiliania huxleyi

34

12:30 - 12:45 四谷　紗和子 イネの生殖過程におけるペクチンホウ素架橋関連遺伝子の変異体表
現型と発現解析

35

12:45 - 13:00 市川　愛 単子葉植物イネの生殖過程におけるペクチンの動態と機能解析 36

13:00 - 13:15 武部　尚美 単子葉植物イネの器官発達に重要な細胞壁タンパク質・グリシンリッ
チプロテインの解析

37

13:15 - 13:30 稻村　拓也 単子葉植物イネにおけるアラビノース糖鎖合成関連遺伝子の発現解
析

38

13:45 - 14:00 恩田　和幸 カロテノイド生合成酵素遺伝子導入による黄花アサガオ作出に関す
る研究

39

14:00 - 14:15 紙谷　幸子 遺伝・遺伝子について分子レベルで理解するための教材の開発 40

14:15 - 14:30 島田　尚久 シロイヌナズナ近縁種を用いたヒストン脱アセチル化による胚的形
質抑制機構の共通性の検証

41

14:30 - 14:45 川崎　真澄 CRES-T法を用いた極性遺伝子導入によるアサガオの花形改変に関
する研究

42

14:45 - 15:00 北野　紀子 アサガオの光周性花成誘導における PnCOP1の解析 43

15:15 - 15:30 小林　万純 アグロバクテリウム法によるサツマイモの効率的な形質転換方法の
確認と塩ストレス耐性を持つ組換え体の作成

44

15:30 - 15:45 樫村　友子 遺伝子組換え植物が土壌機能に及ぼす影響の分子レベルでの評価方
法の開発

45

15:45 - 16:00 細井　智美 除草剤により発生する活性酸素分子種および抗酸化物質ラジカル種
の ESRによる解析

46



第三会場 2B411

8:55 - 9:10 酒井　典之 微生物による植物由来生理活性物質の代謝 47

9:10 - 9:25 前田　邦博 微生物酵素に探索研究 48

9:25 - 9:40 中倉　啓介 微生物による含窒素化合物分解に関する研究 49

9:40 - 9:55 井口　悠也 放線菌の誘導発現機構に関する研究 50

10:10 - 10:25 大道　智広 ホスファチジルイノシトール類定量法の検討 51

10:25 - 10:40 樽井　弓佳 KSP阻害剤の作用機構解析 52

10:40 - 10:55 知念　拓実 酵母マーカーレス遺伝子破壊法の開発と多重遺伝子破壊株の作成 53

10:55 - 11:10 竹内　美穂 アクチン－アクチン結合蛋白質間相互作用を阻害する薬剤の解析 54

11:10 - 11:25 五十嵐　健輔 Thermosipho globiformans と Methanocaldococcus jannaschii との水
素共役栄養共生

55

12:15 - 12:30 杉原　怜納 枯草菌におけるタンパク質分泌機構の解析 56

12:30 - 12:45 野木　友加里 in vivoにおける枯草菌 Hfqと相互作用する sRNAの同定 57

12:45 - 13:00 石川　奏太 文字列の冷たい罠　— OTU に特異的な配列組成の変化が分子系統
解析に与える影響—

58

13:00 - 13:15 阿久津　翠 タチヤナギに寄生する同種寄生性 Melampsora sp. の分類 59

13:15 - 13:30 青山　哲也 Fusarium solaniのトベラ苗に対する病原性 60

13:45 - 14:00 加藤　賢太 里山林のギャップ内を主たる生活の場とするノシメトンボの採餌活
性と餌獲得量

61

14:00 - 14:15 高橋　弘明 冷温帯のスギ林における地表徘徊性昆虫の種組成 62

14:15 - 14:30 堀　翔 イヌガラシにやって来た昆虫類の種組成 63

14:30 - 14:45 鈴木　美季 花色変化は何のシグナル?: ハコネウツギ (変化型)とタニウツギ (不
変型)における繁殖形質の比較

64

14:45 - 15:00 田中　弘毅 スゲ属 2種の種子形質がアリ種ごとの種子の持ち去り行動におよぼ
す影響

65

15:15 - 15:30 安達　大輝 海洋酸性化が沿岸微生物群集と物質循環に及ぼす影響に関する実験
的解析

66

15:30 - 15:45 阿久津　崇 砂底表在性端脚類 Siphonoecetes sp. の造巣特性 67

15:45 - 16:00 吉見　仁志 藻食性巻貝バテイラが褐藻類カジメに与える影響の解析 68



第四会場 2B412

8:55 - 9:10 新井　健太 ショウジョウバエの曲翅突然変異をかくす遺伝子 69

9:10 - 9:25 前原　一慶 ショウジョウバエ雑種雌不妊遺伝子 Nup160の変異体作製 70

9:25 - 9:40 村田　孝順 ショウジョウバエ雑種致死遺伝子の 32C1-D1領域におけるマッピン
グ

71

9:40 - 9:55 北村　満彦 ショウジョウバエの翅振り行動の種間比較 72

10:10 - 10:25 塩谷　天 ステロイド生合成に関わるコレステロール代謝酵素 Neverlandの後
口動物における解析

73

10:25 - 10:40 高山　幸次郎 ショウジョウバエを使用した統合失調症の遺伝学的解析 74

10:40 - 10:55 新行内　隆明 寄生蜂 Chelonus inanitusの産卵行動における化学的・物理的刺激の
役割

75

10:55 - 11:10 赤坂　泰基 ハマキコウラコマユバチの人工培地中での発育 76

11:10 - 11:25 田中　彩 クワゴヤドリバエの寄主探索行動における植物揮発性成分の役割 77

12:15 - 12:30 橋本　直樹 Evolutionary Innovation軟体動物巻貝における蓋の獲得 78

12:30 - 12:45 原田　敬士 Evolutionary Innovationヤツメウナギの硬節と脊椎骨獲得 79

12:45 - 13:00 藤谷　晴香 Evolutionary Innovation棘皮動物プルテウス幼生の進化と中胚葉分化 80

13:00 - 13:15 宮地　結 多足類の卵巣構造　—本当に卵細胞は卵巣外に位置するのか— 81

13:15 - 13:30 真下　雄太 絶翅目 (ジュズヒゲムシ目)の発生学的研究に向けて (昆虫綱) 82

14:00 - 14:15 奥山　晴香 スンクス (Suncus murinus)は近親交配を回避するか? 83

14:15 - 14:30 佐藤　杏奈 スンクス (Suncus murinus)における個体識別と知覚の関係 84

14:30 - 14:45 林　奈々子 同胞の存在がスンクス (Suncus murinus)の社会行動に及ぼす影響 85

14:45 - 15:00 中島　駿一 ゾウリムシの温度変化に対する遊泳行動反応と培養温度の効果 86

15:15 - 15:30 仲川　枝里 フナムシ心臓促進神経の神経伝達物質に関する研究 87

15:30 - 15:45 山田　祥太 再生メカニズム解明に向けたラボ・イモリの生産と遺伝子改変イモ
リ系統の作製技術の開発 (Part1)

88

15:45 - 16:00 倉持　麻衣子 再生メカニズム解明に向けたラボ・イモリの生産と遺伝子改変イモ
リ系統の作製技術の開発 (Part2)

89



平成 21 年度卒業研究発表会準備委員会

　　　　生物学類４年

　　　　　　白戸　秀

　　　　　　藤田　圭子

　　　　　　

　　　　生物学類３年

　　　　　　石川　翔一

　　　　　　川辺　寛太

　　　　　　菊地　琢哉

　　　　　　中島　淳志

　　　　　　福士　路花

　　　　　　藤田　咲也

表紙画

　　　　　　赤坂　泰基

表紙画の解説：

　チルチルとミチルの兄妹は、クリスマスの前夜、魔法使いの老婆から病気の娘のために青い鳥を

探してきてくれと頼まれる。魔法の帽子を受け取った兄妹は、犬やネコ、妖精たちを連れて、様々

な国を訪ね歩く。しかし青い鳥は見つからない。気がつくとクリスマスの朝、二人はベッドの上に

いた。見ると自分たちの飼っていた鳥が青いことに気づく。とうとう青い鳥を見つけた二人であっ

たが、その鳥もどこかへ飛んで行ってしまう。　　　　　　　　　　　メーテルリンク「青い鳥」

　児童文学としてはすっきりしない結末ですね。「幸せは身近にある、だけどすぐどこかに行ってし

まうものでもある。」と言ったところでしょうか？大学を卒業する我々も、これから青い鳥を探しに

社会へと出ていくことでしょう。そんな気持ちを込めてこの表紙となりました。……嘘です。実際

は単に美麗で近隣でも見られる動物を検討した結果がこのルリビタキ、というのは言わぬが花。

ルリビタキ (Tarsiger cyanurus)

　スズメ目ツグミ科。全長約 14cm で、オスは青い羽毛で覆われ美麗。夏期は北部や山地で暮すが、

冬場は温暖な地域へ降り越冬する。　
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平成 21年度卒業研究発表会要旨集の巻頭にあたって
白戸　秀 (筑波大学生物学類 4年)

思い返せば、四年間、随分早く過ぎ去ったように感じます。
初めての筑波、春霞の彼方に筑波山を眺め、思わず登ってしまった一年生の頃を懐かしく思い出します。思わず登って
しまうのは今でも相変わらずです。私の筑波での思い出は、春風のそよそよ吹く筑波山や、冬の夜空に真っ黒にそびえる
筑波山と切り離せないものです。
ところで、私は生物学類の交換留学制度を利用し、三年生の夏から四年生の夏まで約一年間、イギリスに留学をしまし
た。一年を経て帰国してみると、まさに「浦島太郎」状態。私の知らないうちに四年生は既にすっかり卒業研究を始めて
おり、それぞれのテーマを持って研究をしていました。驚いたことは、私が出発した三年生の夏までには考えられなかっ
たような、「研究の話」が、それとない会話にしばしば登場するようになったことです。些細なことではありますが、私が
日本を離れた三年生から四年生の間に、友人たちはしっかりステップアップを遂げたものだと感心しました。私たちは、
少しずつ確実に進歩しているのだと思います。
さて、そんな風に少しずつ進歩している私たちの、表紙が素敵な卒業研究要旨集をぱらぱらとめくれば、ずらりと並ん
だ卒業研究タイトルは実に多様です。卒業研究発表会は、全体として見たとき、筑波大学生物学類における研究分野の広
さを象徴するものでしょう。そして、一つ一つの発表はそれぞれの卒業研究の成果であり、同時に、筑波大学で私たちが
学んだことの集大成でもあります。私たち四年生の、華麗なる有終の美を目撃し、雄姿を心に深く焼き付けてください。
また、生物学類生にとってこの発表会は、研究室の研究内容を直接知ることができるよい機会です。興味のある発表は
もちろん、自分の興味と違う発表も見に行くことをお勧めします。思いがけない発見や出会いがあることでしょう。
最後に、卒業研究発表会の準備、運営に力を尽くしてくださった皆様に感謝します。ありがとうございました。生物学
類が一堂に会する場で、研究発表を行えることを嬉しく、そして、誇りに思います。

Communicated by Kensuke Yahata, Received February 5, 2010.
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ユビキチンリガーゼ Fbl12の新たな基質とそのユビキチン化制御
武部　愛 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　智樹 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

ユビキチンプロテアソーム系とは、特定のタンパク質を特
定の時期に分解するために存在する生体内システムの一つ
であり、生物が生存していく上で非常に重要である。ユビ
キチンは、標的タンパク質へと結合することにより、分解へ
導く目印となり、それをプロテアソームが認識し、分解を
実行する。目印となるユビキチンは、3種の酵素群・E1(ユ
ビキチン活性化酵素)・E2(ユビキチン結合酵素)・E3(ユビ
キチンリガーゼ)によるカスケード反応で標的タンパク質
へと結合される。この酵素群は下流になるにつれ、その多
様性を増していく。つまり、主に E3が標的タンパク質の
多様性に対応していると考えられる。数ある E3の一つに
SCF複合体型 (Skp1・Cullin1・F-box complex)E3が存在す
る。SCF複合体は、Rbx1・Skp1・Cullin-1、そして基質認識
部位サブユニットである F-boxタンパク質が結合した四者
複合体の形をとっている。その中でも F-boxドメインを持
つ F-boxタンパク質は、現在 100種類以上が報告されてお
り、E3の多様性に非常に重要なものとなっている。その一
つである Fbl12は、CKI(Cyclin dependent Kinase Inhibitor)
の一員である p57の分解を誘導する F-boxタンパク質とし
て当研究室の先行研究により同定され、p57の分解を介し
て骨芽細胞分化を促進することが報告された。Fbl12は、同
じ F-boxタンパク質である Skp2と構造的に高い相同性を
持ち、また、Fbl12の基質である p57は Skp2によってもユ
ビキチン化されることが知られている。そのため、p57分
解は細胞内において Fbl12と Skp2の両者によって冗長的に
制御されると考えられる。また、前者の Fbl12が細胞周期
を通じて一定に発現するのに対して、後者の Skp2は S期に
特異的に発現が上昇することや、さらに、サイトカインや
栄養状態によってもその転写制御が異なることが知られて
いる。以上から、細胞は両 F-boxタンパク質を使い分けて
CKI分解の果たす多彩な生理作用を制御していると考えら
れる。Fbl12は CKI分解を通じて細胞分化のみならず、細
胞増殖をも制御する可能性があり、さらに骨芽細胞以外の
様々な組織でも発現することからも、何らかの新たな生理
的機能を持っていると考えられる。本研究では、Fbl12の
新たな生理的機能を解明する目的で、他の CKIファミリー
を含めた Fbl12の新たな基質の探索と、細胞内におけるユ
ビキチン化制御の検証を行った。

材料・方法

Fbl12と CKIファミリーを含む新たな基質候補との相互作
用を検討するため、ヒト腎臓由来細胞株 HEK293、ヒト結
腸癌細胞株 HCT116細胞やマウス胎児繊維芽細胞MEFに
Fbl12発現プラスミドと CKI発現プラスミド等を共トラン
スフェクションし、免疫染色実験や免疫沈降実験を行った。
さらに、培養細胞にプロテアソーム阻害剤や翻訳阻害剤な
どを処理して、CKIファミリーを含む基質候補のユビキチ
ン化制御、タンパク質分解、半減期の制御などを検討した。

結果・考察

発表会にて報告する。
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Analysis of Cul-10: a component of a putative ubiquitin ligase complex.
木越　悠 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　智樹 (生命環境科学研究科) 　

Introduction

Protein degradation mediated by the ubiquitin proteasome sys-
tem is essential for the regulation of cellular functions such as
the cell cycle, apoptosis, differentiation etc. Substrates specifi-
cally labeled with ubiquitin (Ub) are recognized by the protea-
some, leading to its degradation. The ubiquitination process
is mediated by the Ub activating enzyme (E1), the Ub conju-
gating enzyme (E2) and the Ub ligase (E3), and high speci-
ficity of Ub conjugation relies on the numerous E3s. Cullin-
based multi-subunit E3 complexes are the largest group among
various E3s. Cullin acts as the scaffold and recruits one of
the diverse substrate recognition subunits to its N terminus via
adaptor subunits. When a substrate is recognized, it is then
structurally directed to the C terminus of Cullin where a Ring
finger protein Roc1 resides and recruits E2s, and the substrate
is ubiquitinated. Cul10 is a new member of this Cullin family,
which has not yet been characterized. In this study, I analyzed
the components and the ubiquitination activity of Cul10 com-
plexes.

Materials and Methods

Cell culture and transfection

HCT116 cells were cultured in D-MEM(low glucose)
supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% NEAA
and 1% penicillin streptomycin in a 37oC incubator with
5% CO2. The cells were transfected with various ex-
pression plasmids using FuGENE 6 (Roche) transfection
reagent and lysed with 0.5%CHAPS lysis buffer (20 mM
Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5%
CHAPS, 1 mM dithiothreitol (DTT)). The cell lysates
were then immunoprecipitated with anti Flag or anti HA
agarose beads and subjected to immunoblot analyses with
antibodies to Flag, HA, Myc and other proteins to confirm
protein-protein interactions.

Immunofluorescence analyses

HCT116 cells were cultured as above, and Hela cells were
cultured in D-MEM (low glucose) supplemented with
10% fetal bovine serum, and 1% penicillin streptomycin
in a 37oC incubator with 5% CO2. The cells, cultured on
coverslips and transfected with various expression plas-
mids, were fixed in 4%formaldehyde PBS for 10 min, per-
meabilized and blocked in 0.5% Triton X-100, 5% BSA
PBS for 30 min. Coverslips were then immersed in pri-
mary antibodies followed by secondary immunoflorescent
antibodies. Nuclei was stained with DAPI. The Cover-
slips were mounted onto slides and images were obtained
on fluorescent microscope.

In vitro assays

Each component of Cul10 complexes, Cul1, Cul3, Ub
conjugating enzyme Ubc4 (E2), Nedd8, Nedd8 activating
enzyme APP-BP1/Uba3 and Nedd8 conjugating enzyme
Ubc12 were expressed in E. Coli and purified by affinity
column. Ub activating enzyme (E1) and bovine ubiquitin

were purchased. Assays were performed in 30 µl reaction
mixture (5 mM Tris-HCl pH7.5, 12 mM NaCl, 10 mM
MgCl2, 0.5 mM DTT, 5 mM ATP) incubated in 30oC.
The reaction mixture was then subjected to immunoblot
analyses.

Results and Conclusions

Subunits constituting the Cul10 complex were determined and
their interactions were confirmed. By analyzing the deletion
mutants of each component, the interacting domains were also
identified. The subcellular localization of the partner protein
of Cul10 relocalized with co-transfection of Cul10, suggesting
that their localization is regulated by protein-protein interac-
tion in vivo. The activity of the Cul10 complex was assessed in
in vitro assays. The results and conclusions will be discussed
in further detail in the presentation.
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ユビキチン様タンパク質 NEDD8と E2酵素 Ubc4の相互作用解析
阿部　光 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　智樹 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

ユビキチンプロテアソーム系によるタンパク質分解は、す
べての真核生物において保存されており、アポトーシス、が
ん化、細胞周期調節のプロセスなど、生体内で重要な役割
を果たしている。この分解系にはユビキチンと呼ばれる 76
のアミノ酸からなるタンパク質が関わっており、標的タン
パク質にユビキチンを修飾し、タンパク質分解酵素である
プロテアソームが基質タンパク質上のユビキチンポリ鎖を
認識することにより、タンパク質を特異的に分解する。基
質タンパク質がユビキチンにより修飾を受けるプロセスは
E1酵素 (ユビキチン活性化酵素)、E2酵素 (ユビキチン運
搬酵素)、E3酵素 (ユビキチン結合酵素;ユビキチンリガー
ゼ)とよばれる 3つの酵素によって動かされている。まず、
E1酵素がユビキチンを活性化し E2酵素が E3酵素に活性
化ユビキチンを E3酵素に運搬し、そして E3酵素において
基質にユビキチンが修飾される。E3酵素には多くの種類が
あることが分かっており、特に Cullin型の SCF複合体は標
的とするタンパク質の多様性が高く、広く研究がなされて
いる。Ubc4は SCF複合体とともに働く E2酵素の 1つで
ある。SCF複合体は数種類のタンパク質の複合体であり、
Cullin1が基盤となり、E2酵素をリクルートする Roc1が
結合し、また Skp1と呼ばれるアダプタータンパク質を介
して、基質タンパク質結合部位である F-boxタンパク質が
結合している構造をとる。SCF複合体が活性化されるには
ユビキチンと相同性が 57% の NEDD8 が必要不可欠であ
る。当研究室の先行研究により、NEDD8は SCF複合体に
E2を動員してユビキチンリガーゼ活性を促進していること
を支持する結果が出ており、Ubc4とNEDD8の直接結合が
NMR法によって明らかにされている。また蛍光偏光法に
よって Ubc4、NEDD8の相互作用を定量的に測定すべく、
解析が行われてきた。本研究では、Lumio Greenと呼ばれ
る色素を用いて Ubc4を標識し、同じく蛍光偏光法により
Ubc4とNEDD8の相互作用の解析を行い、その結合定数を
測定することを目的とした。Lumio Greenは特定のアミノ
配列 (TC配列)を認識し結合する色素であり、TC配列をタ
ンパク質に組み込めば特定の位置をラベルすることができ
るため、より特異的な解析ができるという利点がある。ま
た、違ったアプローチとして、免疫沈降法によってUbc4と
NEDD8の相互作用実験を行った。

方法

1. 組み換え Ubc4 Vectorの作成
Ubc4の配列に PCR法により Lumio Green認識配列を組み
込み、ライゲーションによりプラスミドに組み込んでVector
を作成した。

2. Ubc4、NEDD8の発現、精製、透析
大腸菌発現系により Ubc4、NEDD8を発現させ、ニッケル
ビーズ、グルタチオンビーズにより精製し、その後透析を
行った。

3. Ubc4への蛍光色素ラベリング
組み換えUbc4に蛍光色素 Lumio Greenを標識し、標識され
たか否かを SDS-PAGE後、紫外線カメラにより確認した。

4. Ubc4、NEDD8の相互作用解析 (蛍光偏光法)

蛍光色素でラベリングした Ubc4と NEDD8を Buffer中で
インキュベートし、蛍光光度計で測定した蛍光強度から偏
光度を算出した。偏光度から Ubc4と NEDD8の相互作用
の蛍光を解析した。

5. Ubc4、NEDD8の相互作用解析 (免疫沈降法)
同溶液中にてHis-Ubc4とNEDD8をインキュベートし、抗
His-tag 抗体によって Ubc4 と NEDD8 が共沈するか解析
した。

結果・展望

蛍光偏光法による実験系にて、Ubc4、NEDD8の相互作用
を示唆する結果は得られず、結合親和定数の測定はできな
かった。免疫沈降法においても Ubc4とともに共沈してき
たとみられる NEDD8のバンドは認められなかった。この
ことから、Ubc4、NEDD8単独での結合親和性は弱いもの
と思われる。しかし、先行研究によって Ubc4、NEDD8の
直接結合が確認されており、今後、より生体内に近い条件
で解析するなど、条件検討が必要であると考えられる。
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プロテアソーム活性化因子 Ecm29の抗原提示における役割の検討
宇田　静葉 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　智樹 (生命環境科学研究科) 　

背景

20Sプロテアソームは細胞質及び核に存在し、タンパク質
の切断を行っている。20Sプロテアソームは制御ユニット
と結合して複合体を形成しており、複合体には複数の種類
が存在することがわかっている。この内 26Sプロテアソー
ムは多くの真核生物において高度に保存されており、20S
複合体と制御ユニットである 19S複合体から構成されてい
る。19S複合体は、ユビキチン化タンパク質の識別、アン
フォールディング、脱ユビキチン化、20Sプロテアソーム
入口の開口などの機能をもち、20Sプロテアソーム内腔に
基質を送り込んで分解する。
プロテアソームの結合タンパク質である Ecm29は酵母の

実験系においてアフィニティ精製された 26Sプロテアソー
ムと共沈するタンパク質として同定された。酵母 ecm29破
壊株では 20S複合体と 19S複合体が解離しやすくなってい
たことから、Ecm29は 20S複合体に 19S複合体をつなぎ止
め 26Sプロテアソームを安定化する役割を担っており、26S
プロテアソームの活性化に関与していると考えられている。
またマウス及びヒトの細胞を用いた実験系において Ecm29
は 20Sプロテアソームの活性化因子として同定され、小胞
体からゴルジ中間体区画に局在することから、これらの区
画で小胞体関連分解に類似の分解経路に関与していると考
えられている。しかし Ecm29の細胞内における役割は未解
明な部分が多く残されており、またその機能についても十
分に明らかにされていない。
免疫において、一般的に内在性抗原はMHCクラス Iに、

外来性抗原はMHCクラス IIに提示されることが知られて
いる。このMHCクラス Iへ提示される内在性抗原は細胞
質や核で分解された抗原タンパク質であり、この抗原ペプ
チドの切り出しにプロテアソームは必須である。近年、免
疫応答において、抗原提示を専門とする樹状細胞 (Dendritic
cell: DC)が、司令塔的な役割を果たすことで注目されてい
る。DCは古典的な抗原提示経路に加えて、外来性抗原を
MHCクラス Iに提示することが可能な特殊な細胞である。
このクロスプレゼンテーション (cross-presentation)と呼ば
れる経路では、エンドソーム/ファゴソームに取り込まれた
外来性抗原が一度細胞質へ移行し、そこで内在性抗原と同様
にプロテアソーム分解を受け、小胞体内に輸送されてMHC
クラス Iに提示されると考えられている。しかし、プロテ
アソームがどのように DCのクロスプレゼンテーションを
制御しているかは不明である。
そこで、Ecm29が抗原提示において、26Sプロテアソー

ムの抗原切り出しや外来性抗原のエンドソームから細胞質
への移行に関与する可能性を in vitroの実験系で検討した。

方法

Ecm29ノックアウトマウス及び同腹のコントロールマウス
の大腿骨と下腿骨から骨髄細胞を取り出し GM-CSF を含
むコンプリート RPMI培地で培養し (1×106 cells/ml)、DC
を誘導した。5 - 6 日間に DC を回収して、外来性抗原の
MHCクラス Iへの提示を見る in vitro クロスプレゼンテー
ションアッセイを行った。モデル抗原として卵白アルブミン
(Ovalbumin: OVA)を RPMIに添加して 1時間 37oC 5%CO2
でインキュベートし DCに取り込ませた。続いて抗原を除
去し 2時間 37oC 5%CO2でインキュベートし抗原提示させ

た。抗原提示させた DCは 0.5%パラホルムアルデヒドで
固定した。96穴U底プレートに固定したDCとMHCクラ
ス Iに提示された OVA抗原を特異的に識別する CD8陽性
T細胞をコンプリート RPMI培地で共培養して培養上清を
回収し IFN-γ量を測定した。Ecm29ノックアウトとコント
ロールマウス由来 DCで IFN-γ量を比較し、Ecm29の抗原
提示への関与を検討した。

結果

今回行った実験では Ecm29ノックアウトマウス由来DCを
用いても T細胞からの IFN-γ生産が確認された。これはコ
ントロールマウス由来 DCを用いた場合と比較して減少し
ているように見えたが、有意差は認められなかった。コン
トロールとして同腹の Ecm29ヘテロマウスと野生型マウス
の 3者間で比較したがやはり顕著な差は見られなかった。
今後解析数を増やして統計的に有意であるかどうか検討し
たい。

考察

この実験から Ecm29はクロスプレゼンテーションに必要不
可欠な分子であると考えられる結果は得られなかったが、
Ecm29が抗原提示に影響している可能性はまだ否定できな
い。Ecm29は抗原提示の効率に影響しているが、今回の実
験では DCの抗原提示及び T細胞の IFN-γの生産がすでに
プラトーに達し、ノックアウトとコントロールで差が見づ
らい状態にあったと考えられる。Ecm29が抗原提示の効率
に影響しているのならば IFN-γの生産量がもっと低い値で
の検出を行うことで Ecm29ノックアウトとコントロール
で優位差を見出すことができる可能性がある。　 IFN-γの
生産量を減少させるために、複数回独立して行った実験に
おいて抗原である OVAを低濃度にしたが差を見ることは
できなかった。この課題に対して今後改善可能な要素とし
て抗原量を抑える他に、インキュベート時間の短縮、共培
養における wellあたりの DC量を少なくする等が挙げられ
る。加えて OVAを一度別の細胞へ取り込ませたものを抗
原として用いた場合の実験方法も検討する必要があると考
えている。
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プロテアソーム活性化因子 Ecm29の機能解析
原武　光輔 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　智樹 (生命環境科学研究科) 　

背景

生体内では常にタンパク質の合成及び分解が行われており、
生体の恒常性が維持されている。そしてその分解の機構に
おいては、適正な時期に適正なタンパク質を特異的に分解
する経路としてユビキチン-プロテアソーム系が知られてい
る。この経路は分解される基質タンパク質に対し、ユビキ
チンが付加されることによりプロテアソームにより認識さ
れ、プロテアソームが分解を実行するという機序である。
プロテアソームとは 60以上のサブユニットによって構成
される巨大な複合体型プロテアーゼであり、プロテアーゼ
活性を有する複合体である 20Sプロテアソームと、その両
端に制御因子である 19S regulatory particleが会合すること
によって 26Sプロテアソームとなってその機能を担ってい
る。20Sプロテアソームとはそれぞれ 7種類のサブユニッ
トによって構成される αリングと βリングが αββαの順で
会合した円筒型の分子である。20Sプロテアソームの中で
プロテアーゼ活性を有するサブユニットは βリングの内表
面に存在しているが、通常は αリングが閉じられた状態で
あるため、不活性型の状態として存在している。そのため、
タンパク質の分解を実行する際には αリングの開口が行わ
れる必然性があるが、その機能を担う制御因子が存在し、プ
ロテアソーム活性化因子として現在までに数種類が同定さ
れている。その内の 1つに Ecm29というタンパク質が知ら
れているが、その機能に関しては不明な点が多い。本研究
では、Ecm29の基礎的なデータを得るとともに、Ecm29KO
マウスにおいて基質の違いにより分解の活性に差は生じて
いるのか、また他のプロテアソーム活性化因子の結合に対
して差は生じているのかに着目して解析を行った。

方法

1. マウスより肝臓を摘出し、その細胞をミトコンドリア
膜画分、ミトコンドリア可溶性画分、細胞質画分、ミ
クロソーム画分、核可溶性画分、DNAと強く結合した
画分の 6つに分画し、Ecm29がどの画分に存在するか
をウェスタンブロット法により確認した。

2. Ecm29のWTとKOのマウスより摘出した精巣のライ
セートに対し、グリセロール密度勾配遠心法によって
タンパク質を分画した後に、20Sプロテアソームが有
するカスパーゼ様活性、トリプシン様活性、キモトリ
プシン様活性の 3種類のプロテアーゼ活性に対応する
基質を反応させ、WTと KOでのペプチダーゼ活性の
比較を行った。また、この画分に対してウェスタンブ
ロットを行い、他のプロテアソーム活性化因子に変化
が生じているかを解析した。

結果

詳細は発表会にて報告する。
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細胞膜分子二量体形成における分子機構の解析
高垣　香菜 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　智樹 (生命環境科学研究科) 　

背景

　細胞膜上に発現する分子の多量体形成のメカニズムは、
必ずしも充分に明らかになっていない。IgA/IgMに対する
Fc受容体、Fcα/µRは二量体形成をするが、還元下状態に
おいても物理的会合が維持される。しかしながら、Fcα/µR
は細胞表面上では二量体で発現しているものの、細胞内領
域を欠損した Fcα/µRは単量体として細胞表面上に発現す
ることが明らかにされている。すなわち Fcα/µRの細胞表
面上での二量体形成には細胞内領域が重要であることが明
らかにされている。

目的

　 Fcα/µRの二量体形成が細胞表面上での発現に及ぼす影
響、および二量体形成に関わる細胞内領域の責任部位を明
らかにする。

材料・方法

1. プラスミドの作製

Fcα/µRの全長は 535アミノ酸からなり、細胞内領域
は 476番目から 535番目のアミノ酸である。

・Fcα/µR全長アミノ酸配列 (WT)

・480番目以下のアミノ酸配列欠損体 (∆480)

・503番目以下のアミノ酸配列欠損体 (∆503)

・523番目以下のアミノ酸配列欠損体 (∆523)

以上の 4種類の遺伝子を作製し、これらをインサート
として、IRES-GFP配列 (IG)を持つレトロウイルスベ
クター (Flag-pMXs-IG)に組み込み、各プラスミドを作
製した。

2. 遺伝子導入細胞

作製した各プラスミドとエンベローププラスミド (VSV-
G)をパッケージング細胞 (293GP)にトランスフェク
ションし、ウイルスを産生させ、マウス胸腺腫細胞株
(BW5147)に感染させることで、遺伝子導入細胞を作
製した。

3. フローサイトメトリー法を用いた解析

細胞を Alexa647標識化 Fcα/µR特異的抗体 (TX61)を
使用して染色し、FACS Caliburを用いてフローサイト
メトリー法にて解析した。

結果・考察

1. Fcα/µRの二量体形成が細胞表面上での発現に及ぼす
影響の検討

細胞表面上においてWTは二量体を形成し、∆480は単
量体を形成し発現している。そこで、WT-pMXs-IGお
よび ∆480-pMXs-IGの遺伝子導入細胞を用いてフロー
サイトメトリー法にて解析を行った結果、GFPの蛍光
強度を指標とした遺伝子導入効率はWTと ∆480で同
程度であったにも関わらず、細胞表面上の Fcα/µRの発
現量は ∆480ではWTの約 10%に減少していた。よっ

て、Fcα/µRの二量体形成は細胞表面上における発現の
安定化に関与している可能性が示唆された。

2. Fcα/µRの細胞表面上での発現に関わる細胞内領域の
同定

∆503-pMXs-IGおよび ∆523-pMXs-IGの遺伝子導入細
胞を用いて同様の解析を行った結果、GFPの蛍光強度
を指標とした遺伝子導入効率は同程度であったにも関
わらず、細胞表面上の Fcα/µRの発現量は ∆503 では
∆480と同様にWTの約 10%に減少していたが、∆523
はWTと同程度の発現量であった。これらの結果から、
Fcα/µRの細胞表面上での安定的な発現には細胞内 504
番目から 523番目のアミノ酸領域が関与していること
が示唆された。

今後の予定

　今回作製した４種類の遺伝子導入細胞を用いてウエスタ
ンブロット法を行い、細胞表面上での二量体形成の有無を
確認する。また、細胞内 504番目から 523番目のアミノ酸
領域の種々の変異体を作製し、同様にウエスタンブロット
法およびフローサイトメトリー法を用いて、Fcα/µRの細胞
表面上での二量体形成および発現安定化に関与する責任部
位を同定する予定である。
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新規血管内皮細胞特異的遺伝子群の解析
高瀬　春華 (筑波大学生物学類) 指導教員: 高橋　智 (人間総合科学研究科) 　

背景

　血管内皮細胞の発生は、中胚葉から形成されるヘマンジ
オブラストに由来すると考えられている。ヘマンジオブラ
ストは血球前駆細胞と血管内皮前駆細胞の共通の祖先細胞
であり、血島と呼ばれる細胞群へ分化する。その後、血島
は血球細胞と血管内皮細胞へと分化し、原始血管叢が形成
される。さらに、この原始血管叢から血管内皮細胞が発芽
することで、新たな血管を形成し、血管のネットワークが形
成される。このような一連の血管系の形成過程は、VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor:血管内皮細胞増殖因子)
をはじめとする、様々な制御因子によって調節されるが、血
管形成を制御する詳細な機構は未だ不明な点が多い 1,2,3,4)。
そこで、当研究室では、胚発生時において血管形成に関与
する機能未知の血管内皮細胞特異的遺伝子を、血管内皮細
胞を制御するVEGFR2欠損マウスを用いたマイクロアレイ
解析により網羅的に探索することで、現在までに 22遺伝子
を同定した。
固形腫瘍の増殖には腫瘍血管新生が重要である 5)。この

腫瘍血管新生に重要な遺伝子としては、VEGF/VEGFR系、
FGF/FGFR系、Angiopoietin/ Tie-2系などが挙げられるが、
まだ多くの未同定な分子機構が存在することが想定され、
腫瘍血管新生時に腫瘍血管内皮細胞・腫瘍細胞にどのよう
な遺伝子が作用しているのか包括的に探索することが極め
て重要である 6)。私は、胚発生時の盛んな血管新生と、癌
細胞の増殖中に誘導される血管新生の類似性に着目するこ
とにより、腫瘍血管に対する新たな知見と治療法を確立で
きるのではないかと考えた。実際にヒト抗腫瘍血管新生薬
の対象遺伝子となっているVEGF、FGFシグナル伝達系が、
胚発生時の血管新生にも関与しており、有効性が高いと考
えられる 7)。そこで、本研究では、現在までに同定した 22
遺伝子に関して、マウス胚の血管内皮細胞における発現確
認に加えて、ヒト神経膠腫瘍組織の血管内皮細胞での発現
を確認した。

方法

1.新規血管内皮細胞特異的遺伝子の発現解析 (Quantitative
RT-PCR法, in situ hybridization法)

(1) Quantitative RT-PCR法
Quantitative RT-PCR法を用いて、マイクロアレイ解析の再

現性を確認した。Flk1(Fetal liver kinase 1)はVEGF(vascular
endothelial growth facter：血管内皮増殖因子)に対するレセ
プターである。 Flk1 の第一エキソンに GFP を導入した
Flk1+/GFP マウスの 8. 5日胚をトリプシン処理し、細胞を
解離させた後、フローサイトメトリーを用いて GFP 強陽
性細胞を回収することで、Flk1高発現細胞を単離した。ま
た、血球細胞は野生型マウスの 9日胚から回収した。Flk1
高発現の細胞群、血球細胞、野生型マウス、Flk1欠損マウス
の 8.5日胚から、RNeasy Micro Kit (Qiagen)を用いて抽出
した RNAを、Reverse Transcription Kit (Qiagen)を用いて
cDNA化し、SYBR Premix EX TaqTM II (TaKaRa)を蛍光色
素として、Thermal Cycler Dice Real Time System(TaKaRa)
によって標的遺伝子の発現を比較した。標準化には HPRT
を用いた。

(2) in situ hybridization法
800bp程度の標的遺伝子断片を T7,T3プロモーターを持

つプラスミドに組み込み、digoxigenin(Roche)を用いて標
識した cRNAを作製し、プローブとした。このプローブを
Paraformaldehydeで固定した野生型マウスの 8.5日胚と 9.5
日胚において結合させ、その後、NBT/BCIP(Roche)を含む
発色反応液中で発色させた。
2.ヒト神経膠腫組織における新規血管内皮細胞特異的遺伝
子の発現解析 (Semi-Quantitative RT-PCR法)
ヒト神経膠腫組織、ヒト神経膠腫細胞株U251,U87,ヒト腎

臓癌細胞株 293T,正常ヒト臍帯静脈血管内皮細胞HUVECの
RNAを Reverse Transcription Kit (Qiagen)を用いて cDNA
化した。この cDNAを PCRによって増幅し、これをアガ
ロースゲルにて泳動、比較した。

結果と考察

1. 新規血管内皮細胞特異的遺伝子の発現解析
(1) Quantitative RT-PCR法
22遺伝子は全て、Quantitative RT-PCR法によって、Flk1

高発現の細胞群で野生型マウス胚に対して 4倍以上の発現が
確認され、マイクロアレイ解析の再現をとることができた。

(2) in situ hybridization法
22遺伝子のうち 3遺伝子に関して、8.5日胚と 9.5日胚

における血管内皮細胞での発現を確認した。今後、残り 19
遺伝子に関しても同様に確認する予定である。
2. ヒト神経膠腫組織における新規血管内皮細胞特異的遺伝
子の発現解析

22遺伝子のうち 13遺伝子が、293T細胞やU251細胞,U87
細胞での発現がなく、HUVECやヒト神経膠腫組織におい
て発現が確認された。このうち、5遺伝子が HUVECに対
して、ヒト神経膠腫組織で強く発現していた。このことか
ら、これらの 5遺伝子は腫瘍血管内皮細胞で強く発現して
いる可能性が示唆された。今後、in situ hybridization法を
用いて、同定した候補遺伝子がヒト神経膠腫組織内の血管
内皮細胞において発現しているか否かを確認していく予定
である。

参考文献

　 1. Ferrara, N., Davis-Smyth, T. et al.,Endcrine Rev., 18:
4-25,1997

2. Shibuya, M. et al.Curr.Topics Microbiol. Immunol., 237:
59-83,1999

3. Shibuya, M.et al., Cancer Sci.,94 : 751-756,2003
4. Saharinen, P. et al., Trend Immuno.,25 : 387-395,2004
5. Folkman, J. et al., New. Engl J. Med., 285: 1182-1187,

1971
6. Oliner, J. et al., Cancer Cell, 6:507-516, 2004
7. Hurwitz, H. et al., New Engl. J. Med., 350: 2335-2342,
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ポリスチレンビーズを用いた培養下での軸索ガイダンスの検討: コンドロイチン硫
酸のニワトリ網膜神経節細胞軸索への影響

新保　未来 (筑波大学生物学類) 指導教員: 高橋　智 (人間総合科学研究科) 　

背景と目的

　正確な神経回路の形成はガイダンス因子が神経軸索の走
行を時間的・空間的に調節することで行われる。この神経
回路網形成メカニズム解明のためのモデルシステムのひと
つとして、ニワトリ胚の網膜視蓋投射が古くから利用され
てきた。
網膜や視索において、コンドロイチン硫酸プロテオグリ

カン (CSPG)が軸索の走行を規定するように分布している。
CSPGは二糖ユニットの反復であるコンドロイチン硫酸 (CS)
がコアタンパク質に共有結合している。CSPGは軸索伸長
を抑制する因子のひとつと考えられており、その効果には
糖鎖である CSの機能が示唆されている。

CSは硫酸基の位置と数の異なるユニットが様々な配列
をすることによって構造多様性をもつ。この CSの構造多
様性とガイダンス効果の違いについてはこれまでに検討さ
れておらず、また CSが直接に効果を及ぼすのか、それと
も別の物質を介してガイダンスを調節しているのかという
ことも検討されていない。これは CSとコアタンパク質を
個別に検討する実験系がなかったためである。
本研究では、コンドロイチン硫酸リン脂質誘導体 (Chon-

droitin Sulfate Phosphatidylethanolamine:CS-PE)をポリスチ
レンビーズに疎水結合させた CS-PE coated beads (CS-PE
ビーズ)を用い、成長円錐に対する CSの直接の効果を検討
する in vitro実験系を作成した。疎水結合させる CSの種類
を変えることで、構造多様性がもたらすガイダンス効果の
違いについて検討を行った。

方法

　CS-PEビーズの作成：直径 6 µmのポリスチレンビーズ懸
濁液に CS-PEを加え、37.5oCで一晩インキュベーションし
た。このときCS鎖の還元側末端に結合したリン脂質がビー
ズ表面と疎水結合することが期待される。CSを構成する
二糖ユニットの組成が異なる CSA-PE、CSC-PE、CSD-PE、
CSE-PEの 4種類を用いた。これらは杉浦信夫博士 (愛知医
科大学) より供与された。また培養中に網膜由来のタンパ
ク質がビーズに非特異的に吸着するのを防ぐため、CS-PE
コート処理後にBovine Serum Albumin (BSA)でブロッキン
グ処理を行った。CS鎖の分解には Chondroitinase ABCを
用いた。CS結合の程度は、ビーズを抗 CSモノクローナル
抗体で免疫染色し、フローサイトメトリー (FACS)解析を
行うことで確認した。
網膜の培養：孵卵 6 日目のニワトリ胚から網膜を剖出

し、網膜外植片を作成した (Halfter, 1983)。これを Poly-D-
Lysineと Natural Mouse Lamininでコートしたディッシュ
上に静置し、L-Gultamine、N-2 Supplement、HEPES (pH7.5)
を含む Ham’s F-12培地で 37.5oC で培養した。培養基質
上に上述のビーズを均一に広がるようにまいた。
タイムラプス観察：ビーズと接触した際の成長円錐の反

応を個々に観察するため、培養開始後約 2 - 12時間の間で
30 秒間隔のタイムラプス観察を行った。成長円錐の反応
がビーズの接触によることを明確にするため、成長円錐が
ビーズに接触する前後 5分間で他のビーズや軸索に接触し
ていない事例のみを解析対象とした。

結果

　 CS-PEをコートせず BSAブロッキング処理のみ行った
ビーズ ((-)ビーズ)を抗 CSモノクローナル抗体で免疫染色
し、FACSによって蛍光強度を計測すると、蛍光はほとん
どみられなかった。一方 CS-PEビーズでは (-)ビーズと比
べて強く均一な蛍光強度がみられた。Chondroitinase ABC
で処理した CS-PEビーズでは、未処理の CS-PEビーズと
比べて蛍光強度は著しく低下し、その程度は (-)ビーズと
同程度となった。o網膜外植片を培養中の培地に (-)ビーズ
を加え、このビーズと接触した成長円錐の反応についてタ
イムラプス観察を行った。成長円錐の反応は「伸長方向を
変えずに通り過ぎるもの (No Change)」、「伸長方向を変え
るもの (Turn)」、「退縮を起こすもの (Retraction)」の 3種類
が観察された。
次に、CSA-PEと CSE-PEでコートしたビーズに接触し

た成長円錐の反応を観察すると、CSE-PE ビーズで CSA-
PEビーズよりも Turnの割合が有意に多かった (p < 0.05)。
Chondroitinase ABCで処理したCSE-PEビーズの Turnの割
合は CSE-PEビーズよりも有意に少なく (p < 0.05)、CSA-
PEビーズと同程度だった。

考察

　 CS-PEをビーズに疎水結合させ、CSが局所的に存在す
る環境中で神経細胞を培養する本実験系は、CSの接触作
動性のガイダンス効果について検討するのに非常に有効で
ある。ただし成長円錐とビーズの接触は 5分程度であるた
め、観察できるのは急性の効果のみだと考えられる。

CSA-PEと CSE-PEでコートしたビーズと接触した成長
円錐の反応を比較すると、CSE-PEビーズで Turnの割合が
有意に多かった。CSE-PEビーズを Chondroitinase ABC処
理することでこの割合は CSA-PEビーズと同程度になった
ことから、Eユニットを多く含む CS (CS-E)が成長円錐に
対して伸長方向の変化を引き起こすことが示唆される。
この効果は既知の反発性因子である Semaphorinのよう

に成長円錐の退縮誘因を示すものではない。しかし in vitro
において軸索は基質上に CSPGをコートした領域の周縁を
退縮することなく伸長すること、in vivoにおいて網膜神経
節細胞はある種の CSに富む終脳と接しながら走行するこ
とから、CSのガイダンス効果は退縮を起こすものではな
く、伸長方向を変化させるものであるのかもしれない。

CS-Eと軸索の反応の作用機序はまだ解明されていない。
CSPGの受容体である PTPσは結合に CS鎖を必要とし、か
つCS単体とも結合する。このとき PTPσ中のプラスチャー
ジを持つリジンドメインが必須であることから、軸索は高
硫酸化された CS-Eのマイナスチャージを認識しているの
かもしれない。また、別種のプロテオグリカンであるヘパ
ラン硫酸プロテオグリカンでは、糖鎖であるヘパラン硫酸
の硫酸基の位置の違いが異なるガイダンス効果をもたらす
ことから、CSにおいても軸索は硫酸基の位置の違いを認識
しているのかもしれない。
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粥状動脈硬化症の発症に重要なヒトマクロファージのアポトーシス阻害への転写因
子MAFBの機能的貢献

大住　貴之 (筑波大学生物学類) 指導教員: 高橋　智 (人間総合科学研究科) 　

背景・目的

「動脈硬化症」。実は日本人の死亡原因「実質的第 1位」。よ
く耳にする病気の素顔はとんでもない地獄の病魔であった
のをご存知だろうか。息を殺し、静かに我々の血管を蝕み
続ける。「心筋梗塞」、「脳梗塞」もこの病魔によるものが殆
ど。今回、この病魔を呼び起こす「マクロファージ (Mφ)」
という貪食細胞に焦点を当て、機能解析に臨んだ。動脈硬
化症の新たな治療方法開発に向けた、希望への光の一筋を
ご覧頂きたい。
動脈硬化は、酸化されたコレステロール (酸化 LDL) を

取り込んだMφが血管内膜に蓄積することで生じる。この
Mφ は、細胞内で溜まり過ぎた酸化 LDL が泡のように見
えるため泡沫細胞と呼ばれる (図 1)。この泡沫細胞はアポ
トーシスを阻害する因子である AIM (Apoptosis Inhibitor of
Macrophage)が働くことにより、死なずに蓄積する。驚く
べきことに、AIM遺伝子を欠損させたマウスでは、泡沫細
胞が次々にアポトーシスを起こし、動脈硬化の病変部が劇
的に減少する。これは、AIMが動脈硬化治療のターゲット
であることを意味している。しかし、AIM遺伝子の発現の
詳しい仕組みについては未解明な部分が多く、これらを明
らかにしなければ、治療の際、思わぬ副作用が現れること
もあり得る。
当研究室では、この問題を解決するために、AIM遺伝子

の発現の仕組みの解明を試みている。過去の報告や当研究
室のマウスモデルを用いた解析から、AIMの発現制御は、
核内受容体型転写因子である LXR (liver X receptor) /RXR
(retinoid X receptor) のヘテロ二量体および、大 Maf 群転
写因子 MafB (Muscloaponeurotic fibrosarcoma B) によって
行われることが明らかとなった。具体的には、動脈硬化病
変部の泡沫細胞において、酸化 LDLの分解物質によって
LXR/RXR が活性化されて MafB を転写し、さらに MafB
が AIMを転写するという流れが存在することが考えられ
る (図 2)。
しかし、上記の解析はマウスの実験で留まっており、直接

人間の動脈硬化の治療にはまだ結びつけられない。未来の
動脈硬化の治療のためには、ヒトでも解明する必要がある。
従って、本研究では、AIMを制御する LXR/RXR、MAFB
がヒトMφにおいて、マウスと同様のメカニズムで働くの
か、ヒトでの機能解明を目的とした。

方法

(1)ヒトMφの分化誘導法の確立　当研究室の医師により、
健常者 8人から 10 mlの採血を行った。この血液に、目的
以外の血液細胞を抗体によって巨大な複合体を形成させる
ことのできる RosetteSep試薬を混ぜた。さらに比重液を加
えて遠心分離することで複合体を除去し、Mφに分化する単
球を濃縮分離した。単球の濃縮率については、単球の表面
タンパク質で指標となる CD14の発現をフローサイトメト
リーで測定した。そして、この単球をM-CSF (Mφコロニー
刺激因子)存在下で 7日間培養し、Mφに分化させた。その
後 LPSと IFN-γ、または IL-10を加えて刺激を行い、MAFB
の発現をリアルタイム RT-PCRにより検討した。尚、今回
の実験に関しては筑波大学による医の倫理委員会の承認を
得ている。

(2)ヒトMφにおける遺伝子の発現解析
分化させたヒトMφに、LXRの刺激物質である T0901317

(T1317) と RXR に結合し刺激する 9-cis-Retinoic Acid
(9cRA)、また、酸化 LDLによる刺激を 24時間行い、MAFB
の発現量をリアルタイム RT-PCRにより検討した。

結果・考察

当研究室ではヒトMφを誘導する実験系が存在しないため、
実験系の確立から行った。まずヒト全血液中に含まれる単
球の割合が少ないことから、 RosetteSep を用いて単球の
濃縮分離を行い、濃縮率をフローサイトメトリー解析にて
確認した。その結果、試薬を用いる前では約 20%だった単
球を、70-80%前後まで濃縮して取り出すことができた。ま
た、Mφにはいくつかのタイプが存在することから、LPSと
IFN-γ、または IL-10を加えて刺激を行い、MAFBの発現を
リアルタイム RT-PCRにより検討した。その結果、M-CSF
と IL-10 で培養した Mφ で MAFB の発現が高いことが分
かった。
次に、ヒト Mφにおいてもマウス同様の AIMの発現制

御機構が働いているか検討した。先程の MAFB の発現が
高かったM-CSF、IL-10で培養したMφに LXR/RXRの刺
激物質である T1317、9cRA、または酸化 LDLによる刺激
を行ったところ、刺激を行っていないMφに比べてMAFB
の発現が有意に上昇していた。
今回の研究で、ヒトMφの分化培養法を確立することが

できた。さらに、LXR/RXRの刺激物質、および酸化 LDL
による実験結果から、マウスのみならず、ヒト泡沫細胞に
おいても LXR/RXRによって MAFBが誘導されることが
示唆された。また、ヒトの動脈硬化病変部ではAIMの発現
が見られることら、ヒト動脈硬化病変部においてもマウス
と同様の AIMの発現制御が行われている可能性が示唆さ
れる。
今回の研究は、動脈硬化症の新治療方法の可能性を秘め

ている。将来、MAFBの制御で、動脈硬化症という恐ろし
い病魔を撲滅することができるかもしれない。
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原発性乳がんの機能解析
白石　章 (筑波大学生物学類) 指導教員: 大根田　修 (人間総合科学研究科) 　

背景・目的

　乳がん患者数は年々増加の一途をたどり、2006 年度の
国立がんセンターの統計では女性のがん罹患率で第一位と
なっている。最近ではマンモグラフィなどの検診法および
効果的な化学療法、放射線治療、ホルモン療法による集学
的治療が開発されたことにより、乳がんの早期発見・早期
治療が可能になってきている。しかし、再発例や転移を有
する症例の予後は悪い。がん細胞は均一の細胞集団ではな
く、その中に含まれている増殖性の高いがん細胞が治療を
困難にしている原因として考えられている。近年、がん細
胞を Aldehyde dehydrogenase (ALDH)活性の違いを用いて
分離し、ALDH活性が高い細胞群が，高い細胞増殖能・浸
潤能・転移能を有することが報告された。乳がんに関する
研究においても、ALDHを用いて解析が行われているが、
その多くは樹立された細胞株を用いて行われている。
　がん細胞株を用いた解析では、生体内での挙動を正確

に反映しているかは疑問が残るところである。以上の状況
をふまえ、本研究ではより生体内に近い環境下におけるが
ん細胞の挙動を検証するため、乳がん初代培養細胞を用い
て、その機能解析を行った。

方法・結果

　 1. 乳がん細胞初代培養　乳がん細胞は、筑波大学附属
病院において乳腺・甲状腺・内分泌外科の協力の下、乳が
ん患者さんへのインフォームドコンセントの後に提供して
いただいた。胸水中の細胞は、比重遠心して乳がん細胞を
含む単核球分画を採取し、DMEM/10% FBS培地にて培養
した。播種後 2週間ほどでいくつかの接着性コロニーが観
察された。さらに乳がん細胞以外を取り除くために CD31
陰性かつ CD45陰性の細胞集団をセルソーターによって分
取した。この細胞を BC#1とした。

2. 乳がん細胞の解析
・RT-PCR法を用いた発現解析
　通常酸素条件下 (20% O2)および低酸素条件下 (1% O2)

において、BC#1におけるホルモン受容体および増殖因子
の発現を RT-PCR法にて解析中である。
・接着培養法
　 BC#1と細胞株MDA-MB-231の増殖能を比較するた

め、通常酸素条件 (20% O2)および低酸素条件 (5% O2)にお
いて増殖能の違いを検討した。BC#1はMDA-MB-231と同
様な増殖能を示した。また、BC#1とMDA-MB-231は共に
通常酸素条件下に比べて低酸素条件下で増殖が促進された。
・足場非依存性培養法
　そこで、BC#1の足場非依存性を検証するために、Mam-

moCult assayによって形成されたスフェロイド数をカウン
トした。BC#1はスフェロイドを形成したが、MDA-MB-453
はスフェロイドではなく凝集体を形成した。

3.　乳がん細胞の転移能に対する解析
　 BC#1の in vivoにおける転移能を検討するために、マ

ウスの尾静脈より BC#1細胞を注射し、3週間後に肺への
転移巣数を比較検討した。BC#1はMDA-MB-453と同様に
肺に転移巣を形成したことから BC#1は血行性転移能を持
つことが明らかとなった。

4.　 ALDH活性を指標とした乳がん細胞の解析

　次にBC#1をALDH活性の違いによって分離し、ALDH
活性を持つ細胞群 (以下 Alde+ 細胞)と持たない細胞群 (以
下 Alde− 細胞)を比較検討した。ALDH活性を持つ細胞群
は全体の 10%弱で接着細胞の中にも浮遊細胞も観察した。
一方、残りの 90%はALDH活性を持たず、接着細胞を多く
含んでいた。
・細胞増殖能の比較
　ALDH活性によって分離した細胞の低酸素応答性を解

析した。通常酸素条件下 (20% O2)および低酸素条件下 (5%
O2)において増殖能の違いを検討した。その結果、Alde+細
胞は Alde− 細胞に比べて有意に高い細胞増殖能を示した。
・血行性転移能の比較解析
　ALDH活性の違いによる血行性転移能に対する影響を

調べるため、血行性転移モデルマウスを用いて解析を行っ
た。その結果、Alde+ 細胞は Alde− 細胞と比較して、有意
に多くの肺転移巣を形成することが分かった。これにより、
ALDH活性を持つ細胞群は高い血行性転移能を持つことが
明らかとなった。
・RT-PCRを用いた発現解析
　 ALDH 活性によって分離した細胞の遺伝子発現の

違いについて RT-PCR 法にて解析した。通常酸素条件下
(20% O2)および低酸素条件下 (1% O2)にて培養した細胞の
VEGF、CXCR4、TGF-βの発現について比較検討した。そ
の結果、Alde+細胞はAlde−細胞に比べてVEGF、CXCR4、
TGF-βを高発現していた。また、これらの因子は低酸素条
件下において発現が上誘導されることが分かった。
・低酸素応答性の検討
　低酸素応答転写因子であるHIF-1α, HIF-2αの発現変化

をウエスタンブロッテイングにて解析した。HIF-1αはいず
れの細胞群でも低酸素により発現が誘導され、中でもAlde+

細胞はより高い低酸素応答性を示した。一方、HIF-2α は
Alde+細胞・Alde−細胞ともに恒常的に発現しており、低酸
素応答性は見られなかった。

考察

　今回用いた胸水由来の乳がん初代培養細胞は、がん細胞
に特徴的な足場非依存性を持つだけではなく、がん細胞株
と同様に増殖能および転移能を有していることが明らかと
なった。さらに、BC#1は ALDH活性を指標として分取す
ることで、少なくとも 2種類の細胞群に分離できることが明
らかとなった。これらの細胞群はそれぞれ異なる細胞形態
を示しており、ALDH活性を持つ細胞群は低酸素応答性が
高く、HIF-1αの標的遺伝子であるVEGFやCXCR4、TGF-β
を高発現することが示された。以上から、ALDH活性を持
つ細胞群は、血管新生を促進し、腫瘍の増大に正に作用す
るだけでなく、遊走能を介してがん転移にも影響すること
が示唆された。

今後の展開

　 HIF-1αをノックダウンした細胞を用いて増殖能や転移
能に対する影響を検討する。加えて、RT-PCR法を用いて
原因遺伝子を明らかにする。また、ALDH活性が原発腫瘍
形成/再発・リンパ行性転移に対してどのように影響するの
かについて、モデルマウスを用いて解析することを計画し
ている。
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自己免疫疾患発症制御における Allergin-1の機能解明
赤星　渚 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渋谷　彰 (人間総合科学研究科) 　

背景・目的

　自己免疫疾患は、自己抗原に対して通常働く自己寛容機
構が正常に機能せず、自己反応性の免疫細胞が活性化するこ
とで自身の組織が傷害されることにより発症する。骨髄球
系細胞が過剰に活性化すると、自己免疫疾患やアレルギーの
発症を誘導することから、骨髄球系細胞の活性化制御が生体
恒常性維持に関与していると考えられる。この活性化抑制
機構の一つに、受容体が持つ immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif (ITIM)を介した抑制性シグナルの伝達が知
られている。自己免疫疾患の詳細な発症機構は未だ不明な
点が多く、骨髄球系細胞の活性化制御機構における免疫抑
制受容体の役割の解明は疾患の治療につながることからも
重要である。

Allergin-1は本研究室が新たに同定した膜型受容体で、細
胞内に ITIM様ドメインを 2つ、細胞外に免疫グロブリン
様ドメインを 1つ持つ。また、マウスの肥満細胞、マクロ
ファージ、樹状細胞といった骨髄球系細胞において発現が認
められる。in vivo及び in vitroの解析から、Allergin-1は肥
満細胞において FcεRIを介した活性化シグナルを抑制する
免疫抑制受容体であることが明らかとなった。Allergin-1は
骨髄球系細胞の活性化を抑制する機能を有することが考え
られることから、自己免疫疾患発症機構におけるAllergin-1
の機能を明らかにすることを目的として本研究を行った。

方法

自己抗体価の測定
自己免疫疾患では自己の抗原に対する自己抗体価の上

昇が見られることから、加齢マウスにおける自己抗体価を
C57BL/6野生型マウス及び Allergin-1遺伝子欠損マウスで
比較した。76 – 98 週齢の野生型マウス (n = 41; 雄 23, 雌
18)及び Allergin-1遺伝子欠損マウス (n=33; 雄 17, 雌 16)
から血清を採取し、抗核抗体である抗 dsDNA抗体価、抗
histone抗体価及び抗リン脂質抗体である抗カルジオリピン
抗体価を ELISA法にて測定し、t検定法により有意差検定
を行った。

結果

自己抗体価の測定
抗カルジオリピン抗体価は、野生型マウスに比べAllergin-

1遺伝子欠損マウスで有意に抗体価の亢進が認められ (p <
0.01) (Figure 1)、この有意差は雄間 (p < 0.01)、雌間 (p <
0.01)においても見られた。また、抗 dsDNA抗体価は、雌間
でAllergin-1遺伝子欠損マウスの抗体価亢進が有意に認めら
れたが (p < 0.01)、雄間での有意差はなかった (p = 0.0585)。
一方、抗 histone抗体価では野生型マウス、Allergin-1遺伝
子欠損マウス間で有意な差は見られなかった (p = 0.2033)。

考察

　本研究では、抗カルジオリピン抗体価及び雌間での抗
dsDNA抗体価が野生型マウスと比較してAllergin-1遺伝子
欠損マウスで有意な亢進が認められたことから、Allergin-1
は生体内で自己抗体産生に対して抑制的に働くことが示唆
された。

Figure 1: 抗カルジオリピン抗体価．野生型 (WT, n=41)ま
たは Allergin-1 遺伝子欠損マウス (KO, n=33) の血清を採
取し、抗カルジオリピン抗体価を ELISA法にて測定した。
∗∗p < 0.01

自己抗体の産生には B細胞が関与し、その活性化には T
細胞からのサイトカイン産生といった補助が必要であり、T
細胞は樹状細胞からの抗原提示を受けることで活性化され
る。樹状細胞は自然免疫応答に関わる白血球であり、樹状
細胞の活性化には骨髄球系細胞が働く自然免疫応答の活性
化が必須である。Allergin-1遺伝子欠損マウスで自己抗体
が亢進した現象における活性化シグナルは不明であるが、
Toll-like receptor (TLR)遺伝子欠損マウスでは自己免疫疾患
の発症が改善されることから、TLRが活性化シグナルの一
つとして挙げられる。このことから、Allergin-1は骨髄球
系細胞に発現する TLRを介した活性化シグナルを抑制し、
自己抗体産生を負に制御している可能性が考えられる。自
己抗体産生が亢進した Allergin-1遺伝子欠損加齢マウスで
は、骨髄球系細胞の活性化が亢進しているかを明らかにす
るため、Allergin-1が発現している樹状細胞、マクロファー
ジ及び肥満細胞の、末梢血及び脾臓における細胞数の増加
や CD40, CD80, CD86を始めとした活性化マーカーの発現
亢進を解析する予定である。また、自己免疫疾患自然発症
モデルである lprマウスとAllergin-1遺伝子欠損マウスをか
け合わせてAllergin-1−/−,lpr/lprマウスを作製し、自己免疫疾
患発症が増悪するか検討を行う。さらに、多発性硬化症の
実験モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)モデル
を用いて、アジュバンドである結核菌に対する骨髄球系細
胞の反応性が亢進し、Allergin-1遺伝子欠損マウスでは症状
が悪化するか検討する。これらの実験系により、Allergin-1
と自己免疫応答との関連を解析していく予定である。
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移植片対宿主病に対する抗 DNAM-1モノクローナル抗体を用いた予防法の確立
竹中　江里 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渋谷　彰 (人間総合科学研究科) 　

背景

　移植片対宿主病 (GVHD)は、骨髄移植の後に起こる重篤
な合併症の一つであり、皮膚の紅斑、黄疸、下痢などの症
状を特徴とする。これらの症状は、移入したドナー細胞中
の T細胞がレシピエントの細胞を非自己と認識して組織傷
害を起こすことに起因する。GVHDの予防や治療には免疫
抑制剤が広く用いられているが、GVHDに特化した有効な
予防法や治療法は未だ確立されていない。

T 細胞上に発現している活性化受容体分子の一つに、
DNAM-1 がある。DNAM-1 は、免疫グロブリンスーパー
ファミリーに属する分子であり、T細胞や NK細胞などの
免疫細胞に発現している。これまでに当研究室では、DNAM-
1が細胞傷害性 T細胞や NK細胞の細胞傷害活性を促進す
ることを示した。

GVHDの主な標的臓器である肝臓や腸管には DNAM-1
のリガンドである CD112 や CD155 が発現している。当
研究室では、DNAM-1 を欠損したドナー細胞を移入した
GVHDモデルマウスでは標的臓器の傷害が軽減されて生存
率が向上することを示した。このことから、ドナー細胞上
の DNAM-1が GVHDの発症や増悪に重要な役割を担って
いることが明らかになった。
しかし、DNAM-1を標的分子とした臨床応用の可能性に

ついては未だ詳細に検討されていない。

目的

　本研究では、GVHDモデルマウスへの抗 DNAM-1中和
抗体の投与を行い、これによるGVHDの予防効果を観察す
ることによって、DNAM-1を標的分子とした、GVHDの新
たな予防法や治療法への開発の可能性を検討する。

方法

　 GVHDのマウスモデルとして、C57BL/6Nマウス (以下
B6;ドナー)の脾細胞を、半致死量の放射線を照射した B6
× C3H/HeNの F1マウス (以下 B6C3F1; レシピエント) へ
移入する実験系を用いた。B6C3F1マウスの細胞上に発現
する MHCクラス I分子 (H-2b/k) は B6マウスの MHCク
ラス I分子 (H-2b)とは異なるため、ドナー T細胞はレシピ
エントの細胞を傷害する。
この GVHD モデルにおいて、脾細胞移入の前日に、

DNAM-1とそのリガンドとの結合を阻害する抗 DNAM-1
モノクローナル中和抗体 1 mgを腹腔内に投与し、GVHD
病態を検討した。抗DNAM-1抗体投与の対照群として、コ
ントロール抗体を投与する群を設定した。また、GVHD発
症の対照群として、放射線照射のみを行い脾細胞を移入し
ない群を設定した。

GVHDの病態である肝障害の評価として、肝逸脱酵素で
あるALT・ASTの血清中濃度を測定した。また、GVHD発
症時の免疫細胞の評価として、ドナー T細胞上の DNAM-
1並びにエフェクター細胞の分化マーカーである CD44と
CD62Lの発現をフローサイトメトリー法により観察した。

結果

1. 細胞移入後 14日目の ALT・ASTの血清中濃度は、コ
ントロール抗体投与群に比べ抗 DNAM-1抗体投与群

で有意に低かった。

2. 細胞移入後 7日目のドナー T細胞上の DNAM-1の発
現量を観察した結果、コントロール抗体投与群に比べ
抗 DNAM-1抗体投与群では DNAM-1の検出量の顕著
な低下を認めた。また、この低下は細胞移入後 21日
目では認められなかった。

3. 細胞移入後 7日目のドナー由来の CD8陽性 T細胞お
よびCD4陽性 T細胞は、組織傷害を起こしうるエフェ
クター細胞 (CD44陽性 CD62L陰性)に分化している
ことが確認された。しかし、抗 DNAM-1抗体投与群
とコントロール抗体投与群との間で、エフェクター細
胞へ分化した T細胞の割合に差は見られなかった。

4. 細胞移入後 7日目と 21日目のドナー CD8陽性 T細胞
の絶対数は、コントロール抗体投与群に比べ抗DNAM-
1抗体投与群で少ない傾向が観察された。一方、CD4
陽性 T細胞の絶対数は、抗 DNAM-1抗体投与群とコ
ントロール抗体投与群との間で差は見られなかった。

考察

　抗 DNAM-1中和抗体の投与によって、GVHDによる肝
障害の軽減が観察された。また、抗DNAM-1抗体投与群の
ドナー T細胞上では DNAM-1の検出量の顕著な低下を認
めたことから、投与した抗DNAM-1抗体によってドナー T
細胞上の DNAM-1が占有されていることが示された。
以上から、レシピエントへの抗DNAM-1中和抗体投与に

よってドナー T細胞上の DNAM-1が占有され、リガンド
との結合による T細胞への活性化シグナルが阻害されたこ
とにより細胞傷害活性の抑制が起こり、GVHDによる組織
傷害が軽減されたと考えられる。
しかし、投与した抗 DNAM-1 抗体による T 細胞上の

DNAM-1の占有は 21日目で観察されなくなったことから、
この時点で抗体の効果は認められないと考えられる。抗
DNAM-1抗体の持続的な投与によって、GVHDの緩和によ
り大きな効果を持つことが期待される。　　　　　　　　
　　
抗 DNAM-1中和抗体による DNAM-1の占有がドナー T

細胞に及ぼした影響については以下のことが考えられた。
細胞移入後 7 日目のドナー T 細胞のエフェクター細胞へ
の分化には差は見られなかったことから、エフェクター T
細胞分化への抗 DNAM-1抗体の関与は小さいと考えられ
る。一方、細胞移入後 7日目と 21日目で、抗 DNAM-1抗
体投与群のドナー CD8陽性 T細胞の絶対数はコントロー
ル抗体投与群と比較して少ない傾向が見られたことから、
抗 DNAM-1抗体はドナー CD8陽性 T細胞の細胞傷害活性
の抑制だけでなく、増殖の抑制にも寄与する可能性が示唆
された。

結論

　抗DNAM-1モノクローナル中和抗体の予防的投与によっ
て、GVHDによる肝障害の軽減を認めた。このことより、
GVHDの予防や治療において、DNAM-1が有効な標的分子
となる可能性が示された。
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線虫 C. elegansに対する鮭白子抽出物の生理作用と作用メカニズムの解析
新谷　浩章 (筑波大学生物学類) 指導教員: 坂本　和一 (生命環境科学研究科) 　

特許申請中のため掲載は控えさせていただきます。
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ヒト肝癌細胞 HepG2における NADの脂肪蓄積促進作用の解析
藤田　圭子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 坂本　和一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　 NAD (nicotinamid adenine dinucleotide) は、多くの酸化
還元反応において、脱水素酵素の補酵素として働く物質で、
牛肉、豚肉、魚、ひまわりの種、ピーナッツなどに含まれ
る NA (nicotin amid)を主要基質として生体内で合成されて
いる。
一方、サーチュインは、細胞修復、エネルギー生産、ア

ポトーシスなどを調整している脱アセチル化酵素群であり、
様々な生体機能の調整役として機能している。また、活性
化したサーチュインは線虫の個体寿命の延長に関わること
から、「長寿関連遺伝子」とも呼ばれている。
近年、NADが補酵素としてサーチュインの脱アセチル化

酵素活性の亢進に関わることが発見され、NADとサーチュ
インの密接な関連性が裏付けられた。しかしながら、哺乳
類における NADのサーチュイン制御機構については未だ
ほとんど知られていない。
これらの事実を背景に、かねてより本研究室では、マウス

前駆脂肪細胞 (3T3-L1)の分化および増殖に対する NADの
生理作用と作用機序の解析を行ってきた。その結果、3T3-
L1細胞においては、NADは脂肪細胞の分化と脂肪蓄積に
抑制的に作用することが明らかにされている。
そこで、本研究では、NADのもつ脂肪蓄積量減少作用が

3T3-L1特異的かどうかを調べるために、脂肪蓄積能のある
ヒト肝癌細胞 (HepG2)を用いて、脂肪蓄積に対する NAD
の生理作用と作用機序の解析を行った。

方法

1. Oil-red-O染色

NAD添加による脂肪蓄積量の変化を調べるために、Oil-
red-O染色を行った。HepG2をコンフルエントの状態
まで培養してから NAD (0、250、500、1000 µM)を添
加し、添加 2日後に脂肪滴を Oil-red-Oで染色して撮
影・定量した。

2. MTT assay

NADが細胞生存率に影響を与えるかどうかを調べるた
めに、ミトコンドリア内脱水素酵素の働きによりMTT
から生じるホルマザンを検出する MTT assay を行っ
た。Oil-red-O染色時と同様にHepG2を培養してNAD
(0、250、500、1000、2000 µM)を添加し、さらに 2日
間培養した後、MTTを添加して解析した。

3. RT-PCR

RT-PCRにより、Fatty Acid Synthase (FAS)、Stearoyl-
CoA Desaturase 1 (SCD1)などの脂肪酸合成関連遺伝子
のmRNAの発現量の変化を調べた。これまでの実験と
同様にHepG2を培養し、NAD (0、250、500、1000µM)
を添加して、2日後にmRNAを抽出した。cDNAを合
成した後、RT-PCRを行った。

4. トリグリセリド (TG)アッセイ

MTT assayと同様にHepG2の培養とNADの添加を行
い、添加から 2日後に細胞内 TGの量を定量化した。

5. NAD/NADH assay

MTT assayと同様にHepG2の培養とNADの添加を行
い、細胞内の NAD/NADH比の変化を調べた。

6. RT-PCR

NADによる Sirt1のmRNA発現量の変化を、上記した
RT-PCRと同様の方法で行った。

7. Sirt1の酵素活性測定

Sirt1 により脱アセチル化され蛍光強度を増す蛍光基
質を用いて、Sirt1の酵素活性に対する NADの作用を
調べた。HepG2の培養方法はこれまでの実験と同様で
ある。

　

結果

1. NADを添加した HepG2は、コントロールに比べて脂
肪蓄積量を増加する傾向が見られた。

2. MTT assayから、NADは細胞生存率に影響を与えない
ことがわかった。

3. 脂肪酸合成関連遺伝子である FAS及び SCD1のmRNA
の発現量も NADの添加により増加した。

4 - 7の実験は現在進行中である。

考察

　先行研究において、NADは 3T3-L1脂肪細胞の分化と脂
肪蓄積を抑制する働きを示した。しかし、本研究における
これまでの結果から、HepG2においては、NADは脂肪酸
の合成と蓄積を促進する可能性が示唆された。これにより、
NADが脂肪蓄積に与える影響は、3T3-L1とHepG2で異な
ると考えられる。
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機能性ポリフェノール・カルダモニンが代償性筋肥大に及ぼす影響
— mTORシグナル経路の解析—

谷口　由佳 (筑波大学生物学類) 指導教員: 武政　徹 (人間総合科学研究科) 　

背景・目的

　現在、ポリフェノールの持つ様々な効果に注目が集まっ
ている。ポリフェノールとは、分子内に複数のフェノール
性ヒドロキシ基をもつ、植物成分の一種である。ほとんど
の植物に含まれ、主に光合成によって合成される色素であ
る。その数は 5000種類以上に及ぶ。作用としては、植物
細胞の生成、活性化、またヒトに対する効果として、抗酸
化作用や、ホルモン促進作用などがあげられる 1)。
今回私が注目した、機能性ポリフェノールである

カルダモニンは分子式 C16H14O4 で、2’4’-Dihydroxy-6’-
methoxychalcone と明記される、カルコンの一種であり、
ゲットウ、ソウズク、オオバンガジュツなどに含まれる。

図 1カルダモニン構造図
このカルダモニンには美白効果があるとして研究されて

きた。(引用文献)美白とは肌を白く保つことだが、これに
はメラニン生成量が大きくかかわっている。このメラニン
生成は、mammalian target of rapamycin(mTOR)と呼ばれる
細胞内タンパク質によって制御されている。このmTORが
リン酸化され、活性化することによってメラニン合成が減
少するのである。カルダモニンは、このmTOR上流のホス
フォリパーゼD1(PLD1)という酵素に働きかけ、PLD1がホ
スファチヂルコリン酸 (PA)を産生する。この PAもmTOR
の上流に存在し、メラノ－マ細胞でmTORをリン酸化し活
性化することで、p70S 6k をリン酸化し、メラニン生成を抑
制する。
一方、mTOR－ p70S 6kのシグナル経路は、骨格筋において

も重要なシグナル経路の一つである。筋繊維では、mTOR－
p70S 6k経路の活性化によって筋タンパクの合成が促進され、
筋肥大が起こる。このことから、カルダモニンには、筋肥
大を促進する働きもあるのではないかと考え、実験を行っ
た。先行研究として、培養細胞においては、カルダモニン
によるmTOR活性が確認されている 2)。私は生体において
カルダモニンの筋肥大促進効果の有無を、共働筋切除手術
という、実験的にマウスに筋肥大を引き起こす実験と組み
合わせることで検証しようと考えた。

方法

1)カルダモニン溶液
カルダモニンは粉末の物質であり、脂溶性であったため、

他の機能性分子を含まない綿実油に溶かして使用した。カ
ルダモニン溶液濃度は、予備実験の結果から溶解できる上
限である 0.3 mg/mlとした。
2)マウス
マウスは 8週齢の雄性 ICRマウスを用いた。

3)投与方法と実験群
投与方法は腹腔内投与で行い、投与量は一匹当たり 3

mg/kg ずつとした。実験期間は 14 日間とし、3 日間投与

し、1日休むという周期で行った。よって実質 11日投与し
た。実験群は以下のように分けた。

1. Control(綿実油のみ投与): Con群
2. カルダモニン溶液投与: Car群
3. 代償性過負荷 (綿実油のみ投与): CO群
4.代償性過負荷+カルダモニン溶液投与: CO+Car群
CO:Compensatory overload

4)解析方法
投与の際に毎回体重を測定し、14日間の投与後、マウス

の後肢からヒラメ筋 (遅筋)、足底筋 (速筋)を摘出し、筋湿
重量を測定した。摘出した筋は、ウェスタンブロッティン
グで mTOR、Akt、p70S 6k について解析した。

結果・考察

1)筋湿重量
筋湿重量においては、足底筋において、共働筋切

除による代償性過負荷の効果について有意な結果が
得られた。しかし、ヒラメ筋、足底筋どちらもカル
ダモニンによる肥大効果はみられなかった。(図 1)

2)ウェスタンブロット解析
mTOR についてはカルダモニンを投与することによっ

て、リン酸化 mTOR の割合に増加傾向がみられた (図
2)。しかし、現段階では有意な結果が得られていない。

また、AKt、p70S 6k についても現在解析中である。現時
点で、mTORの解析結果から考察すると、control群に比べ
mTOR活性化が増加傾向にあるが、過負荷を与えた群では
差が見られない。よって、カルダモニンは日常生活におい
ての筋肥大には効果を示すが、運動による相乗効果を果た
すことはできないのではないかと考えられる。このような
効果が証明されれば、高齢者や、怪我などにより日常の中
にスポーツを取り入れにくい人において、普段の生活の中
で筋肥大を促したり、筋の委縮を防いだりすることができ
るのではないかと考えている。
〈引用文献〉
1)JIRCASホームページ
2)木曽雄介平成 20年度体育専門学群卒業論文
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炎症で引き起こされた骨格筋の萎縮は免疫賦活剤物質で抑制できるか?
福田　麦穂 (筑波大学生物学類) 指導教員: 武政　徹 (人間総合科学研究科) 　

背景・目的

近年、高齢化が進み高齢者のQOLの向上が求められている。
高齢者の QOLが低下する原因のひとつとして考えられる
のは、加齢による身体活動量、エネルギー代謝量の低下であ
る。その要因のひとつとして挙げられるのは骨格筋の顕著
な萎縮 (サルコペニア)である。体の動きを司る骨格筋中の
タンパク質は常に合成と分解を繰り返し、その恒常性を保っ
ている。このような筋中のタンパク質合成と分解の分子メ
カニズムとして明らかになっているのがmTOR(mammalian
target of rapamycin)経路、およびAtrogin1/MAFbx経路であ
る。加齢によりmTOR経路は抑制され、Atrogin1/MAFbxの
発現が上昇し、筋萎縮が起こる。これらの反応を引き起こす
の要因のひとつとして全身性の炎症が挙げられる。Bingwen
Jinらは実験的にエンドトキシンの一種である LPS(リポポ
リサッカライド)を用いて全身性の炎症を擬似的に引き起
こし、骨格筋が萎縮することを証明した (参考文献)。私は
炎症を抑制すると考えられる免疫賦活剤 (物質 X：材料提
供者との秘密保持契約に従い物質名を明かすことができな
いため本論文ではこのように表記する) によって筋萎縮が
妨げられるかをマウスを用いて検討した。

材料・方法

マウスは ICR系 8週齢雄性マウスを用いた。

1. モデルマウスの作成マウスに生理食塩水もしくは LPS
(5, 10 mg/kg B.W.)を腹腔内投与し、24時間後に下肢の
筋 (soleus, plantaris, gastrocnemius muscles)をサンプリ
ングし soleus musclesについてWestern blottingを行っ
た (Akt, phosph-Akt, S6K1, phospho-S6K1)。

2. 物質Xの抑制効果の検討マウスをランダムに 5群に分
け、それぞれに 4日間、物質 Xまたは D.W.をゾンデ
で 1日 1回のペースで投与した。詳細なプロトコル、
測定項目は以下の通り (下表参照)。4日目に LPS (10
mg/kg) を投与し、24 時間後に下肢の筋のサンプリン
グを行った。各筋の湿重量の測定、soleus musclesの
Western blottingを行った。

結果・考察

1. LPSを 10 mg/kgを投与した群で p-Aktが有意に減少
し、p-S6K1は減少傾向を示した。よって、実験 2 の
LPS投与濃度は 10 mg/kgとした。また、このことか
ら LPSによる筋萎縮は mTORシグナルを解している
と考えられた。

2. 物質X投与によって筋湿重量が回復傾向にあることが
それぞれの筋で示された (図 1)。筋内のタンパクにつ
いて現在解析中である。

今後の展望

物質 Xを用いたマウスの筋タンパクについて解析を進め、
Atrogin1/MAFbx経路の変化についても解析する。

参考文献

Bingwin Jin et al. Journal of Cellular Biochemistry 100:960-
969 (2007)
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テトラヒメナのアクチン重合システムの機能解析
柳澤　佐保子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 沼田　治 (生命環境科学研究科) 　

背景

　アクチンは真核生物に存在し、単量体であるG-アクチン
が重合しフィラメント状の F-アクチンとして機能する。F
-アクチンは細胞内において、ほかのタンパク質と相互作用
して細胞骨格を形成し、小胞の移動、細胞移動、細胞分裂な
どに働く。細胞質内には、重合可能なアクチンが高濃度で
存在しており、それらを厳密に制御し細胞シグナルに応じ
て素早くフィラメントを重合する仕組みが備わっている。
　アクチン重合促進因子 Arp2/3 complex は、アクチン

関連タンパク質である Arp2 と Arp3 　及び Arc 1 － 5 の
五つのサブユニットを含むヘテロ 7 量体を形成している。
Arp2/3 complex は既存のアクチンフィラメントに結合し、
約 70o の角度で新規のフィラメントを形成させることで、
網目状構造をとらせる。この Arp2/3 complexはWASP な
どの重合核促進因子に結合することで活性化される。ヒト
の Arp2/3 complexにおいては Arc3の欠損により、アクチ
ンを重合できなくなるという報告がある。
そこで今回の研究では、繊毛虫テトラヒメナのArp2及び

Arc 3の遺伝子のノックアウトを行い、細胞における機能
解析を目指した。また、その活性因子と推測されるWASP
の局在解析にも挑戦した。

方法

1. ARP2または ARC3のノックアウト株の作成

　テトラヒメナは大核、小核の二つの核を持つため、遺
伝子をノックアウトするためには二つの核から、目的
の遺伝子を取り除く必要がある。まず、ARP2, ARC3
の両方の 3’端および 5’端側の非翻訳領域をテトラヒ
メナのゲノムより別々に約 1500塩基ずつクローニン
グした。3’端側非翻訳領域、5’端側非翻訳領域の間に、
カドミウム存在下でパラモマイシンに耐性を持たせる
遺伝子 PNeo4 カセットが入るように、ベクターに組
込んだ。作成したベクターの 3’端、5’端の両端を制
限酵素で切断後精製し、Model PDS-1000/He Biolistic
Particle Delivery Systemを用いてテトラヒメナの小核
に撃ち込む。するとテトラヒメナが本来持つ配列と同
じ配列である非翻訳領域で相同組換えが起こり、ARP2,
ARC3の翻訳領域が PNeo4カセットと置き換わる。ベ
クターを撃ち込むテトラヒメナは、野生型 B2086と小
核に 6－メチルプリン耐性遺伝子を持つ Cu427 を接
合させた状態ものものを用いた。ショット後、96ウェ
ルプレートに分注し、パラモマイシン耐性で 6－メチ
ルプリン耐性のウェルのテトラヒメナを選び、一週間
培養した。植え継いだ変異体を single cell isolationし、
hetero zygote hetero kalyon (小核に半分だけ変異が入
り大核が野生型の遺伝子を持つ変異体)を得た。変異
体は Cu427 と接合させシクロヘキシミド耐性及びパ
ラモマイシン感受性になることを確認した。この変異
体を小核の存在しない A*株と接合させ、homo zygote
hetero kalyon (小核に変異が入り、大核が野生型の変異
体)を得る。この変異体同士を接合させ、大核、小核
がともに完全に変異しているノックアウト株を得る計
画である。

2. WASP－ EGFPまたはWASP-mCherry　発現株の作成

　テトラヒメナのゲノムより、WASPの翻訳領域をク
ローニングした。それをMTT1プロモーターの下流に
つなぎ、WASPの終止コドンを取り除くように蛍光色
素タンパク質 EGFP または mCherry の配列を組み込
んだ。これらの発現ベクターは、model PDS-1000/He
Biolistic Particle Delivery System を用いて飢餓状態の
テトラヒメナに撃ち込んだ。ベクターの持つ 3’及び
5’BTU1領域を利用した相同組換えが起こると、Cu522
の持つ taxol感受性が失われることを指標に形質転換
株を得ることができる。ショット後、一週間 taxolを
添加した培地で植継ぎ、taxol耐性を示す変異体をセレ
クションしているところである。

結果

1. Arp2に対するノックアウト処理を行ったものでは、96
ウェルプレート 10枚分の細胞から、パラモマイシン
耐性を持つ 8ウェルを取得した。これらは、Cu427と
接合させようとしたが、うまく接合できなかった。一
方、Arc3に対するノックアウト処理を行ったものは 96
ウェルプレート 5枚分の細胞のうち、パラモマイシン
耐性を持つものは、1ウェルだけであった。現在、こ
れを植え継いで実験を進めている。

2. WASPに EGFPまたはmCherryをつないだ遺伝子を作
成した。これらのベクターを Cu522株に導入し、それ
ぞれ 96ウェルプレート 5枚分の細胞をスクリーニン
グした。ところがすべてのウェルの細胞が Taxol耐性
を持ってしまった。

考察

　今回利用したmodel PDS-1000/He Biolistic Particle Deliv-
ery Systemによる遺伝子導入法は簡便であるが、形質転換
体を得られる確率が低いように思われる。細胞のコンディ
ションをあげたり、接合率を上昇させたり、打ち込むベク
ターの純度や濃度を上げるなどの工夫が必要である。
また、Cu522は taxolの濃度をさらに上げるなど、形質

転換体をスクリーニングするための手段を講じる必要があ
ると考える。
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ミオスタチンノックダウンマウスからの導入遺伝子検出の試み
—ロンドン五輪に向けた遺伝子ドーピング検出への挑戦—

菊地デイル万次郎 (筑波大学生物学類) 指導教員: 沼田　治 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　遺伝子操作によって実験動物の運動パフォーマンスを高
めるという研究は複数の研究機関から報告されており 1)、
これらの技術を転用することでヒトにおいてもアスリー
トの競技パフォーマンスを高められる可能性がある。この
ことを遺伝子ドーピングという。2001年には IOC (Interna-
tional Olympic Committee)、2002年及び 2003年にはWADA
(World Anti-Doping Agency) が遺伝子治療技術の乱用の可
能性を協議し、「治療目的以外での競技のパフォーマンスを
強化する可能性がある遺伝子操作に関わる細胞、遺伝子、
遺伝因子の使用を禁止する」と断言した 2)。しかしながら
遺伝子ドーピングの検出方法は確立されていないのが現状
である 3)。
遺伝子操作の中でも筋肥大のネガティブレギュレーター

として働くミオスタチン (GDF-8)を阻害するものは、効果
的に筋肥大させ、筋力アップを望めるためドーピング転用
への筆頭に挙げられている。
本研究ではアンチドーピングの立場から遺伝子ドーピン

グの検出を目指し、その研究の第一歩としてミオスタチン
ノックダウンマウスからの導入遺伝子の検出を目的とした。

方法

　遺伝子ドーピングのモデル実験系は ICRマウス 7週齢♀
を実験動物とした。ミオスタチンmRNAを分解する shRNA
(siRNA)を発現するインサートを組み込んだプラスミドベク
ター (K3)をエレクトロポレーション法により右の前脛骨筋
(TA)に導入することでミオスタチンをノックダウンした。
ミオスタチンのノックダウン効果はミオスタチン mRNA、
タンパク質の発現量および筋湿重量、筋横断面積の比較に
より確認されている。
遺伝子ドーピングの検出方法として遺伝子導入した筋お

よびその周辺の筋組織や血液から DNAを抽出し、導入さ
れたプラスミド DNAの断片を Real-TimePCRにより増幅
することで、直接的検出を試みた。
実験 1)ミオスタチンノックダウンによる遺伝子ドーピン

グ後、1週間おきに 6週間、血液と TAをサンプリングした
(各週 n = 3)。血液および遺伝子導入した TAからの検出の
可能性を経時的変化を追い確かめた。
実験 2) K3プラスミドと LacZプラスミド (レポーター遺

伝子 LacZを発現)を導入し、3日後に TA、長趾伸筋 (EDL)
、腓腹筋 (GAS)、足底筋 (PLA)、ヒラメ筋 (SOL)をサン
プリングした (n = 10)。遺伝子導入した TAとその周辺の
筋組織からの検出の可能性を確かめた。

結果・考察

　遺伝子導入したTAの筋湿重量は 1,2週目に増加傾向 (p <
0.1)、3週目に優位な増加 (p < 0.05)が確認された (図 1)。
今回の実験系では TAそのものからは、導入後 4週目まで検
出に成功したが (図 2)、血液からの検出はどの時点でも不
可能であった。また TAに隣接する EDLからの検出にも成
功し (図 3)、検出不可能とされてきたターゲット組織以外
からの遺伝子ドーピング検出の可能性を示すことができた。

今後は遺伝ドーピング特異的に起こる生体内での反応を
見つけ出し、血液や尿からその痕跡をたどる実用的検出方
法も検討したい。本研究には将来的に行われる可能性のあ
る (もう既に行われている可能性もある)遺伝子ドーピング
に対して、安全で平等な競技のために、その抑止力として
検出方法を確立することが期待されている。

参考

1) Regulation of myostatin activity and muscle growth.
PNAS 98: 9306–9311, 2001.

2) http://www.wada-ama.org/en/ (WADAの HP).

3) Developing strategies for detection of gene doping. J 　
Gene　Med 10: 3–20, 2008.
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A型肝炎ウイルスに対する免疫応答並びに免疫記憶解析技術に関する研究
望月　康子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中野　賢太郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

カドヘリン (Cadherin, Cdh)は細胞表面に発現しているCa2+

依存的細胞接着因子である。マウス BILL-Cdh(Cdh17)は B
細胞と小腸上皮に発現し、細胞の発生・分化に関与してい
る。特に B細胞では免疫記憶に関わることが示唆されてい
るが、ヒトにおいても同様に、B細胞免疫記憶で BILL-Cdh
が機能しているかは不明である。
本研究の目的は、ヒト BILL-Cdhの免疫記憶に関する機

能解析を行うことである。そのために、強い免疫記憶を誘
導することで知られるヒト A型肝炎ウイルス (HAV)に対
する抗体産生 B細胞での、ヒト BILL-Cdhの機能解析に必
要な基礎技術を確立した。　　　

方法

1.モノクローナル抗体の作製

1-1.抗ヒト BILL-Cdhモノクローナル抗体の作製

ヒトBILL-Cdhをマウスに免疫し、抗ヒトBILL-Cdh抗
体産生 B細胞を含むマウス脾細胞 (SPC)を得た。SPC
とミエローマ細胞である SP2/Oを細胞融合し、HAT培
地選択を行い、フローサイトメトリー (FCM)によりモ
ノクローナル抗体 (mAb)のスクリーニングを行った。
ハイブリドーマは限界希釈法によりクローニングした。

1-2.抗 HAV mAbの作製（既存の抗 HAV mAb とはエピ
トープが異なる mAbの作製)

1-1と同様の方法で抗HAV抗体産生ハイブリドーマを
得た。既存のmAbとの ELISA競合法試験により、新
規エピトープを認識する mAbを選択した。

※エピトープ：抗原決定基。抗体によって認識される
抗原上の構造。

2.フローサイトメトリーによる抗 HAV抗体産生 B細胞の
動態解析法の確立

HAV免疫マウスの B細胞に HAVを反応させ、その後、
抗HAV mAbであるA21-biotinを用いて、HAV特異的な抗
体産生 B細胞の検出を行った。

3.ELISA系の確立

3-1.抗 HAV抗体の測定

以下の方法を用いて標準参照液及びヒト血清中の抗体
濃度測定を行い、検量線を作成した。 (括弧内はコー
ティング、検出に使用した抗体)

• IgG/IgM直接法 (検出:抗ヒト IgG/IgM-HRP)

• IgG/IgM 捕捉法 (コーティング:抗ヒト IgG/IgM,
検出:抗 HAV mAb;A21-biotin/F1-biotin)

• 競合法 (検出: A21-biotin)

3-2.HAV抗原の検出

既存の抗HAV mAb(F1, A21-biotin)を用いて、HAV抗
原の検出を行った。具体的には F1でコーティングし、
血清を加え、A21-biotinと HRP-SAで検出した。

結果・考察

1-1.特異性・感度の高い抗ヒト BILL-Cdh mAbを 1クロー
ン (A2F6)得た。
1-2.既存の抗 HAV mAbと競合しない mAbを多数 (約 10
クローン)確立した。
2. FCMにより HAV特異的な抗体産生 B細胞が検出でき、
抗 HAV抗体産生 B細胞の動態解析法の基礎技術を確立し

た。

図 1.抗 HAV抗体産生 B細胞の解析 (FCM): HAVで免疫し
たマウスの脾細胞にのみ HAV反応性 B細胞集団を検出し
た (枠内:抗 HAV抗体産生 B細胞)。

3-1. IgG/IgM直接法、IgM捕捉法、競合法では、十分な直
線性を持った検量線を作成でき、高感度の ELISA系を確
立できた。しかし、IgG捕捉法では抗ヒト IgGと抗 HAV
mAbである A21-biotinとの間で交差反応が起きたため、
IgG捕捉法は確立できておらず、今後の課題である。

図 2. IgG直接法の検量線:標準参照液 (1mIU/mL抗 HAV
抗体)を用い、直線性に優れた検量線が作成できた。

3-2.急性 A型肝炎患者血清から、HAV抗原自体を検出で
きることを予備的実験で確認した。

今後の展望

作製した抗ヒト BILL-Cdh mAbや抗 HAV mAbを用いて、
抗 HAV抗体産生 B細胞の解析、特に免疫記憶に関する解
析を行い、ヒト BILL-Cdhとの機能相関を検討する予定で
ある。
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ヒトがん細胞の悪性化における mtDNAの関与
服部　桂祐 (筑波大学生物学類) 指導教員: 林　純一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　ミトコンドリアは酸化的リン酸化によって、生体内で必
要なエネルギー (ATP)の大部分を生産する細胞小器官であ
る。その構造は内膜と外膜からなる二重膜構造で、内膜上
には呼吸酵素複合体 I～Vが存在する。また、動物細胞に
おいてミトコンドリアは核外ゲノムを有する唯一の細胞小
器官であり、一細胞あたり数百～数千コピーのミトコンド
リア DNA (mtDNA)を有している。これらの mtDNAは核
DNAと共に呼吸酵素複合体を構成するサブユニットをコー
ドしているため、呼吸酵素複合体は核DNAとmtDNAの二
重支配を受けている。

mtDNAは以下の理由から核DNAより突然変異が蓄積し
やすいとされている。

• 電子伝達系における酸化的リン酸化に伴って発生する
活性酸素種 (reactive oxygen species、ROS)に常にさら
されている。

• 核 DNAに比べ修復機構が不十分である。

• 核 DNAに比べ化学発がん物質の影響を受けやすい。

また近年、さまざまなヒトがん細胞において mtDNA突
然変異が報告されていることからも、mtDNA突然変異が細
胞のがん化に関与しているのではないか、という「がんミ
トコンドリア原因説」が提唱されている。しかし、mtDNA
突然変異が細胞のがん化の原因と決定付けるような証拠は
得られておらず、仮説に留まっている。
「がんミトコンドリア原因説」の立証が進んでいない理

由として、まず mtDNAを人為的に改変する技術が確立で
きていないことが挙げられる。またその他に、ミトコンド
リアが核 DNAと mtDNA両方の二重支配を受けているた
め、仮にミトコンドリアの機能低下が原因でがん化が生じ
る場合、そのがん化が核DNAとmtDNAどちらの影響に起
因するものか明確に出来ないことも挙げられる。しかし、
これらの問題点を所属研究室は独自の手法を用いることで
解決した。その手法は細胞質移植法という技術で、mtDNA
欠損細胞 (ρ0 細胞)にmtDNAを含む細胞質体を融合するこ
とで細胞質雑種 (サイブリッド)を作製し、核を統一して純
粋に mtDNAだけの影響を評価することができる。
所属研究室では、正常細胞とがん細胞の間でmtDNAを完

全に置換したサイブリッド細胞を用いた先行研究から、正
常細胞のがん化における mtDNA突然変異の関与を否定し
た。更にマウス肺がん細胞を用いた先行研究によりmtDNA
突然変異ががん細胞の転移能を誘導することを示した。こ
の転移能獲得メカニズムの詳細な過程は、mtDNA突然変
異による呼吸酵素複合体 Iの呼吸活性低下が ROSの産生量
を増加させ、ROSが核 DNAにコードされている転移関連
遺伝子の発現量を変化させ、転移能を獲得するというもの
である。この先行研究によって、がん細胞の悪性化におけ
る mtDNA突然変異の関与をマウスにおいて世界で初めて
証明した。
ただし、先行研究はマウスがん細胞を用いた研究である。

よって私は、ヒトがん細胞を用いて上記の研究を立証する
ことを目的として卒業研究を行った。ヒトがん細胞を用い
て研究することで、mtDNA突然変異によるがん細胞の転
移能獲得メカニズムが、生物種を超えて一般化できるか検

証できる。またヒトがん細胞において検証することは、臨
床面での潜在的ながんの悪性化を診断することや、新たな
治療法の開発へとつながる。

方法・結果

　細胞質移植法を駆使し、転移能を有さないヒト胎児 (Fe-
tal) 細胞由来の mtDNAをヒト乳がん由来の高転移性細胞
株 (MDA-MB-231) に導入した細胞株 (MDAmtFt) を作製
した。またテクニカルコントロールとして、MDA-MB-231
にMDA-MB-231のmtDNAを再導入した細胞株 (MDAmt-
MDA)も作製した。
これら二つの細胞株を実験材料として、まず in vivoにお

ける転移能の評価を行った。ヌードマウスの尾静脈に各サ
イブリッドを打ち込み、一定期間の後に肺を摘出し転移結
節数をカウントした結果、MDAmtFtはMDAmtMDAに比
べて転移能が抑制されていることが確認できた。つまり、
核のバックグラウンドが一様なサイブリッド間において、
転移能が mtDNAによって制御されているということをヒ
トがん細胞で初めて立証できた。更に、転移制御機構を明
確にすべく in vitro において両サイブリッドの解析を行っ
た。MDA-MB-231のmtDNAは呼吸酵素複合体 Iのサブユ
ニットをコードする遺伝子領域にアミノ酸置換を伴う病原
性突然変異を有している。よって呼吸酵素複合体 Iの活性
を測定したところ、MDAmtFtはMDAmtMDAに比べて有
意に回復していた。先行研究では、呼吸酵素複合体 Iの活
性低下で生じる電子漏出によって産出される ROSが、転移
関連遺伝子の発現を変化させていたため、今回の実験でも
さまざまな種類の ROSの産生量を測定した結果、両サイブ
リッド間で予想に反して差異は認められなかった。
以上の結果から、mtDNA突然変異ががん細胞の転移能

を制御していることをヒトがん細胞で初めて立証した。ま
た先行研究と同様な ROSに起因するようなカスケードで
はなく、ヒトがん細胞では他の因子が転移能獲得に関与し
ている、という新しい可能性を示すこともできた。つまり
mtDNA突然変異ががん細胞の転移能獲得を誘導するカス
ケードは、生物種やがんの種類によって異なるという可能
性を示唆している。今後は、これらの結果を元に、新しい
転移制御因子の解析をすることでカスケードを明確にし、
また他のヒトがん細胞を用いて同様に解析を行うことで、
mtDNA突然変異と悪性化の関係を一般化していきたいと
考えている。
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新たなミトコンドリア遺伝子疾患モデルマウスの作製
木場　隆介 (筑波大学生物学類) 指導教員: 林　純一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　ミトコンドリアは、ほぼすべての真核生物にみられる細
胞内小器官で、酸化的リン酸化によって生体エネルギーと
して利用できるATPを合成する。その内部には、ミトコン
ドリア独自のゲノムであるmtDNA (mitochondrial DNA:ミ
トコンドリアDNA)が一細胞当たり数千コピー存在し、ATP
合成に働く呼吸酵素複合体のサブユニット、及びその翻訳
に必要な tRNAと rRNAをコードしている。mtDNAに特
定の欠失突然変異や点突然変異などが起こり、この変異型
mtDNAが細胞内に一定以上の割合で蓄積すると、ミトコ
ンドリアの呼吸機能が低下し、脳筋症や高乳酸血症などの
症状を呈するミトコンドリア病を発症することが知られて
いる。しかし、このミトコンドリア病の発症機構や治療法
に関しては、未だ不明な点が多い。そのため、mtDNAの突
然変異が原因で病態を示す疾患モデルマウスを作製し、解
析することが必要である。
所属研究室では、すでに、mtDNAに大規模欠失突然変

異を有するmito-mice∆や、mtDNAの構造遺伝子領域に点
突然変異を有する mito-mice COIなど、いくつかの疾患モ
デルマウスが作製されている。しかし、ミトコンドリア病
は、mtDNAの変異部位によって、呼吸機能低下という共通
の過程を経ながらも異なる病状を呈するため、様々な変異
に起因する疾患モデルマウスが必要となる。
所属研究室の先行研究によって、マウス肺がん細胞の

mtDNAの塩基配列解析から、病原性を有する可能性のあ
る新たな点突然変異がみつかった。それは、ミトコンドリ
ア脳筋症の病原性突然変異として、ヒトでの報告例がある
変異に相当するものだった。さらに、この変異部位はヒト、
マウスといった哺乳類や、両生類、魚類など、多くの種で
保存されていることがわかった。
そこで、この点突然変異を有する新たなミトコンドリア

遺伝子疾患モデルマウスを作製し、解析することを本研究
の目的とした。

方法・結果

・目的の点突然変異型mtDNAの細胞内濃縮

　目的の点突然変異型 mtDNAを有するマウスを作製する
ためには、まず、この変異型 mtDNAを高い割合で有する
マウス培養細胞を得る必要がある。なぜなら、mtDNAは一
細胞当たり数千コピー存在しているため、変異型 mtDNA
が低率の場合、野生型 mtDNAの遺伝子産物によって、変
異型 mtDNAによるミトコンドリアの呼吸機能低下が補わ
れるからである。したがって、目的の点突然変異型mtDNA
を高い割合で蓄積させることで、この変異を高率に有する
マウス培養細胞を得ることにした。
そこで、この点突然変異がみつかったマウス肺がん細胞

のクローニングを繰り返し行なうことにより、細胞分裂の際
のmtDNAの無作為分配 (random segregation)を通して、変
異型 mtDNAが高い割合で分配されたクローンを得た。結
果として、クローニングを 6回行なって 196クローンが得
られ、その中から目的の点突然変異型 mtDNAをそれぞれ
52%、67%、92%の割合で有する 3つの細胞株を選択した。

・目的の点突然変異型mtDNAを高率に有する細胞の　　
病原性解析

　マウス肺がん細胞のクローニングによって得られた 3つ
の細胞株 (変異率 52%、67%、92%)を用いて、目的の点突
然変異の病原性解析を行なった。
まず、ミトコンドリアの呼吸機能を調べるために、電子

伝達系内で機能する COX (cytochrome c oxidase: 呼吸酵素
複合体 IV)の活性の細胞化学的解析、及び生化学的解析を
行なった。その結果、変異率 52%、及び 67%の細胞は、そ
れぞれ親株のマウス肺がん細胞と同程度の正常な COXの
活性を示したが、変異率 92%の細胞では低下しており、ミ
トコンドリアの呼吸機能が低下していることが示唆された。
次に、目的の点突然変異が細胞の増殖能に及ぼす影響を解

析した。ここでは、定期的に細胞数を計測することにより、
その増殖能を調べた。その結果、変異率 52%、及び 67%の
細胞に比べ、変異率 92%の細胞では増殖能が低下していた。
さらに、好気呼吸の副産物である ROS (Reactive Oxygen

Species: 活性酸素種)の産生量を測定した。ROSはタンパク
質や脂質、核酸などと反応し、酸化障害を引き起こす有害物
質として知られている。この解析結果から、変異率 92%の
細胞のみで、親株のマウス肺がん細胞に比べて ROSの産生
量の増大がみられた。

考察・展望

　目的の点突然変異型 mtDNAを 92%の割合で有する細胞
では、ミトコンドリア呼吸機能、及び増殖能の低下、ROS
産生量の増大がみられたことから、着目した変異が高率に
蓄積した場合、病原性を有する可能性が示唆された。した
がって、この点突然変異を高率に蓄積したマウスが作製で
きれば、そのマウスは病態を示す可能性が高いと考えられ
る。そこで、今後は、着目した変異が高率に蓄積した細胞
の細胞質をマウス ES細胞に移植して、目的の点突然変異
を有する ES細胞を樹立し、この ES細胞由来の疾患モデル
マウスを作製する予定である。
そして、作製した新たなミトコンドリア遺伝子疾患モデ

ルマウスの解析から、mtDNAの変異部位と病状との関係
性、及び、ミトコンドリア病の発症機構や有効な治療法の
考察をしていきたいと考えている。
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癌細胞上の細胞膜分子の発現解析
浅井　庸子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中田　和人 (生命環境科学研究科) 　

背景

　 CD155は、ポリオウイルスレセプターとして同定され
た分子量 80-90KDaの単鎖膜貫通型糖タンパクである。細
胞外領域に 3つの免疫グロブリン様ドメインを有し、免疫
グロブリンスーパーファミリーに属する。CD155は骨髄細
胞、内皮細胞、上皮細胞、神経細胞などに発現している。
CD155の生理機能は長い間不明であったが、最近、CD155
が、リンパ球に発現する CD226のリガンドであることが明
らかになった。さらに、CD155が白血病、大腸癌、脳腫瘍、
子宮癌、乳癌などの癌細胞に高発現することも報告された。
以上より、CD155が癌免疫応答に重要な役割を担ってい

ることが示唆されるが、実際の癌組織における CD155の発
現量と癌の病態や予後との関連については、いまだ詳細な
解析がなされていない。

目的

　 CD155の発現量と病態や予後との関連を明らかにする
ためには、組織標本を用いて、過去に遡って多数の症例の
癌細胞上の CD155の発現と病態を解析する必要がある。
一般に患者の手術摘出標本はホルマリン固定されて保存

されており、ホルマリン固定組織標本上の CD155を特異
的な抗体で免疫染色することが有用である。しかし、ホル
マリン固定により抗原性に変化を生じるため、ホルマリン
固定標本の CD155を免疫染色することができる既存の抗
CD155抗体は現時点で存在しない。
本研究では、CD155の発現量と病態や予後との関連を明

らかにすることを目的に、ホルマリン固定細胞上 CD155を
認識する抗体の作製を試みた。

方法

1. 　抗 CD155抗体産生ハイブリドーマの作製

　 10%中性緩衝ホルマリンで 2時間固定したCD155発
現細胞株 (CD155/BW)を CFAと共にマウスの両 foot-
pad に免疫した。その一週間後に CD155 の Fab 領域
とヒト IgG1Fc 領域とを融合させたキメラタンパク
(CD155 Fc)を CFAと共に追加免疫した。追加免疫か
ら 3日後にこのマウスの膝窩リンパ節からリンパ球を
採取し、ミエローマ細胞 (SP2/0)と融合させ、HAT選
択培地にて培養した。2週間後より肉眼で観察される
コロニーを採取した。

　 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)法と
フローサイトメトリー法 (FACS)を用いてスクリーニ
ングを行い、抗CD155抗体産生ハイブリドーマを同定
した。抗 CD155抗体のアイソタイプの決定には FACS
を用いた。

2. 　抗体の精製

　抗 CD155抗体産生ハイブリドーマをヌードマウス
に腹腔内注入し、1週間後腹水を回収した。カプリル
酸を用いた塩析による抗体精製を行った。

3. 　ホルマリン固定標本の染色

　 CD155発現細胞株 (CD155/BW)と、CD155非発現
細胞株 (BW)を Rag1遺伝子欠損マウスの背部に皮下

注射して形成した腫瘍をホルマリン固定し、標本を作
製した。一次抗体として上記で精製した抗体を用い、
二次抗体に抗マウス IgG Alexa488を用いて蛍光免疫
染色を行った。

結果

1. 　抗 CD155抗体産生ハイブリドーマの作製

　 HAT選択培地上で B細胞とミエローマ細胞が融合
してできた 32個のハイブリドーマクローンを得た。さ
らに 32クローン中から、CD155を認識するハイブリ
ドーマ 1クローンを得て、これを TX89と命名した。
TX89のアイソタイプは IgG2bであった。

2. 　抗体の精製

　 TX89を接種したヌードマウス 1匹から 2.4 mlの腹
水を回収し、515 µgの精製抗体を得た。

3. 　ホルマリン固定標本の染色

　 TX89は、ホルマリン固定標本の CD155を検出でき
なかった。

考察

　マウス 1匹から得られたコロニーは 32クローンと少な
かった。これは細胞融合時に用いたミエローマ細胞の培養
に習熟しておらず、細胞の増殖率が悪かったことが一因で
あると考えられた。
ホルマリン固定組織上のCD155を検出する抗体を得るこ

とができなかった原因として、追加免疫で用いた CD155Fc
タンパクがホルマリン未固定であったことが考えられる。
追加免疫では、ホルマリン固定でマスクされる部位をエピ
トープとする B細胞を増幅した可能性がある。この点を改
善して、次の実験では、初回免疫のみならず、追加免疫に
もホルマリン固定を施した CD155を抗原として用いる予
定である。
今後、ホルマリン固定標本上の CD155を染色できる抗

CD155抗体を得ることができれば、癌組織のCD155の発現
量と癌の病態や予後との関連を解析するための有用なツー
ルとなることが期待される。
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Orexin activates orexin neurons via the OX2R
田淵　紗和子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中田　和人 (生命環境科学研究科) 　

Introduction

Orexin is a neuropeptide which is produced in the few num-
ber of neurons located in the lateral hypothalamic area (orexin
neurons). Orexin is a natural ligand for two types of G-protein
coupled receptors termed orexin receptor 1 (OX1R) and orexin
receptor 2 (OX2R). Orexin or OX2R null animals showed a
fragmentation of sleep/wakefulness and cataplexy-like behav-
ioral arrest. These are similar to symptoms observed in “nar-
colepsy”, a human sleep disorder. Specific loss of orexin neu-
rons in narcoleptic human brain is reported. These studies sug-
gest that orexin and OX2R have an important role in the main-
tenance of arousal. However, it is still unknown that in which
neurons expressing OX2R are involved. In this study, I found
that orexin activates orexin neurons by slice patch clamp us-
ing transgenic mice express enhanced green fluorescent protein
(OX/EGFP mice) in the orexin neurons.

Materials and Methods

Animals and slice preparation
Male and female OX/EGFP mice express EGFP in the

orexin neurons, 2-3 weeks, were used for slice patch clamp. To
identify the receptor subtype, OX/EGFP; OX1R−/− mice and
OX/EGFP; OX2R−/− mice were subjected to slice patch clamp.
The mice were anesthetized and decapitated. The brains were
rapidly isolated and sliced in 350 µ M in chilled sucrose base
cutting solution using vibratome. Slices were incubated in bath
solution at room temperature for 1 hour.

Slice patch clamp
In each experiment, same composition of bath solution was

used. Orexin A or B was applied near the recording neuron
through the local application glass tube. Membrane potential
was recorded by whole cell current clamp with K-gluconate
base pipette solution. EPSC was recorded by whole cell volt-
age clamp (holding at -60 mV) in the presence of PTX (400 µ
M) in the bath solution. QX314 was added in the pipette so-
lution. Firing frequency was recorded by loose cell attached
mode (seal with 1GΩ).

Results and Discussion

Local application of orexin A or B induced depolarization and
increase in firing in the orexin neurons (Figure A). This re-
sponse was observed in the presence of TTX (1 µ M) sug-
gested that orexin neurons were directly activated by orexin
(Figure B). In addition, orexin A and B induced equal level
of depolarization suggested that this response is mediated via
the OX2R (Figure C). To identify the receptor subtype, orexin
receptor null mice were used. Although OX/EGFP; OX1R−/−

mice showed equal level of depolarization to OX/EGFP mice,
OX/EGFP; OX2R−/− mice did not show any significant de-
polarization by orexin application. These results suggest that
OX2R is expressing in the orexin neurons and orexin activates
orexin neurons via the OX2R. Next, indirect effects via glu-
tamatergic neurons were studied. EPSC frequency was in-
creased by orexin in OX/EGFP mice and OX/EGFP; OX1R−/−

mice but not in OX/EGFP; OX2R−/− mice. Loose cell attached
recordings from orexin neurons revealed that spontaneous fir-
ing was increased by orexin in OX/EGFP mice (Figure E) and
OX/EGFP; OX1R−/− mice, but not in OX/EGFP; OX2R−/−

mice (Figure D). Immuno-electron microscopy revealed direct
connection between the orexin neurons. In conclusion, orexin
activates orexin neurons directly and indirectly via the OX2R.
This positive circuitry between the orexin neurons might be
involved in the maintenance of arousal.
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ミトコンドリア呼吸機能が骨格筋繊維の機能分化に与える影響の解析
三藤　崇行 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中田　和人 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　多細胞生物を構成する細胞は多様に分化しており、それ
ぞれの細胞の機能によって最適なエネルギーの供給方法は
異なる。例えば、持続的にエネルギーを消費し続ける細胞
では、持続的で効率の良いエネルギーの供給が必要である。
一方で、一時的に素早いエネルギーの供給を受ける必要の
ある細胞もある。この様な細胞の機能発揮に最適化された
エネルギー供給は主にミトコンドリアの呼吸機能を調節す
ることで実現されており、その典型例を骨格筋繊維の機能
分化にみることができる。
骨格筋は多数の骨格筋繊維から成り、骨格筋繊維はその

機能の違いによってタイプ I繊維とタイプ II繊維の二種類
に大別される。骨格筋によってそれぞれのタイプの繊維が
占める割合は異なり、これが各骨格筋の機能的特徴を決定
する。タイプ I繊維は遅筋繊維とも呼ばれるもので、収縮
速度は遅いが持久性が高いという機能的特徴をもつ。一方、
タイプ II繊維は速筋繊維とも呼ばれ、収縮速度は速いが持
久性が低いという特徴をもつ。これらの機能の違いに合わ
せて、それぞれのエネルギー供給方法は最適化されている。
持続的なエネルギー供給を必要とするタイプ I 繊維では、
酸化的リン酸化によって効率良く持続的なエネルギー供給
が可能なミトコンドリアへの依存が高い。一方、素早いエ
ネルギー供給を必要とするタイプ II繊維では、効率は悪い
が素早くエネルギーを供給出来る解糖系への依存が高い。
このようなエネルギー供給方法の最適化は、主にカルシ

ウムイオンを起点とした非常に巧妙な分子機構によって実
現される。骨格筋繊維タイプは環境に応じて相互に変換し
得る (変換途中のものをタイプ I/II繊維と呼ぶ)が、例えば
持久的運動に適応したタイプ II繊維からタイプ I繊維への
変換の際には、細胞内カルシウムイオン濃度が高い状態で
維持されることにより、タイプ I繊維特異的タンパク質の
発現とミトコンドリアの増殖が同時に活性化される。
このように、細胞がそれぞれの機能に合わせて常にミト

コンドリアの呼吸機能を調節することで、エネルギー供給
方法の最適化を行なっていることは良く知られている。し
かし一方で、ミトコンドリア呼吸機能が細胞の機能分化に
与える影響についてはあまり知られていない。そこで本研
究では、ミトコンドリア呼吸機能が骨格筋繊維の機能分化
に与える影響を明らかにすることを目的とした。

材料

　ミトコンドリア呼吸機能が骨格筋繊維の機能分化に与え
る影響を解析するために、ミトコンドリア呼吸機能低下を
呈するマウスであるMito-mouse∆を用いた。このマウスの
ミトコンドリアは、野生型 (WT) mtDNAと大規模欠失突然
変異型 mtDNA (∆mtDNA)をヘテロプラズミーの状態で有
する。∆mtDNAはWT mtDNAに比べ分子量が小さく複製
が速いために、時間を経るに従ってその割合は徐々に高く
なっていく。∆mtDNAの割合が 80%以下であればミトコン
ドリアは正常な呼吸機能を維持出来るが、80%を超えると
呼吸機能が低下する。そのため、このマウスのミトコンド
リア呼吸機能は出生後しばらくのあいだ正常であるが、そ
の後徐々に低下する。本研究ではこのMito-mouse∆とWT
マウスのヒラメ筋の凍結切片を作製し、その染色像を比較
することでミトコンドリア呼吸機能の低下が骨格筋繊維の

機能分化に与える影響を解析した。

方法・結果

　まずMito-mouse∆のヒラメ筋でミトコンドリア呼吸機能
が低下していることを確認するために、ミトコンドリア呼
吸機能の指標である COX (cytochrome c oxidase)染色を行
なった。Mito-mouse∆ではWTに比べて全体に染色性が低
下しており、ミトコンドリア呼吸機能が低下していること
が確認出来た。
次に骨格筋繊維の機能分化への影響を解析するために、

骨格筋繊維タイプの判定を行なった。各骨格筋繊維タイプ
の機能の違いは主に、発現しているミオシン重鎖 (MyHC)
のアイソフォームの違いによって決定され、タイプ I繊維、
タイプ II繊維ではそれぞれMyHC I、MyHC IIが特異的に
発現している。それぞれのアイソフォームに特異的な抗体
を用いた免疫染色の結果、Mito-mouse∆ではタイプ II繊維
の割合が有意に減少し、骨格筋繊維タイプの変換の途中に
あるタイプ I/II繊維の割合が有意に増加していた。また骨
格筋繊維タイプ判定の古典的方法である mATPase染色に
よっても同様の結果が得られた。

考察

　以上の結果から、ミトコンドリア呼吸機能が低下すると
タイプ II繊維がタイプ I/II繊維に変化することが示された。
また、個体によってはタイプ I繊維の割合が増加していた
ことから、このタイプ I/II繊維はタイプ II繊維からタイプ
I繊維への変換の途中にあるものと考えられる。
ミトコンドリア呼吸機能が低下すると、それを補うよう

に解糖系が亢進することが知られている。Mito-mouse∆の
ヒラメ筋においてもミトコンドリア呼吸機能が低下し、解
糖系への依存が高まっていると考えられる。すなわちエネ
ルギーの供給方法はタイプ I繊維には適さず、タイプ II繊
維に適したものになっていると言える。それにも関わらず、
本研究で示唆されたようにタイプ II繊維がタイプ I繊維に
変換することは、骨格筋繊維の機能とエネルギー供給方法
のミスマッチを生む非適応的な変化である。ミトコンドリ
ア呼吸機能低下に起因する疾患であるミトコンドリア病の
患者さんの一部でもタイプ I繊維の割合が増加するという
報告があり、ミトコンドリア病の症状の一つである易疲労
性は、今回見られたような骨格筋繊維の機能とエネルギー
供給方法のミスマッチが一因となっている可能性がある。

展望

　今回ミトコンドリア呼吸機能の低下が骨格筋繊維の機能
分化に与える影響を明らかにすることが出来たが、その分
子機構は未だ明らかでない。そこで今後は、ミトコンドリ
ア呼吸機能が骨格筋繊維の機能分化に影響を与える分子機
構を明らかにしていきたいと考えている。
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Botryococcus braunii BOT 88-2株の成長とオイル生産へのグルコースの影響
中西　洋介 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中山　剛 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　近年、石油をはじめとした化石燃料の枯渇が危ぶまれて
いる。そこで、再生可能なエネルギー資源として、バイオ
マス燃料が注目されている。Botryococcus brauniiはオイル
を多く生産・蓄積する微細藻類であり、このオイルをバイ
オマス燃料として利用する事が可能である。しかし増殖が
遅く、現在石油と張り合えるほど経済的ではない。よって、
生産効率を上昇させるために増殖・オイル生産に最適な培
養条件を検討する必要がある。先行研究によると、CO2、グ
ルコース、酢酸塩等の炭素源の添加によって増殖速度が上
がる事がわかっている。特に、国内の湖沼から得られた B.
braunii の培養株 BOT 88-2 は 45% 前後と高い含有率でオ
イルを生産・蓄積するが、グルコースの無い培地では増殖
が遅い。そこで、本研究では B. braunii BOT 88-2株の培養
に最適なグルコース濃度を検討し、グルコースが成長とオ
イル生産量及びオイル成分に及ぼす影響を調べる事を目的
として実験を行った。

材料・方法

　 B. brauniiの BOT 88-2株を用いた。AF-6培地にそれぞ
れ 0, 1, 5, 10, 15, 20 mMとなるようグルコースを加え、0
mMをコントロールとした。温度 25度, 120µE/m2·sec, 12h
明:12h暗の条件下で通気培養を行った。培養 47日目で藻体
を回収して乾燥し、クロロホルム : メタノール (2 : 1)で総
脂質を抽出した。抽出物をシリカゲルクロマトグラフィー
によって分画して、各フラクションをそれぞれ GC (ガス
クロマトグラフィー)、GC/MS (質量分析計)を用いて分析
した。

結果

　グルコースを加えた全ての培地で、コントロールより増
殖量が増えた。培養開始後 35日目に於いては、最も増殖
が良かったのが 20 mM のグルコースを加えた培地で、次
いで 15 mM、10 mMとグルコースの濃度が高いほど良く
増えた。ただし、10 mM, 15 mMでは 35日目以降にバク
テリアがコンタミした。他ではバクテリアのコンタミは無
く、47日目に於いてもグルコース濃度の高い方が良好な増
殖を示した。炭化水素の含有率はグルコースを添加しても
高くなかったが、総脂質・トリグリセリドの含有率は共に
グルコースの濃度に比例して高くなった。GC及び GC/MS
による分析の結果、リテンションタイムとの比較から、各
濃度間で炭化水素と脂肪酸それぞれの組成には大きな違い
は見られなかった。

考察

　今回用いた全ての濃度のグルコースで増殖が促進される事
が示唆された。炭化水素含有率はグルコースの添加によっ
て高くならなかった事から、グルコースは炭化水素生産を促
進させない事が示唆された。しかし、バイオマスが大きく
なった事で、培地単位体積あたりの炭化水素生産量は 5mM
以上のグルコース濃度で大きくなった。B. braunii は産生
する炭化水素の特性により、脂肪酸から直鎖型炭化水素を
産生する Race A、トリテルペノイドを産生する Race B、炭
素数が 40のリコパディエンを産生する Race Lにわけられ

ている。今回対象とした培養株 BOT 88-2は Race Aに属し
ている。今回の結果から、Race Aではオレイン酸から鎖延
長、脱炭酸を経て直鎖型炭化水素が合成される系の他に、
脂肪酸をグリセリンとのトリエステル、トリグリセリドと
して蓄積する系がある事が示唆された。グルコースの添加
によりトリグリセリドの含有率が増えた事で、単糖類を利
用して脂質を合成する場合にはトリグリセリド合成系が卓
越していくものと推測される。また、GC、GC/MSの分析
結果からグルコースの存在は炭化水素と脂肪酸の成分に影
響を及ぼさない事が示唆された。
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Botryococcus Bレースにおける炭化水素合成経路の探求
石松　純 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡邉　信 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

近年、人間活動における化石燃料の大量使用が、CO2排出
による地球温暖化とエネルギー資源の枯渇という二重の問
題を引き起こしている。光合成生物のバイオ燃料としての
使用は、これらの問題に対する有効な解決方の一つである。
微細藻類のバイオ燃料としての利用は、その栄養体のすべ
てが光合成を行うため、陸上植物に比べて高い効率で物質
生産が可能である点で有望である。
淡水産緑藻の Botryococcus braunii は優れた炭化水素合

成・貯留能力から、実用化が期待できる藻類の 1つであり、
合成する炭化水素の種類によって、A/B/Lの 3つのレース
に分類される。Bレースはトリテルペノイドを合成するが、
合成経路については未知の部分が残り、人為的な合成の促
進のためにも、その全貌を明らかにすることが求められて
いる。
本実験では、Bレースのトリテルペノイド合成の前半部、

IPP (イソペンテニル 2燐酸)の合成系に着目した。IPP合成
経路は古典的なMVA経路、光合成生物に存在する非MVA
経路の 2経路が既知である。Bレースのトリテルペノイド
の生産にどちらの経路が使われているかを調べた。

方法

1. 培養方法

[1-13C]　Glucoseを炭素源としてフィードし、脱 CO2
Air通気攪拌　光条件による培養下で B. braunii Bレー
スの炭化水素へ移行させた。培養期間は 30日とした。

2. 炭化水素の抽出と精製

クロロホルム・メタノール (2:1)を溶媒として用い、超
音波破砕によって炭化水素を抽出。シリカゲルカラム
クロマトグラフィーを用い極性炭化水素と無極性炭化
水素、次いで色素とトリテルペノイドを抽出した。

3. NMRによるラベルの測定
1Hおよび 13CについてNMR分光法を用いて炭化水素
の構造を決定、各シグナルを帰属、またその強度の違
いによりラベルされた炭素の位置を決定した。

結果・考察

NMR分光法のデータを帰属した結果。トリテルペノイド
内の 6つの IPPユニットは、すべて 1及び 4位の炭素原子
が、他の位置の 5～10倍のシグナル強度を示し、13Cによっ
てラベルされていることを示した。これは非MVA経路を
通じて IPPが合成された場合に予測されるラベルパターン
と一致し、MVA経路によって合成された場合のラベルパ
ターン (2, 4, 5位)と大きく異なっている。
このことから、B. braunii Bレースのトリテルペノイドの

生産において、その中間体 IPPは全て非MVA経路によっ
て合成されており、MVA経路は一切関与しないことが示さ
れた。このことは、先行研究の実験データと一致している。
また、メチル基が付加されてできると考えられている分

枝炭素にも、同様に 13Cによるラベルが観察された。これ
は 30日と培養時間が長かったため、1-13C　 Glucoseが代
謝されてC1プールに移行し、メチル基転移に参加したため
と考えられるが、確認のために改めて実験を検討している。

今後の展望

13Cラベルされたさまざまな物質を用いることで、B. braunii
Bレースにおける炭化水素合成後半部及び多糖合成経路に
ついて知見を得る。
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奥日光湯ノ湖に優占する沈水植物の分布
澤田　洋平 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡邉　信 (生命環境科学研究科) 　

背景

　奥日光の湯ノ湖は、40年ほど前までは、多様な沈水植物
が茂る、多様性の豊かな湖だった。特に、現在絶滅危惧種
とされている二種のシャジクモ類 (カタシャジクモ Chara
globularis var. globularis とヒメフラスコモ Nitella flexilis
var. flexilis)は、湖の広い範囲で見ることができた。しかし、
外来種のコカナダモ (Elodea nuttallii)が持ち込まれ、一時
は湖中がコカナダモばかりという状況になった。現在は、
コカナダモの量を抑えるため、定期的にコカナダモの刈り
取りが行われている。昨年度の調査の結果、カタシャジク
モとヒメフラスコモは、湯ノ湖の多くの場所で復活し、コ
カナダモと共に、湯ノ湖で最も多く見られる種になってい
たことが分かった。さらに、この三種は深度により分布域
が大まかに分かれており、浅い場所にはカタシャジクモ、
比較的深い場所にはコカナダモとヒメフラスコが生えるこ
とが分かった。今回、刈り取りが継続されていることによ
り、優占種 3種の分布が維持されているのかどうか、また、
3種それぞれの光合成速度を測り、光合成の特性が 3種の
垂直分布に影響しているのかどうかを調べた。

方法

　 4月から 10月まで、一カ月ごとに湯ノ湖で沈水植物を
採集し、光量子密度を測定した。7月と 9月には、潜水調
査で、目視による分布の観察をした。深度による光環境の
違いが生育に与える影響を調べるため、採集したカタシャ
ジクモ、ヒメフラスコモ、コカナダモを用い、それぞれの
光合成速度を計測した。

結果および考察

潜水による観察の結果、St.4の根の先端でヒメフラスコモ
が消滅してコカナダモとフサモに置き換わったこと、St.7
の広い範囲でヒメフラスコモが見られたこと等、昨年と沈
水植物の分布が異なる場所があり、分布が年ごとに変化す
る可能性が示された。また、9月に St.5の水深 1 – 2 mで
ヒメフラスコモの大きな群落が出現するなど、同じ年の 7
月と 9月でも分布が異なる場所があった。
　水生植物の垂直分布の観察結果では、コカナダモとヒ

メフラスコモが広い範囲の水深で見られたのに対し、カタ
シャジクモの出現は 4 m以浅に限られていた。
　光合成速度から光合成曲線を求めて、最大光合成速度、

呼吸速度、光合成曲線の傾き、光阻害定数をもとめた結果、
比較的浅い場所に分布するカタシャジクモは陽性、深場ま
で分布するヒメフラスコモは陰性植物の傾向がみられたが、
統計的に有意な差はみられなかった。したがって、今回の
実験からは、光環境の違いが分布要因だという、はっきり
した証拠は見つからなかった。
　本研究から、沈水植物の分布が動的だということが明

らかとなり、継続した調査の重要性が示唆された。調査方
法などもまだ改良の余地があるので、工夫を重ねつつ、調
査を続けていきたい。

28



つくば生物ジャーナル　 Tsukuba Journal of Biology (2010) 9, 29 c©2010筑波大学生物学類

湯の湖におけるヒメフラスコモの分布と埋土卵胞子の動態
塚田　早紀 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡邉　信 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　元来、日本の湖沼には様々な動植物が住み着き、その生
物多様性により生態系は健全な状態に保たれていた。特に
湖沼の生態系を透明度が高く、生物多様性を高い状態 (多
種多様な生物が生育・生息) に保つために重要であるのが
淡水域 (主に湖沼や水田)に生息する藻類・シャジクモ類で
ある。しかし、近年人間による環境破壊が進み、シャジク
モ類の多くが絶滅の危機に瀕している。
　そこで我々は、昨年度から栃木県日光市にある湯ノ湖

をモデルエリアとし、シャジクモ類の保全を目的とした研究
を開始した。湯ノ湖にはヒメフラスコモ (Nitella flexilis var.
flexilis)とカタシャジクモ (Chara globularis var. globularis)
という 2種のシャジクモ類が生息していることから、今回
私は、湖底の深度 3 m以深の比較的深いところに分布する
ヒメフラスコモに焦点を当て研究を行った。ヒメフラスコ
群落の動態について、年度や地点間によってヒメフラスコ
モ群落に違いはあるのか、ヒメフラスコモの現場での生活
史はどのようになっているのか、という点を明らかにする
ことが本研究の目的である。

結果・考察

1. フィールドでのヒメフラスコモの観察

　ボートから採集器 (いかり)を投げ、藻体を採集し、
観察を行った。その結果、先行研究 (嶌田, 2009)と比
較し、ヒメフラスコモの季節的変化は年度による差は
特にないことが分かった。4月末に前年からの栄養体
に多くの無性芽が出芽し、5～6月に伸長して、6月末
から生殖器官が形成された。2008 年度と同様に無性
芽形成より 2ヶ月で生殖器官ができることが確認され
た。4月～10月すべてでヒメフラスコモが確認できた
こと、湯ノ湖の結氷が 12月末～4月中旬までおこって
いること、4月のヒメフラスコモの葉体が黒ずんでい
たことから、ヒメフラスコモは湖内で越冬していると
考えられる。また、2008年度とちがって、9月と 10
月に湖内の浅い場所でヒメフラスコモが観察されたた
め、分布は年度によって違うということが示唆された。
湖内のヒメフラスコモの出現時期、成長、生殖器官形
成についての地点間の差は見られなかった。

2. 埋土卵胞子数の計測

　湖底から採集してきた泥および砂を顕微鏡下で観察
し、卵胞子数を数え、泥および砂の乾燥重量あたりの
卵胞子数を算出した。その結果、湖内の浅い場所 (砂)
でも深い場所 (泥)でもヒメフラスコモの卵胞子は一年
を通して見つかった。どの時期も採集されたヒメフラ
スコモは前年からの越冬個体、無性芽より成長した個
体がほとんどであり、卵胞子より発芽したと判断され
る短い個体は 9、10月の浅い場所の群落にのみ多く確
認された。以上の結果より、湯ノ湖における深い場所
に生育しているヒメフラスコモ群落形成に卵胞子はあ
まり関与していないことが示唆された。
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湯ノ湖におけるカタシャジクモの生態に関する研究
小暮　はるか (筑波大学生物学類) 指導教員: 石田　健一郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　現在シャジクモ類の多くが絶滅の危機に瀕している。こ
の原因としては、富栄養化、護岸工事、水質汚濁、移入種
などが挙げられる。シャジクモ帯は、懸濁物質の底泥堆積
を促進し再懸濁を抑制する、水生動物の棲家となる、植物
プランクトンの増殖を抑制する、という働きから、湖沼の
透明度を高め、生物多様性を高めるために重要だと言われ
ている。
栃木県日光市の湯ノ湖には、カタシャジクモ (Chara glob-

ularis var. globularis)とヒメフラスコモ (Nitella flexilis var.
flexilis)の 2種が生息していた (Kasaki, 1964)が、1973年頃
から要注意外来生物のコカナダモ (Elodea nuttallii)が人の
手によって持ち込まれ、湖全体に繁茂した。これにより湯
ノ湖の環境資源としての価値が低下しただけでなく、シャ
ジクモ類などの在来沈水植物の分布域が減少した。2001年
から県や市によるコカナダモ刈り取りが行われている。こ
のように、湯ノ湖においてシャジクモ類の保全は、生物多
様性の観点だけでなく、環境価値の回復の観点からも早急
に取り組むべき課題である。本研究では、シャジクモ類の
保全へ向けて、湯ノ湖におけるシャジクモ類の実態を把握
するために、『湯ノ湖におけるカタシャジクモの生殖器官形
成の要因と、個体群形成・維持の方法を解明すること』を
目的とした。個体群形成・維持の方法については、主に胞
子の発芽に基づくものか、もしくは栄養体の存続、繁殖に
よるものかを、地点・深度毎に調べ、考察した。

方法

4月から 10月の計 7 回、湯ノ湖で採集を行った。特徴的
な動態が見られた St.1と St.5の 2地点の、それぞれ浅い場
所 (0.5 m以浅で夏以降藻体が形成された場所)と深い場所
(1m以深で 4月から藻体が見られた場所) に分けて調査し
た。採集した藻体は毎月、栄養繁殖の季節変化を追うため
に無性芽数を計測、有性生殖の季節変化を追うために造精
器と未受精生卵器・受精済み生卵器の数を計測した。また
底質を採集し、そこに含まれる卵胞子数を計測した。見た
目は壊れていなくても中身が空になっている胞子を発芽し
たものと仮定し、殻が見られた時期には既に発芽が起こっ
ていたと考えた。得られた季節変化のデータから各地点に
おける生態と、環境状態との関連を考察した。

結果・考察

浅い場所

St.1では、昨年秋までは藻体が見られたにも拘らず 4，
5月には藻体が見られなかったことから、冬期に消滅
したと考えられる。6月頃から藻体が生え始め、徐々
に繁茂していた。発芽 (底質中の卵胞子からの推測に
よる)は 5月には始まり、2か月後の 7月に生殖器官形
成が始まった。St.5においても、昨年秋までは見られ
た藻体が夏まで見られなかったので、冬期に消滅した
と考えられる。7月頃から藻体が見られ、徐々に繁茂
していった。発芽 (底質中の卵胞子からの推測による)
は 7月に始まり、生殖器官形成は 9月に始まった。造
精器や生卵器の数は St.1と比べて著しく少なかった。
以上から推測される浅い場所でのカタシャジクモのラ

イフサイクルは、『春以降卵胞子が発芽し、約 2か月の
成長期間を経て生殖器官形成をする。受精し、卵胞子
が底質に落ち、休眠に入る。藻体は冬期に消滅し、春
以降に卵胞子から発芽し個体群を形成する』という単
年サイクルの繰り返しであると考えられる。このため
浅い場所では卵胞子が個体群形成に重要な役割を果た
していると示唆された。本来多年生であるカタシャジ
クモが単年での生息を余儀なくされる原因として、水
温低下、氷が張るため成長できないことなどが考えら
れる。

深い場所

St.1、St.5とも調査をした 4月から 10月まで群落が形
成されていた。St.1では 6月、7月に無性芽の出芽が見
られ、9月に発芽 (底質中の卵胞子からの推測による)
と生殖器官形成が見られた。St.5では 5月から 7月に
かけ無性芽の出芽が見られ、7月に生殖器官形成が見
られた。6月、7月以降発芽 (底質中の卵胞子からの推
測による)が見られた。以上から推測される深い場所
でのカタシャジクモのライフサイクルは、春から夏に
かけては無性芽による栄養繁殖サイクルで、『無性芽
の出芽から約 2ヶ月の生長期間を経て、再び無性芽の
出芽』を繰り返し、夏以降は有性生殖サイクルも加わ
り『無性芽の出芽から 1 – 3か月の生長期間を経て生
殖器官を形成し、受精して卵胞子は離脱し底質に落ち
る。その後休眠もしくは発芽する』と推測される。

生育と環境状態

生殖器官形成は強い紫外線照射で抑制されると、報告
されている (N. V. J. de Bakker et al. 2001)。St.5は日
当たりがよいが、生殖器官数は St.1と比べて著しく少
ない。このことから、湯ノ湖におけるカタシャジクモ
の生殖器官形成の仮説の一つとして、『強い紫外線照
射が遮られることが重要である』と考えられる。一方
で、今回推測したライフサイクルを見ると、発芽また
は無性芽の出芽から約 2か月後に生殖器官形成のピー
クが見られた。このことからもう一つの仮説として、
『生殖器官形成が起こる時期は生体リズムによる』と
いうことが言える。湯の湖のカタシャジクモの生殖器
官形成にこれの仮説のどちらか、または両方が関るの
かは今後の課題である。

保全へ向けて

　湯ノ湖におけるカタシャジクモの保全には、卵胞子の蓄
積を妨げない環境、及び藻体を維持する環境が重要である。
今後も調査を続け、実態把握を目指すとともに、湖内での
動態の差を考慮しつつ保全活動を進めていく必要があると
考えられる。
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クロララクニオン藻 P314株における巨大多核細胞の分裂過程の解明
工藤　敦子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 石田　健一郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　クロララクニオン藻とは、従属栄養性のケルコゾア生物
が、緑藻を細胞内に取り込む二次共生によって葉緑体を得
た単細胞藻の一群である。現在までに 7 属 12種が記載さ
れ、多様な生活環を持つことが報告されている。栄養細胞
がアメーバ状の種、球状の種、および遊泳性の種があり、生
活環を構成する細胞の種類や組合せのパターンなどにも種
ごとに大きな多様性が見られる。このような生活環の多様
性は、近縁の従属栄養性の原生生物群に例を見ないもので
ある。二次共生により光合成能を獲得したことが、新たな
環境への進出を可能とする進化につながり、クロララクニ
オン藻の生活環における多様性を生み出す原動力となった
と考えられる。このため、葉緑体獲得後の適応放散を考察
するという観点から、その多様な生活環が注目されており、
個々の種においてこれを詳しく観察し、特徴を正確に把握
することがたいへん重要となる。また、生活環に見られる
特徴は、クロララクニオン藻の重要な分類形質の一つでも
ある。本藻に関して分類学的知見を深めるためにも、生活
環に関する詳細な研究が必要といえる。

P314株はGymnochlora属新種のクロララクニオン藻 (記
載準備中)で、移動性及び不動性の 2種類のアメーバ状細
胞を栄養細胞として持ち、生活環の一部で巨大多核細胞を
形成することがわかっている (大田私信)。クロララクニオ
ン藻において多核細胞が知られているのは、本種のほかに
は同属の G. stellata (金田私信)のみである。巨大多核細胞
を含む生活環は、生活環の多様性の一端としても、また属
レベルでの分類形質としても、興味深いものと言える。
本研究では、クロララクニオン藻における生活環の多様

性への理解を深め、その進化を考察すること、また分類形
質として整理することを大きな目標として掲げ、P314株の
巨大多核細胞の特徴および生活環中における次ステージへ
の移行過程を、形態レベルで解明することを目的とした。

材料・方法

　 P314株は、大田 (現山口大学)によってパラオ共和国にて
2003年に採取され、株化されたものである。ESM培地にて
20oC L : D = 14 : 10で培養した。培養齢が進むと現れるこ
とがわかっている巨大多核細胞を効率よく得るため、植え
継ぎ後 1ヶ月以上経過したものを実験に用いた。また、培
地を新しいものに交換すると分裂を始める傾向があること
がわかっており、分裂過程の観察ではこの性質を利用した。
分裂過程を把握するため、巨大多核細胞を培養株中から

マイクロピペット法により一細胞ずつ新しい ESM培地の
入ったシャーレに単離し、倒立顕微鏡下でタイムラプスビ
デオ撮影を行い、各細胞の挙動を解析した。また、分裂中
の各過程における核の動向を知るため、スライドグラス上
に数細胞ずつ単離した巨大多核細胞を、目的のステージに
おいて固定し、DAPI もしくは SYBER Green I により核
DNAの蛍光染色を行い、蛍光顕微鏡あるいは共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて観察した。さらに、巨大多核細胞の微
細構造を詳しく知るため、透過型電子顕微鏡観察も行った。

結果

　倒立顕微鏡による観察から、古い培地中に見られる巨大
多核細胞は、直径 15 – 40 µm の球形で、放射状に伸ばし
た複数の細い仮足でシャーレ底面に付着していることがわ
かった。蛍光観察の結果、核は細胞中央部に存在していた。
また、核の数は今回 17個まで確認され、必ずしも 2の累乗
とならないことがわかった。このときそれぞれの核の間に
細胞膜が存在しないことが電子顕微鏡による観察からわか
り、本細胞が複数細胞からなる群体ではなく、確かに多数
の核を持つ単一の細胞であることが確認された。
タイムラプス撮影により、2タイプの分裂様式が観察さ

れた。いずれにおいても、細胞中央部に集中していた多数
の核が、巨大細胞全体へと均一に分散した後、細胞質分裂
が起きた。一方の様式では、活発なアメーバ運動ののち一
気に細胞質分裂が進行し、すべての娘細胞は移動性アメー
バとなり数十分のうちに分散した。もう一方では、巨大多
核細胞の形状はほぼ変化しないままで、サッカーボールの
縫い目の様な亀裂が入り、その後、数日かけて娘細胞は一
細胞ずつ巨大細胞から離れ分散した。亀裂が生じた時点で
完全に細胞質分裂が完了しているのか、また、この亀裂に
よって核が一つずつ区切られているのか、についてはわか
らなかった。

考察・今後の課題

　 P314株の単核細胞は、移動性アメーバと不動性アメー
バの 2つの形態をとることが知られている。2分裂により、
前者は 2つの移動性アメーバを生じる。後者は 2つの不動
性アメーバを生じるが、やがて一方が移動性アメーバへと
変化することがわかっている。今回巨大多核細胞で観察さ
れた 2つの分裂様式および娘細胞の挙動は、単核細胞にみ
られる 2つの分裂様式間の相違と同様のものである可能性
がある。つまり、光学顕微鏡観察下では同一に見える多核
細胞も、単核細胞と同様に、2つのタイプ (移動性と不動性)
が存在するという仮説が考えられる。この仮説が正しけれ
ば、本種は単核細胞、多核細胞それぞれに移動性・不動性
の細胞分裂が存在する生活環を持つと考えることができる
(図参照)。多核細胞形成過程ですでにこの 2つの違いが決
定されているのか、あるいは形成後に移行が起こっている
のか、今後検証していく必要がある。
また、核の数が必ずしも 2の累乗でないことから、多核

細胞形成過程における核分裂が非同調的であることが示唆
された。多核細胞の形成過程についても今後観察する必要
がある。さらに、本種と G. stellataにおける巨大多核細胞
を詳細に比較し、属内での多様性及び普遍性を検証するこ
とも今後の課題である。
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クロララクニオン藻 Lotharella amoebiformisのヌクレオモルフゲノムに関する
比較解析

白戸　秀 (筑波大学生物学類) 指導教員: 石田　健一郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

光合成真核生物には、シアノバクテリアを細胞内共生させ
ることで葉緑体を獲得した一次植物と、一次植物を細胞内
共生させ葉緑体とした二次植物がある。このような葉緑体
獲得のプロセスはそれぞれ、一次共生、二次共生と呼ばれ、
生物進化の過程で、一次共生は一度だけ、二次共生は複数
回起こったと考えられている。クロララクニオン藻は、二
次植物の一群であるが、他の多くの二次植物とは異なり、
細胞内小器官として、取り込まれた一次植物の縮小した核
(ヌクレオモルフ) と、一部のゲノム情報をとどめている。
ヌクレオモルフは、クロララクニオン藻とクリプト藻にの
み見られ、他の二次植物では既に失われている。つまり、
ヌクレオモルフは、共生の進行に伴って消失しつつある細
胞核であると考えられ、二次共生の過程を明らかにするた
めの重要な手掛かりを与えてくれる細胞小器官であると言
える。
先行研究により、クロララクニオン藻の一種である

Bigelowiella natansで、ヌクレオモルフゲノムの全配列 (373
kbp)が決定されている。このゲノムは、3本の縮小した染
色体からなり、約 331個の蛋白質、18個の rRNA、及び 20
個の tRNAをコードしている。また、18・19・20・21 nt (ヌ
クレオチド) からなる、微小なイントロンが高頻度で存在
することも明らかになっている。
本研究では、二次共生による葉緑体獲得において、共生藻

の核ゲノム (ヌクレオモルフゲノム)がどのように進化した
のかの一端を明らかにすることを目的とし、B. natansと系
統的に離れたクロララクニオン藻の一種である Lotharella
amoebiformisのヌクレオモルフゲノム配列を新たに取得し、
B. natansのヌクレオモルフゲノムとの比較解析を行った。
なお、L. amoebiformisのヌクレオモルフゲノムのサイズは
約 330kbpであると推定されている。

方法

　 Lotharella amoebiformis Ishida et Y. Hara の培養株
(CCMP2058) を、20oC、80 – 100 µmol photon /m2·s、12 :
12-h L : Dサイクルで培養した。細胞を 2日間、暗所におい
た後、8.0 × 107 cells/mlの細胞密度で試料プラグを作成し、
パルスフィールド電気泳動によりヌクレオモルフDNAを分
離、エレクトロエリューション法により抽出、精製した。こ
の DNAからショットガン法により 13,675リードの配列を
得た (文部科学省特定領域研究 (比較ゲノム)の支援班に委
託)。配列は Seaquencher (GeneCodes社)および BLAST検
索 (NCBI http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) によりアセ
ンブリングとアノテーションを行なった。次に、ヌクレオモ
ルフゲノムの遺伝地図をゲノムブラウジングソフトArtemis
(Wellcome trust Sanger institute)により、遺伝子の位置、サ
イズ、コードされている方向、B. natansヌクレオモルフゲ
ノムにおける染色体との対応に留意しつつ作成した。また、
相同性検索により確認された遺伝子のうち 39遺伝子につ
いて、遺伝子の開始点、終結点を推定し、それぞれの区間ご
とに 18～21ntの長さをとるイントロンを、イントロン・エ
キソン境界共通配列 (GT～AG)を参照しながら探索した。

結果・考察

染色体地図について
Sequencherによるアセンブリングの結果、ヌクレオモル

フ DNAとして 6本の大きなコンティグ (5～100kbp) と複
数の小さな DNA断片を得た。これは L. amoebiformisの推
定ヌクレオモルフゲノムサイズの約 80% (約 260kbp) を、
カバーしており、B. natansで報告されたのと同様に、高い
A+T含量 (72.08%)を持つ配列であった。

B. natans のヌクレオモルフゲノムとの相同性検索の結
果、L. amoebiformisには、112個のオルソログ遺伝子が検
出されたが、B. natansとの相同性が見られない、機能未知
の遺伝子が約 180個あると推測された。オルソログ遺伝子
112個のうち約 30個が翻訳、約 30個が RNA代謝に関わ
るものであり、B. natansの機能未知遺伝子と相同なものは
8個見つかった。また、これらのオルソログ遺伝子のうち
75遺伝子は 2～7遺伝子からなる 19か所のシンテニー領域
(異なる生物種の染色体間で類似した遺伝子の順序をもつ領
域)として保存されていた。このことから、両種の間では、
種分化ののちに、大規模なゲノム再編成が起きたと考えら
れる。

微小イントロンについて
次に、イントロン・エキソン境界共通配列に基づくイン

トロン探索を 39の遺伝子について行い、103か所のイント
ロン領域を確認した。探索を行った範囲においては、イン
トロン長は B. natansでは 19ntの割合が最も大きかったの
に対して、L. amoebiformisでは 18ntの割合が最も大きいな
ど、その長さの構成割合には差異が見られた。
イントロンの位置や長さは種間の相同遺伝子において保

存されている場合があり、例えば、B. natansの cdc28には 3
つのイントロンが存在するが、それら全てが L. amoebiformis
における相同遺伝子の同じ位置に存在した。ただし、その
うちの 2つは、長さが異なっていた。一方で、B. natansの
prp22にある 6つのイントロン全てが、L. amoebiformisの
相同遺伝子には存在せず、別の位置に 1つのイントロンが
挿入されていた。イントロンの獲得や維持に関して考察を
するには、更に相同遺伝子の比較を進めることが必要であ
るが、イントロンの位置や長さは固定したものではなく、ヌ
クレオモルフゲノムでも変化していることが確認できた。
また、クロララクニオン藻ヌクレオモルフゲノムに見ら

れる微小イントロンは、既知の真核生物のイントロンとし
ては最小のものであり、そのスプライシング機構は興味深
い。しかし、L. amoebiformisを用いた本研究では、ゲノム
配列情報のみを用いてイントロンを検索しているため、そ
れらが実際にスプライシングを受けるのかどうかについて
は更なる検証が必要である。

これから

　今後は、残りの配列を取得し、B. natans と L. amoebi-
formisのヌクレオモルフゲノム全体の比較を行うとともに、
L. amoebiformisのヌクレオモルフに特有な遺伝子を探索す
る予定である。
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有殻アメーバ Paulinella chromatophoraにおける新規殻の構築様式
野村　真未 (筑波大学生物学類) 指導教員: 石田　健一郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　 Paulinella chromatophoraは、リザリア下界ケルコゾア門
ユーグリファ目に属する原生生物であり、淡水や汽水の池な
どに生息している。底生性で糸状仮足をもち、珪酸質の鱗
片からなる壺状の被殻をもつ有殻アメーバである。本種は、
独自の一次共生によるシアノバクテリア由来の光合成オル
ガネラをもつことが最近明らかとなり、これは葉緑体がたっ
た一度の一次共生によって獲得されたという定説を覆す大
きな発見となった。しかし，その細胞構造や生活環などに
関する基本的知見は乏しく，生物としての理解は進んでいな
い。P. chromatophoraを含むユーグリファ目の有殻アメー
バのほとんどは珪酸質の鱗片が規則正しく配置された殻を
持っており，ユーグリファ目生物の重要な分類形質となっ
ている。鱗片の形は丸型や楕円型、棘のあるものまである。
P. chromatophoraの殻は、図 Bに示したように壺状で、1個
体につきおおよそ 40～50枚のほぼ長方形でやや湾曲した
鱗片で構成されており、約 10枚の鱗片が長辺同士で接着し
て帯状になった鱗片列が、5列壺状に接着した構造になっ
ている。各鱗片はサイズも表面の構造も異なっており、開
口部のものは特に他の鱗片とは形状が大きく異なっている。
この殻は、細胞分裂の直前に親細胞によって新規に細胞外
に構築されると報告されている。このような殻形成は非常
に特異であり、本種が細胞分裂に先立って珪酸質の殻をど
のように構築するのかは非常に興味深い。ユーグリファ目
において殻構築に関する報告のある Assulina muscorum (O.
Roger Anderson et al, 1994)では、母細胞内の小胞中に珪酸
が分泌されて沈殿することによって鱗片が形成され、殻の
開口部の方へ運ばれるとともに成熟すること、鱗片は一枚
一枚殻の開口部から外へ押し出されること、分泌小胞から
供給されると思われるセメント物質によって鱗片同士がつ
なぎ合わされていることが示唆されている。しかし、押し
出された鱗片がどのように配置され、組み立てられていく
かは明らかにされていない。本研究では、P. chromatophora
を用いて今まで未知であった詳細な殻の構築様式を明らか
にすることを目的とした。

材料・方法

　難培養性であるP. chromatophoraの培養株は、現在ドイツ
産のM0880株と日本産の FK01株しか確立されていない。
そこでまず、国立環境研究所内の池の採集から得られた P.
chromatophoraをマイクロピッペト法により単離し、クロー
ン株の確立を目指した。殻の構築過程を詳細に解析するた
めに光学顕微鏡によるタイムラプスビデオ撮影を行った。
さらに各ステージでの鱗片の配置を把握するために走査型
電子顕微鏡 (SEM)を用いて観察を行った。SEM観察に用
いた試料は、1% 四酸化オスミウムと 5% グルタールアル
デヒドによる同時固定または 100%エタノールによる固定
をした後、凍結乾燥または自然乾燥させた。また、鱗片の
形成時期と母細胞内での配置の仕方を観察するために、生
体内で合成された珪酸質の鱗片のみに取り込まれる蛍光試
薬 LysoSensor Yellow/Blue DND-160 (PDMPO)を用いて蛍
光顕微鏡観察をした。

結果

　 P. chromatophoraの複数の細胞について殻形成をタイム
ラプスビデオ解析した結果、細胞は分裂に先立って鱗片を
全て細胞外へ出し、その後仮足を使って鱗片を一枚ずつ殻
の形に組み立てることがわかった。普段は典型的な糸状仮
足しか観察されないが、殻を組み立てる段階では、母細胞
の開口部から太い仮足が伸び、それが殻の組み立てを行な
う様子が観察された。さらに、SEM 観察の結果、押し出
された直後の鱗片は仮足またはセメント物質によって保持
されていることが示唆され、開口部を囲むように配置され
ることが分かった。さらに、タイムラプスビデオ解析で細
胞質の移動の際に核が最初に新規殻へ移動していることが
示唆された。これを確かめるために DAPIを用いて蛍光顕
微鏡で観察した結果、示唆された通り核が他のオルガネラ
に先立って新規殻へ移動していることが示された。また、
PDMPOを用いた蛍光顕微鏡観察の結果、開口部側の鱗片
から順に形成されることが明らかとなった。殻構築の観察
に加えて、P. chromatophoraの新規培養株の確立も試みた。
国立環境研究所の池から採集された P. chromatophoraにつ
いて、複数個体を一つの培養器に単離することにより培養
株ができた。現在、この培養株から再単離をして単一個体
によるクローン株の確立を目指している。

考察

　以上の結果と先行研究を考慮すると、細胞質分裂に先立っ
て鱗片が形成され、成熟しながら開口部から細胞外へ分泌
され開口部の周囲に配置される。その後鱗片は太い仮足か
ら分泌されるセメント物質で一つ一つつなぎ合わされ、壺
状に広がってゆく。こうしてできた新規殻に 1つの娘細胞
の核、光合成オルガネラが順番に移り、細胞質分裂が完了
することが示唆された。P. chromatophora の壺状の殻は 1
枚 1枚特徴がある鱗片から構成されており、どの個体も規
則性のある鱗片の配置をしている殻を持っているが、開口
部から 1枚 1枚押し出され開口部を囲むように配置された
鱗片に規則性は伺えず、単細胞生物である P. chromatophora
が形も大きさも異なる鱗片をどのようにして順序正しく積
み上げているのか、その機構は分からなかった。今後は透
過型電子顕微鏡を用いて細胞内構造との関連を含めて観察
する予定だ。また、ユーグリファ目全体においてこのよう
な殻構築様式が一般的に見られるものかどうか、多様性の
調査をし、ユーグリファ目生物の中で殻構築様式がどのよ
うに進化したのかを明らかにしてゆきたい。

A BB
(A) P. chromatophoraの光学顕微鏡写真
(B) P. chromatophoraの走査型電子顕微鏡写真
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Analysis of the relationship between crystalization and coccolith polysaccharide
production in the marine calcifying coccolithophorid Emiliania huxleyi

FAJARDO CASTRO ROSSY JOHANA (筑波大学生物学類) 指導教員: 白岩　善博 (生命環境科学研究科) 　

Introduction

Coccolithophores are unicellular algae of the phylum Hap-
tophyta characterized by the presence of complex calcified
scales, called coccoliths, covering the cell. The shape of the
coccoliths has unique characteristics in different taxa and it
can be very intricate. In the case of the model coccolithophore
Emiliania huxleyi, calcification occurs on an organic plate in-
side an intracellular compartment and the complete scales are
later transported to their final location. Although research
about the mechanism behind the formation of the calcium crys-
tals has been very active in the recent years, there are many
aspects yet unknown, particularly about the way in which the
cells regulate the process. It is now known, for example, that
acidic polysaccharides (AP) (or coccolith polysaccharides in E.
huxleyi) play an important role in the process of nucleation and
shaping of calcite inside the vesicle by inhibiting the growth of
the crystals selectively. However, the exact relationship be-
tween calcification and the production of these polysaccha-
rides is not well understood. In this research, the effect of a
known calcification inhibitor HEBP (1-hydroxyethylidene-1,1-
bisphosphonate) on the quantity of neutral and acidic polysac-
charides produced by E. huxleyi was tested in order to explore
the possibility of a feedback mechanism between the signal for
initiation of calcification an the completion of the coccolith.
Bisphosphonates are compounds that have a P-C-P bond and
that are able to bind to the surface of calcium carbonate crys-
tals preventing nucleation and thus inhibiting calcification.

Materials and methods

For the in vitro experiments equal volumes of solutions of
20 mM of calcium chloride (CaCl2) and sodium bicarbonate
(NaHCO3) were added in the presence of different concen-
trations of HEBP. Increase of the turbidity of the solution as
CaCO3 crystals were formed was measured as the absorbance
at 750 nm using a spectrophotometer every minute for the first
20 minutes and then every 5 minutes until the end of the reac-
tion. In vivo analyses were performed using the marine calcify-
ing haptophyte Emiliania huxleyi (Lohman) Hay and Mohler,
collected and isolated by University of Tsukuba professor Dr.
Isao Inoue from the Pacific Ocean in 1990. The algae were
grown in bottles containing artificial seawater enriched with
Ed Scheiber’s medium and 10 nM Na2SeO3 instead of soil
extracts. To obtain actively calcifying cells, they were pre-
cultured for 3 days or until phosphate depletion of the medium
could be confirmed. Phosphate depletion induces calcifica-
tion in E. huxleyi according to previous reports (Kayano et
al. 2009). HEBP was added to a final concentration of 1 or
0.5 mM (time 0). After this, sampling was performed reg-
ularly and the following parameters were measured: Chloro-
phyll content: Extraction with acetone. Phosphate concentra-
tion in the medium: Removal of the cells by centrifugation and
quantification by the Molybdenum blue method. Neutral or
acid polysaccharide content: Using Phenol-Sulfuric acid and
Carbazole-Sulfuric acid assays respectively.

Results and analysis

The results of the in vitro experiments coincide with the ones
obtained previously by Asahina and Okazaki (2004). HEBP
inhibits calcification significantly in concentrations as low as
0.05 mM as opposed to the known chelator EDTA. When
adding 0.05 mM HEBP 5 minutes after the start of the re-
action, no further crystals were formed which confirmed that
HEBP prevents the nucleation of calcium carbonate. In the
in vivo experiments, inhibition of calcification was confirmed
through optical and polarized light microscope. Cells grown
in the presence of 1 mM of bisphosphonate were seen with-
out coccoliths. However, the cell growth was impaired greatly
compared to that of the control group. This elevated cell death
rate suggests that HEBP has effects not only in the chemical
process of calcification, but also in the physiological pathways
of the cell. This has also been suggested for other bisphospho-
nates used in animal cells (Fleisch, 1998). This observation is
supported also by the fact that the same tendency of decreased
growth was observed in a lower proportion when adding HEBP
to a final concentration of 0.5 mM. The measures of polysac-
charide contents showed that production of neutral polysaccha-
ride per chlorophyll unit increased significantly in the presence
of 1 mM HEBP, and in a lesser extent when the concentration
was halved. On the other hand, coccolith polysaccharide (acid
polysaccharide) contents increased slightly when calcification
was inhibited for all of the in vivo experiments. However the
difference was not significant enough as to draw a conclusion.
Further experimentation is required to confirm these observa-
tions. To our knowledge, the increase of the amount of neutral
polysaccharide when calcification is inhibited has not been re-
ported previously. It would seem that the inhibition of calcifi-
cation triggers accumulation of sugars in the cell. This work
may be helpful to better understand the physiological role of
calcification in coccolithophores.
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イネの生殖過程におけるペクチンホウ素架橋関連遺伝子の変異体表現型と発現解析
四谷　紗和子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 岩井　宏暁 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　植物の生長には、細胞接着と発達を要する過程が数多く
存在する。茎頂や根端などのメリステムでは、細胞同士の
接着性を調節することで緊密な情報交換を行い、器官の形
成をする。また、生殖過程では柱頭と花粉、花粉管と伝達
組織といったように受精にいたるまでに多くの特徴的な細
胞同士の接着とコミュニケーションが必要とされる。近年、
これらの過程には、細胞壁におけるペクチン-ホウ素架橋が
重要であることがわかった。ペクチン-ホウ素架橋は、ペク
チン中のラムノガラクツロナ II (RG-II)領域同士がホウ素
と結合し、二量体 RG-II-ホウ素複合体 (dRG-II-B)を形成す
ることで機能し、その形成にはペクチングルクロン酸転移
酵素 = NpGUT1が必須であることが報告されている。この
報告により、双子葉植物であるタバコにおいてNpGUT1の
発現とペクチン-ホウ素架橋が、細胞同士の接着や植物の栄
養・生殖生長にとって非常に重要であることが示された。
またシロイヌナズナにおいてはキシラン合成への関与も報
告されている。
一方、単子葉植物においてはペクチン-ホウ素架橋も含め、

ペクチンの機能と重要性についての情報は極めて乏しい。
興味深いことに、単子葉植物の細胞壁マトリックスは構造・
成分ともに双子葉植物と大きく異なっており、ペクチンに
いたってはわずか 5-10%程度しか含まれていない。しかし、
イネを用いた先行研究において、NpGUT1遺伝子と相同性
が高く GT47 familyである GUT1-like遺伝子 OsGUT-L1と
OsGUT-L2の遺伝子解析が行われた結果、他の RG-II合成
遺伝子と共調して発現していたため、これらは相同遺伝子
候補としてペクチン合成と発生に重要な働きを持つと考え
られた。
そこで本研究では、細胞接着の制御が重要になる生殖過

程に注目して、単子葉植物におけるペクチンネットワークの
メカニズムと機能を明らかにするために、OsGUT-L1及び
OsGUT-L2の発現解析と欠損変異体の表現型解析を行った。

方法

1. 発現解析

　イネの受粉前後の生殖器官 (穎、葯、柱頭、子房)及
び、成熟葉をサンプリングし、RT-PCRによる発現解
析を行った。

2. 変異体の表現型解析

　OsGUT-L1、OsGUT-L2各遺伝子における T-DNA挿
入変異体 (T2)の種子を播種し、その T3世代について、
ゲノミック PCR を用いてホモ-ヘテロ判定を行った。
これら T-DNA挿入変異体について、組換え温室にお
いて生育調査を行った。

結果・考察

(1)OsGUT-L1

　データベースおよび RT-PCRによる器官別発現解析
の結果、OsGUT-L1は柱頭や花粉、分裂組織での発現
していることが確認された。また、T-DNA挿入変異体
のホモ-ヘテロ検定により、ホモ個体の特定を行った。
正常株 (Wt) は播種後 5ヶ月目で、草丈が平均 90 cm

で稔実率がほぼ 100%であった。一方、OsGUT-L1変
異体では草丈が約 65 cmと低く、成長の遅延が観察さ
れた。また、稔実率が約 45%と低かったことから、生
殖成長過程に重大な異常が起きている可能性が考えら
れた。稔実していないものでは、子房が発達しない種
子が観察された。以上より、この遺伝子が生殖成長過
程において、重要な機能をもつ可能性が考えられた。

(2)OsGUT-L2

　データベースおよび RT-PCRによる器官別発現解析
の結果、OsGUT-L2は生殖、栄養成長全体を通して発
現していることが確認された。明確なホモ-ヘテロ判定
は完了していないが、GUT-L1の観察結果から、植物
体の背丈・稔実率に注目して生育調査を行った。その
結果OsGUT-L1変異体と同様に草丈が低く稔実率が低
い個体が観察された。

これらの結果から、OsGUT-Lが受粉・受精を含む生殖過
程において重要な働きを有する可能性が示唆された。生殖
過程には、細胞接着が重要になる受粉や花粉ガイダンスが
含まれ、OsGUT-Lがこういった細胞接着性に寄与すること
を期待している。
今後、変異体の相補性試験及び再現をとりデータの確証

性を高めるとともに、プロモーター GUSや in situハイブ
リダイゼーションなど組織レベルでの詳しい解析を計画し
ている。
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単子葉植物イネの生殖過程におけるペクチンの動態と機能解析
市川　愛 (筑波大学生物学類) 指導教員: 岩井　宏暁 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　高等植物の細胞壁は多糖類で構成されており、その構造
変化が発生・発達にも大きく影響することが知られている。
細胞壁成分のひとつであるペクチンではメチル化度の変化
が、細胞壁構造に対して大きく影響する。ペクチンはメチ
ル化された状態で合成されるが、細胞壁内でペクチンメチ
ルエステラーゼ (PME)によって脱メチル化されカルシウム
架橋を形成することで、細胞接着性を高めるなどの細胞壁の
特性を変化させることが知られている。しかし近年、PME
阻害タンパク質を過剰発現させた植物では原基から生殖細
胞への正常な発生ができないといった報告をはじめとして、
ペクチンの脱メチル化による細胞壁構造変化は発生・分化
にも影響があることが報告されてきている。しかし、発生
過程における詳細な分布や機能はほとんどの植物で解明さ
れていない。本研究では、受粉・受精過程などの細胞接着
や分化が行われる組織において、ペクチンが適正なメチル
化度を維持することが重要ではないかという仮説に基づき、
生殖過程におけるペクチンの動態とその機能の一端を明ら
かとすることを目的とした。生殖器官においてはペクチン
が豊富に含まれることが知られている。そこで、ペクチン
リッチな細胞壁を全身に持つ双子葉植物ではなく、細胞壁
中のペクチン含量が少ない単子葉植物のイネを材料として
用いることで、生殖組織においてペクチンの真の機能を明
らかに出来るのではないかと考えた。また、イネはモデル
植物として豊富なリソースをもつことでも知られており、自
殖性が高く受粉のシステムと生殖器官の構造が非常にシン
プルであることから生殖器官に注目した観察をしやすさで
も優れた研究材料である。本研究ではイネの花を用いて受
粉前後のペクチンのメチル化度を比較することにより、生殖
器官におけるペクチンの動態を調査した。また、PME過剰
発現体 (PME- Full-length cDNA Overexpressor: PME-FOX)
イネの表現型を解析することで、ペクチンのメチル化が生
殖組織の発達に与える影響について考察を行った。

材料・方法

材料にはイネ (Oryza sativa、品種：日本晴)を用い、正常株
(WT)及び過剰発現株 (PME-FOX)は温室で生育を行った。
ペクチンの組織染色

WTの受粉前後の成熟した雌しべと PME-FOXの生殖器
官をサンプリングし、パラフォルムアルデヒドで固定、テ
クノビット 7100に包埋、ウルトラミクロトームで 3µmの
切片を作成した。ルテニウムレッドで脱メチル化ペクチン
を、NaOHで処理後にルテニウムレッドで染色することに
より全ペクチンを染色した。受粉前後のメチル化度の異な
るペクチンの局在様式を光学顕微鏡により観察した。
PME過剰発現株の表現型解析
イネのゲノム、糖モチーフ、発現データベース検索

(KOME、CAZy、Oryza Express)を行うことによりイネ PME
系統樹を作成し、各遺伝子の発現様式の調査を行った。ま
た、イネ FOXデータベースから、これらの PMEを過剰発
現させたものを４ライン検索し、T1種子を農業生物資源研
究所より入手した。T1 および T2 世代を組換え温室におい
て育成を行い、育成調査を行った。

結果

生殖組織におけるペクチンの動態
受粉前および受粉後の雌しべについて、脱メチル化ペク

チンの染色を行った結果、胚珠以外の領域では受粉前と比
較して受粉後の方が高いレベルの染色性を示した。一方、
全ペクチンの染色を行った場合では、受粉前後で染色レベ
ルに差は観察されなかった。しかし、胚珠においては全ペ
クチン染色では強く染色されたのに対し、脱メチル化ペク
チンの染色性が極めて低かった。受粉前後の雌しべではペ
クチンの全量はほぼ同じであったことから、受粉直後に活
発なペクチン合成は起こっていないことが考えられる。一
方、胚珠以外の領域では脱メチル化ペクチンの染色性が高
まっていたことから、ペクチンのメチル化度が低下し、ペ
クチン-カルシウム架橋の形成が促進されたのではないかと
思われる。しかし、胚珠においては、他の部分と同様に受
粉前後に関わらずペクチン量に変化は見られなかったが、
脱メチル化ペクチンは少なく、存在しているペクチンのほ
とんどがメチル化されていることが示唆された。
イネのペクチンメチルエステラーゼ (PME)
シロイヌナズナなどのPME遺伝子と相同性が高く、CAZy

データベースより Carbohydrate Esterase family 8に属する
PME保存領域をもつ遺伝子を、イネのゲノムデータベース
より 37 遺伝子を選択し系統樹を作成した。Oryza Express
発現データベースより、生殖組織特異的なものと全身で発
現するものの 2つに大別されることがわかった。
ペクチンメチルエステラーゼ過剰発現株 (FOX-PME)表現
型解析

FOXデータベースより入手できた 4つの PME-FOX株の
うち、PME3遺伝子の FOX株でのみ 80%という高い頻度
で不稔性が見られた。少量ながら得られた種子 (T2)を組換
え温室において生育させたところ、T2 は 29%の葯で形態
不全が見られ、花粉も正常に形成されなかった。また、異
常が見られた株は不稔となった。

考察

　花粉管は伸長時にポリガラクツロナーゼを分泌し、雌し
べの伝達組織の壁を分解しながら進むと考えられる。本研
究において受粉後の雌しべで多くの脱メチル化ペクチンが
観察されたことは、伝達組織においては脱メチル化ペクチン
が花粉管伸長のガイダンス役の一端を担っている可能性を
示唆していると思われる。また、胚珠においてのみペクチ
ンの脱メチル化が観察されなかったが、これは珠孔で PME
阻害タンパク質が働いているという報告とも一致する。こ
のことから胚珠では、ペクチンのメチル化程度が、ある一
定レベルに維持されていることが考えられる。一方、花粉
の発生過程には、花粉四分子の細胞壁合成など多くの細胞
壁の変化が起こる。PME過剰発現によって花粉の正常な形
成が観察できなかったことは、ペクチンのメチル化が必要
なステージで維持されず、異常なタイミングで脱メチル化
されてしまったことにより異常を引き起こしたのではない
かと思われる。以上の結果から、生殖組織における正常な
発生・分化を行うためには、正常なタイミングでのペクチ
ンのメチル化度の調節が重要ではないかと考えられる。
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単子葉植物イネの器官発達に重要な細胞壁タンパク質・グリシンリッチプロテイン
の解析

武部　尚美 (筑波大学生物学類) 指導教員: 岩井　宏暁 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　植物の特徴である細胞壁は、植物の物理的構造の維持と
いった単なる “壁” としての働きだけでなく、成長・発達
や生殖といった個体発生においても重要な働きを持つこと
が明らかになってきている。細胞壁は、セルロースなどの
多糖類を中心に複雑で多様な構造をもつことが知られてい
るが、そのほかに細胞壁タンパク質と呼ばれる構造タンパ
ク質もまた細胞壁成分のひとつとされている。細胞壁タン
パク質はエクステンシンなどのハイドロキシプロリンリッ
チタンパク質、プロリンリッチタンパク質、そして、グリ
シンリッチタンパク質 (GRP)で構成されている。GRPは、
双子葉植物、単子葉植物を問わず多様な植物種に存在して
いることから、高等植物の成長発達に必須なのではないか
と考えられている。その生理学的機能については不明であ
るが、ツル性植物の維管束組織や導管液、そして花粉管な
どに存在し、伸長成長に関わる組織の細胞壁に局在するこ
とが報告されている。そのため、細胞壁の柔軟性や外傷の
修復に影響を与えるのではないかということが考察されて
いる。
モデル植物であるイネを含む単子葉植物の細胞壁はセル

ロース以外で質・量ともに双子葉植物とは全く異なるマト
リックス糖鎖からなる細胞壁ネットワークを有しており、
細胞壁タンパク質においても未知な点が極めて多く、まだ
ほとんど調査されてきていない。またGRPについて、遺伝
子の存在は確認されているものの、機能はおろかイネ植物
体の中での詳細な分布、発現パターンなど基礎的情報を含
む報告がほとんどされていない。そこで、本研究では単子
葉植物の GRPsが個体発生の中でどのような生理学的機能
を有するのかについて明らかにすることを目的に、データ
ベース検索により選抜した OsGRP2について、器官別発現
解析および T-DNA挿入変異体の表現型調査を行った。

方法

　単子葉植物のモデル植物であるイネ (Oryza sativa 品
種:Hwayoung)および T-DNA挿入変異体を組換え温室にて
育成させ、実験に用いた。
イネゲノムおよび発現データベース (iPSORT,

Oryza Express) を用いて、細胞壁構造タンパク質特有
の配列を持ち、発現量の高い遺伝子について選抜を行い、
OsGRP2を選抜した。この OsGRP2の T-DNA挿入変異体
を POSTECH から入手し、ホモ個体選抜を行い、生育調
査を組換え温室において行った。そして正常株 (Wt)およ
び変異体の発現量調査を RT-PCRを用いて行った。また、
正常さまざまな成長ステージにおける器官別発現解析を
RT-PCRによりWtを用いて調査した。

結果・考察

　細胞壁構造タンパク質であるGRPを選抜するため、細胞
外輸送に重要であるシグナル配列を有する遺伝子について
イネゲノムデータベースを用いて調査した。選抜したGRP
遺伝子について、発現データベースを用いて発現量を調べ
た結果、ほとんどのGRP遺伝子の発現量は低いことが明ら
かとなった。発現量を有していたものの中で、最も発現量

の高い OsGRP2遺伝子について注目して研究を行うことと
した。まず、OsGRP2の花における器官別発現パターンを
RT-PCRにより確認した結果、穎、葯、子房で発現が確認さ
れた。また、それらの発現は開花前と開花後で発現量が変
動していた。次にOsGRP2の機能を調べるために、T-DNA
挿入変異体について調査を行った。POSTECHより入手し
た T1 の T-DNA挿入変異体から得られた T2 種子より、ゲ
ノミック PCRを用いてホモ個体５株を同定した。それらに
ついて各成長過程における生育調査を行った。その結果、
栄養成長期において、やや dwarf形質が確認され、生殖成
長期においては受粉・受精および種子形成過程に異常が観
察された。現在、相補試験については準備中であり、今後、
特異的なペプチド抗体を用いて OsGRP2タンパク質の局在
様式について調査を行う予定である。
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単子葉植物イネにおけるアラビノース糖鎖合成関連遺伝子の発現解析
稻村　拓也 (筑波大学生物学類) 指導教員: 古川　純 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　植物の細胞壁は主にセルロース、マトリックス糖鎖、構
造タンパク質で構成されている。マトリックス糖鎖の一群
であるペクチン性多糖の主成分である、アラビノース糖鎖
は、高等植物が特徴的に有する糖鎖であり発生過程に大き
な関わりを持っている。アラビノース糖鎖関連遺伝子は高
等植物間で 85%以上相同性を持つ保存性の高い遺伝子であ
り、その機能も広く保存されていることが期待できる。
アラビノース糖鎖合成は複雑な複合体を形成して行われ

ることが示唆されているが、合成メカニズムに関してはほ
とんどわかっていない。現在までにペクチンを豊富に含む
細胞壁を有する双子葉植物を用いての研究が行われてきた
が、その細胞壁特性ゆえにペクチン性アラビナンに集中し
た研究となっている。
一方、単子葉植物であるイネでは双子葉植物と異なり、

ペクチン性多糖類に加え、セルロース繊維との架橋を行う
グルクロノアラビノキシランにおいてもアラビノースが含
まれ、その存在が重要とされている。そのため、ペクチン
を主とした生殖過程だけでなく全発生過程を通してアラビ
ノース糖鎖の動態を調査することが可能であると考えられ
る。それにもかかわらずイネにおいてはほとんど報告がな
いのが現状である。本研究では、現在知られている全ての
アラビノース糖鎖合成関連遺伝子のイネにおける相同遺伝
子を用いて、栄養成長および生殖成長過程における細胞壁
架橋ネットワークにおけるアラビノース糖鎖の機能を明ら
かにすることを目的としている。
シロイヌナズナおよびタバコを用いた研究により、ア

ラビノース合成複合体として、アラビノース転移酵素
ARAD1(ARAbinan Deficient 1)、アラビノース輸送体と考え
られる LARA1(Long ARAbinan related protein 1)、重合転移
可能なフラノースへと転換するUAM(UDP-Arabinopyranose
Mutase)が知られている。この 3種のアラビノース合成関
連遺伝子の栄養成長および生殖成長過程における組織別発
現パターンの解析を行った。また、これらのアラビノース
合成関連遺伝子と共発現している遺伝子の中から、アラビ
ノースを含む高分子化合物の合成に関わっているであろう
遺伝子を遺伝子発現ネットワークを使って同定し、それら
の組織別発現パターンと比較することで、各器官でアラビ
ノース糖鎖がどのような化合物の構成成分として用いられ
ているかを調査した。

方法

　単子葉植物のモデル生物であるイネ (Oryza sativa 品種:
Dongjin)を温室で育成し実験に用いた。
イネゲノムおよび発現データベース (Oryza Express)を用

いて、イネにおけるアラビノース合成関連遺伝子の候補遺伝
子を選抜し、(1)OsLARA1、(2)OsARAD1–8、(3)OsUAM1,2,3
を決定した。イネの受粉前後の生殖器官 (穎、葯、柱頭、子
房)、14日目実生の葉、茎、根、生殖成長開始後の葉、葉
鞘、茎、根をサンプリングし、RT-PCRによる発現解析を
行った。

結果・考察

(1)OsLARA1

in silico解析により相同性が極めて高い候補遺伝子が 1
コピーで存在することが明らかとなった。この候補遺伝子
OsLARA1についてRT-PCRで発現パターンを解析した。こ
の結果から、OsLARA1は受粉後の潁、受粉前の葯、14日目
実生の葉で高い発現が見られた。このことから、OsLARA1
は開花や受粉などの生殖成長や葉の展開などの栄養成長に
おけるアラビノース糖鎖合成に関わっていると考えられる。
また、公開マイクロアレイデータを基に、OsLARA1と共
発現している遺伝子を検索したところ、グルクロノアラビ
ノキシランの合成への関与が考えられる遺伝子の存在が確
認できた。

(2)OsARAD1～8
in silico解析では相同性の高い候補遺伝子が 8遺伝子確

認された。この中でシロイヌナズナの ARAD1と最も相同
性の高い遺伝子をOsARADとし、この遺伝子の発現パター
ンを解析した。解析の結果、受粉前の葯で特に高い発現が
見られた。また受粉後の潁と子房でも発現が高かった。こ
のことから OsARADsは開花や受粉などの生殖成長過程で
のアラビノース糖鎖の合成に関わっていると考えられる。

(3)OsUAM1,2,3
解析の結果、OsUAM1は栄養成長、生殖成長過程全体で

非常に高い発現を示した。OsUAM2,3は受粉前後の潁、受
粉前の葯、受粉後の子房などで特に高い発現を示していた。
また、14日目実生の茎でも高い発現が見られた。この結果
から OsUAM1,2,3は開花や受粉、花粉管ガイダンスなどの
生殖成長や支持組織である茎の発達におけるアラビノース
糖鎖の合成に関与していると考えられる。
これらの結果から、OsLARA1、OsARAD1～8、Os-

UAM1,2,3は特に開花に関わる潁や、花粉の合成に関わる
受粉前の葯で、共通して高い発現パターンを示しているこ
とがわかった。これらの発現パターンより共発現している
ことが予想されたことから、今回解析した 3種の遺伝子産
物がアラビノース糖鎖合成複合体を形成していることが推
測される。
今後は発現抑制変異体を作成し、表現型等への影響を調

べると共に、アラビノースで構成される高分子多糖、糖タ
ンパク質の細胞レベルでの局在や細胞壁組成の変化を解析
し、各組織でのアラビノース糖鎖合成関連遺伝子の役割の
一端を明らかとしていきたい。

38



つくば生物ジャーナル　 Tsukuba Journal of Biology (2010) 9, 39 c©2010筑波大学生物学類

カロテノイド生合成酵素遺伝子導入による黄花アサガオ作出に関する研究
恩田　和幸 (筑波大学生物学類) 指導教員: 鎌田　博 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　アサガオ (Ipomoea nil)は日本独自の園芸植物であると同
時に、遺伝学的、生理学的知見の蓄積が豊富な実験植物で
もあり、文部科学省のナショナルバイオリソースプロジェ
クトにも指定されている。アサガオの花弁は青色、紅色、
紫色といった非常に多様な色彩を呈する。文献によれば黄
色も江戸時代には存在していたとされるが、現在では明瞭
な黄色の系統はない。これまで多くの育種家が交配による
黄花のアサガオの作出を試みてきたが、現在、最も黄色に
近いと言われる系統でもフラボノイドによる非常に淡い黄
色である。従って、黄花アサガオの作出は、園芸的にも価
値が高く、江戸時代に失われた品種を現代に再現するとい
う意義もある。
カロテノイドは黄色から赤色を示す色素で、多くの植物

では花弁にカロテノイドが蓄積することにより黄色を発現
している。先行研究により、アサガオの花弁は isopentenyl
pyrophosphate isomerase (IPI)以降のカロテノイド合成酵素
遺伝子群の発現が非常に低いということが明らかになって
いる。そこで本研究では、黄花アサガオの作出を目的とし、
アサガオにカロテノイド合成酵素遺伝子群を導入すること
により、花弁へのカロテノイドの蓄積を試みた。

材料・方法

　実験材料にはアサガオの栽培品種であるViolet (形質転換
系が確立している)とQ0261 (白花であるためカロテノイド
による黄色が視認できる)を用いた。

1)カロテノイド合成酵素遺伝子を導入した形質転換体の作
製及び評価

　カロテノイド合成経路において IPIのすぐ下流に位置する
geranylgeranyl pyrophosphate synthase (GGPS) と phytoene
synthase (PSY) の２遺伝子を含むコンストラクトを Violet
と Q0261に導入した。

2)花弁特異的発現プロモーターの評価

　花弁特異的発現を示すことが他種の植物で報告がある、
キク由来の flavanone 3-hydroxylase (F3H) のプロモーター
及び、シロイヌナズナ由来の non-yellow coloring 1 (NYC1)
のプロモーターに、それぞれ β-glucuronidase (GUS)を連結
させたコンストラクトを Violetに導入した。他種における
花弁特異的発現が、アサガオの花弁で保存されているかど
うかを確認及び評価する目的である。
遺伝子の導入は、コンストラクトを導入したアグロバク

テリウムを不定胚に感染させることで行った。再分化した
個体は抗生物質カナマイシンの薬剤耐性により選抜し、馴
化させることで形質転換体を作製した。

結果・考察

1)カロテノイド合成酵素遺伝子を導入した形質転換体の作
製及び評価

　無色のフィトエンまでを合成する酵素遺伝子であるGGPS
と PSYを連結したコンストラクトを Violetに導入したも

のが 7系統、Q0261に導入したものが 1系統得られた。得
られた形質転換体の花弁における導入遺伝子の転写レベル
の発現について、リアルタイム RT-PCR法により解析した
ところ、Violetの 1系統と Q0261の 1系統において GGPS
と PSYの発現の増加がみられた。しかし、HPLCで成分分
析を行ったところ、フィトエンは検出されなかった。これ
らの結果より、GGPSと PSYのタンパク質が酵素として機
能していない、または、生じた代謝産物がカロテノイド合
成系とは別の経路に代謝される可能性が示された。本実験
で用いた GGPSと PSYの cDNAは、ペチュニアなどの他
種の植物では機能することから、導入遺伝子の酵素として
の機能の問題よりも、生じたカロテノイドが内生の酵素に
より代謝される可能性の方が高いと思われる。今後は PSY
よりも生合成経路の下流に位置する酵素遺伝子を導入し、
花弁にカロテノイドが蓄積するかどうかを検討する必要が
ある。

2)花弁特異的発現プロモーターの評価

　 F3H::GUSが 2系統、NYC1::GUSが 2系統得られた。こ
れらの花弁と葉について GUS染色を行い、プロモーター
の器官特異性の詳細な検討を進めている。
アサガオの形質転換体は遺伝子を導入してから花が咲く

までに約 1年かかる。そこで、有用なプロモーターの探索、
コンストラクトの選定を効率的に行うためには、一過的発現
系が有効であると考えた。アサガオは一日花であるが、二
日咲きになる系統が存在する。この二日咲き系統を用いて、
一過的に遺伝子を導入する「アグロインフィルトレーショ
ン法」により、アサガオの一過的発現系の構築を目指す。
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遺伝・遺伝子について分子レベルで理解するための教材の開発
紙谷　幸子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 鎌田　博 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　近年、科学技術の発達により新しい技術に基づく様々な
製品が実用化され日常生活に関わるようになってきた。生
物学分野においては、遺伝子組換え作物や遺伝子診断など、
遺伝や遺伝子に関する技術の発達が目覚ましい。消費者は
そのような製品をよく理解した上で選択しなければならな
いが、正しく理解するために必要な科学的知識が十分であ
るとは言えない。したがって、遺伝や遺伝子についての科
学的知識を身に付けるための重要な機会である高等学校の
理科の授業を充実させる必要がある。遺伝や遺伝子は講義
形式の授業だけでは理解が難しく、実験を通して実物を扱
うという学習方法が効果的である。そこで本研究では高等
学校の理科の授業に取り入れることが可能な実験教材を開
発することにした。授業に取り入れる実験は、まず野生型
と変異型の個体の表現型の違いを観察し、次に DNAの変
異部分を増幅して遺伝子型の違いを可視化し、遺伝子型と
表現型の関係を学ぶというものが効果的であると考えた。
そこで本研究ではこの実験を高等学校の授業に取り入れら
れるものにするために、専門的な機器を使わず簡単な手順
で結果を得るための実験方法や条件を検討する。

材料

　材料はエンドウ (Pisum sativum L.)を用いた。エンドウは
メンデルが遺伝の法則を研究する際に用いた材料であり、高
等学校の生物の教科書に登場するため授業に取り入れやす
いという利点がある。本研究ではメンデルが研究に用いた
変異体のうち、種子の形の変異体と矮性の変異体を用いた。
種子の形の変異体はデンプン分枝酵素遺伝子中に約 800 bp
のトランスポゾンが挿入されたことによるものである。矮
性の変異体はジベレリン合成酵素遺伝子中の一塩基置換に
よるものである。

方法

1. Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)法
LAMP法は等温条件下、約 1時間で DNAを増幅するこ

とができる方法であり、専門的な機器を必要としない点に
おいて本研究で検討する実験に適している。そこで LAMP
法を用いて遺伝子型の違いを可視化する実験の方法を検討
することにした。LAMP法で増幅できる範囲は 200 bp程
度までであることを利用し、種子の形の変異体においてト
ランスポゾンの挿入部位を挟む位置にプライマーを設計し、
野生型特異的に増幅が見られるようにした。プライマーは
設計ソフト PrimerExplorer Ver.4 ( http://primerexplorer.jp/ )
を用いて設計したプライマーのうち、繰り返し配列を含ま
ないものを選別して作成した。増幅反応は栄研化学 (株)の
loopamp DNA 増幅キットを用いて行った。キット付属の
reaction mixにエンドウの葉から Edwardsら (1991)の方法
で抽出した DNA、プライマー、DNAポリメラーゼを加え
て 60oCで 90分反応させた。
2. Tetra-primer Amplification Refractory Mutation System
(ARMS)-PCR法

tetra-primer ARMS-PCR法はアリル特異的なプライマー
を用いることにより、PCR だけで SNP を判定できる方
法である。矮性の変異体は点変異によるものなので、今

まで考案された実験では PCR 産物を制限酵素処理する
ことで遺伝子型の違いを可視化していたが、tetra-primer
ARMS-PCR 法を用いることにより実験の手順を減らす
ことができる。プライマーは設計ソフト Batchprimer3 (
http://wheat.pw.usda.gov/demos/BatchPrimer3/ ) を用いて作
成し、増幅反応はエンドウの葉から Edwardsら (1991)の方
法で抽出した DNAをテンプレートとして、通常の PCRと
同様に行った。

結果と考察

　種子の形の変異体において作成した野生型の遺伝子を検
出するためのプライマーを用いて、ゲノムDNAを鋳型とし
て反応させた結果、野生型でも変異型でも増幅は見られな
かった。増幅しやすくするために予めDNAを 95oCで熱変
性してから反応させてもやはり増幅は見られなかった。増
幅されない原因は、プライマーだけではなくテンプレート
に問題がある可能性も考えられる。そこでまずプライマー
の特異性を調べるためにターゲット配列周辺をクローニン
グした DNAを鋳型にして反応させた。すると野生型でも
変異型でも増幅が見られたが、ネガティブコントロールと
して別の遺伝子をクローニングした DNAを鋳型にした場
合は増幅が見られなかった。したがって増幅された DNA
断片はプライマー同士の相互作用によるものではなく、プ
ライマーがターゲット配列に働いたために増幅されたもの
だと考えられる。ターゲット配列周辺には繰り返し配列が
含まれていることから、本来結合するはずではない部分に
プライマーが結合することがあり、そのため野生型で安定
して増幅が見られず、また変異型で増幅が見られることが
あると考えられる。LAMP法のためのプライマーは Tm値
が細かく指定されており、繰り返し配列を避けるとプライ
マーを設計できる場所が限られているため、プライマーの
位置を変更する余地は少ない。したがって LAMP法を用い
て種子の形の変異体について遺伝子型を可視化する実験を
行うことは困難であると考えている。
矮性の変異体において作成したプライマーは、遺伝子型

非特異的、野生型特異的、変異型特異的に 1種類ずつそれぞ
れ長さの異なる DNA断片が得られるように設計した。こ
のプライマーを用いて反応させたところ、ほぼ予想通りの
結果が得られた。しかし、しばしば遺伝子型と増幅された
DNA断片が一致しないことがあった。これはプライマー
の特異性が十分に高くないために、どちらのアリルでも同
じように増幅反応が起きたのだと考えられる。tetra-primer
ARMS-PCR法では、プライマーの 3’端に人為的にミスマッ
チを入れて非特異的な増幅を抑制しているため、今後はこ
のミスマッチをより強く反応を阻害するものに変える、あ
るいはミスマッチを増やすなどの改良を行い、プライマー
の特異性を高める必要がある。
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シロイヌナズナ近縁種を用いたヒストン脱アセチル化による胚的形質抑制機構の共
通性の検証

島田　尚久 (筑波大学生物学類) 指導教員: 鎌田　博 (生命環境科学研究科) 　

背景

　高等植物はその種子発芽過程において、胚発生時に特徴
的な形質 (胚的形質)が抑制される。モデル植物であるシロ
イヌナズナの研究から、胚発生特異的に発現が見られる遺
伝子群の発現が発芽時に抑制されることで、胚発生から栄
養成長への転換が促されることが明らかにされている。一
方、胚発生特異的な遺伝子群の発現が抑制されない変異体
では栄養成長相へ正常に移行できず、胚的形質を維持し続
け、胚様組織が形成される。この結果より、種子発芽時の
胚的形質の抑制は、高等植物の正常な栄養成長相への移行
に重要であることが示唆されている。
近年、動植物に共通して分化発達に関与することが示

されている因子の一つとして、ヒストン脱アセチル化酵素
(HDAC)を介した遺伝子発現抑制機構の重要性が報告され
ている。HDACはヒストンに結合したアセチル基をはずす
ことで DNAとヒストンの結合を強め、RNAポリメラーゼ
が DNAに結合できなくすることによって遺伝子の発現を
抑制する。シロイヌナズナの研究では、このHDACが胚的
形質の抑制に重要であることが示されている。私の所属す
る研究室の先行研究では、シロイヌナズナの種子に HDAC
活性阻害剤である Trichostatin A(TSA)を処理することで、
胚発生特異的に発現する遺伝子群の発現が抑制されず、胚
的形質が維持され続ける事を報告した (Tanaka et al., 2008)。
以上の知見から、HDACを介した胚的形質の抑制機構が

幅広い植物種で保存されていることが予測されているが、
詳細は明らかではない。そこで私は、シロイヌナズナの近
縁種を用い、TSAを処理したときに見られる胚的形質を解
析することで、HDACを介した胚的形質の抑制機構の共通
性の検証を試みた。

材料と方法

　実験材料には、シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana)と、
その近縁種である Arabidopsis griffithiana、Capsella bursa-
pastris、Olimarabidopsis pumilaの 4種を用いた。各種濃度
の TSAを含む B5液体培地 (5、25、50 µM)に各植物種の
種子 (100粒)を懸濁し、暗所 10oCで 4日間低温処理した
後、16時間明期 8時間暗期 23oCの条件下で 2週間振とう
培養した。その後、TSA処理した種子を TSA非含有 B5固
形培地上に移植し、3週間後に解析を行った。

結果と考察

　 50 µM TSAで処理した時、シロイヌナズナでは胚的形質
が維持され、不定胚様組織の形成が見られることが報告さ
れている (Tanaka et al., 2008)。同じ濃度で処理した時、C.
bursa-pastrisではシロイヌナズナと同様、胚的形質が維持
され、不定胚様組織の形成が見られた。TSA処理によって
誘導されたシロイヌナズナと C. bursa-pastrisの不定胚様組
織を切り出し、固形 B5培地上で培養した結果、根や葉が
形成され正常個体へと発生した。また、この個体からは種
子も得られ、その種子は正常に発芽、成長した。一方、A.
griffithianaおよび O. pumilaでは、50 µM TSA処理で致死
した。また、5あるいは 25 µM TSAで処理した時、不定胚
様組織の形成といった顕著な胚的形質は見られなかった。

次に、TSA 処理前と処理後の各近縁種の種子貯蔵蛋白
質遺伝子である CRUCIFERIN B(CRB)、EMBRYOGENIC
CELL PROTEINS 63(ECP63)の発現を比較した結果、全て
の植物種において TSA処理後に発現上昇が見られた。
以上の結果から、シロイヌナズナと C. bursa-pastrisでは

TSA処理によって胚的形質の抑制が阻害されることが明ら
かになった。形成された不定胚様組織は植物個体への再性
能を持ち、不定胚と同様の組織であることも示唆された。
また、A. griffithianaおよび O. pumilaにおいては、TSA処
理により胚的形質および不定胚様組織の形成は見られない
ものの、種子貯蔵蛋白質遺伝子の発現が上昇しており、シ
ロイヌナズナと同様に、胚的形質の抑制が阻害されている
可能性が示された。以上の知見から、HDACによる胚的形
質抑制機構の一部は、シロイヌナズナを含む近縁種間で保
存されている可能性が示唆された。

今後の展望

　今回の研究により、用いた全ての近縁種において、TSA
処理によって種子貯蔵蛋白質遺伝子の発現が上昇していた
ことから、胚的形質の抑制機構の共通性が示唆された。し
かし、TSA感受性および不定胚誘導の有無には違いが見ら
れた。これは、胚発生特異的な遺伝子の種による違いと予
測される。そこで今後は、HDACによる胚的形質抑制機構
の共通性をより詳細に解析することを目的として、シロイ
ヌナズナで明らかにされている CRBや ECP63の上流遺伝
子（転写制御因子）をそれぞれの近縁種において単離し、
TSA処理区と無処理区における発現解析を行うことで、不
定胚誘導の起こる種と起こらない種での相違点を検証する
予定である。
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CRES-T法を用いた極性遺伝子導入によるアサガオの花形改変に関する研究
川崎　真澄 (筑波大学生物学類) 指導教員: 小野　道之 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　これまでの従来育種では、品種改良に長期に渡る時間や手
間がかかることや他種生物間で交雑できないことなどの問
題があった。RNAi法やアンチセンス法などの遺伝子組換え
技術の発達と様々な生物種におけるゲノム解読の進歩によ
り、これらの問題は改善されてきた。しかし、植物には、機
能が重複した転写活性化因子が存在していることが知られ
ていて、特定の遺伝子の発現を抑制しても、表現型に反映さ
れないことがあった。この問題を改善するために、CRES-T
法 (Chimeric REpressor genes-Silencing Technology)が開発
された。CRES-T法では、シロイヌナズナの転写抑制因子
から同定された抑制ドメイン (SRDX)を任意の転写活性化
因子に融合することで、転写活性化因子を転写抑制因子 (キ
メラリプレッサー)に変換する。同時に、機能が重複してい
る転写活性因子の活性を阻害することで、標的遺伝子の発
現を抑制する。本研究室では、CRES-T法の実証的研究を目
的とした形質転換体作出を試みた。材料にはアサガオを用
いた。アサガオは文科省のナショナルバイオリソースの一
つに選定され、花形の変異の遺伝解析が進んでいる花きの
モデル植物であることや古くから日本で園芸作物として栽
培され、図譜や論文が存在していたことで、古典遺伝学・生
理学における知見が多く集積している点で優れた材料であ
る。江戸時代には、花の形態が特殊で観賞価値の高いアサ
ガオ品種が、特に好まれ、今日ではそれらのアサガオは「変
化朝顔」と呼ばれ、大学や愛好家の努力により維持されてい
る。しかし、すべての変化朝顔が保存されているわけでは
なく、すでに図譜でしか確認することのできない品種も存
在する。アサガオの内生遺伝子 FEATHRED (FE)の欠損変
異体では、「獅子」と呼ばれる花形の変化を示すことが知ら
れていて、先行研究では、FEの相同遺伝子として知られて
いたシロイヌナズナの極性遺伝子である KANADI (KAN)
ファミリーとその下流遺伝子である YABBY (YAB)ファミ
リーの遺伝子に着目し、CRES-T法を用いて、キメラリプ
レッサーを作製した。それをアグロバクテリウム法でアサ
ガオに導入し、形質転換体を作出した。特に、YAB1SRDX
形質転換体では、花弁で曜を残した切れ込みが入り、さら
に、葉の縮小、ちぢれなどの特殊な形態変化が観察された。
そこで、YABBYファミリーのその他の遺伝子の形質転換
体においても特殊な形態変化を示すのではないかと考えら
れた。
そこで、本研究では、YAB1以外のYABBYファミリーに属

する遺伝子である、YAB2、YAB3、YAB4、YAB5、CRABS
CLAW (CRC) と YABBY ファミリーの発現制御に関わる
AINTEGUMENTA (ANT) のキメラリプレッサーをアサガ
オに導入し、形質転換体作出を目指した。さらに、形態的
特徴の観察、図譜との比較などを通して、現存しない変化
朝顔復活の手掛かりを得る。同時に、先行研究で作出され
た不稔化系統を含めた個体の増殖と網室における環境影響
評価実施に向けての準備を行う。

材料・方法

　アサガオの栽培品種であるムラサキ (Pharbitis nil cv. Vi-
olet)を用いた。転写抑制ドメイン (SRDX)含むコンストラ
クトを作成し、アグロバクテリウムに導入、アサガオの不定
胚に感染させた。その後、カナマイシン耐性の選抜を行い、

再分化を誘導した。再分化後は、発根誘導培地に移した。
発根したシュートの本葉から DNAを抽出、PCRと電気泳
動を行い、目的遺伝子の導入が確認できた個体を馴化した。
生育中の個体における形態観察とマイクロスライサーを用
いた花、葉の組織切片の観察を行い、非形質転換体 (NT)と
比較した。環境影響評価実施のための準備として、アグロ
バクテリウムの残存試験を行った。生育中の形質転換体の
本葉を磨り潰した抽出液を、カナマイシン耐性選抜培地に
塗布して培養し、残存アグロバクテリウムのコロニーの有
無を調べた。

結果・考察

　目的遺伝子を含むコンストラクトを導入したアグロバ
クテリウムをアサガオの不定胚に感染させ、YAB3SRDX、
YAB4SRDX、YAB5SRDX、ANTSRDXを導入している不
定胚から再分化してきたシュートを採取し、発根誘導培地に
移した。そのうち、YAB3SRDXの 1ラインと、YAB4SRDX
の 1ラインでは、DNA抽出、PCRと電気泳動の結果、目的
遺伝子の導入が確認できたので、馴化した。馴化完了後、形
態観察を行った。その結果、YAB3SRDXとYAB4SRDXの
花や葉の形態は非形質転換体 (NT)と比較して、大きな違い
は観察されなかった。さらに、組織切片の観察による比較
においても、断面構造に大きな違いは観察されなかった。今
回は、形質転換体を 1ラインずつしか観察していないため、
YAB3SRDX、YAB4SRDXの機能が反映されていない個体
を観察している可能性が考えられた。今後は、YAB3SRDX、
YAB4SRDXを含め、その他のコンストラクトで、形質転換
植物のライン数を増やし、導入遺伝子ごとの花、葉などの
器官の観察を行い、形態的特徴をまとめていきたい。さら
に、アサガオの内生の局在遺伝子の発現を形質転換体と非
形質転換体 (NT)で比較することで、発現量と形態変化の関
係性と CRES-T法の転写抑制の効果を検討していきたい。
一方、先行研究で作出された KAN1SRDXと YAB1SRDX
の形質転換植物においてアグロバクテリウムの残存試験を
行い、すべてのラインでアグロバクテリウムが残存してい
ないことが確認された。今後は、学内の遺伝子組換え実験
安全委員会の承認後、屋外の網室で環境影響評価を行って
いきたい。
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アサガオの光周性花成誘導における PnCOP1の解析
北野　紀子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 小野　道之 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　高等植物は内外の様々な環境要因によって、栄養成長か
ら生殖成長へと成長相を移行させる。これを花成と呼び、
特に日長変化によって引き起こされるものを光周性花成誘
導という。近年、光周性花成誘導の分子機構に関する研究
は主に、長日植物ではシロイヌナズナ、短日植物ではイネ
を用いて進められてきたが、植物種毎に様々な違いが見ら
れることが明らかになりつつある。
シロイヌナズナは、主に 4つの花成経路（光周期経路・

春化経路・自律的経路・ジベレリン経路）を持つ条件的長日
植物である。一方で、アサガオは絶対的短日植物であり、1
回の短日処理で花成が誘導され、また光中断により花成が
抑制される。1回の光周期処理で花成が誘導される性質は、
シロイヌナズナやイネには存在しない。本研究室ではこの
性質に着目し、アサガオを研究材料として、光周性花成誘
導に関する光受容体、概日時計、花成ホルモンの本体及び、
茎頂での花芽分化関連遺伝子の解析が進められてきた。
シロイヌナズナの光周期経路では、概日時計の出力系とし

て、GIGANTEA（GI）→CONSTANS（CO）→ FLOWERING
LOCUS T（FT）のカスケードが存在し、COが花成ホルモ
ンの本体である FTをポジティブに制御することが明らか
になってきた。一方、アサガオにおいては各々の相同遺伝
子が存在するが、COの相同遺伝子である PnCOが FTの
相同遺伝子 Pharbitis nil FT LEAF-TYPE（PnFTL）の発現
に対して抑制的に働くことが示唆されている。このことか
ら、アサガオの光周性花成誘導機構はシロイヌナズナとは
異なっていることが予想される。
そこで、本研究では、葉における光周性花成誘導の初期過

程に着目し、シロイヌナズナの CONSTITUTIVE PHOTO-
MORPHOGENESIS 1（COP1）の相同遺伝子である、PnCOP1
の機能解析を目的とした。シロイヌナズナでは、COP1は花
成促進因子である COタンパク質の分解を通して花成抑制
的に働くことが明らかになっている。アサガオでは PnCO
が花成抑制的に働くことから、PnCOP1はシロイヌナズナ
の COP1とは逆に、花成に促進的に働く可能性がある。Pn-
COP1の花成における機能を明らかにすることは、アサガ
オの光周性花成誘導機構及び、短日植物と長日植物におけ
る光周性花成制御機構の違いの解明に繋がることが期待さ
れる。

材料と方法

　アサガオ品種ムラサキ (Pharbitis nil cv. Violet)を用いた。
ムラサキは 10時間以上の暗期を 1回与えるだけで花成を
誘導することが明らかとなっている。

1. 花成調査

　 PnCOP1-RNAi（発現抑制体）を用い、恒明条件で
栽培した播種後 6日目の幼植物体に 12 – 16時間の連
続した暗期を 1回与る。その後再び恒明条件下で栽培
し、暗期処理 3週間後の花芽の数と頂端花芽形成の有
無を測定する。

2. タンパク質の機能解析

　Bi-molecular Fluorescent Complementation (BiFC)法
を用いて PnCOP1と PnCOのタンパクレベルでの結合

を調べる。PnCOP1と PnCOタンパク質に、YFPの N
末側半分、または C末側半分を融合させたベクターを
作成し、これを使用する。遺伝子導入にはアグロイン
フィルトレーション法を用い、Nicotiana benthamiana
の本葉に導入して蛍光観察を行う。

結果及び考察

1. 花成調査

　 PnCOP1-RNAiの花成は、NT (非形質転換体) と比
較して抑制されるという結果が得られた。PnCOP1は
花成促進的に働き、シロイヌナズナの COP1とは逆の
役割を持つことが明らかとなった。

　シロイヌナズナの COP1はユビキチンリガーゼとし
て働き、COを分解することが報告されている。従っ
て、アサガオにおいては、花成抑制的に働く PnCOを
PnCOP1が分解し、花成が促進されるのではないかと
推測される。

2. タンパク質の機能解析

　 BiFC法用のベクターコンストラクトを作成した。

　今後、アグロインフィルトレーション法によるトラ
ンジェントアッセイを行い、PnCOP1と PnCOタンパ
ク質の結合を、YFPの蛍光観察によって確認する。

今後の展望

　 PnCOP1と PnCOの結合の有無が明らかになれば、アサ
ガオの光周性花成誘導機構における、タンパクレベルでの
制御の一部が解明されると期待される。また、シロイヌナ
ズナにおいては、COP1と他の花成関連因子との結合も報
告されており、アサガオにおいても同様に解析を進めるこ
とで、PnCOP1の花成誘導機構における役割が明らかにな
ると考えられる。
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アグロバクテリウム法によるサツマイモの効率的な形質転換方法の確認と塩ストレ
ス耐性を持つ組換え体の作成

小林　万純 (筑波大学生物学類) 指導教員: 菊池　彰 (生命環境科学研究科) 　

背景

　地球温暖化による気候変動、焼き畑農業などによる森林
破壊や家畜の過放牧による土壌の乾燥によって引き起こさ
れる塩害は世界各地で起こっており、塩害によって農作物
の生育が妨げられている。そのため、塩害地でも栽培する
ことができ、農業生産の維持や環境保全に貢献できる塩ス
トレス耐性を持つ作物の作出が望まれている。
塩ストレス耐性を付与する作物のターゲットとして、世

界での年間生産量が第 7位と世界中で広く栽培されており、
現在地球規模で起こっている諸問題 (エネルギー問題や食
糧不足など) を解決するのに十分な可能性を秘めているサ
ツマイモに着目した。サツマイモは 6倍体、自家不和合、雄
性不稔であるため従来の交配による品種改良での生産性や
品質の改良は困難であった。そこで注目されたのが遺伝子
組換え技術であり、エレクトロポレーション法やパーティ
クルガン法などの手法が開発された。そのなかでも近年、
より簡単かつ効率的なアグロバクテリウム法が注目されて
いる。これまでサツマイモにおいて様々なアグロバクテリ
ウム法による形質転換が試みられてきたが、遺伝子導入が
成功した品種、再分化個体が得られた品種は限られており、
さらにその方法は品種によって異なる。そのため品種を問
わない効率的な形質転換方法の確立が望まれている。

目標

　サツマイモにおける品種を問わない効率的なアグロバク
テリウム法の確立を念頭に、既存のアグロバクテリウム法
を実施、改良することによって、効率的で再現性の高い手
法の開発を目指す。また、塩ストレス耐性を持つ遺伝子組
換えサツマイモの作成を目標とする。

材料と方法

1)材料
サツマイモの栽培品種である九州 125号、九州 126号、

高系 14号、ベニアズマの 4品種を用いた。それぞれ LS培
地 (3% ショ糖、0.32% ジェランガン) で維持されており、
1 – 2ヶ月培養したものの葉と葉柄を用いた。アグロバク
テリウムは Agrobacterium tumefaciensの系統 LBA4404株、
ベクターはマングローブから単離された塩耐性タンパク質
であるマングリンをコードする遺伝子 mangrin、マーカー
遺伝子としてカナマイシン抵抗性遺伝子 (npt II)を含んだ
pAB7113-mangrinを用いた。
2)アグロバクテリウム法 (Figure 1、2)
植物体をアグロバクテリウムに感染させた後、4FA (合成

オーキシン) を含む共存培養培地に移して共存培養を行っ
た。その後カナマイシン濃度が 25 mg/lの選抜培地 I、続い
てカナマイシン濃度が 50 mg/lの選抜培地 IIに移し、2段階
で選抜を行った。選抜中に形成されたカルスを、アブシシ
ン酸、ジベレリンを含む不定胚誘導培地に移して不定胚誘
導を行い、形成された不定胚をアブシシン酸、ゼアチンリ
ボシドを含む植物体再生培地に移して植物体の再生を行っ
た。共存培養以降、アグロバクテリウムの除菌のため、抗
生物質であるカルベニシリンかオーグメンチンを培地に加
えて培養を行った。
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                   共存培養 
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Figure 1: アグロバクテリウム法
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Figure 2: 培地組成

結果及び考察

　九州 125号を除く 3品種においてカナマイシン抵抗性カ
ルスが得ることができた。

3品種とも葉では選抜 IIの 1 – 4週目、葉柄では 4 – 6週
目になるとカルスが枯死していった (Figure3)。その理由と
して、カナマイシンの濃度が高すぎる、または選抜 IIの期
間が長過ぎるということが考えられる。そのため、選抜 II
におけるカナマイシン濃度を 25 mg/lに下げる (Gama et al.
1996) か、または選抜 IIの期間を葉では 1 – 2 週間、葉柄
では 4週間にするとよいと考えられる。選抜 IIの期間を短
縮することによって、これまで確立されている方法に比べ、
より迅速な形質転換法の確立が期待出来る。
これまでの先行研究ではアグロバクテリウムの除菌にカ

ルベニシリンが用いられてきたが、カルス誘導を阻害する
ことがあることが知られている。そのため本研究ではオー
グメンチンの使用も試みた。その結果、葉、葉柄の両方で
カルベニシリンよりもオーグメンチンを用いた場合、カル
ス形成が良いことがわかった。
今回、選抜を行ったカルスを不定胚誘導培地に移したが

不定胚を得ることができなかった。そのためアブシシン酸、
ジベレリンの濃度をさまざまに変え、最適濃度を検討する
必要がある。
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Figure 3: 選抜 II・6週間後までに得られた「カルス形成サンプル
数／総サンプル数 (%)」の変化
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遺伝子組換え植物が土壌機能に及ぼす影響の分子レベルでの評価方法の開発
樫村　友子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡邉　和男 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

近年遺伝子組換え植物の実用化に向けた研究が行われてい
るが、遺伝子組換え植物を屋外で栽培する際には事前に周
辺の生態系に与える影響を調べる必要があり、周辺植生と
周辺土壌微生物に対する評価が必要である。このうち土壌
微生物に対しては平板培養や Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis (RISA)などによる影響評価が行われているが、こ
れらの手法を駆使しても全ての土壌微生物に対する評価は
出来ない。そこで、主要栄養素である炭素・窒素・硫黄・リ
ンなどの循環を担う土壌の機能面に着目し、土壌全体の生
態系を評価する手法の利用が実施されはじめている。こう
した土壌の機能は、土壌酵素の活性測定を行うことにより
評価が可能で、遺伝子組換え植物の植栽によって土壌機能
が損なわないかの検討がなされている。しかしながら、現
在行われている土壌酵素活性測定には、多大な時間と労力、
そして費用がかかる。さらに、人体に有害な物質も使用さ
れるため、土壌酵素活性測定に代わるより簡便な方法が求
められている。
そこで本研究では、遺伝子組換え植物及びその他の植物

栽培が土壌機能に及ぼす影響を、より迅速・簡便・安全に
評価するマクロアレイ法の開発を目指し、硫黄循環に関わ
る酵素である Arylsulfataseについて土壌酵素活性の指標と
なるプローブの探索を行った。

材料と方法

1.材料
ユーカリ、ポプラ、ジャガイモ、ショウガなどが栽培さ
れた圃場の土壌を用いた。
2.土壌 DNA抽出
土壌 DNAは FastDNA SPIN Kit for soil (Qbiogene, Carls-

bad, CA) を用い、付属のプロトコールに従って抽出した。
ただし、収量を上げるため粉砕のステップの前にスキムミル
ク (40 mg/g土壌重量)を添加した (Hoshino and Matsumoto,
2004)。
3.PCR
抽出したDNAをテンプレートとし、PCR (denature 94oC,

30 sec. + annealing 50, 55 or 60oC, 1 min. + extension 72oC,
45 sec. or 1 min. × 40 cycles)による遺伝子配列の増幅を行っ
た。プライマーには数種類のバクテリアの Arylsulfataseを
コードする遺伝子配列をもとに 500 bp前後の遺伝子断片を
増幅するよう設計・作成したものを用いた。目的サイズの
遺伝子断片の増幅に成功した PCR産物は、クローニング、
シーケンス確認後、指標プローブ候補として用いる。
4.土壌酵素活性測定
土壌サンプルを基質とともにインキュベートし、酵素-基
質反応産物の濃度を測定する方法 (Tabatabai and Bremner,
1970)を用い Arylsulfatase活性を測定した。

結果と考察

現在まで、作成した 14種類のプライマーセットのうち 7種
類で目的サイズ (500 bp前後)の遺伝子断片の増幅に成功し
た (Figure.1)。これらの遺伝子断片は Arylsulfatase をコー
ドする遺伝子配列の一部だと考えられる。シーケンスによ
りこれらの遺伝子断片の配列を取得し、データベースと照

らし合わせて Arylsulfataseをコードする遺伝子配列の一部
であることの確認をしたのち、これらを指標プローブ候補
とする。

Figure 1: 設計したプライマーを用いた PCR 産物の電気泳動像の一部。上段・下

段の両端のレーンには φX 174 マーカーを、その他のレーンにはそれぞれ異なる組

み合わせのテンプレートとプライマーを用いた PCR 産物を泳動した。四角で囲っ

たものが目的サイズのバンドである。

ポプラ栽培土壌の 6サンプルを用いて土壌におけるAryl-
sulfatase活性酵素活性を測定したところ、サンプルごとに
様々な活性を示した (Figure.2)。これらのサンプルからRNA
を抽出し、ドットブロット解析に用いる。

Figure 2: Arylsulfatase 活性酵素活性。グラフの横軸には土壌サンプル (6 サン

プル) を、縦軸には Arylsulfatase 活性の指標である p-nitrophenol 濃度を示す。 p

-nitrophenol は Arylsulfatase と、基質である p-nitrophenyl sulfateとの反応産物で、

p-nitrophenol 濃度が高いほど酵素活性が高いと推定できる。

ドットブロット解析から、各指標プローブ候補の発現量
と土壌酵素活性結果 (Figure. 2) との比較を行う。相関の
高いプローブの絞り込みを行い、マクロアレイに載せるプ
ローブを決定する。

参考文献

Takada-Hoshino Y. and Matsumoto N. (2004). An
Improved DNA Extraction Method Using Skim Milk
from Soils That Strongly Adsorb DNA. Microbes
Environ . 19:13-19.

Tabatabai M. A. and Bremner J. M. (1970). Arylsul-
gatase activity of soils. Soil Sci. Soc. Am. Proc .
34:225-229.
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除草剤により発生する活性酸素分子種および抗酸化物質ラジカル種の ESRによる
解析

細井　智美 (筑波大学生物学類) 指導教員: 松本　宏 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　生体内で発生する活性酸素分子種 (ROS)は、生体成分と
反応することで酸化障害を引き起こして細胞を損傷させ、
動物細胞においては老化や発癌等の原因としても知られて
いる。こうした ROSは、生体分子との反応性が非常に高く
寿命が短いため、直接検出するのが困難である。ROSをよ
り直接的に検出する方法としてフリーラジカル特異性の高
い、ESR (電子スピン共鳴)法がある。ESRでは、スピント
ラッピング法を用いることで、ラジカル種の同定も可能で
ある。この方法では DMPOのようなスピントラップ剤が
O2・−やOH・などに優れた反応性を有し、安定したラジカ
ル付加体を形成するため、そのスペクトルを解析すること
が可能である。また本研究室における先行研究で、包膜が
破壊された葉緑体と包膜を維持した完全葉緑体を材料に、
ROS発生剤として除草剤MVおよび DCMUを用いた ESR
測定が行われており、MVのみで O2・−のシグナルが確認
された。さらに、DCMUとMVでは O2・− 発生部位が異
なることおよび O2・−は葉緑体の包膜を通過できないとい
う可能性が示唆されている。以上の先行研究を踏まえ本研
究では、除草剤による葉緑体での ROS発生の確認と ESR
測定手法の改良および抗酸化物質であるビタミン C (L‐ア
スコルビン酸)、ビタミン E (α-トコフェロール)ラジカルの
測定を行い、抗酸化剤の反応機構およびラジカル消去に対
する有効性についての知見を得ることを目的とする。

材料

供試植物：
ホウレンソウ (Spinacia oleracea L.)　市販のものを使用
供試薬剤：
・除草剤 (ROS発生剤)
　Methylviologen (MV;paraquat)、
　 DCMU[3-(3’,4’-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea]
・トラップ剤
　 DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide)
・抗酸化剤
　 L‐アスコルビン酸 (AsA；ビタミン C)、
　 α-トコフェロール (α;ビタミン E)

実験方法

実験 1. 包膜が破壊された葉緑体を用いた ROS発生の ESR
による確認
葉柄を取り除いたホウレンソウ 20 gに葉緑体調整液を 50

ml加え、乳鉢で磨砕した。磨砕液を濾過後、遠心分離し得
られた沈殿に葉緑体調整液を加え、チラコイド膜試料とし
た。アセトン 2 ml、蒸留水 0.45 ml、チラコイド膜試料 50 µl
を混合・撹拌し、652 nmにおける吸光度を測定し、クロロ
フィル量を 0.30 mg/mlに調整した。チラコイド膜試料に、
DMPO溶液、MV (10−4 M)または DCMU (10−4 M)を順に
加え撹拌し、ESR用扁平セルで吸い上げ、セルに光を照射
した (120sec、100 µmol·m−2·sec−1以上)。光照射後、速やか
に ESR装置 (JEOL-JES-FR30EXT)によりシグナルを測定
し、シグナル強度を、Mnマーカーに対する相対強度で比較
した (測定条件：Microwave power /4.0 mW、Magnetic field

/336.5 mT、Amplitude/2.5×100、Modulation width /0.2×0.1
mT、Time constant/0.1 s、Sweep time/2 min)。
実験 2. ビタミン C、Eラジカルの測定
実験 1の操作のうち、DMPO (30 µl)およびMV添加後、

アスコルビン酸 (10−4、10−5、10−6M)または α-トコフェロー
ル (10−3、10−4、10−5 M)を添加した。また、ESR測定条件
において Modulation widthを 0.63 × 0.1 mTまたは 0.25 ×
0.1 mTに設定した。他は全て実験 1の操作と同様とした。

結果・考察

実験 1.
MVを用いた場合、相対強度のより高いピークを得るた

め、DMPO添加量について再検討を行い、30 µlを添加量
と決定した。また、DCMUではMVの 1/3以下のピークし
か得られず、DMPO無添加ではシグナルは測定できなかっ
た。これは先行研究と同様の結果であった。一方、MVを
添加せずに、DMPOのみを添加した条件下でもラジカルを
捕捉できた。これは、光照射下で通常発生する ROSを捕ら
えた結果であると考えられる。
実験 2.
【ビタミン Cラジカル】　 DMPOの有無に関わらずアスコ
ルビン酸ラジカルの生成を確認できた。これより、ROSが
DMPOより速くアスコルビン酸と反応することおよびアス
コルビン酸の強いラジカル消去能が示された。また ±DMPO
下で、アスコルビン酸ラジカルが濃度依存的に増加した。
10−5Mの低濃度アスコルビン酸を添加した場合では、アス
コルビン酸ラジカルとヒドロキシルラジカルが共存し、±
DMPO間でアスコルビン酸ラジカル強度に大差はなかった。
これより低濃度アスコルビン酸下では、DMPOと AsAが
競合していたと考えられる。
【ビタミン Eラジカル】　 -DMPOでは、α-Tocラジカルは
検出できなかった。また+DMPOでは、ヒドロキシルラジ
カルの α-トコフェロール濃度依存的な減少が見られた。こ
のように、ヒドロキシルラジカル強度を指標とし、α-トコ
フェロールラジカル消去を間接的に測定できた。

まとめ

　今回得られた結果から、アスコルビン酸の高い抗酸化性が
改めて明らかとなった。一方、α-トコフェロールにおいて
は、直接トコフェロールラジカルは検出できなかったが、ヒ
ドロキシラジカルを指標とした間接的な測定を行うことが
でき、新たな測定手法を提案できた。また、今回の ESR測
定でシグナルを得られなかった DCMUや α-トコフェロー
ルを添加した場合については、これらの各除草剤および抗
酸化剤と活性酸素の詳細な反応機構についてさらに検討す
る必要がある。

46



つくば生物ジャーナル　 Tsukuba Journal of Biology (2010) 9, 47 c©2010筑波大学生物学類

微生物による植物由来生理活性物質の代謝
酒井　典之 (筑波大学生物学類) 指導教員: 小林　達彦 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　植物には多種多様な構造を有する生理活性物質が存在す
る。そのような物質には、植物に対して果実の熟化や老化
促進、そして休眠打破などの作用を誘導し、傷害などの環
境ストレスに応答して生合成され、それに対応する手助け
をするものが存在する。本研究では、植物由来の生理活性
物質の代謝を担っている微生物を広く自然界よりスクリー
ニングし、生理活性物質の代謝経路およびそれに関わる酵
素・遺伝子を解明することを目的とした。

方法・結果

　本生理活性物質を単一炭素源とした培地に各所の土壌を
加え、集積培養を行った。得られた菌体培養液を液体培地
と同組成の寒天培地上に塗布し、生育したコロニーを新し
い寒天培地に植え継ぐことで菌株を単離し、本物質を代謝
できる微生物のスクリーニングを行った。培養した菌体か
ら調製した細胞懸濁液を基質と混合し休止菌体反応を行い、
高速液体クロマトグラフィー (HPLC)で解析した結果、基
質の減少を確認した。

今後の予定

　スクリーニングを継続して行い、得られた菌株の中から
特に代謝能力の高い菌を選択した後、様々な培養条件 (培
地組成、培養時間、誘導剤)を検討し、生理活性物質の分解
活性を低下させることなく、本菌体を大量に取得出来る培
養条件を決定する。さらに、確立した条件で菌を大量に培
養し、各種カラムクロマトグラフィー操作により、本生理
活性物質代謝に関わる酵素の精製を行い、SDS-ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)上で単一標品になるま
で純化し、詳細な酵素学的諸性質を調べる計画である。そ
の後、本酵素の遺伝子クローニングを行いたい。
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微生物酵素に探索研究
前田　邦博 (筑波大学生物学類) 指導教員: 小林　達彦 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　微生物は様々な酵素を作るが、我々人間は生活に役立つ
多くの有用な酵素を探索し、これまで利用してきた歴史が
ある。例えば、Bacillus licheniformis の生産するアルカリ
プロテアーゼはタンパク質・脂質の汚れや黄ばみを取り除
くために洗濯用洗剤に配合されている。また Actinoplanes
missouriensisの生産するグルコースイソメラーゼはグルコー
スを基質としてフルクトースに変換することができるため、
食品加工に使われる安価な甘味料代替物生産に利用されて
いる。
本研究では利用価値の高い酵素を生産する微生物を研究

室保有菌を中心にスクリーニングし、それらの菌が持つ酵
素の機能を解析することを目的とした。

方法・結果

　研究室保有菌のバクテリア・放線菌・酵母を、菌に応じた
それぞれの培地で前培養した。誘導剤添加の有無・28oC、
37oCの培養温度など様々な培養条件で本培養を行った。培
養終了後、遠心分離により培養上清と菌体に分離した。菌
体はさらに破砕処理を行い、遠心分離により上清を回収す
ることで無細胞抽出液を調製した。この培養上精と無細胞
抽出液をサンプルとして、様々な基質と反応させた。本反
応液中には、酵素反応により基質から生じた産物とカップ
リングし発色する試薬を混合しておき、反応が進むことを
発色で判断できる活性測定系を構築し、反応後の吸光度を
測定することで酵素活性の有無を調べた。

今後の予定

　まだスクリーニングが終了していない研究室保有のカビ・
担子菌・乳酸菌を対象とし、同様の活性測定系を用いて引
き続きスクリーニングを行う。また、これまでにスクリー
ニングを行った菌の中で、吸光度上昇が見られ、目的とす
る酵素活性が存在すると考えられる候補株に関しては、目
的とする酵素の活性の強弱を比較できる活性測定系を検討
し、さらなる絞り込みが可能となる二次スクリーニングを
行う予定である。
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微生物による含窒素化合物分解に関する研究
中倉　啓介 (筑波大学生物学類) 指導教員: 小林　達彦 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　窒素を含んだ官能基には様々な特徴を示すものが多く存
在する。その中で、アジド化合物は 3原子の窒素が互いに
二重結合で繋がった官能基を持つ化合物の総称である。ア
ジド化合物の特徴として、その多くが強い毒性や爆発性を
有しており、様々な分野で利用されている。例えば、アジ
ド化合物はその毒性を利用して実験用のカラムや検査試薬
等の防腐剤として使われており、また爆発性を利用して銃
弾や地雷の信管、身近なところでは自動車エアバックの起
爆剤として使用されてきた。しかし、その高い毒性や爆発
性、さらに安全かつ簡便な分解処理方法が確立されていな
いといった問題点から、現在はアジド化合物の使用が敬遠
される傾向にある。
アジド化合物の代謝は分かっておらず、本代謝に関わる

酵素の報告は無かった。当研究により、様々な培地条件で
アジド分解微生物をスクリーニングした結果、高いアジド
分解活性を持つ菌株の取得に成功した。
そこで本研究では、得られたアジド化合物分解酵素の諸

性質やその反応機構を解明することを目的とし、得られる
知見が、アジド化合物の分解処理への応用やアジド化合物
を介した有用物質生産への利用に還元され得ることを期待
した。

方法・結果

　本研究では既にスクリーニングに成功しているグラム陰
性の桿菌で、高いアジド化合物分解活性をもつ菌株を対象
とした。
アジド化合物分解活性を示す菌の培養条件を種々検討し、

最もアジド分解活性が高くなる最適発現条件を決定した。
本条件で大量に培養して得られた菌体を破砕し、無細胞抽
出液を調製した。本無細胞抽出液から、現在、各種クロマ
トグラフィーを用いてアジド化合物分解に関わる酵素の精
製を行っている。

今後の予定

　 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動で、単一バンドに
なるまでアジド化合物分解酵素の精製を行い、その諸性質
を解明することで応用的な分野の研究を行う予定である。
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放線菌の誘導発現機構に関する研究
井口　悠也 (筑波大学生物学類) 指導教員: 橋本　義輝 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　微生物の一種である放線菌は土壌中に生育しており、生
育環境によって発現するタンパク質は変化する。それによ
り、放線菌は様々な生理活性物質や二次代謝産物を生産す
ることが知られており、今日の応用微生物学上、最も重要
な菌群である。
当研究室において、放線菌を特定の条件で培養すると、あ

るタンパク質Xが誘導発現することが先行研究により確認
されている。また、このタンパク質 Xをコードする遺伝子
の単離にも既に成功し、この遺伝子上流にはプロモーター
と予想される配列が存在していることも判明している。し
かし、本タンパク質の誘導発現機構は未解明であり、また
誘導発現するタンパク質の機能自体についても調べられて
いない。そこで本研究では、この誘導の機能を解明するこ
とを目的とした。

方法・結果

　末端に制限酵素サイトを付加したプライマーを用い、放
線菌の染色体 DNAを鋳型として PCRによりタンパク質 X
の構造遺伝子を増幅した。その後、この遺伝子をプラスミ
ドに連結し、大腸菌を形質転換してプラスミドを抽出した。
このプラスミドのシークエンスを行い、目的の遺伝子がプ
ラスミドに組込まれ、PCR増幅過程で変異が入っていない
ことを確認した。さらに、プライマーに付加した制限酵素
で切断し、本遺伝子をタンパク質発現用ベクターに連結し
て発現プラスミドを構築した後、本発現プラスミドを用い
て大腸菌で形質転換を行った。この形質転換体を培養し、
SDS-PAGEに供したところ、予想される分子量の位置に大
量に発現したタンパク質のバンドが確認できた。しかし、
そのタンパク質の大部分は不溶性タンパク質として発現し
たため、次に、各種培養条件を検討したが、可溶性タンパ
ク質として発現する量は増加しなかった。そこで、シャペ
ロンベクターとの共発現を検討したところ、目的のタンパ
ク質が可溶性画分に多く発現するようになった。この形質
転換体を用いてタンパク質 Xを大量に発現させるため、大
量培養の条件検討を行い最適な条件を決定した。現在、こ
の条件で大量培養を行い、得られた菌体を破砕し調製した
無細胞抽出液からタンパク質Xの精製を行っているところ
である。

今後の予定

　目的とするタンパク質 Yを精製し、その諸性質を検討す
る予定である。
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ホスファチジルイノシトール類定量法の検討
大道　智広 (筑波大学生物学類) 指導教員: 臼井　健郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　イノシトールリン脂質類 (Phosphatidyl inositol phosphates;
PIPs) は、真核生物の細胞膜や細胞内小器官に存在する微
量脂質成分であり、イノシトール・グリセロール・脂肪酸
が結合した PI (Phosphatidyl inositol、図) 、及び PIのイノ
シトール環 3、4、5位の水酸基がおのおのリン酸化を受け
ることで生じるリン酸化類縁体、PI3P (Phosphatidyl inositol
3-phosphate、以下同じ)、PI4P、PI5P、PI(3,4)P2、PI(3,5)P2、
PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3 の 8種が知られている。これらは増
殖シグナルのセカンドメッセンジャー (PI(3,4,5)P3)やアク
チン細胞骨格制御 (PI(4,5)P2)など、おのおのの分子種がそ
れぞれ異なった細胞機能の調節に関わっている。したがっ
て、それぞれの分子種が細胞内にどれだけ存在しているの
か、また細胞内のどこに存在するのかを明らかにすること
は、PIPsが関わる細胞調節機構を明らかにする上で重要で
ある。
しかしながら PIPsの一リン酸同士 (PI3P、PI4P、PI5P)や

二リン酸同士 (PI(3,4)P2、PI(3,5)P2、PI(4,5)P2)は、互いに
リン酸化されている部位が異なるだけで物理的性質が類似
しているため一般的に分離が難しい。また PIPsは紫外領域
にほとんど吸収を持たないため、UV吸収等を利用した定
量分析も困難である。これらの制約のため、現在のところ
PIPsの定量には [3H]イノシトールなどの放射性同位体 (RI)
を用いた方法が主流となっている。しかし RI使用に関わ
る様々な制約から、より扱いが容易で安全な non-RIを用い
た手法が望まれている。そこで本研究では LC-MS (Liquid
chromatography-Mass spectrometry)を用いた non-RIによる
PIPsの分離・定量法の確立を目的として研究を行った。

材料・方法

(1)LC-MSによる PIPsの分離・定量
Pettittらの方法 (参考文献)に準拠し、標品の大豆由来 PI、

及び合成 PI3P、PI(3,4)P2、PI(3,5)P2、PI(4,5)P2を用いて分
離条件の検討を行なった。各 PIPを終濃度 10 ng/mlになる
ようにクロロホルム・メタノール・水溶液に溶解後、シリ
カゲルを用いた順相カラムを用いて LC-MS解析した。

(2)動物細胞からの PIPs抽出・精製
ヒト T細胞由来白血病細胞 Jurkatから酸性条件下クロロ

ホルム・メタノール抽出した脂質画分を用いて、シリカゲ
ルでの粗精製条件検討を行なった。分離した脂質は乾燥後、
クロロホルムに溶解し、TLCプレート (Silica 60)を用いて
展開した。展開後の TLCプレートに 0.05% primulinを含
むアセトン溶液を吹き付け、UV (302 nm)下で観察した。

結果・今後の展望

　これまでに行われている研究と同様に、LC-MS 解析に
おいて PIPsの UV吸収は観察することはできなかったが、
MSにより PI、PI3P、及び各 PIP2が分離できることが明ら
かになった。しかしながら PI(3,4)P2、PI(3,5)P2、PI(4,5)P2
といった二リン酸同士のピークは近接しており、定量解析
に用いるに充分な分離は得られていない。
また、TLC解析により細胞抽出物には PIPs以外の物質

が多く含まれており、直接 LC-MS解析に用いることが難
しいことが明らかになった。
今後、より PIP2 類が分離する LC条件、並びに LC-MS

解析に耐え得る PIPs純度を得るための粗精製条件検討の確
立を進める予定である。

参考文献

Pettitt TR, Dove SK, Lubben A, Calaminus SDJ, and Wake-
lam MJO.“Analysis of intact phosphoinositides in biological
samples.”J. Lipid. Res. 47 , 1588－ 1596 (2006)　
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KSP阻害剤の作用機構解析
樽井　弓佳 (筑波大学生物学類) 指導教員: 臼井　健郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　紡錘体チェックポイントとは、細胞分裂期における紡錘
体異常を感知し、その異常が修復されるまで細胞周期進行
を停止させる機構である。しかし多くの腫瘍細胞では、こ
の紡錘体チェックポイントが活性化するにも関わらず細胞
分裂が進行し、結果としてアポトーシスによる腫瘍細胞特異
的な細胞死が引き起こされる。このことから紡錘体チェッ
クポイントの活性化は抗がん剤の良い標的の一つであると
考えられている。実際にがん化学療法でよく用いられる抗
腫瘍剤には、微小管の重合・安定化を誘導する taxane類や、
重合阻害を引き起こす vinca alkaloid類があり、これらは直
接微小管に結合して微小管重合の安定化や不安定化を引き
起こすことで紡錘体チェックポイントを活性化することが
知られている。しかしながらこれらの既存微小管作用薬は、
細胞分裂期以外の微小管機能も阻害してしまうため、末梢
神経痛をはじめとするさまざまな副作用を引き起こすと考
えられている。このような副作用をより少なくするために
は、細胞分裂期でのみ作用する紡錘体チェックポイント活
性化剤の開発が必要だと考えられる。

KSP (別名 Eg5、または kinesin-5)は微小管上を＋端方向
に移動するキネシンモーター蛋白質の一つであり、二つの
中心体から伸びる微小管上を移動することで、紡錘体形成
に関わっている。これまでの研究から、KSPを阻害すると
紡錘体の単極化と紡錘体チェックポイントの活性化が起こ
ることが報告されている。KSPは間期では不活性な状態に
あり、細胞分裂期において特異的リン酸化を受けて活性化
することから、KSP阻害剤はより副作用の少ない抗腫瘍剤
となると考えられている。このような背景のもと、多くの
製薬企業によりKSP阻害剤の開発が行われており、その内
の幾つかは臨床試験が進んでいる。

KSP阻害剤として、monastrolや terpendole E (TerE)、S-
trityl-L-cysteine (STLC)、phenothiazine骨格を有する chlor-
promazineなどがよく知られている。この中でmonastrolに
関しては既に結合部位や阻害機構について詳細な解析がな
されているが、その他の化合物については不明な点が多い。
そこでこれらの化合物の阻害機構を明らかにし、阻害剤間
で阻害機構にどのような違いがあるか検討することにした。
　

材料・方法

KSPモータードメインの発現・精製

　ヒトKSPモータードメイン (HsEg5(1-368))を eXact
タグ融合蛋白質として大腸菌発現させ、eXactカラム
を用いてタグの無い形で精製した。

微小管－ HsEg5(1-368)共沈実験

　HsEg5(1-368)と濃度を振った各薬剤とを混和後、重
合させた微小管とATPを加え、室温で静置した。次に
超遠心により、重合した微小管を含む沈殿と上清とに
分けて SDS－ PAGEを行い、薬剤が HsEg5(1-368)と
微小管との結合に変化を及ぼすか検討した。

細胞内 KSP局在検討

　 HeLa細胞に各種薬剤を添加し、単極紡錘体形成能
と KSPの局在を検討した。

結果

　薬剤によりHsEg5(1-368)と微小管との相互作用に対する
効果が異なることが明らかになった。詳細は発表会にて紹
介する。
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酵母マーカーレス遺伝子破壊法の開発と多重遺伝子破壊株の作成
知念　拓実 (筑波大学生物学類) 指導教員: 臼井　健郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　化学生物学は生理活性物質や蛍光プローブ等の小分子化
合物を用いて生命現象を解明する研究分野であり、その研
究手法の一つである化学遺伝学は小分子化合物の生体内標
的分子の同定・作用機構解析を通じて生命機能を明らかに
する学問領域である。
生体内標的分子を明らかにする方法はいくつか存在する

が、一つの手法として遺伝学的解析が容易な生物種を用いた
アプローチがある。特に出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae
は、真核生物のモデルでもあることから頻繁に用いられる。
しかしその反面、動物細胞と比較して一般に薬剤耐性が高
いことが解析を妨げる要因となっている。したがって、よ
り薬剤感受性の高い「薬剤高感受性株」を確立することが
出芽酵母を用いる上で非常に重要である。

細胞の薬剤耐性は

1. 薬剤透過性

2. 薬剤排出能

3. 薬剤不活性化酵素活性

4. 薬剤耐性変異

の主に 4つのファクターにより決定されている。この中で
3、4 は薬剤一つ一つに特異的な耐性機構であるが、1、2
は複数の薬剤に対し同時に耐性を付与することから、化学
遺伝学のアプローチに有用な「多剤感受性株」作製に向け
改善可能な点である。1の薬剤透過性の障壁として、細胞
壁や細胞膜の脂質であるエルゴステロールが挙げられる。
このうちエルゴステロールはエルゴステロール合成系の遺
伝子を破壊することで取り除くことが可能であり、実際、
いくつもの論文で ERG3pや ERG6pの破壊株 (∆erg3株や
∆erg6株)が用いられている。一方、2 の薬剤排出能には、
細胞膜や液胞膜状の薬剤排出ポンプや、薬剤排出ポンプの
発現を亢進する転写因子が関わっている。中でも転写因子
の PDR1pと PDR3pは薬剤耐性の中心的役割を果たしてい
ると考えられており、∆pdr1∆pdr3二重破壊株もまたよく用
いられている。その他にも S. cerevisiaeには薬剤耐性を付
与する薬剤排出ポンプ遺伝子として 12種、構造的に薬剤排
出ポンプと考えられる遺伝子を合わせると 25種以上が報
告されており、これらの遺伝子を同時に破壊することによ
り、さらに薬剤感受性が増した「多剤超感受性株」を作製
することも可能であると考えられる。
一方、遺伝子破壊の手法として広く用いられているのは

標的遺伝子をマーカー遺伝子で置き換えるというものだが、
この方法によく使われる栄養要求マーカーは 7つ、薬剤耐
性マーカーは 5つ程度しかなく、それ以上の遺伝子破壊や、
その後の解析に用いる為のマーカーを保存しておくことを
考えると、自ずと限界がある。
以上に述べた背景を元に、本研究ではマーカーを使わな

い酵母の遺伝子破壊法を確立することを主たる目的とし、
それを応用して薬剤耐性に関わる複数の遺伝子を破壊した
多剤超感受性株を作製することを目指した。

材料・方法

材料：
野生株 BY4741 (MATa his3 ∆0 leu2 ∆0 met15 ∆0 ura3 ∆0)

方法１：遺伝子破壊

　遺伝子破壊用プラスミドを templateに PCRを行い、目的
の遺伝子の破壊 DNA断片を作製した。作成した断片をリ
チウムアセテート法で親株に導入し、Uracilを含まない選択
培地上で生えてきたコロニーを二度 single colony isolation
して単一変異株として選択した後、Colony PCRによって目
的遺伝子の破壊を確認した。

方法２：マーカーの抜き出し

　標的遺伝子座の両端 150 bpずつが直接結合した断片 (約
300 bp)を作製し、マーカー抜き出し用の DNAとした。作
製した断片を上記遺伝子破壊と同様の方法で遺伝子破壊株
に導入し、5-FOAを含む培地上で株を選択した。その後も
同様にして Colony PCRによってマーカーの抜き出しの確
認を行った。

結果

　上記の手法によってマーカーレス遺伝子破壊が可能であ
ることが明らかとなった。一遺伝子の破壊からマーカーの
抜き出しまでには平均 3週間程度しかかからず、「遺伝子破
壊・マーカー抜き出し」を繰り返すことにより、細胞膜上
の薬剤排出ポンプの 10遺伝子、及び薬剤耐性に関わる転写
因子の 4遺伝子、計 14遺伝子全てを破壊した株の作成に
成功した。14遺伝子破壊株は、野生株と比較して増殖速度
が若干低下するものの、さまざまな薬剤に対して高感受性
を示した。
今後、作成した多剤超感受性酵母を用いて、薬剤標的の

解析を行う予定である。
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アクチン－アクチン結合蛋白質間相互作用を阻害する薬剤の解析
竹内　美穂 (筑波大学生物学類) 指導教員: 臼井　健郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　アクチンや微小管、中間径フィラメントは細胞骨格系を
構築する蛋白質であり、いずれも最小単位となる蛋白質が
常に重合・脱重合を繰り返す極めて動的な構造体である。
アクチンはその中でも細胞の分裂や運動に極めて重要な細
胞骨格であるとともに、他の細胞骨格とも協調してシグナ
ル伝達などの様々な生命現象に関与していることが知られ
ている。アクチンの重合・脱重合に影響を及ぼす薬剤 (以
後、アクチン作用薬)も数多く知られており、その代表がア
クチン重合阻害剤である latrunculin Aとアクチン重合促進
剤 jasplakinolideである。これらの化合物はいずれもアクチ
ン蛋白質に直接結合し、それぞれアクチンの重合と脱重合
を阻害する。一方、細胞内での生理的なアクチンの重合・
脱重合は、100種類を超えるとも言われる様々なアクチン
結合蛋白質によって制御されている。それらは forminなど
のアクチン重合促進蛋白質や cofilinなどのアクチン脱重合
蛋白質、gelsolinなどのアクチン切断蛋白質などに分類さ
れ、細胞内で時空間的に活性制御されることにより、アク
チンの構造を協調的に調節していると考えられている。し
たがって、特定のアクチン結合蛋白質とアクチンとの作用
を阻害する化合物があれば、その結合蛋白質の機能のみを
阻害する極めて特異性の高いアクチン作用薬になると期待
される。
我々は以前より、amphidinolide Hなどのアクチン作用薬

の解析を行い、その過程でアクチン作用薬は培養細胞に対
してアクチンストレスファイバーの凝集体形成を引き起こ
すことを見出した。そこでこのような活性を示す薬剤を探
索したところ、アクチンと特定のアクチン結合蛋白質との
相互作用を阻害する活性を持つ化合物を見出したので報告
する。

材料・方法

　アクチンはウサギ背筋より、定法にしたがって単離・精製
した。アクチン重合測定にはピレンアクチンを用い、重合
の確認は走査電顕にて行った。また各種アクチン結合蛋白
質は、そのアクチン結合ドメインをHeLa細胞より RT-PCR
によりクローニングし、大腸菌発現により得た後、アクチ
ンとの結合アッセイに用いた。

結果・今後の展望

　詳細は発表会にて紹介する。
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Thermosipho globiformansと Methanocaldococcus jannaschiiとの水素共役栄養共生
五十嵐　健輔 (筑波大学生物学類) 指導教員: 桑原　朋彦 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　水素共役栄養共生とは、代謝により水素を発生させる微
生物と、水素をエネルギー源として利用する微生物との間
で成立する共生関係である。発酵細菌とメタン菌との共生
はその１例であり、この共生関係は水田や牛のルーメン内
など自然界に広範に見られる。超好熱性細菌間では Ther-
motoga maritima (発酵バクテリア) と Methanocaldococcus
jannaschii (メタン生成アーキア)との例が報告されている
(1)。また、水素共役栄養共生は真核生物誕生のメカニズム
として提唱されている (2)。ゲノム解析から真核生物はバ
クテリアとアーキアのゲノム融合により誕生したことは明
らかであるが、そのゲノム融合が具体的にどのようなメカ
ニズムで起こったかは未だに不明である。水素共役栄養共
生はバクテリアとアーキア間の密接な相互作用を引き起こ
す強力な駆動力となり得ることから、遺伝子水平転移やそ
の究極の形であるゲノム融合による真核生物の誕生につな
がるといわれている。実際、T. maritimaのゲノムの 24%は
アーキアからの遺伝子水平転移によるものである (3)。そ
の他の Thermotogales目バクテリアのゲノム解析の結果も、
程度の差はあるが同様であることから、Thermotogales目の
バクテリアには遺伝子水平転移を受け入れやすい特別な構
造/メカニズムが存在すると推察される。
先行研究により Thermotogales 目に属する Thermosipho

globiformansは増殖の早い時期に外膜が膨らんで球体を形
成すること、この外膜は細胞が近接していない部分ではペ
プチドグリカン (PG)に裏打ちされないことが分かってい
る。防御構造である PGを欠くということは、球体が遺伝
子水平転移を受け入れやすい構造であると推察される。さ
らに T. globiformansはM. jannaschiiと水素共役栄養共生し
コンソーシアムを形成することが分かっている。コンソー
シアム中のように両菌が持続的に接触できる環境では相互
作用により菌の表層構造が変化する可能性がある。しかし、
コンソーシアムを透過型電子顕微鏡観察した研究は未だに
存在しない。そこで、本研究の目的は T. globiformansとM.
jannaschiiとの水素共役栄養共生における両菌の表層構造の
変化を、透過型電子顕微鏡観察によって見出すことである。

実験方法

1. 共培養のキャラクタリゼーション
T. globiformans用の Tc培地から S0 (元素状イオウ)を
除去した Tc-S0 培地を培養に用いた。T. globiformans,
M. jannaschiiを同じ菌密度 (1 x 105 cells/ml)になるよ
う植菌後、気相を N2に置換した。これらの条件の下、
培養温度、NaCl濃度、pHをそれぞれ変化させた培養を
行い、16時間培養後の両菌の菌密度をバクテリア計算
盤を用いて計測した。メタン濃度は Porapak Qカラム
を用いたガスクロマトグラフィー (GC-14；Shimadzu)
により測定した。

2. 透過型電子顕微鏡による観察
固定は 2-7.5%グルタルアルデヒド 90-720 min (4-
20oC)、 0.2-4%四酸化オスミウム 30-60 min(20oC) で
行い、エタノール濃度上昇系列による脱水、樹脂 (LV
resin)包埋、超薄切片作成後、1%酢酸ウラン 20 min、
クエン酸鉛 10 minで染色を行った (4)。

結果・考察

1. 共培養のキャラクタリゼーション
両菌の菌密度が最大になる条件は培養温度: 65-68oC,
NaCl濃度: 2.5%, pH: 6.5であった。最適条件下では、
16時間で T. globiformansは 3.7×108 cells/mlまで、M.
jannaschiiは 3.1×107 cells/mlまで増殖した。また、気
相のメタン濃度は 39,000 ppmにまで上昇した。

2. 透過型電子顕微鏡による観察
両菌の形態を、対数増殖期初期、同中期、および定常期
において, 共培養時とそれぞれの単独培養時で比較し
たところ、違いはみとめられなかった。しかし、共培
養において、T. globiformansは対数増殖期には PGを
もたない球体を生じたが、定常期には外膜全体が PG
で裏打ちされた球体を生じた (PGあり/全球体=14/17)。
これに対し、Tc-S0培地を用いた単独培養においては、
対数増殖期のみならず、定常期にもこのような球体は
出現しなかった (PGあり/全球体 = 0/12)。以上から、
T. globiformansの PG合成に関わる遺伝子の発現/酵素
の活性が単独培養時と、M. jannaschiiとの共培養時で
異なることが示唆された。今後は、増殖過程において
T. globiformansの球体の PG合成がどのような仕組み
で変化していくのかを、細胞分裂及び PG合成に関わ
る主要なタンパク質を指標にして明らかにする予定で
ある。

Figure 1: 共培養・定常期における T. globiformansとM. jan-
naschiiの透過型電子顕微鏡写真。球体の膜は PGで裏打ち
されている。
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枯草菌におけるタンパク質分泌機構の解析
杉原　怜納 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中村　幸治 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　細菌にとって、タンパク質の菌体外分泌能はとても重要な
機能の一つである。細胞間コミュニケーション、環境変化
に対する防御、競合相手の除去など多くの場面で機能する。
グラム陽性の中温性土壌桿菌である枯草菌 (Bacillus sub-

tilis)は、細胞膜外膜を持たないため、菌体外に各種タンパ
ク質を分泌する能力が高いことが知られている。また、毒
素生産がなく安全性が高いことから、酵素生産菌として工
業的に利用することができるため、遺伝学的、分子生物学
的研究が進められてきた。
細菌においてタンパク質が菌体外に分泌されるには、分

泌タンパク質前駆体のアミノ末端にあるシグナルペプチド
を認識し、細胞質膜上へ輸送し、細胞膜を通過させる装置
が必要となる。枯草菌 Ffhは、前駆体タンパク質の認識と
輸送を担うシグナル認識粒子 (Signal Recognition Particle =
SRP) の構成成分の一つである。Ffhは GTP結合モチーフ
を含む Gドメインとメチオニンを多く含むMドメインの
2つのドメインで構成されている。これまでに、Mドメイ
ンには前駆体タンパク質のシグナル配列の認識および SRP
の骨格である scRNAとの結合に必須な領域が存在するこ
とが報告されている。　そこで、本研究では ffhのMドメ
インコード領域内に変異を導入することで枯草菌分泌機構
における Ffhの機能を解析することを目的とした。

方法

　 ffh Mドメインコード領域内に PCRを用いたランダム変
異を導入し、分泌タンパク質の分泌生産能が低下した変異
株を取得、解析することにより分泌機構における Ffhの機
能を解析しようと考えた。
まず、ffh Mドメインコード領域 (450bp)内に、エラープ

ローン PCR法を用いて、ランダムに変異を導入した。この
とき、選択用マーカーとしてクロラムフェニコール耐性遺
伝子を付加した。そして、得られたDNA断片を、セルラー
ゼ発現プラスミドを保持する野生株に形質転換により導入
し、クロラムフェニコール耐性株を選択取得した。得られ
た変異導入株についてセルロースを添加したプレートに打
ち換え、ハロアッセイを行った。菌体から分泌されたセル
ラーゼによりハロが形成されるため、ハロの直径を計測す
ることでセルラーゼ分泌能の低下を判定した。

結果・考察

　得られた変異導入株 3000 株についてハロアッセイを行
い、野生型 ffh導入株比 85%以下の株を低生産株として 314
株選択し、取得した。
変異導入株取得時の形質転換効率について、ffh Mドメ

インコード領域に変異導入した DNA断片を形質転換した
場と変異導入していない野生型 ffhのDNA断片を用いた場
合を比較すると、形質転換効率が 5分の 1 – 10分の 1低下
していた。これは、ffhが必須遺伝子であり、致死になる変
異が導入された場合には生育できずに変異導入株として取
得できないため、その結果として形質転換効率が低下した
と考えられた。

今後の予定

　今回得られた低生産株について、液体培地を用いた培養
時のセルラーゼ活性測定による二次選抜を行う。二次選抜
後の選抜された変異導入株について、変異導入領域である
ffh Mドメインコード領域の遺伝子配列を決定し、変異箇
所の同定を行う。そして、各変異導入箇所について、これ
までに報告されている Ffhの機能から、変異による分泌能
低下の原因について考察する。

56



つくば生物ジャーナル　 Tsukuba Journal of Biology (2010) 9, 57 c©2010筑波大学生物学類

in vivoにおける枯草菌 Hfqと相互作用する sRNAの同定
野木　友加里 (筑波大学生物学類) 指導教員: 中村　幸治 (生命環境科学研究科) 　

背景

　アミノ酸をコードせず、自身が遺伝子発現制御などの機
能をもつ small RNA (sRNA)の解析が様々な生物で進めら
れている。sRNAは標的mRNAに相補的な配列を持ち、二
本鎖を形成して標的mRNAの二次構造を変化させることで
遺伝子の転写後制御を行うことが知られている。グラム陰
性菌である大腸菌の sRNAは 100個程度が同定され、機能
解析が進められており、遺伝子の転写後制御にかなりの影
響を及ぼしていることが考えられる。一方、グラム陽性菌
の枯草菌では sRNAが十数個程度しか同定されていない。
グラム陽性菌は病原菌や食品の発酵に用いられる菌なども
多く、sRNAによる遺伝子発現制御系の解明が有用な知見
となると考えられる。sRNA は塩濃度や細胞の栄養状態、
pHなどの変化に対し迅速に反応して遺伝子発現制御を行
うため、一般に分解されやすく、生体内で不安定に存在す
る。一方、sRNAを安定化し、標的mRNAとの結合を促進
する Hfqという RNA結合タンパク質が存在する。よって
Hfqと結合する sRNAの検索が sRNAやその標的遺伝子の
機能解析の手がかりとなる。また本研究室では、生体内タ
ンパク質と特異的に結合する核酸を特定できる SELEX法
を用いて枯草菌 Hfqのアプタマーを検索し、AGリピート
(AGAGAGA)配列と親和性が高いことを明らかにした。本
研究では、その結合配列を利用して in vivoにおいてHfqと
相互作用する sRNAを同定し、その機能解析に知見を加え
ることを目的とした。

方法・結果

　まず複数の枯草菌 sRNAに対し AGリピートを検索した
ところ、BsrI sRNAにのみモチーフ配列が存在することが分
かった。BsrIとモチーフ配列を持たないいくつかの sRNA
に対してノーザンブロットを行い発現を確認することで、
Hfqの影響を調べた。実験には既存の枯草菌野生株にキシ
ロース発現誘導性のベクター pWH1520を導入した株、hfq
欠損株に pWH1520 を導入した株、hfq 欠損株に hfq 発現
ベクターの pWH1520-hfqを導入した株の 3種類を使用し
た。それらの株を前培養した後 150 ml LB培地 (15 µg/ml
テトラサイクリン含有)に植菌し、37oCで振とう培養した。
O.D.600 = 0.2で終濃度 0.5%となるようキシロースを添加
した後、対数増殖期中期と定常期に集菌し、total RNAを採
取した。さらに hfqおよびそれぞれの sRNAに相補的な配
列をもつ DNAプローブを作製し、ノーザンブロットを行
いDIG抗体で検出した結果、キシロースによって発現に影
響を受けた sRNAが複数確認された。キシロースによる影
響の見られなかった sRNAのうち、Hfqの存在下で BsrIは
正に、BsrGは負に発現制御を受けていた。

次に生体内で Hfqと相互作用している sRNAを検出する
ため、細胞内タンパク質を変性させずに細胞を破砕するフ
レンチプレス法を用いて細胞抽出物を得た。発現ベクター
由来の Hfqの C末端にはヒスチジンタグ (-His×6)が付加
しているので、生体内で相互作用している RNAをアフィ
ニティーゲルを用いることで精製することができる。現在
その解析を行っている。

考察・今後の予定

　 in vivoで相互作用していることが確認できた RNAにつ
いて欠損株を作製し、二次元電気泳動法などを用いて標的
遺伝子を検索する。いくつかの sRNAはキシロースによっ
て発現に影響が確認されたため、他の誘導因子による発現
誘導ができるベクターを導入し、再度 Hfqによる影響を調
べる必要がある。またグルコース添加による影響があった
ことからも、糖新生や解糖に関する遺伝子を制御する sRNA
の存在が示唆され、これについても機能解析を進めたい。
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文字列の冷たい罠　— OTUに特異的な配列組成の変化が分子系統解析に与える影
響—

石川　奏太 (筑波大学生物学類) 指導教員: 橋本　哲男 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　我々が生物の系統関係を明らかにしようとする場合、取ら
れる手段の一つとして複数種の生物から得られた同一遺伝
子の配列を用いた分子系統解析がある。しかしながら、分
子系統解析では「真の系統樹とは全く異なるアーティファ
クトが選択される」という問題がしばしば発生する。そう
いった問題の一つとして、OTU間で極端に塩基あるいはア
ミノ酸組成が異なる場合、系統解析に使用する置換モデル
と実配列の経験した置換パターンとの間に不整合が起こり
アーティファクトが誘導される可能性が示唆されていた。
だが、この問題を検証する場合、既存の生物種由来の配列
を用いた解析では真の系統樹が未知であるため、推定結果
がアーティファクトであると断定することが出来ない。ま
た、組成の偏り以外の要因がアーティファクト誘導に影響
している可能性も完全に排除することができない。このよ
うな弊害により、配列間での組成の偏りが本当にアーティ
ファクトを誘導するのか、それがどの程度深刻な問題であ
るかについては詳細な検討がなされていないというのが現
状である。しかし、この問題は分子系統解析という分野に
おける根本的な問題点の一つであると考えられる。そこで、
今回上記の点を解決した上で配列組成の不均一性が分子系
統解析においてアーティファクトを誘導するか否かについ
て厳密な検証を行った。

方法

　本研究では、OTU間の組成に偏りのある配列をモンテカ
ルロシミュレーションを利用したソフトウェアを使用して
生成し解析した。この方法ではユーザー定義の系統樹の情
報を反映した配列を作り出すことができるため、分子系統
解析の結果得られるべき真の系統樹を予め知ることが出来
る。また、配列組成以外のあらゆる条件を OTU間で一定
にすることが出来るため、推定結果が組成の偏りに起因す
るアーティファクトであるか否かを厳密に検証することが
可能である。
今回、我々は 4OTU有根系統樹について、その各枝長の大

きさの違いによる様々な系統樹 (図 1)を想定した網羅的シ
ミュレーションを行った。実験では各系統樹 100サンプルの
配列について、まず塩基頻度を配列間で均一 (homogeneous)
にした場合、系統樹の各枝長の大小関係によってアーティ
ファクトがどの程度誘導されるかということを調べた。次
に、塩基頻度を配列間で不均一 (heterogeneous)にした場合
について同様の解析を行い、アーティファクトの誘導数に
変化が生じるかについて検証した。ここで、この実験にお
いて各枝長の大きさとは各配列における置換速度の大きさ
であると考えられる。なお、配列組成を偏らせる場合、そ
の組成値は実存する生物である Apicomplexa類のもつ細胞
内小器官 Apicoplast由来配列の配列組成を参考にした。

結果と考察

　一連の解析結果より、配列間に組成の偏りがある場合、
組成の偏りがない場合に比べて明らかにアーティファクト
が強く誘導された (図 2)。これは配列間の組成の不均一性
がアーティファクトを誘導する要因であるということを如

実に物語っている。さらに、この傾向は組成の偏った配列
の置換速度が組成の偏っていない配列の置換速度よりも極
端に大きい場合に顕著になった (図 2B)。このことから、組
成に偏りが生じた配列における置換速度の上昇は、配列間
での組成の不均一性に起因するアーティファクトの誘導を
助長することも判明した。以上の結果は、実存する生物由
来の配列を用いた系統解析でも配列組成の不均一性がアー
ティファクトを強力に誘導する可能性があることを示唆し
ている。よって、配列間で組成に偏りのあるようなデータ
を使って分子系統解析を行う際には、我々はその解析結果
を慎重に吟味しなければならないだろう。例えば、今回の
実験において参考にした Apicoplast遺伝子配列では、他の
生物の相同配列に比べ特定のアミノ酸の組成が極端に偏っ
ている。また、小サブユニットリボソーム RNAの塩基配
列では生物間で GC含量に大きなばらつきがあることも分
かっている。よって、これらの配列を用いた系統解析結果
については、配列組成が偏っていることによってアーティ
ファクトが誘導される可能性を十分に考慮した上で解釈を
行うべきであろう。
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タチヤナギに寄生する同種寄生性 Melampsora sp. の分類
阿久津　翠 (筑波大学生物学類) 指導教員: 山岡　裕一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　 Melampsora属菌は担子菌類のサビキン目メランプソラ
科に属し、ヤナギ類植物に寄生する種は全て本属に属する。
1982年、Hiratsuka and Kanekoはヤナギ類に寄生する日本
産Melampsora属菌のモノグラフを作成し、その中で 14種
を報告している。そのうち 7種の生活環が明らかとなって
おり、全て異種寄生性である。しかし 1993年、近藤らはタ
チヤナギ (Salix subfragilis)に同種寄生する Melampsora属
菌 (以下Melampsora sp.)の存在を報告した。それ以前には
タチヤナギに寄生する種として M. microsoraと M. salicis-
warburgiiが報告されていたが、2種ともに生活環は不明で
あった。近藤らはMelampsora sp.の形態的特徴が既知種の
記載と異なることを確認し、新種である可能性を示唆した。
しかし、その後の調査では、タチヤナギ上でM. microsora、
M. salicis-warburgiiと同定できる標本が採集されなかった。
そのため Melampsora sp.を、Hiratsuka and Kaneko (1982)
がモノグラフ作成に使用したタチヤナギ上の Melampsora
属菌の標本と比較する必要が生じた。
本研究では、これらの 2種の Melampsora属菌の標本を

用いて、形態学的及び分子系統学的に比較を行い、同種寄
生性Melampsora sp.の分類学的所属を決定することを目的
とした。

材料・方法

　 2009 年 3 月から 4 月にかけ、茨城県内の 4 か所でタ
チヤナギ上の冬胞子堆を採集し、それらを接種源としてタ
チヤナギに接種して、同種寄生性を確認した菌株を確立し
た。これらの菌株と、野外で採集したタチヤナギ上の夏胞
子堆標本を実験に供試した。Hiratsuka and Kaneko (1982)
が使用したタチヤナギ上のM. microsoraの標本 (Isotypeを
含む)、M. salicis-warburgiiと同定された標本を用いた。M.
salicis-warburgiiはタチヤナギ上の標本だけでなくジャヤナ
ギ (Salix pierotii)、Salix .sp上の標本も用いた。これらに加
えて、台湾で採集されたタイワンヤナギ (Salix warburgii)上
のM. salicis-warburgiiの標本及び、英国で採集された同種
寄生性M. amygdalinaeの標本も使用した。
光学顕微鏡を用いて夏胞子、冬胞子の長径、短径、壁の

厚さを測定した。走査型電子顕微鏡で夏胞子表面構造を観
察し、棘状突起の密度を計測した。また供試菌から DNA
を抽出し、PCR法で ITS4/ITS5、NL1/NL4の 2組のプライ
マーを用いて ITS領域とD1/D2領域を増幅し、シーケンス
解析によって塩基配列を決定した。得られた塩基配列デー
タに NBCI GenBankからMelampsora属菌数種の塩基配列
データを引用し、近隣結合法を用いて系統樹を構築した。

結果・考察

　Melampsora sp.の夏胞子の大きさは、M. microsoraの夏胞
子の大きさと明瞭な差異が見られた。またMelampsora sp.、
M. microsoraはともに夏胞子表面が棘状突起に覆われてい
たが、Melampsora sp.の夏胞子頭頂部には平滑面が観察さ
れた。M. salicis-warburgiiの夏胞子の大きさはMelampsora
sp. と明確な差が見られず、Melampsora sp. と同様に夏胞
子頭頂部に平滑面が観察された。しかし棘状突起密度を
計測した結果、Melampsora sp. との間に差異が見られた。

Melampsora sp.の冬胞子は M. microsora、M. amygdalinae
と形態的に明瞭な差が認められた。

D1/D2領域解析結果では 3つのクレードが形成され、M.
microsora、M. amygdalinae はそれぞれ Bootstrap 値 92%、
96%で支持されるクレードを形成した。しかしMelampsora
sp.とM. salicis-warburgiiは同一クレードに属した (図 1a)。
それに対して ITS領域解析結果では、M. amygdalinaeはク
レードを形成したが M. microsora と M. salicis-warburgii、
Melampsora sp．は同一クレードに属した (図 1b)。
以上の結果より、Melampsora sp.は、M. microsora、M.

amygdalinaeと形態的特徴及び D1/D2領域解析結果に基づ
き、明確に識別できた。一方M. salicis-warburgiiとは、夏
胞子の形態および分子系統学的比較では明確に識別できな
かった。しかし夏胞子表面の棘上突起密度に差異が見られ
たこと、冬胞子世代の形態の比較が行なえなかったことか
ら、Melampsora sp.とM. salicis-warburgiiが同一種である
かは決定できなかった。M. salicis-warburgiiは台湾でタイ
ワンヤナギに寄生する菌として新種記載された種である。
今後はM. salicis-warburgiiの冬胞子世代の形態観察、宿主
範囲の解明、他遺伝子領域の系統解析による比較を行い、
Melampsora sp．の分類学的所属を決定する必要がある。

図 1　Melampsora属菌の D1/D2領域系統樹 (a)と ITS領
域系統樹 (b)の一部抜粋模式図

●：Melampsora sp.,▲：M.salicis-warburgii,■：
M.microsora,◆：M.amygdalinae

赤の傍線で各系統樹のクレードを示す
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Fusarium solaniのトベラ苗に対する病原性
青山　哲也 (筑波大学生物学類) 指導教員: 山岡　裕一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

2001年、愛知県知多市の植樹帯において、トベラの立枯れ
が報告された。その後、関東以西のトベラの立枯れに関し
て同様の報告がなされ、すべての枯死木が樹皮下穿孔虫、
ビロウジマコキクイムシ（Scolytogenes birosimensis）の穿
孔を受けており、ビロウジマコキクイムシの体表、孔道、
トベラの内樹皮や材から高頻度で Fusarium solaniが分離さ
れた。

F. solaniの病原性を評価するために、茨城県日立市で採
集したトベラ衰弱木より分離した F. solaniを、樹齢 3 – 5年
のトベラ苗に接種した。結果、ともに接種部から外樹皮、内
樹皮に上下に伸長した紡錘形の壊死病班が形成された (黒
木、2006)。さらに、2006年、松下は、黒木と同様の F. solani
をトベラ苗にいくつかの条件を与え接種し観察し、F. solani
がトベラを枯死させる病原力を有することが明らかにした。
また、接種強度による差異は見られなかったが、光の条件が
病徴の進展に影響することが明らかになった (松谷、2007)。
本研究では、F. solaniがトベラを枯死させる病原力を、他
地域のトベラから分離された F. solaniも同様に有している
のか否かを明らかにし、光条件が病徴の進展にどのように
関わっているのかを明らかにすることを目的とした。

材料・方法

供試菌として、実験 1では、2005年黒木が茨城県日立市十
王町においてトベラに穿孔していたビロウジマコキクイム
シから分離した F. solani菌株 (To501)にくわえ、最初のト
ベラの立枯れ被害地であった、愛知県の名古屋市のトベラ
と福岡県福岡市のトベラから分離した F. solani菌株を用い
た。実験 2では、茨城県日立市において分離され、すでに
トベラを枯死させる病原力を有することが明らかになって
いる F. solani (7801DK)菌株を用いた。
両実験とも 9 cm のプラスチックシャーレ内の 2% 麦芽

エキス・エビオス寒天培地 (MEBA) 培地上で約 15oC、16
日間培養させたものを接種源とした。被接種植物には、樹
高 65 – 100 cm、幹の太さ 10 – 15 mmのトベラ苗 (樹齢約 8
年)を用いた。
実験 1: トベラの樹皮を、火炎滅菌した直径 4 mのコルク

ボーラーを用いて、地際から充分離れた高さ約 15 cmのと
ころの樹皮に上下 2点ずつ、計 4点くり抜き、接種源を菌
糸が伸張している面を露出した組織に植え付けた。傷口は
樹皮片で塞ぎ、他の菌の浸入を防ぐために上からパラフィ
ルムで覆い生育させた。コントロールとして、菌を培養し
ていない MEBA 培地を植え付けた。各区で 5 本の苗に接
種をおこない、屋内グロース・チャンバー (23oC、14時間
明期 (照度約 4,000 lux、光量子約 80 µmol)、10 時間暗期)
内で生育させた。接種後 35日間外部病徴を観察し、その後
接種部の樹皮を剥がし、内樹皮に形成された病斑の観察と、
接種部周辺のに縦横断面の観察をおこなった。また、一部
の苗を地際部で剪定ばさみを用いて切断し 0.5%フクシン
溶液に浸し、通水部分を染色させた。
実験 2: 接種方法は実験 1と同じであるが、苗の光条件

を変えた二つの区を設定し、接種実験を行った。23oC、14
時間明期、10 時間暗期に調整した自然光型人工気象室内
を日当区 (晴天時正午: 照度約 45,000 lux、光量子約 1,000
µmol) と日蔭区 (晴天時正午: 照度約 5,000 lux、光量子約

100 µmol)の 2区に分け、それぞれ 10本の苗 (内コントロー
ル 5 本) を用いた。接種後 40 日間、外部病徴を観察した
後、実験 1 と同様に内樹皮に形成された病斑を観察した。
また、一部の苗は 0.5%フクシン溶液に浸し、通水部分を
染色させた。

結果・考察

実験 1では愛知県名古屋市で分離された一部の菌株を除き、
すべての F. solani 接種区で半分以上の苗が枯死に至った。
枯死した苗の内部病徴として、4点の接種部からそれぞれ
病班が広がり、病班どうしが癒合していた。また、0.5%フ
クシン溶液を用いて、接種部における横断面を観察すると、
枯死に至った苗では完全に通水が阻害されているのに対し、
枯死に至らなかった苗では幹の中心部周辺が赤く染色され
ているのが確認できた。実験 2では、日当区で 40日目ま
でに枯死した苗が 5本中 2本のみであったのに対し、日蔭
区では 31日目までに 5本中 4本の苗が枯死した。枯死し
た苗は両区間とも材内部に接種部中央から 7.6 – 10.2 cm程
の病班がみられ、癒合していた。
以上の結果より、各地域のトベラ被害木から分離された

F. solaniのほとんどが、トベラを枯死させる能力を有する
ことが明らかになった。また、F. solaniのトベラに対する
病原力は光条件、特にその強度によって左右されることが
明らかになった。苗が病徴を発現してから枯死に至るまで
間、内部では導管の閉塞現象が起こっていたと考えられる。
トベラが F. solaniによって枯死に至るメカニズムについて
今後さらなる調査・研究が必要だろう。

菌株番号 トベラ採集地域
N87A1 愛知県名古屋市
N62-1 愛知県名古屋市
TB2-2 福岡県福岡市
TB38-1 茨城県日立市
7801DK 茨城県日立市 (衰弱木)
T0501 茨城県日立市 (衰弱木)
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里山林のギャップ内を主たる生活の場とするノシメトンボの採餌活性と餌獲得量
加藤　賢太 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡辺　守 (生命環境科学研究科) 　

序論

　アカネ属の一種であるノシメトンボ，Sympetrum infusca-
tum，は、幼虫期を水田で過ごし、羽化直後の処女飛翔に
よって近隣の林内へと移動してゆく。成虫は、性的に未熟
な「前繁殖期」と、生殖器官や筋肉の発達した「繁殖期」を
通じて、生涯を林内で過ごしている。林内では、倒木など
で生じたギャップの中で、灌木の枝先や草の葉先などに静
止しているのがふつうで、典型的な「Percher」の生活様式
といえる。採餌様式は待ち伏せ型で、静止場所の前方斜め
上方を一航過しようとする小昆虫を発見すると、飛び掛か
り、8の字を描いてもとの静止場所に戻って捕食している
ことが多い。産卵時のみ短時間だけ水田に飛来するものの、
そこでは採餌行動を示さない。したがって、卵生産や体の
維持のための採餌行動は林内ギャップでのみ行なわれてい
るといえる。これまでに、野外個体の排出した糞量と飼育
個体の餌量と排出する糞量の関係から、雌は雄よりも摂食
量の多いことがわかっている。すなわち、林内のギャップ
において、雌は、卵生産のために雄よりも活発に採餌行動
を行なっている可能性が高い。本研究では、林内ギャップ
におけるノシメトンボの雌雄の採餌活性を調べ、雌雄それ
ぞれの採餌戦略を考察した。

方法

　調査は、長野県白馬村の里山林 (スギ人工林と雑木林)に
おいて、8月後半から 9月初めの晴天で微風時に行なった。
ノシメトンボが採餌行動を開始する 6時から、林内ギャッ
プで発見した静止中の個体の採餌行動を連続して記録した。
観察は、静止している個体に影響を与えないように、静止場
所から 3 mほど離れた場所から、2人 1組で行なっている。
すなわち、一人が個体の行動の観察を、一人が記録を行なっ
た。観察の際、静止場所から一直線に飛び立ち、元の静止
場所に戻ってくる行動を採餌飛翔と定義した。この時、静
止した個体の正面を双眼鏡を用いて観察し、餌を咀嚼して
いた場合を捕獲成功としている。静止場所から、飛翔して
反転した場所までの距離を、目測で 25 cm単位で測った。
静止場所の高さを目測で 25 cm単位で測定すると共に、静
止場所の移動時刻を記録した。なお、同種他個体の通過や
同種他個体との静止場所をめぐる争い、ヒョウモンチョウ
などの他種の接近・通過に対しての追飛は、稀だったので
激しい飛翔はしなかった。

結果

　解析には、15分以上連続観察した個体のデータを用いた
ので、平均観察時間は雌で約 30分 (最長 120分)、雄で約
23分 (最長 93分)となった。ノシメトンボの採餌行動が始
まる 6時からの 2時間には雌雄とも 15分当たり 0.5 – 2回
の採餌飛翔を示した。採餌飛翔頻度は、朝や夕方に低く、
ピークは、正午過ぎの 2時間で、雌の場合、15分当たり 9
– 10回、雄は 5 – 6回で、雌の方が雄よりも飛翔頻度は有
意に多かった (図 1)。また、正午過ぎにおける雌雄の採餌
飛翔頻度の差は、他の時間帯の雌雄での差よりも大きかっ
た。その結果、雌は 1日に約 259回、雄は約 159回採餌し
ていると計算され、雌は雄よりも採餌に努力していること
がわかった。図 2のように、採餌試行回数と成功回数の関

係には、雌雄で有意な差は見られなかった。回帰直線の傾
きから、採餌成功率は、雌で 34%、雄で 33%といえた。し
たがって、日当たりの捕獲成功数は、雌で 101回、雄で 64
回と推定された。

考察

　林内ギャップにおいて、ノシメトンボの静止場所付近を
飛びまわっている餌となりうる小昆虫 1個体の平均乾燥重
量が 0.17 mgだったので (岩崎ら，2009)、日当たり摂食量
は、雌で約 17 mg、雄で約 11 mgと計算された。これらの
値は、野外で採集した個体の排出した糞量と、飼育した個
体の餌量と排出した糞量の関係から推定した日当たり摂食
量 (雌 17.7 mg，雄 10.1 mg) とほぼ一致していた。すなわ
ち、雌は、雄よりも採餌飛翔の頻度を増やすことによって
多くの餌を獲得していたといえよう。繁殖期の雌は、体の
維持に必要なエネルギーだけでなく、卵の生産に必要なエ
ネルギーを得なければならない。そのため、行動の活性が
最も高まる正午過ぎの時間帯に、雄よりも活発に採餌飛翔
を行なっているのかもしれない。
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冷温帯のスギ林における地表徘徊性昆虫の種組成
高橋　弘明 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡辺　守 (生命環境科学研究科) 　

序論

　冷温帯のスギ人工林の林床には地表徘徊性昆虫からなる
群集が形成されている。群集を代表するオサムシ科昆虫に
は、オサムシ類とゴミムシ類が含まれ、いずれも、ミミズ
などを共通の餌資源として利用している。本実験では冷温
帯のスギ人工林の林床に生息する地表徘徊性昆虫群集の種
組成や分布を明らかにすることで、競争関係にある種間の
相互作用を考察することを目的とした。

方法

　 2009年 7月下旬と 8月下旬の各 10日間、長野県白馬村
神城地区にある 4ヶ所のスギ人工林の林床でピットフォー
ル・トラップ調査を行なった。鶏のひき肉を入れたトラッ
プ (口径 7.1 cm,深さ 9.0 cm)を 2 m間隔で縦横 12個ずつ
合計 144個しかけ、設置から 24時間後にトラップを巡回
し、捕獲した昆虫を同定するとともに雌雄を判別した後に、
標識を施して放逐した。調査区内の巡回が次回の捕獲に与
える影響を最小限に抑えるため、放逐と次回のトラップ設
置まで 1 – 2日の間隔を空け、各月でそれぞれ 3 – 4回の再
捕獲を行なった。

結果と考察

　 7月はのべ 11種 1018個体、8月はそのうちの 9種 1532
個体が出現した。そのうちオサムシ亜科の種はマルバネオサ
ムシとクロナガオサムシ、マイマイカブリ、アキタクロナガ
オサムシの 4種で、ゴミムシ類は Pterostichus属、Synuchus
属に含まれる種であった。再捕獲はオオキンナガゴミムシ
を除いた全ての種でみられた。日当たり再捕獲率は、オサ
ムシ類で約 0% – 10%、ゴミムシ類で約 0% – 15%だった。
クロツヤヒラタゴミムシとオオクロツヤヒラタゴミムシ、
マルバネオサムシはスギ林の下層植生の現存量と再捕獲率
に負の相関があり、ニセクロナガゴミムシとクロナガオサ
ムシは正の相関があった。クロツヤヒラタゴミムシとオオ
クロツヤヒラタゴミムシは、調査地間で密度の差が小さく、
ニセクロナガゴミムシとクロナガオサムシ、マルバネオサ
ムシは密度に大きかった。各調査地において、クロツヤヒ
ラタゴミムシとニセクロナガゴミムシの間と、マルバネオ
サムシとクロナガオサムシの間に負の相関がみられ、排他
的に分布していると考えられた。これらの結果をもとに、
種間相互作用の観点から、冷温帯スギ林に生息する地表徘
徊性昆虫の群集構造や分布様式について考察する。
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イヌガラシにやって来た昆虫類の種組成
堀　翔 (筑波大学生物学類) 指導教員: 渡辺　守 (生命環境科学研究科) 　

序論

　イヌガラシは春から秋まで成長を続ける多年生の人里植
物である。本種は路傍や田畑の畦に多く発生するため、し
ばしば人為的に刈り取られるが、その後、直ちに芽吹いて
抽だいし、開花することができる。その結果、ロゼット状
の株から抽だいや開花、結実している株まで、多様な成長
段階の地上部をもった株が生育期間中、常に存在している
ため、それに対応して様々な植食性の昆虫や、これらの昆
虫を餌とする肉食性の昆虫が来訪していると考えられる。
本研究では、イヌガラシの株の形態を花序や葉の成長段階
によって分類し、各形態ごとのイヌガラシにおける昆虫類
の群集構造を明らかにした。

材料と方法

　調査は冷温帯に属する長野県白馬村において、8月末か
ら 9月初めにかけて行なった。水田の畦や路傍に発生して
いたイヌガラシの自然高と長径、短径を測定し、株の成長
段階を I – VIの 6段階に分類した (Fig. 1)。調査では花序
が形成されている III – VIの株を対象とした。IIIの形態の
株は調査対象の株の中で最も若く、花序が蕾のみで構成さ
れている株である。成長段階が進むと、花序は開花した状
態の花や、花弁が脱落して子房が発達した莢が多くなって
いった。その一方で、葉は下部にあるものから次第に老化
して硬化、萎縮し、最も成熟したVIの株では最も地面に近
い位置にある葉が枯れていることもあった。葉は、その展
開位置と、基部にある腋芽の状態によって A – Eの 5種類
に分類した (Fig. 2)。葉や花序で発見した昆虫類は、見つ
かった葉や花序ごと採集して袋に入れ、種や個体数を記録
した。昆虫類を採集した後のイヌガラシも、株ごと採集し
て持ち帰り、株ごとにそれぞれの形態の葉の枚数や花序数
と、花序を構成する蕾や花、莢の数を計測した。

Figure 1: 株の各成長段階の模式図

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　

Figure 2: 葉の各形態および展開位置の模式図

結果

　採集された昆虫類は、植物の汁液を吸収する吸汁性の種
が 5科、植物の組織を摂食する組織食性の種が 6科、肉食
性の種が 5科、その他が 1科 (アリ科)であった。成長の進
行した株ほど、葉上で採集された植食性昆虫の個体数や種
数は少なかった。一方、花序で採集された植食性昆虫の種
数や個体数は、花序の成熟が進んだ Vや VIの段階の株で
多かった。葉の形態別に見ると、最も早く展開するロゼッ
ト葉の Aには、アブラムシ類が最も多く発見された。Aよ
り上方に位置し、面積の大きい B と C の葉では、他の葉
よりも組織食性昆虫が多く見られた。面積が小さい Dと E
の葉では、発見された昆虫類の個体数は少なかった。花序
においては、どの形態の株でもアザミウマが多く発見され、
蕾や花の間隙に潜り込んでいた。花序にいた組織食性昆虫
は蕾や花、莢を食べる様子が観察され、また花序には組織
食性昆虫のものと思われる食痕が発見された。アリ類は開
花数の多い株の花序に集中して見られ、アブラムシ類にア
リ類が随伴することは稀であった。採集された肉食性昆虫
の個体数は、すべての形態の株や葉、花序において、少数
しか発見されなかった。

考察

　肉食性の昆虫については、個体数が少なかったために、イ
ヌガラシの形態ごとの個体数や種数に何らかの傾向を見出
すことはできなかった。一方、植食性の昆虫については、イ
ヌガラシの株や葉の形態によって個体数や種数に違いが見
られた。葉においては、吸汁性の種と組織食性の種の個体
数や種数が、成長の進行した株において少なかったことか
ら、これらは葉の老化に対応したものと考えられる。花序
で発見された植食性昆虫が、花序の成熟した株において個
体数や種数が多かったのは、それらの株に多数存在する花
や莢を利用していたためと考えられる。アリ類は開花数の
多い株に集中し、頭部を花に埋めている姿が観察されたこ
とから、イヌガラシを訪問する目的は花から分泌される蜜
を得るためであると思われた。イヌガラシにおいては、株
や葉の形態によって主に植食性昆虫類の群集構造が異なっ
ており、その生育期間中に昆虫類群集の構造の変化が起こっ
ていることが示唆された。
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花色変化は何のシグナル?: ハコネウツギ (変化型)とタニウツギ (不変型)における
繁殖形質の比較

鈴木　美季 (筑波大学生物学類) 指導教員: 大橋　一晴 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　植物が咲かせる美しい花の色は、ポリネーター (花粉媒介
動物)に存在をアピールしたり、報酬 (蜜や花粉)の目印と
して覚えさせ、送受粉の機会を増やす重要な役割を担って
いる。よって花は、咲いているかぎり色を一定に保つのが
一般的である。しかし動物媒花のなかには、咲き終えるま
での間に、花被片、あるいは雄しべや雌しべの色を大きく
変化させるものが存在する。この「花色変化」という現象
は、現在までに 79科 267属 484種の被子植物で報告され
ており、全体から見れば少数派ではあるものの、その数は
決して少なくない。色変化後の花にはしばしば花粉や蜜が
含まれていないことから、これらの植物は古い花の色を変
えて維持することにより、送受粉における何らかの利益を
得ていると考えられてきた (例 Oberrath & Boehning-Gaese
1999)。
花色変化が送受粉に利益をもたらす形質であるという先

行研究の主張は興味深い。しかし、そのような形質はどの
植物でも有利となるはずであり、この主張だけでは、現存
する多くの動物媒花で花色変化が観察されない事実を十分
に説明できない。とりわけ不思議なのは、生育環境や生理
的特徴が似ているはずの同じ分類群 (科・属)内にも、しば
しば花色変化する種 (変化型) としない種 (不変型) が混在
することである (Delph & Lively 1989, Weiss 1995)。不変型
の植物は、変化型の植物がもたない他の形質の効果によっ
て送受粉を成功させるのかもしれない。あるいは、変化型
は特定の条件が満たされた場合のみ有利になるのかもしれ
ない。こうした可能性を検討するためには、同一の分類群
に含まれる変化型と不変型の繁殖過程を詳細に調べ、両者
を比較できるデータを得ることが不可欠である。
そこで本研究では、スイカズラ科タニウツギ属のハコネ

ウツギ (変化型: 花弁が白から赤紫に変化)とタニウツギ (不
変型: 花弁は薄桃色のまま)を対象として、花の形質と送受
粉の定量的な比較を試みた。今回の調査では、とくに次の
2つの疑問に答えることを目的とした。
(1)花の形質 (個花の寿命・色・蜜生産)にはどのようなち
がいが見られるか?
(2) 花の形質のちがいは送受粉にどのようなちがいをもた
らすか?

材料と方法

　筑波実験植物園と筑波大学構内で、ハコネウツギ (以下、
ハコネ) とタニウツギ (以下、タニ) の植栽株を対象とし、
2009年 5 – 6月の開花期に以下の調査をおこなった。

(1)花の形質：個花の寿命 (花が開いてから散るまでの日
数)・花色の経日変化 (花弁の反射スペクトルから算出した
色変化距離)・蜜生産の経日変化 (1日あたりの蜜生産量)
(2)送受粉：残存花粉数の経日変化 (葯内に残っていた花粉
粒の数)・柱頭受粉数の経日変化 (柱頭に付着していた花粉
粒の数)

結果と考察

　両種とも個花の寿命は約 5日でほぼ等しく、この間にハ
コネは花色が日ごとに変化した一方、タニはほぼ同じ色の

ままであった。このような見かけのちがいとは対称的に、
蜜生産はどちらの花も 5日間で変化していた。ただし、ハ
コネは 5日間をつうじタニより蜜生産が多かった。つまり、
ハコネの花は蜜をたくさん生産し、かつポリネーターが蜜
量の変化を色によって識別できる状態であったのにたいし、
タニの花は蜜をあまり生産せず、かつポリネーターが蜜量
の変化を色によって識別できない状態であった。こうした
形質のちがいは、両種の送受粉に差をもたらしているよう
に見えた。つまり、ハコネの送受粉は前半の 3日間でほぼ
終了したのにたいし、タニの送受粉は 5日間かけて進行し
た。今後は、観察された送受粉の差の普遍性を確かめると
ともに、このような差をもたらすポリネーターの行動、そ
して繁殖成功への影響を明らかにしたい。

図：花色（上段）、蜜生産量（中段）、柱頭受粉数（下段）の経日変化
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スゲ属 2種の種子形質がアリ種ごとの種子の持ち去り行動におよぼす影響
田中　弘毅 (筑波大学生物学類) 指導教員: 大橋　一晴 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　アリによる種子の持ち去りは、散布や食害などの作用を
通じ、種子の運命、ひいては植物の適応度に影響を及ぼすこ
とが知られている (Giladi 2006)。例えば、ケシ科キケマン
属の一年草では、アリの巣の付近から発芽した個体の種子
生産量が、巣から離れた場所で発芽した個体の 2倍近くに
なることが報告されている (Hanzawa et al. 1988)。また、持
ち去られた種子の散布距離や食害の有無などは、アリの習
性や体サイズなどの種間変異を反映して異なることがしば
しば報告されている (Hughes and Westoby 1992)。例えば、
Hughes and Westoby (1992)は、持ち去られた種子の食害率
や散布距離、発芽した実生間の距離がアリの種間で異なる
ことを報告している。このように、種子の運命はどのアリ
種に持ち去られるかによって大きく左右されるので、植物
は単にアリによる種子の持ち去りを促すだけでなく、さま
ざまなアリの中から特定の種による持ち去りだけを促進す
るような種子の形質を進化させてきた可能性がある。数少
ない先行研究では、種子の付属物が種子を食害する程度が
低いアリ種による持ち去りだけを促進することが報告され
ている (Hughes and Westoby 1992; Gammans 2006)。
そこで本研究では、スゲ属植物二種 (アオスゲとマスク

サ)を用いた野外実験により、1)これらの植物の果実を包
む膜状の組織 (=果胞)が異なるアリ種による種子の持ち去
りにどんな影響を及ぼすか、2)アリ種ごとの訪問頻度と訪
問当たり持ち去り率のそれぞれに対して果胞がどんな影響
を及ぼすかについて調べた。アオスゲの果胞には、脂肪組
織に似た白く柔らかい部位が見られ (図 1A)、この部位がア
リ類による持ち去りを促進する効果をもつことが先行研究
によって示唆されている (中西 1988)。対して、マスクサの
果胞には白色の部位が見られない (図 1B)。本研究では、こ
の果胞という種子形質について操作実験を行い、アリ種ご
との反応を比較した。

材料と方法

　筑波大学構内に自生するアオスゲとマスクサから種子を
採取し、実験開始までの 1 – 2日間冷蔵庫 (約 4oC)に保存
した。これらの種子を用い、2009年 6月 3 – 12日に、構
内の 9ヶ所で以下の実験を行った。両種について無処理種
子、果胞を除去した種子を用意し (計 4種類)、それぞれ 5
個ずつ 4つの種子皿 (ペットボトルの蓋)に分けて入れ、こ
れらを 1セットとして方形区内の無作為にえらんだ位置に
置いた。種子皿は 8 mm ビデオカメラで午前中 (7 – 12 時
まで)に 4時間撮影した。動画と調査地のアリ標本 (別途に
準備) をもとに、各皿についてアリ種ごとの種子持ち去り
数を記録した。

結果と考察

　訪れたアリの動画記録から、アミメアリ、クロヤマアリ、
クロオオアリ、ケアリ属 sp.を同定した。他のアリについ
ても、サイズや形態から 4つのグループに分けた (不明 1 –
4と略)。種子の持ち去り数をみると、クロオオアリのよう
にどの皿の種子も持ちさらないタイプと、ケアリ属 sp.や不
明 1のようにアオスゲ無処理種子を他の皿の種子よりも多
く持ち去るタイプがあった (図 2)。これは、種子付属物が

特定のアリ種による持ち去りだけを促進するという先行研
究の結果と一致する。また、クロヤマアリはスミレ類の種
子を持ち去ることが報告されているが (Masuda and Yahara
1992)、本研究では 1個の例外を除きどの皿の種子も持ち去
らなかった。以上の結果は、一部のアリ種はアオスゲの果
胞に含まれる何らかの形質に反応して種子を持ち去ること
を示唆する。今後はこのような反応のメカニズムを明らか
にすると共に、果胞に反応して種子を持ち去るアリ種は反
応しないアリ種と比べ植物の生存率や繁殖成功にどのよう
な影響を及ぼすかについても明らかにしてゆきたい。

BB

図図１アオスゲとマスクサの種子
A;採取直後のアオスゲ種子。果胞の一部に矢印で示す白色の
部位がある。アオスゲの種子は古くなると白色の部位がしぼ
む。本研究では採取直後の種子を用いた。B;採取から3ヶ月
以上冷蔵庫に保存した種子。左からアオスゲの無処理種子、
果胞を除去したアオスゲ種子、マスクサの無処理種子、果胞
を除去したマスクサの種子。マスクサの種子は採取直後でも
白色の部分がみられない。
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図図図222 アリ種ごとの種子の持ち去り数
行動の違いが顕著な3つのアリ種（不明1、ケアリ
属sp.、クロオオアリ）について図示した。＋は
無処理種子、－は果胞を除去した種子を示す。

　

65



つくば生物ジャーナル　 Tsukuba Journal of Biology (2010) 9, 66 c©2010筑波大学生物学類

海洋酸性化が沿岸微生物群集と物質循環に及ぼす影響に関する実験的解析
安達　大輝 (筑波大学生物学類) 指導教員: 濱　健夫 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　大気中の二酸化炭素 (CO2)濃度の増加は、海洋のさらなる
CO2吸収をもたらし、「the other CO2 problem」とも称され
る海洋酸性化を引き起こす。イギリスの The Royal Society
(2005)はその現象を「現在弱アルカリ性である海洋表層水
の pHが低下していく過程」と定義している。
現在、この海洋酸性化が進行している。現在の海洋表層

水の平均 pHは 8.2 (±0.2)であり、これは産業革命後すでに
pH が 0.1 低下したことを示している。そして、IPCC (In-
tergovernmental Panel on Climate Change) の IS92a scenario
に基づくモデルでは、大気中 CO2 濃度の増加に伴い、2100
年までに pHがさらに 0.3 – 0.4減少すると言われている。
この pH 0.3 – 0.4の低下が、海洋生物に及ぼす影響を評

価することは急務である。しかしながら、2009年の時点で
この現象に対する個々の海洋生物の応答に一貫した傾向は
見られていない。また、同種の生物を用いた研究でもその
応答は多様であることが報告されている。
これまで行われてきた研究は、そのほとんどが単離株を

用いた培養実験である。しかしながら、自然界においては
多種の生物が群集を形成しており、群集での物質の動態を
捉えることが生物地球化学的な物質循環を考える上で重要
である。もしも、群集内で何らか (e.g. 群集組成、個々の生
物活性など) の変化が生じれば、それは物資循環にも影響
をもたらす可能性がある。
海洋酸性化は大気中 CO2濃度に対し、正のフィードバッ

クをもたらすのか、それとも負のフィードバックをもたら
すのか。この問いを考える上で、これまでの報告のように
個々の生物の応答に一貫した傾向がないのであれば、群集
内での応答性を把握することがより重要となってくる。ゆ
えに、信頼性の高い将来予測モデルを作成するためにも、
あらゆる生物群集組成での応答性を評価することは必要不
可欠である。
そこで本研究では、海洋酸性化を人為的に再現したタン

ク内で沿岸微生物群集を培養し、トレーサーとして安定同
位体 (13C、15N)を用いることで、炭素、および窒素の動態
を明らかにすることを試みた。

培養方法

　大型培養実験を筑波大学下田臨海実験センターにおいて
行った (2009.5.22 – 6.5、2009.11.16 – 30の計 2回)。円柱
形の 400 Lタンクに 100 µm孔径のメッシュで動物プラン
クトンを含む大型粒子を排除した沿岸水を満たし、レッド
フィールド比 (N: P: Si = 16: 1: 16)に基づき培養初日に栄養
塩を添加した。培養水中の炭酸系はタンク底部から高濃度
CO2ガスをバブリングすることで整えた。培養条件は CO2
分圧によって分類し、400 ppm (control)、800 ppm (2100年
における大気中 CO2 濃度)、1200 ppmの 3種類を 1セット
とした。タンク中の CO2 分圧は毎日バブリング (6 h)を行
うことによって調整を試みた。
また、トレーサーとして安定同位体 13C で標識された

13CO2 を CO2 ガスに、そして 15N で標識された KNO3 を
栄養塩に混合することで、培養期間内での炭素、および窒
素の動態を追った。
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Figure 1: 縦軸の ais、ans、aicはそれぞれ ais: 培養試料中 POC
の 13C atom%、ans: 自然試料中 POCの 13C atom%、aic: DIC
の 13C atom%を表している。

試料採取・分析方法

　直径 5 cm、長さ 1 mの筒を用いて採水を行った。採水日
は栄養塩添加日を Day 1とし、5 – 6月実験では Day 1, 2,
3, 4, 6, 9, 12 ,15の計 8回、11月実験では Day 1, 2, 3, 4, 6,
8, 10, 12, 15の計 9回とした。無濾過水で培養水中の炭酸
系パラメータ、溶存態無機炭素 (DIC)中の 13C安定同位体
比 (atom%)を測定した。また、培養水は孔径 0.7 µmのフィ
ルター (GF/F)、さらに孔径 0.2 µmのフィルター (Anodisc,
Cycropore membrane)で濾過し、濾液で水柱の栄養塩濃度、
溶存態有機物 (DOM)濃度、DOM中の 13C、15N atom%を
測定した。また、GF/Fフィルターおよび Anodisc フィル
ター上に残った懸濁体有機物 (POM)濃度と POM中の 13C、
15N atom%を測定した。POM・DOM濃度、そしてそれぞ
れに含まれる安定同位体比によって Hama et al. (1983) を
基に培養期間中での生産量を算出した。

結果・考察 (5-6月実験）

　 Day 3 – 4にかけて珪藻を主体としたブルームが全タン
ク内で確認された。Figure 1は培養水中の全懸濁態有機炭
素 (POC)の中で、培養開始後新たに生産された POCが占
める割合を表しており、植物プランクトンの CO2吸収活性
の指標でもある。全タンクで Day 3において 1.0に近い値
を示していることは、それまでに生じた新たな POCが培養
水中のほとんどを占めていることを示す。また、Day 1 – 3
までにタンク間での差が見られないことは、培養初期に顕
著な珪藻の増殖が酸性化 (低 pH、高 CO2 濃度条件)によっ
て影響を受けないことを示唆する。このことは低 CO2濃度
条件下で光合成速度が飽和するとされる珪藻の生理学的特
性と一致する。
一方、Day 4以降、値は全タンクで減少しているが、1200

ppmで最も高く、400 ppmで最も低いという一貫した傾向
が見られた。このことは高 CO2濃度下において、新たに生
産された POC が残存しやすい (分解されにくい)、もしく
は培養後期において優占してきた他の植物プランクトング
ループの活性が増加する、という 2つの可能性を示唆して
いる。
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砂底表在性端脚類 Siphonoecetes sp. の造巣特性
阿久津　崇 (筑波大学生物学類) 指導教員: 青木　優和 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　ヨコエビ類は沿岸魚類の主要な餌生物であり、恒常的な
捕食圧の下に生活している。これを回避するため、石の下
や海藻など既存の構造体の表面または内部に隠棲する種と
巣の構築を行う種とがある。造巣性種の多くは固定巣を形
成するが、表在性種の一部には移動性の巣を形成するものが
ある。Siphonoecetes sp. (=スナクダヤドムシ Siphonoecetes
tanabensis)は砂底表在性で移動型の巣を構築するヨコエビ
の 1 種で、砂粒や貝殻などを接着して管状の巣をつくる。
移動時には巣から体の前半分を出して第 2触角で基底面を
打ち、後方へと跳ねる。夏季に個体密度が増して多数の個
体が海底で動き回る様子は、さながら「動く砂」である。本
種は巣を背負いながら移動するという点ではヤドカリ類と
似ている。しかし、自身で巣を作ることができる点および
成長に応じてある程度巣を拡張できる点は、ヤドカリと異
なっている。
本種の巣についての興味深い特徴として、1つの大型巣に

複数の個体が同居する場合のあることがあげられる (Figure
1)。同居巣内の複数個体には、幼体と成体のいずれも含ま
れている。この巣の形成に関する仮説としては、以下の 3
つが考えられる: (1)巣の大型化による捕食リスクの低減、
(2)交尾前ガードによる雌雄の共存、(3)子守り行動のため
の雌親と子の共存。いずれの仮説を検証するにしても、ま
ず 1個体が使用する巣の構築過程を明らかにする必要があ
る。そこで本研究では、巣材料や巣の構造に着目して個体
との関係を探り、巣の構築過程を推定した。

方法

　採集は 2009 年 9 月から 2010 年 1 月にかけ 1ヶ月に 2
回実施した。調査地は静岡県下田市大浦湾内の水深約 10 m
の砂質底である。口径約 75 mmの円筒型容器をサンプラー
として用いて定面積内に存在する個体を砂ごと採集し、海
中でポリエチレン製の袋に入れた。実験室に持ち帰ったヨ
コエビは巣ごとにヘキサミン中和 5%海水ホルマリンで固
定した。ホルマリンでの固定時には、個体は巣から出てく
るので、個体と巣のいずれも傷つけることなく両者を分離
することができる。
固定後は巣の形態を観察した後に、体長・巣の長径と短

径・巣を構成する巣材の種類と粒数を計測した。また、巣
材として巻貝の殻を使用している個体が顕著に多かったた
め、その殻径も測定した。

結果

　巣材の種類から「巻貝の殻を利用した巣 ( =巻貝巣)」、「ゴ
カイの棲管を利用した巣 ( =ゴカイ巣)」、「砂粒のみで構成
された巣 ( =砂粒巣)」の 3タイプに分けることができた。
このうち、巻貝巣が 80%以上をを占めていた。巻貝巣とゴ
カイ巣では、巣の後端に巻貝またはゴカイの棲管を配置し、
その殻口部に砂を接着し管状構造が形成されていた。巣の
サイズは体長とともに大きくなる傾向が見られた。また、
巻貝巣では、体長の増加とともに、使用する巻貝の殻サイ
ズが増大した。

考察

　巣材として巻貝殻の使用率が最も高かったが、これは巻
貝の内部に既に管状構造があり、砂粒のみで巣を構築する
より効率が良いためだと考えられる。これは同様に管状構
造を持つゴカイの棲管にも当てはまる。また、機械刺激を
与えると貝殻の中に逃げ込む様子が観察されたことから、
貝殻は一時的な避難用シェルターとして機能している可能
性もある。また、体長とともに巣材として利用する巻貝殻
サイズが大きくなったことから、本種は同じ巻貝殻を一生
使い続けるのではなく、成長に応じて新たに巻貝殻を獲得
していると考えられる。
これらの調査結果から「巻貝殻 + 砂粒」が 1 つの巣ユ

ニット (Figure 2)であるとみられ、複数個体が同居する大
型巣は、比較的体長の大きな個体が既存の巣ユニットを結
合させて形成したものであると推定できる。しかし、大型
巣には幼体も含まれることがあり、この幼体の起源につい
ては不明である。今後、同居個体間の雌雄関係や親子関係
を探っていく必要がある。

Figure 1: 複数の個体が同居する巣 (太い矢印が成体、細い
矢印が幼体の位置をそれぞれ示している)

Figure 2: 単独個体が巣に入っている様子
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藻食性巻貝バテイラが褐藻類カジメに与える影響の解析
吉見　仁志 (筑波大学生物学類) 指導教員: 青木　優和 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　沿岸域に形成される大型海藻の群落である藻場は多くの
生物のすみかであり、また水産資源を支える上でも重要で
ある。カジメ Ecklonia cavaはコンブ目に属する多年生大型
褐藻であり、海中林を形成する主要な海藻の 1種である。
カジメを摂食するものには藻食性魚類・ウニ・藻食性巻貝
がいる。一般に藻食性魚類やウニの摂食圧は高く、前者は
海藻本体を噛みちぎるように、後者は海藻の幼体を摂食し
てしまうことで、しばしば海藻に大きなダメージを与える
ことが知られている。一方で藻食性巻貝類は海藻への摂食
行動が多く見られているものの、海藻に与える影響につい
ては実証的研究が少ない。カジメ葉上に頻出する腹足類ニ
シキウズガイ科のバテイラ Omphalius pfeifferi pfeifferiは水
産資源としてもかなり重要な藻食性巻貝である。そこで本
研究では、密度制御したバテイラのカジメ摂食量を定量す
ることによって、バテイラがカジメの生長に与える影響を
調べる。

実験方法

1. 生簀垂下実験

　飼育容器として上面と底面に目合 5 mmの網を張っ
た透明プラスチック容器 (直径 130 mm　高さ 65 mm)
を 30個用意した。そのうち 25個はバテイラ 1個体と
カジメ片 (実験区) を入れ、残りの 5 つはカジメ片の
み (対照区)を入れた。バテイラのサイズは殻径が 19.5
mm – 38.7 mmである。1 つの生簀かごには実験区 5
つと対照区 1つを入れ、これを 5セット用意し静岡県
下田市大浦湾中央部水深約 3 mに垂下した。 2009年
10 月から翌年 1 月まで 2 週間ごとにバテイラの成長
とカジメの湿重量の変化を記録した。 1日あたりのバ
テイラのカジメ摂食量は次式で求めた。

摂食量 = (投餌量 -残餌量 -対照区増減量) ÷日数

2. 海中囲い込み実験

　上面が 100 cm × 100 cm、高さ 50 cmのコンクリー
トブロック 6基の天面を高さ 15 cm、厚さ 5 cmのコ
ンクリート枠で囲い、枠の表面に銅塗料 (大日本塗料
シーブルーキング)を塗布した。先行研究からバテイ
ラは銅塗料を乗り越えられないことが示されており、
これによりバテイラの密度を一定に保つことができる。
このブロック 6基を静岡県下田市大浦湾中央部水深約
10 mに設置した。各ブロックには茎長 108 mm – 235
mmのカジメを 4本ずつ水中ボンド (コニシ株式会社
E380)で固定し、側葉の新生速度を測るためにカジメ
の最も下にある 10 cm以上の両側葉にコルクボーラー
で直径 5 mm の穴をあけた。ブロックには殻径約 33
mmバテイラをそれぞれ 0、30、60個体投入した。同
処理区は 2つずつ、合計 6区画とした。 2009年 12月
3日から 24日まで各区画について 1週間毎にバテイラ
の個体数、カジメの茎長と茎径、穴の位置を記録した。

Figure 1: 海中囲い込み実験で用いたコンクリートブロック

Figure 2: 囲い込み実験区におけるカジメの生長

結果

　殻径の増加に伴ってバテイラのカジメ摂食量は増える傾
向が見られ、またバテイラ 1個体当たりの 1日あたりの摂
食量は最大 108 mgであった。また投入バテイラの密度と
カジメの茎長、茎径、側葉の移動距離に有意な差は見られな
かった (茎長: n = 23, F = 0.10, p = 0.90、茎径: n = 23, F =
0.91, p = 0.42、穴の移動: n = 23, F = 1.11, p = 0.35)。

考察

　実験の結果から、バテイラの摂食圧がカジメの生長に与
える影響は小さいことが示唆された。バテイラはカジメ葉
上部表面を薄く削るように摂食しており、高密度区でも実
験期間中にカジメの生長点部分を侵すことがなかったため
と考えられる。その点で藻食性魚類やウニとは異なり保存
的にカジメを摂食していると言える。
今後はさらに実験期間を増やし長期的なカジメへの影響

を調べること、またカジメ周囲の付着藻類が大きく減って
いることが観察されたので付着藻類に対する摂食量を調べ
ることでさらに詳細なバテイラの摂食圧が解析できるであ
ろう。
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ショウジョウバエの曲翅突然変異をかくす遺伝子
新井　健太 (筑波大学生物学類) 指導教員: 澤村　京一 (生命環境科学研究科) 　

背景

　形態が進化したときに、どのような遺伝的変化が起こっ
たのだろうか。遺伝学的操作ができるショウジョウバエの
翅の形態に注目した。キイロショウジョウバエには、曲翅
突然変異 (遺伝子名: Curly、遺伝子記号: Cy)が知られてい
る。これはヘテロ接合で翅がそりあがり [優性形質]、ホモ
接合では致死となる [劣性形質]。
ところが、曲翅突然変異をもった系統のなかに、曲翅形

質を失った系統がいくつか発見されている。つまり、遺伝
子型は曲翅突然変異であるにもかかわらず、表現型は野生
型のまっすぐな翅となる。これらを non-Curly系統とよぶ
ことにする。曲翅突然変異を抑制する遺伝子についての報
告は少なく、第二染色体に 1個 [優性]、第三染色体に 1個
[劣性]が知られている。当研究室では、多数の non-Curly系
統が新たに進化 (出現)している。non-Curly系統に進化す
る遺伝的原因としては、

• すべての系統で共通の原因

• それぞれの系統で独自の原因

が考えられる。これらを判別するため、non-Curly系統を用
いて、曲翅突然変異を抑制する遺伝子のマッピングを行っ
た。遺伝的変化と形態変化の具体的関係が示せれば、形態
の進化を理解する糸口となりえる。

材料と方法

　キイロショウジョウバエは 4 対の染色体をもっており、
曲翅突然変異は第二染色体上に存在する。本研究では、曲
翅突然変異を抑制する遺伝子が乗っている染色体を、交配
実験により特定した (図 1)。材料には、当研究室で独立に
生じた 3つの non-Curly系統をもちいた。交配実験中に曲
翅突然変異を追跡するために、曲翅突然変異に連鎖してい
る遺伝的なマーカー (瘡眼)を用いた。

結果

　 F1 に翅の曲がった個体は生じなかった (表 1)。つまり
曲翅突然変異を抑制する遺伝子は優性である。正逆交配で
も同様の結果が得られ、伴性遺伝・細胞質遺伝は否定され
た。F2に翅の曲がった個体は生じなかった。よって原因遺
伝子は、曲翅突然変異とマーカーが乗っている第二染色体
上に存在している。3 つの non-Curly 系統で、同様の結果
となった。

考察

　今回は 3つの non-Curly系統において、曲翅突然変異と
その抑制遺伝子が同一の第二染色体上に乗っていた。その
ため、次にあげる二つの可能性が考えられる。

• 曲翅突然変異の復帰突然変異

• 曲翅突然変異抑制遺伝子が独立に 3回進化

また、non-Curly系統は、他にも多数が進化 (出現)してい
る。それらの中から第二染色体以外に存在し、曲翅突然変
異を抑制する、多様な遺伝子の発見が期待される。

　 　 　 　 　 　
non-Curly wild type

P　 Cy / + × + / +

wild type
F1 　 + / + Cy / + × + / +

F2 　 + / + Cy / +
　 　 　 　 　 　

図 1交配図　図中の記号は遺伝子型をあらわす。
　

　
表 1表現型の分離 (一例)

野生翅 曲翅
野生眼 瘡眼 野生眼 瘡眼

F1 77 86 0 0
F2 127 107 0 0
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ショウジョウバエ雑種雌不妊遺伝子 Nup160の変異体作製
前原　一慶 (筑波大学生物学類) 指導教員: 澤村　京一 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　キイロショウジョウバエとオナジショウジョウバエ
は、交配すると雑種が生まれる。キイロショウジョウ
バエの第 2 染色体左腕の一部をオナジショウジョウバ
エの遺伝子で置換したイントログレッション系統がこ
れまでに作製されている。このイントログレッション
はヘミ接合またはホモ接合の時に雌不妊を引き起こす。
この雌不妊は nuclear pore protein 160 (Nup160) 遺伝子
が関与していることが、本研究室の先行研究で明らか
になっている。Nup160 の変異には、P{EP}Nup160EP372、
P{lacW}l(2)SH2055S H2055、PBac{RB}RfC38e00704の 3つが知
られている。イントログレッションとのヘテロ接合体雌で
は、P{lacW}l(2)SH2055S H2055 や PBac{RB}RfC38e00704 はほ
ぼ不妊であるが、P{EP}Nup160EP372 は正常な妊性を示す。
これらの影響の違いは、それぞれの変異におけるトランス
ポゾン挿入位置の差異を反映していると思われる。今回の
実験では、P{EP}Nup160EP372からトランスポゾンを切除し、
Nup160遺伝子機能欠損系統を作製する。

方法と材料

　 P{EP}Nup160EP372系統とトランスポゼース供給系統を交
配し、両方の遺伝子を持った雄を作った。挿入トランスポ
ゾンが切り出される時、その配列の周辺部も欠失すること
がある。本実験ではこのような挿入トランスポゾンを失っ
た雄を多数作り、それぞれの新規変異を系統化した。これ
らの変異とイントログレッションとのヘテロ接合体雌の妊
性の有無を確かめ、雑種雌不妊への影響を調べた。

結果

　新規変異体を 219系統作製した。これらの内、ホモ接合
体で致死となったのは 24系統 (11%)であった。この劣性
致死変異系統とイントログレッションのヘテロ接合体雌の
妊性は、24系統中 15系統 (62%)で完全な不妊であり、残
りの 9系統は妊性があった。また、ホモ接合体で致死とな
らない変異系統では、検査した全ての系統で正常な妊性を
示した。

考察

　今回の実験で作製した 15系統で完全な雌不妊を示して
おり、これは Nup160遺伝子の機能が欠損したものと考え
られる。また９系統では妊性が正常であったので、妊性に
関する機能が失われていないと思われる。今後は Nup160
の中のどの位置が欠失ならば不妊となるのかを調査する予
定である。
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ショウジョウバエ雑種致死遺伝子の 32C1-D1領域におけるマッピング
村田　孝順 (筑波大学生物学類) 指導教員: 澤村　京一 (生命環境科学研究科) 　

目的

　キイロショウジョウバエとオナジショウジョウバエを交
配すると、雑種は致死または不妊になる。当研究室では、キ
イロショウジョウバエの第二染色体の一部がオナジショウ
ジョウバエの遺伝子に置き換わっているイントログレッショ
ン系統を用いた研究を行なってきた。先行研究において、イ
ントログレッションと欠失染色体とのヘテロ接合を作成す
ることにより 32C1-D1の領域に雑種致死遺伝子があること
が示唆された。この領域には、7つの遺伝子 (Nup154, Art8,
dUTPase, Samuel, Acp32CD, CG14913, CG18666)が存在す
る。これらの遺伝子のうちいずれが雑種致死に関わってい
るかを特定するため、候補となる遺伝子へのトランスポゾ
ン挿入変異を用いて交配実験を行った。

材料と方法

　 Nup154への挿入変異 4系統、Samuelへの挿入変異 7系
統の雄をイントログレッション系統の雌と交配した。この
交配により生まれる F1を数え、オナジショウジョウバエ対
立遺伝子のヘミ接合体の生存率を調査した。

結果

　いずれの挿入変異体を用いても、オナジショウジョウバ
エ対立遺伝子のヘミ接合体は生存した。

考察

　今回行なった実験では、この領域に存在する雑種致死の
原因遺伝子を特定することはできなかった。今後の展望と
しては、未確認の残り 5つの遺伝子について実験するとと
もに,確実に遺伝子の機能を失っている変異体を用いた交
配を行なう必要がある。
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ショウジョウバエの翅振り行動の種間比較
北村　満彦 (筑波大学生物学類) 指導教員: 澤村　京一 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

Drosophila (ショウジョウバエ)のオスはメスに求愛する時、
翅を使ったディスプレーを行う (翅ディスプレー)。翅ディス
プレーは種ごとに特徴があり、この違いが性的隔離の原因の
ひとつであると考えられている。この実験ではmelanogaster
(mel. キイロショウジョウバエ)、simulans (sim. オナジショ
ウジョウバエ) とこれらの雑種における翅ディスプレーの
違いについて調査した。

材料と方法

mel. Z30, OR, CS, HR
sim. S2, C167.4,大月, Lhr
雑種 mel.メスと sim. Lhrオスを交配させて得た F1

melanogaster と simulans を交配させると、F1 の雌雄い
ずれかが致死となる (雑種致死)。そこで雑種致死を救済す
る Lhr 遺伝子を持つ sim.の系統と mel.を交配させて雌雄
の雑種を得た。
同系統のオスとメスを各 1匹ずつ直径 38 mm、高さ 10

mmの円筒形の容器に入れ、求愛行動を観察した。翅ディ
スプレーを開始した時を求愛の開始とみなし、オスがメス
を追わなくなった時を求愛の中断とみなすことにした。開
始から中断までの時間を累積したものを求愛時間とした。
交尾が成立するか、もしくは容器に入れてから 20分が経過
すると観察を終了した。各翅ディスプレーは翅を広げ始め
てから閉じるまでを 1回とみなし、回数を求愛時間で割っ
たものを「単位時間当たりの回数」とした。翅ディスプレー
は以下の 3種類に分類して観察した。

Wing vibration 翅を広げ震わせる。
Wing scissoring 翅の開閉をすばやく繰り返す。
Wing rowing 翅を広げるが震わせない。

Figure 1: 単位時間当たりの翅ディスプレーの回数

結果

melanogasterは主に vibrationを行い、他の翅ディスプレー
はあまり行わないのに対し、simulans は主に scissoring を
行った。種間雑種はどの翅ディスプレーも両種の中間の値
を示した。
雑種が示した形質が melanogaster、simulansいずれの種

の形質に近いのかを評価するため、t 検定を用いて種内系
統間および種間の有意差を調べた。melanogasterでは系統
間に有意差はほとんどなかったが、simulansでは互いに系
統間で有意差が認められた。melanogasterと simulansの間
にはいずれの翅ディスプレーでも有意差があった。
種間雑種の vibrationはどちらの種とも有意差があった。

種間雑種の scissoringは melanogasterとの有意差はなかっ
た。種間雑種の rowingは simulansとの有意差はなかった。

考察と展望

以上の結果から、vibration に関する対立遺伝子は
melanogasterと simulansとの間では不完全優性、scissoring
は melanogaster が優性、rowing は simulans が優性と考え
られる。このことから、翅ディスプレーは単一の遺伝子で
はなく、複数の遺伝子によって制御されているものと考え
られる。しかし、性染色体上に原因遺伝子が存在する場
合、必ずしも以上のことが言えるとは限らない。このこと
を検証するため、現在、親の雌雄を入れ替えて交配したも
のを使って実験を進めている。
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ステロイド生合成に関わるコレステロール代謝酵素 Neverlandの後口動物における
解析

塩谷　天 (筑波大学生物学類) 指導教員: 古久保-徳永　克男 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　コレステロールは我々ヒトを含む多くの生物にとって、
恒常性の維持、代謝調節、発生や分化といった様々な局面で
重要な役割を担う。特に多細胞生物においてコレステロー
ルは、脂質やステロイドの産生、および一部のシグナルタ
ンパク質の活性調節に必須である。コレステロール代謝異
常はヒトの生活習慣病にも密接に関連し、その調節機構を
理解することは基礎生物学のみならず医学の面からも重要
である。
所属研究室の吉山・丹羽らによって同定された neverland

(nvd)は、新規コレステロール代謝酵素をコードしている。
昆虫において、nvdは発生過程の進行を司るステロイドホ
ルモンであるエクジソンの生合成過程に必須の役割を担う
(Yoshiyama et al. Development 133: 2565–2574, 2006)。同
様に、線虫 C.elgansの nvd相同遺伝子もステロイドホルモ
ン産生と個体発生に必須である (Rottiers et al. Dev. Cell 10:
473–482, 2006)。さらに、昆虫の Nvdタンパク質はステロ
イドホルモン生合成過程におけるコレステロールの 7, 8位
の脱水素化を担い、7-デヒドロコレステロール (7-dC)の生
成に必須の役割を果たすことが示されている (Figure 1、吉
山ら投稿準備中)。
ゲノム情報を用いた解析から、nvd相同遺伝子は昆虫や線

虫のみならず、脊椎動物を含む後口動物にも広く保存され
ていることが確認されている (Yoshiyama et al. Development
133: 2565–2574, 2006)。このことから、nvd は後口動物に
おいてもコレステロール代謝の一端を担っていると考えら
れるが、その生体内機能は未解明のままである。そこで本
研究では後口動物における nvd相同遺伝子の機能を明らか
にし、生物種を越えて保存された nvdによるコレステロー
ル代謝機能の意義の解明を目指す。

材料・方法

　我々はゲノム情報から nvd相同遺伝子を持つことがわかっ
ているバフンウニ Hemicentrotus pulcherrimus、カタユウレ
イボヤCiona intestinalis、ゼブラフィッシュDanio rerio、ア
フリカツメガエル Xenopus laevisを用いて、以下の実験に
より nvd相同遺伝子の発現および機能解析を行った。

• 酵素活性測定
　後口動物の Nvd タンパク質が昆虫と同様の酵素活
性を有しているかを検証した。ゲノム情報から nvd相
同遺伝子の全長を増幅する PCRプライマーを設計し、
遺伝子を単離した。単離した遺伝子をショウジョウバ
エの S2培養細胞で発現させた。その後、基質となる
コレステロールを培地に加え、25oCで 24時間培養し
た後に培地ごと溶出し、生成物の 7-dCが産生されて
いるかを HPLCにて確認した。

• 発現解析
　バフンウニ、カタユウレイボヤ、ゼブラフィッシュ、
アフリカツメガエルの初期胚を用いて逆転写定量 PCR
および in situ hybridization法により nvd相同遺伝子の
発現時期および発現部位を検証した。

• 遺伝子発現阻害
　ゼブラフィッシュの nvd相同遺伝子のスプライシン
グを特異的に阻害するようなアンチセンスモルフォリ
ノオリゴを作製し、それを発生初期のゼブラフィッシュ
胚に顕微注入した際の表現型を観察した。

結果

　酵素活性の測定において、今回用いたすべての生物種の
nvd 相同遺伝子がコレステロールから 7-dC への変換活性
を有していた。in situ hybridizationによる発現解析の結果、
nvd相同遺伝子はバフンウニでは幼生の消化器官、ホヤで
は幼生の一部の神経細胞と中胚葉組織、ゼブラフィッシュ
では胚全体、アフリカツメガエルでは上皮組織で発現して
いた。すなわち、nvd相同遺伝子の発現パターンは生物種
によって大きくことなっていた。

nvd相同遺伝子の機能を阻害したゼブラフィッシュの初
期胚では、初期胚における細胞の覆い被せ運動の異常、お
よび頭部と尾部の形態形成異常が観察された。

考察

　今回用いた生物種すべての Nvdタンパク質が昆虫分子と
同様のコレステロール変換活性を保持していた。このこと
から、Nvdのコレステロール代謝機能は進化的に高度に保
存されていると言える。しかし一方、nvdの発現パターン
は生物種によって異なることから、nvdの発生過程におけ
る役割は後口動物の種ごとに多様化していると考えられる。
ゼブラフィッシュの nvd相同遺伝子の機能を阻害した際

の表現型は、ステロイドホルモン低下を引き起こしたゼブ
ラフィッシュ個体の表現型に酷似していた (Hwei-Jan et. al.
Nature 439: 480–483, 2006)。このことから、ゼブラフィッ
シュの nvd相同遺伝子は生体内でステロイドホルモン産生
に関与している可能性が期待される。今後、ゼブラフィッ
シュにおいて nvdが何らかのステロイドホルモン産生に関
与しているかを検証するため、機能低下個体のホルモン量
測定やホルモンに応答する遺伝子の発現量変化を解析して
いく予定である。

Figure 1: Neverlandの機能の模式図
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ショウジョウバエを使用した統合失調症の遺伝学的解析
高山　幸次郎 (筑波大学生物学類) 指導教員: 古久保-徳永　克男 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

　統合失調症は妄想や幻覚などの症状を引き起こす精神疾
患であり、双極性障害と共に二大精神疾患に数えられる。
その生涯発症率は約 1%にものぼり、遺伝要因と環境要因
の両方が関係していると考えられている。発症頻度が高い
上に治療困難な疾患であり、疾患発症メカニズムの解明が
社会的に求められている。近年、その統合失調症発症メカ
ニズムの解明において、遺伝的に操作した動物モデルが強
力なツールとなると考えられている。

DISC1 (Disrupted In Schizophrenia 1)は、統合失調症を頻
発するスコットランドの家系を対象とした研究によって発
見された統合失調症原因候補遺伝子の一つであり、他の多
くのタンパク質と相互作用することで脳の発生と機能の両
面において重要な働きをしていると考えられている。当研
究室では、ヒト DISC1を導入したショウジョウバエの表現
型を解析することで、DISC1の生体内における機能を明ら
かにすることを試みている。ショウジョウバエにDISC1の
ホモログは存在しないが、DISC1と相互作用する多くのタ
ンパク質が保存されている。故にヒト DISC1をショウジョ
ウバエにおいて発現させると、ショウジョウバエが元々もっ
ている endogenousなタンパク質と相互作用し、何らかの表
現型が現れることが期待される。これまでのところ、当研
究室の先行研究によって DISC1をキノコ体特異的に発現さ
せたショウジョウバエにおいて嗅覚連合学習の阻害及び睡
眠時間の延長が起こることが示されている。
本研究では、DISC1を発現させたショウジョウバエにお

ける形態的な表現型を発見し、その表現型を用いて DISC1
の生体内における機能を解析することを目的としている。

方法

1. MARCM法を用いたキノコ体単一神経細胞の形態観察

　MARCM法は、特定の細胞で目的の遺伝子を発現さ
せることの出来る方法である。今回はそのMARCM法
を用いて、キノコ体を構成する単一神経細胞 (γニュー
ロン)で DISC1及びmCD8::GFPを同時に発現させた。
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、キノコ体単一神経細
胞の DISC1 を発現させたことによる形態的変化を観
察した。なお、軸索側鎖の長さを測定することでキノ
コ体単一神経細胞の形態的変化を評価した。

2. Neuromuscular junction (NMJ)の形態観察

　GAL4-UASシステムを用いて完全長 DISC1 (DISC1
FL)を発現させたショウジョウバエ及びコントロール
群のショウジョウバエの NMJ (神経と筋の接合部位)
を Synaptotagmin 抗体及び HRP 抗体で二重染色し、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて NMJの形態的変化を
観察した。なお、Synaptotagmin 抗体で染まる領域を
Synaptic bouton areaとし、その領域の面積を測定する
ことで NMJの形態的変化を評価した。

3. NMJにおける表現型を用いた DISC1の機能解析

　以下の DISC1コンストラクトを発現させ、2の実験
と同様に NMJの形態的変化を評価することで、DISC1
が Synaptic bouton形成に影響を及ぼしたメカニズムを
解析した。

・DISC1 TR (598 番目アミノ酸残基から C 末である
854番目アミノ酸残基を欠く)

・DISC1 46-C (N末から 45番目アミノ酸残基を欠く)

結果と考察

1. DISC1 FL及び DISC1 TRをそれぞれ発現させたキノ
コ体単一神経細胞において、コントロール群に対して
有意な軸索側鎖長の減少が見られた。このことから、
DISC1が軸索伸長経路中のタンパク質と相互作用し、
その経路に何らかの影響を及ぼしたものと考えられる。

2. DISC1 FL を発現させたショウジョウバエの NMJ に
おいて、コントロール群に対し有意な Synaptic bouton
area面積の減少が見られた。このことから、軸索伸長
と同様に DISC1が Synaptic bouton形成経路中のタン
パク質と相互作用し、bouton形成経路に何らかの影響
を及ぼしたことが示唆される。

3. DISC1 TR及びDISC1 46-Cをそれぞれ発現させたショ
ウジョウバエにおいて、共に DISC1 FLを発現させた
ショウジョウバエと同程度の Synaptic bouton area面積
の減少が観察された。TRは 598番目から C末まで欠
くため、この欠失領域は Synaptic bouton形成経路中タ
ンパク質との相互作用に無関係であると考えられる。
一方 DISC1 46-Cは、神経細胞において核に局在する
DISC1 FLと異なり、細胞質に局在する。故に上記の
結果から、DISC1 は細胞質において bouton 形成経路
に影響を及ぼしたことが示唆される。

今後の展望

　依然 DISC1を発現させたことによって表現型が生じたメ
カニズムは不明な点が多い。今後そのメカニズムを解明す
べく、様々な領域を欠く DISC1コンストラクトを発現させ
表現型の変化を見ることで、今回発見された表現型に効い
ている DISC1の領域の同定を目指す。また、神経の発生・
機能に関与する遺伝子のミュータントバックグラウンドで
DISC1 FL を発現させ表現型の変化を見ることで、DISC1
が影響を及ぼした経路と同一経路で働くタンパク質を探索
する。

Figure 1: mCD8::GFPで標識したキノコ体単一神経細胞　
　左: コントロール　右: DISC1 FLを強制発現
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寄生蜂 Chelonus inanitusの産卵行動における化学的・物理的刺激の役割
新行内　隆明 (筑波大学生物学類) 指導教員: 戒能　洋一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　ハチ目コマユバチ科に属する寄生蜂 Chelonus inanitus(以
下ケロナス、図 1)は、多くのチョウ目昆虫の卵に寄生する
寄生蜂の一種である。ケロナスはヨトウ類などの農作物の
主要な害虫に寄生することが知られており、生物的防除資
材として用いるのに有用な天敵昆虫となる可能性がある。
しかし、ケロナスの行動に関する論文はほぼ皆無で、産卵
行動すら研究されていない。
これまでのケロナスの観察から、雌蜂は寄主となる卵塊

に到達して触角で卵塊表面に触れてから産卵管を卵に挿入
して産卵する行動が観察された。また、ケロナスが飼育ケー
ス内の凸凹部分にも産卵行動を行うことも観察された。そ
こで本研究では「ケロナスは寄主卵塊の表面にある化学物
質と、卵塊周辺の物理的刺激により寄主を認識し産卵行動
に至る」との仮説をたて、化学的・物理的の両刺激に焦点
を絞り実験を行った。

材料・方法

　ケロナスの寄主として、チョウ目ヤガ科に属するハスモ
ンヨトウを用いた。ハスモンヨトウの幼虫は、人工飼料を
用いて飼育した。
寄主卵塊のエタノール抽出液 (0.2卵塊当量、20 µl)を 2
× 2 cmのろ紙に処理し、乾燥後直径 9 cmガラスシャーレ
内のケロナス雌 1匹に与えた。コントロールでは、同量の
溶媒のみを処理した。また、同抽出液の 20 µlをシャーレ
底面の同じ面積に塗布し風乾したものも同様に生物検定に
用いた。ケロナスの産卵行動を処理部外縁および中央部で
の触角探索と産卵管挿入試行に分け、それらの反応率と継
続時間を記録した。なお、飼育および実験は全て 25±1oC、
明暗周期 16L - 8Dの条件下で行った。

結果・考察

　ケロナスは、卵塊抽出液で処理したろ紙では外縁部と中
心部のいずれでも全ての個体が反応したが、コントロール
のろ紙では外縁部のみに対し 60%が反応した。一方、抽出
液を直接塗布したシャーレ面には全く反応しなかった。こ
れらの結果から、ケロナスの産卵行動は化学的刺激だけで
は発現せず、物理的刺激も必要であることがわかった。
また、コントロールのろ紙外縁部に対する総滞在時間は、

抽出物処理したろ紙全面でのそれより約 4倍長いが、ろ紙
の平面部には反応しなかった。これは、ケロナスが産卵行
動を開始して平面での反応を継続するには化学的刺激が必
要な事を示唆している。
以上の結果より、C. inanitusは産卵行動においては化学

的・物理的刺激の両方が必要であると考えられる。今後の
研究として、産卵行動に関与する物質の化学的性質、物理
的刺激因子の解析などを進めていきたい。

図 1: Chelonus inanitusの産卵行動
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ハマキコウラコマユバチの人工培地中での発育
赤坂　泰基 (筑波大学生物学類) 指導教員: 戒能　洋一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　内部寄生蜂にとって、寄主体内は栄養源であると同時に、
生活環境の場でもある。そのため、人工培地を用いて内部
寄生蜂を培養するためには、成長に必須の栄養素を充足さ
せ、かつ生育環境として調整することが必要であり、長期
の培養は困難である場合が多い。過去の研究においても合
成培地を用い、内部寄生蜂の羽化までを成功させた例は非
常に少ない。
ハマキコウラコマユバチ (Ascogaster reticulata) (ハチ目:

コマユバチ科) は、チャノコカクモンハマキ等数種のハマ
キガ科を寄主とする内部寄生蜂の一種である。本研究では
この寄生蜂を使用し、人工培地を用いた培養実験を行った。
ハマキコウラコマユバチは先の実験で人工的な装置への産
卵に成功している。この装置を人工寄主として用い、人工
培地への産卵を促しその後の発育を観察した。

材料・方法

　ハマキコウラコマユバチは、羽化後 3 – 5日齢の未交尾
雌を使用した。また人工寄主 (図 1)は、直径 5.2 cmのガラ
スシャーレを土台として用い、2枚のパラフィルムで培地
(30 µl)を挟み、その上部に寄主卵塊抽出物 (5 µl)を塗布し
作製した。供試昆虫の飼育および培養は 25±1oCで行った。
培地は、SF 900、TC-100、ExCell 420、Express Five、IPL-

41、Graceの 6種類全てに 10% FBSを混合したものを使用
し、コマユバチの産卵実験を行った。各々の培地を充填し
た人工寄主にコマユバチを 1頭ずつ 1時間放ち、培地への
反応、産卵の有無を調べた。また卵が確認された培地を 2
日間培養し、卵の発育状態を観察、培養に最適な培地を推
定した。
次に、この結果により推定された培地を用いて産卵後 5日

目まで発育経過の観察を行い、また先の実験で明らかになっ
ている寄主体内でのコマユバチの成長過程と比較を行った。

結果・考察

　全ての培地においてコマユバチ雌は塗布された卵塊抽出
物に反応し、培地上部周辺を探索した。長時間留まり、産
卵行動が見られた培地は IPL-41 (10% FBS)培地と TC-100
(10% FBS)培地で、この 2種で卵が認められた。また、2日
後に装置を分解し、卵の状態を観察した結果、TC-100 (10%
FBS)培地では胚子発生が進んでいなかったが、IPL-41 (10%
FBS)培地では潜幼虫期まで発生が進行していた。よって、
IPL-41 (10% FBS)培地が本種の培養に最も適していること
がわかった。

IPL-41 (10% FBS) 培地を用いて 5 日間培養を行った結
果、約 24時間後に胞胚期から胚帯期、2日目に体節形成の
末期、3日目に潜幼虫期、そして 4日から 5日で孵化し 1
齢幼虫 (図 2)となった。これは寄主体内での成長速度より
約 1日遅い結果である。
また、培養期間を延長した場合でも、体サイズに変化は無

く、2齢幼虫へ脱皮しなかった。よって、IPL-41 (10% FBS)
培地のみでは幼虫の生育に必要な栄養素が足りていないこ
とが示唆される。以上の結果をふまえ、今後は数種の栄養・
ホルモン等の添加により、幼虫の伸長が行われる培地への
改良を目指す予定である。

図 1. 人工寄主

図 2. IPL-41 (10% FBS)培地内のハマキコウラ
コマユバチ 1齢幼虫 (産下 5日目)
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クワゴヤドリバエの寄主探索行動における植物揮発性成分の役割
田中　彩 (筑波大学生物学類) 指導教員: 戒能　洋一 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　クワゴヤドリバエ Exorista sorbillans (ハエ目: ヤドリバ
エ科) は、カイコガ幼虫など多くの鱗翅目幼虫の寄生バエ
である。一般に寄生性昆虫が寄主探索する際、手がかりと
して寄主が食害した植物が出す揮発性物質を用いることが
多い。このような寄主‐植物‐寄生性昆虫の関係を 3者系
と呼ぶ。寄生蜂での 3者系研究は多いが、寄生バエでの研
究はそれほど多くない。本研究ではカイコとヤマグワ (以
下クワ) を用いて、クワゴヤドリバエが寄主探索において
植食者誘導性植物揮発性物質 (HIPV)を利用しているかど
うかを調べた。

材料・方法

　寄主のカイコは人工飼料を用いて飼育した。交尾・寄主
への産卵を経験した羽化後 4 – 7日の雌バエを実験に用い
た。カイコ、ハエともに温度 25±1oC、明暗周期 16L-8Dの
条件下で飼育した。クワは春–秋は屋外、冬は温室内で栽
培したものを用いた。風洞装置の風上に水に差したクワの
枝を置き、90 cm風下でハエをエサ (角砂糖)の上にとまら
せ、25 – 30 cm/sの風を流して、ハエが反応するか調べた。
カイコに 10 時間以上食害されたクワ、ハサミで人工的に
傷つけたクワ、未加害のクワそれぞれに対して実験を行っ
た。また、未加害クワ、食害クワの揮発性物質をヘッドス
ペース法で捕集・抽出し、この抽出物で処理したろ紙を未
加害クワの葉のそばに置いたときハエがどう反応するか調
べた。

結果・考察

　カイコに食害されたクワに反応して、60%近くのクワゴ
ヤドリバエが餌から離れて飛び立ち、約 20% がクワに到
達した。しかし、人工的に傷つけたクワや未加害クワでは
20 – 30%のハエしか反応せず、クワまで到達したのは 5%
以下だった。ヘッドスペースによる抽出物を用いた実験で
も、食害クワの抽出物では 55%が飛び立ったが、未加害ク
ワの抽出物では 20% 前後しか飛ばなかった。このことよ
り、クワコヤドリバエは食害されたクワが出す揮発性物質
に反応すると推察された。しかし、実験結果からは、食害
クワと未加害クワで、飛び立つ率には大きく差があるもの
の、クワへの到達率にはあまり差がみられなかった。これ
より、クワの揮発性物質はクワゴヤドリバエを寄主生息場
所へ誘引するが、寄主を発見し産卵にいたるまでには揮発
性物質とは別の要因が関係している可能性がある。

図 1: 角砂糖にとまるクワゴヤドリバエ

図 2: 実験に用いた風洞の模式図
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Evolutionary Innovation軟体動物巻貝における蓋の獲得
橋本　直樹 (筑波大学生物学類) 指導教員: 和田　洋 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

軟体動物門は約 20 万種が属する極めて多様な分類群であ
り、その中でも巻貝や笠貝などが含まれる腹足類は軟体動
物最大のグループである。この腹足類のボディプランにお
ける進化的革新として「蓋」の獲得があげられる。蓋は、腹
足類の足の後方に形成される皮質またはカルシウム質の構
造で、貝殻の開口部をふさぐことで、防御の役割を果たし
ている (Figure1 矢印)。腹足類の中にはウミウシやアワビ
などのように成体では蓋を持たない種が存在するが、直達
発生をする一部の種を除くすべての腹足類が幼生期には蓋
を形成することから、蓋は腹足類を特徴づける重要な形質
のひとつであるといえる。しかし幼生の蓋形成に関する知
見は極めて乏しく、その形成メカニズムは謎に包まれてい
る。蓋は、多くの軟体動物が有する貝殻と、その構造や構
成基質など多くの類似点をもつことから、軟体動物の貝殻
を形成するための遺伝子ネットワークなどの発生プロセス
が腹足類の蓋形成にも使用されている可能性がある。もし
そうであれば腹足類における「蓋の獲得」が、背側で貝殻
を形成していた発生メカニズムの足ヘのヘテロトピー (異
所性) によってもたらされたものであるという可能性が示
唆される。
そこで本研究では、腹足類に「蓋」という新奇形質をも

たらした発生学的基盤を明らかにするために、笠貝初期胚
を用いて、�蓋分泌腺形成の組織学的研究および、�貝殻
形成に関与すると考えられている engrailed・Hoxなどの遺
伝子発現解析を行い、蓋形成機構の解明を試みた。

方法

・サンプル
笠貝の一種クサイロアオガイ Notoacmea fuscoviridi (Fig-

ure 2)の成熟個体から、人工授精により胚を採取し、以下
の実験に使用した。
・組織学的研究
腹足類の幼生の蓋分泌細胞を組織学的に特定するために、

固定胚を用いてパラフィン切片を作成し、ヘマトキシリン-
エオシン二重染色法によって染色し観察した。
・遺伝子発現解析
貝殻形成に関与していることが示唆されている転写因子が

蓋形成にも関与しているかどうか検証するために、engrailed
などのいくつかの遺伝子について in situ hybridization法を
用いて発現解析を行った。また、貝殻分泌腺や蓋分泌腺の
マーカー遺伝子を探索するために、貝殻や蓋の構造タンパ
ク質に関与すると考えられる chitin synthaseなどの遺伝子
について同様に遺伝子発現解析を行った。

結果・考察

・組織学的観察
蓋を分泌すると考えられる足後方の領域で、ほかの足上

皮細胞とは形が異なる腺細胞が観察された。この細胞は初
め、足の後方の付け根部分に見られたが、足の成長に伴い
足の先端に向かって領域を拡大していった。観察された腺
細胞領域の縁は、蓋の縁とほぼ一致していることから、こ
の腺細胞が蓋分泌腺細胞であることが示唆された。
・遺伝子発現解析

engrailed、dpp、chitin synthase、Hox1などがトロコフォ
ラ幼生の貝殻を分泌する貝殻腺やその周辺で発現していた。
一方で蓋を形成する足では engrailedの発現が観察された。
しかし、engrailedは神経系の形成にも関与することが知ら
れていたため、神経マーカーによる抗体染色を行った結果、
足での engrailedの発現部位が、将来、足神経節が形成され
る領域とほぼ一致した。このことから、engrailedは足神経
節の誘導に関与するが、蓋の形成には関与していないと考
えられる。また、今回解析した他の遺伝子は蓋腺では発現
していなかった。今回遺伝子をクローニングした結果、7種
類の chitin synthaseを得ることができた。キチンは貝殻お
よび蓋の主成分のひとつであるので、貝殻腺・蓋腺の両方
で発現していることが予想された。しかし、蓋腺では今回
解析したすべての chitin synthaseが発現しておらず、貝殻
腺でも 7種類中 1つのみが発現していた。つまり蓋形成に
は別の chitin synthaseが関与している可能性がある。これ
らのことから、蓋と貝殻は別のタンパク質合成酵素によっ
て形成され、その上流の遺伝子ネットワークも異なってい
ることが考えられる。

今後の展望

今後は切片 in situ hybridization法などを用いて、さらに詳
細な遺伝子発現解析を行い、蓋に関与する遺伝子を特定し
ていく予定である。また、今回発現を解析し、貝殻形成に関
与していることが示唆された遺伝子の阻害実験などによっ
て機能解析を進めていく予定である。さらに腹足類の姉妹
群である二枚貝では、足の後方に足糸を分泌する分泌腺が
存在する。この足糸は構成基質や分泌腺の位置といった点
で蓋と類似しており、腹足類の蓋腺と二枚貝の足糸腺は相
同な器官である可能性がある。これらの分泌腺の形成に関
与する遺伝子を比較解析することで、軟体動物における新
奇形質獲得のメカニズムに迫っていきたい。

Figure 1: 腹足類の蓋

Figure 2: クサイロアオガイの成熟個体 (左)とベリジャー幼
生 (右)
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Evolutionary Innovationヤツメウナギの硬節と脊椎骨獲得
原田　敬士 (筑波大学生物学類) 指導教員: 和田　洋 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　脊椎動物の最も特徴的な形質はその名の通り脊椎骨であ
る。この椎骨を獲得することで脊椎動物は複雑な体制を獲
得し、椎骨を取り囲む筋肉を発達させることで高い運動能
力を持つことができた。しかし、この椎骨進化の詳しいメ
カニズムはまだ分かっていない。
椎骨の発生メカニズムについては、現生の脊椎動物の大

半を占める顎口類で詳しく調べられている。胚発生におい
て体節は、表皮側から脊索に向かって皮節、筋節、硬節に
分化する。この硬節細胞群が脊索や神経管を覆い、それら
が軟骨に分化し最終的に硬骨に置き換わる。この軟骨は軟
骨基質をコードする Col2a1 遺伝子の発現により形成され
る。一方、脊椎動物に近縁な無脊椎動物のナメクジウオで
は Col2a1オルソログである ColAの体節での発現は体節表
皮側で見られるなど、高等な脊椎動物である顎口類のもの
とは著しく異なっている。そのため、これら 2つの動物間
で、比較発生学的アプローチから脊椎骨の初期進化を探る
のは困難であると考えられる。そこで、より原始的な形質
を持つ脊椎動物での詳細な体節分化を観察することにより、
脊椎骨の初期進化を知ることが可能となる。
その原始的な脊椎動物として、無顎類ヤツメウナギが存

在する。無顎類は現生脊椎動物の一つであり、約 4億年前
に顎口類の系統から分岐した動物群である。その特徴とし
て、顎を持たないが、一生脊索を持つという脊椎動物祖先型
の形質を持つ。これらの特徴からヤツメウナギは脊椎動物
の体制進化を考えるために適した生物であると考えられる。
先行研究で、ヤツメウナギの幼生であるアンモシート幼

生では Col2a1 が体節を覆うように表皮側で発現すること
がわかった。このことはアンモシート幼生での体節分化に
おける Col2a1 の発現パターンが顎口類型ではなくナメク
ジウオ型であることを示唆した。しかし、面白いことに、
ヤツメウナギは脊椎動物でありながらアンモシート幼生で
椎骨を持たず、成体へ変態するときに椎骨が発生する。こ
のことは、ヤツメウナギはナメクジウオのような原始的体
制からより高等な脊椎動物型へと進化する中間段階である
ことを示唆する。そのため、ヤツメウナギの変態期におけ
る椎骨形成に関わる遺伝子発現を調べることは、初期脊椎
動物の椎骨発生メカニズムに関して新たな知見を得ること
ができる。ところが、これまで変態期での体節における遺
伝子発現はおろか、どのように椎骨が発生するかといった
組織学的研究もなされていない。
以上のことから、初期脊椎動物の椎骨獲得メカニズムを

理解するためには、ヤツメウナギの体節はどのような種類
の細胞を生み出すのか、変態期にそれらの細胞がどのよう
に再編成されて脊椎骨を形成するか、そして、その遺伝子
発現はどのように変化するのかを知る必要がある。よって、
本研究では、アンモシート幼生において Col2a1 などの硬
節関連遺伝子の詳細な挙動と、変態期において組織学的、
分子学的手法を用いて椎骨がどのように発生するかを観察
した。

材料・方法

• サンプル: アンモシート幼生は北海道で採集したカワ
ヤツメ (Lethenteron japonica)を人工授精させて得た。
変態期のサンプルは富山県で変態期のスナヤツメ (L.

reissneri)を採集して得た。

• in situ hybridization:カワヤツメ cDNAから digoxigenin
標識の RNAプローブを合成し、in situ hybridizationを
行なった。アンモシート幼生はWhole-mount in situhy-
bridization、変態期のヤツメウナギでは切片 in situ hy-
bridizationを行った。

• 組織染色: 変態期での椎骨発生を観察するため、変態
期サンプルをパラフィンで包埋し、ヘマトキシリン・
エオシンの二重染色を行った。

結果と考察

(1)アンモシート幼生での Col2a1発現細胞の挙動
Col2a1発現細胞は、発現初期は体節表皮側で発現が観察

された (Fig.1)。しかし発生ステージが進むにつれ Col2a1
発現細胞は脊索側へ移動し、最終的には体節を囲むように
脊索側での発現が観察できた（Fig.2）。このことは、アン
モシート幼生での Col2a1 発現はナメクジウオ型であるこ
とを示唆した。
(2)変態期での椎骨形成
組織学的手法を用いて変態後の成体での椎骨を観察した

ところ、神経管を囲むように明確な椎骨を確認できた。そ
れに対して変態期での椎骨は椎骨の背側境界があいまいな
様相を示した。このことは変態期における椎骨発生は腹側
から発生することを示唆している。
分子手法的な手法を用いて変態期における遺伝子発現を

調べたところ、Col2a1遺伝子発現は観察されなかった。こ
のことはヤツメウナギ椎骨は Col2a1 にコードされておら
ずヤツメウナギの椎骨は顎口類の椎骨と異なる成分である
可能性がある。

今後の展望

　本研究は軟骨基質をコードする Col2a1 を中心に観察を
行ってきた。しかし、ヤツメウナギの軟骨は異なる軟骨基
質を持つことが示されている。また顎口類において Pax1,9、
scleraxisといった転写因子が硬節に特異的に発現すること
も示されている。このことから、今後はこれらの遺伝子の
詳しい挙動を調べることにより、より詳細なヤツメウナギ
の硬節と椎骨形成に関する知見を得ることが期待される。
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Evolutionary Innovation棘皮動物プルテウス幼生の進化と中胚葉分化
藤谷　晴香 (筑波大学生物学類) 指導教員: 和田　洋 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　ウニ、ヒトデ、クモヒトデ、ナマコ、ウミユリを含む棘
皮動物の幼生形態は、大きく分けてプルテウス型とオーリ
クラリア型の 2種類に分けられる。このうち、ウニとクモ
ヒトデに見られるプルテウス型では腕を支える幼生骨片が
形成されるが、ヒトデやナマコ、ウミユリに見られるオー
リクラリア型では幼生骨片が形成されない (図 1)。このこ
とから、幼生骨片が棘皮動物の大きく異なる 2つの幼生形
態を生み出した鍵であると考えられている。
近年、ウニの幼生において Ets1、Dri、Alx1などの転写

因子が中胚葉の間充織細胞で発現し、骨片形成に不可欠な
役割をもつことが示されている。また、ウニと同様に幼生
骨片をもつクモヒトデにおいても ets1と alx1が間充織細
胞で発現することが示されている。一方、幼生骨片をもた
ないヒトデにおいては ets1と driのウニと類似した発現が
報告されている。しかし、ヒトデの幼生には骨片が形成さ
れないため、これらの遺伝子が骨片形成とは別の機能をす
ることが示唆されている。
そこで本研究では、棘皮動物の発生における ets1、 dri、

alx1の機能の進化的推移を明らかにするために、棘皮動物
のウミユリ、ナマコ、クモヒトデと、棘皮動物と最も近縁
で類似した幼生形態をもつ半索動物のギボシムシにおいて、
ets1、 dri、 alx1、 alxを同定し、発現を調べた。

　　　　　　　　図 1. 系統関係

結果・考察

(１)遺伝子のクローニング

　実験には棘皮動物からナマコ綱のニセクロナマコHolothu-
lia leucospilota、ウミユリ綱のトリノアシMetacrinus rotun-
dus、クモヒトデ綱のスナクモヒトデ Amphipholis kochiiと、
半索動物のシモダギボシムシ Balanoglossus simodensis を
用いた。そして、各動物の cDNAから Etsドメインをもち
ウニの ets1/2とオーソログな Hlets1、Mrets1、 Bsets1と、
ARID/BRIGHT DNA結合ドメインをもちウニの driとオー
ソログな Hldri、Mrdri、Akdri、Bsdriを同定した。さらに、
ホメオドメインと OARドメインをもちウニの alx1とオー
ソログな Hlalx1とMralx1を同定した。一方、シモダギボ
シムシからは alx1 と相同性の高いホメオドメインを持つ
Bsalxを同定した。

(２)遺伝子の発現パターン

　同定した配列をもとにプローブを合成し、Whole-mount in
situ hybridization法により Hlets1、Hldri、Hlalx1、Bsets1、

Bsdri、Bsalxの発現パターンを確認した (図 2)。
ニセクロナマコの Hlets1は初期原腸胚において原腸の先

端で発現した。その後、原口付近の間充織細胞を含むいく
つかの間充織細胞においてシグナルが見られるようになっ
た。ニセクロナマコにおいて成体骨片は受精後 3日目に体
の後端に 1つ形成される。このことから、Hlets1が発現す
る原口付近の間充織細胞が成体骨片の形成に関与すると考
えられた。また、本研究における Hlets1の間充織細胞での
発現は、先行研究におけるウニやヒトデ、クモヒトデの ets1
の発現部位と類似性が見られた。このことから、ets1は棘
皮動物の幼生においてもともと間充織細胞の分化に機能し
ていたと考えられる。実際、脊索動物においても ets1/2は
間充織細胞などの遊走性細胞で発現することが報告されて
いる。一方、本研究においてシモダギボシムシの Bsets1は
後期原腸胚の予定繊毛帯領域で発現が見られた。このこと
から、Bsets1は繊毛帯の分化に関わる新たな機能を獲得し
たと考えられる。
ニセクロナマコの Hldriは、原腸胚において原口付近の

一部の間充織細胞で特異的に発現した。その後、原腸の先
端の将来口を形成する細胞においてシグナルが見られるよ
うになり、口側外胚葉へと発現がシフトした。シモダギボ
シムシの Bsdriの発現部位はまだ検出できていない。ウニ
において driは一次間充織細胞で発現し、その後口側外胚
葉で発現することから、ウニの driは骨片形成と外胚葉の
分化という 2つの機能に関与すると考えられている。そし
て、本研究における Hldriの発現パターンは、ウニにおけ
る driの発現パターンと類似することが分かった。
ニセクロナマコの Hlalx1は、原腸胚において Hldriと同

様に原口付近の一部の間充織細胞において特異的に発現が
見られた。alx1の発現パターンはウニ、クモヒトデ、ナマ
コにおいて類似していることから、棘皮動物全体において
alx1が骨片形成に関与している可能性がある。
最近、少なくとも棘皮動物において alxの重複があるこ

とが示唆されており、ウニとヒトデにおいて alx1 のパラ
ログ遺伝子が体腔で発現することが報告されている。本研
究において、シモダギボシムシの Bsalxは後期原腸胚の前
体腔で発現が見られた。つまり、Bsalx の発現は棘皮動物
における重複前の alxの発現パターンを反映する可能性が
考えられる。しかし、BsAlxのアミノ酸配列は、他の Alx
ファミリーのタンパク質の配列とは少し違っており、今後
は BsAlxのさらなる解析が必要である。
本研究において、Hlets1、Hldri、Hlalx1が間充織細胞で

発現することは分かったが、今後はこれらの 3つの遺伝子
が発現する間充織細胞が成体骨片の形成に関与するかどう
かを調べていく必要がある。そして、本研究により幼生形
態の進化的なメカニズムの解明における重要な知見が得ら
れることを期待する。

図 2. 原腸胚における Hldri (左)と Hlalx1 (右)の発現
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多足類の卵巣構造　—本当に卵細胞は卵巣外に位置するのか—
宮地　結 (筑波大学生物学類) 指導教員: 八畑　謙介 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　一般に多足類の卵巣は、一層の卵巣上皮から成る 1本ま
たは 1対の細長い袋状の構造であり、胴部のほぼ全長を占
めている。卵巣上皮は一層の上皮層から成り、上皮層は固
有の基底膜に裏打ちされている。
多足類の卵巣構造の詳細には未だ不明な点が多いが、

Kubrakiewicz (1991) はヒメヤスデの一種の卵巣に関する
電子顕微鏡観察に基づき、「多足類では卵巣外の血体腔中で
卵形成が進行する」と結論している。しかし、Kubrakiewicz
(1991)の説には以下の 2点の理由により再検討の余地があ
る。1)多足類の卵は、卵巣と構造的に連続した輸卵管を経
て産卵される。もし卵母細胞が卵巣外で成長するならば、
大きく成長した卵母細胞が卵巣上皮と基底膜を突き破って
卵巣内あるいは輸卵管内に移動しなければならない。2)多
足類以外の節足動物諸群においては、卵形成は卵巣内、少
なくとも卵巣上皮を裏打ちする基底膜より卵巣腔側で進行
することが知られており、Kubrakiewicz (1991)の説は他の
節足動物諸群の卵巣構造と比較すると、甚だ奇異である。
実際のところ、Kubrakiewicz (1991)の研究の焦点は濾胞

細胞の分泌活性にあり、卵巣構造の解明に主眼が置かれて
おらず、卵巣全体の構造の把握には不十分な点が残ってい
る可能性がある。本研究では、多足類の卵形成が卵巣外で
行われているとする現在の知見を再検討する必要があると
考え、多足類の一群であるアカムカデ類を材料として卵巣
構造の詳細な観察を行なった。卵巣構造を把握することに
主眼を置き、特に、卵巣上皮と基底膜に対する卵原細胞と
卵母細胞の位置関係に注目して観察を行なった。

材料・方法

　本研究では、2009年 4月から 10月にかけて日本各地で
採集されたアカムカデ属の 2種 Scolopocryptops spp. (写真)
を材料として使用した。採集されたアカムカデ類の成体雌
を酢酸エチルで麻酔し、カルシウムキレート剤 (EDTA-2Na)
を含む生理食塩水中で解剖、卵巣を摘出した。摘出した卵
巣はブアン氏液にて固定し、エタノール・ブタノールシリー
ズによる脱水・透徹を行なった後、パラフィンに包埋した。
厚さ 5 µm の連続パラフィン切片を作成し、Haematoxylin
and Eosin 染色、Alcian Blue, PAS (Periodic Acid-SCHIFF)
reaction and Haematoxylin染色、Azocarmine G and Aniline
Blue-Orange G染色を施し、光学顕微鏡にて観察を行なった。

結果・考察

　アカムカデ類の卵巣は胴部のほぼ全長にわたる 1本の細
長い袋状の構造で、消化管の背側に位置し、後端で短い輸
卵管に直接続いていた。卵巣上皮は一層の細胞層から成る
上皮組織で、その基底側すなわち血体腔側に基底膜をとも
なっていた。卵巣の内部には大きく成長した卵母細胞が含
まれていた。卵原細胞は卵巣上皮の中に埋まるように存在
しており、ごく若い卵母細胞も同様の位置に観察された。
一方、成長中の卵母細胞は、卵巣上皮が卵巣側に陥入して
できた小さな袋状の構造の中に位置していた。すなわち、
成長中の卵母細胞は少なくとも卵巣上皮よりも血体腔側に
位置していることになる。しかし、これらの卵母細胞が卵
巣上皮の基底膜に対して卵巣腔側に位置しているのか、あ

るいは、血体腔側に位置しているのかは、本研究では十分
に判別することはできなかった。これは、パラフィン切片
法による観察では基底膜の形態を詳細に解明するだけの分
解能を得られなかったためで、今後、樹脂切片法や電子顕
微鏡観察を行なうことで解決を図りたい。
アカムカデ類の卵母細胞は一見すると卵巣の外で成長す

るように見えるが、もしこれが卵巣上皮の基底膜より卵巣腔
側に位置しているならば、他の節足動物の卵巣構造と同じ特
徴を持つことになり、また産卵に際して、成長した卵母細胞
は卵巣上皮の基底膜を破壊することなく卵巣腔中に排卵され
うる。本研究では結論を得るに至らなかったが、この考えを
多足類の卵母細胞が卵巣外で成長するとした Kubrakiewicz
(1991)の説に対する対案として提案したい。

写真. 材料に用いたアカムカデ類の一種.
セスジアカムカデ Scolopocryptops rubiginosus.
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絶翅目 (ジュズヒゲムシ目)の発生学的研究に向けて (昆虫綱)
真下　雄太 (筑波大学生物学類) 指導教員: 町田　龍一郎 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　絶翅目は 1科 2属 41種 (うち現生種 1属 35種)のみから
なる、昆虫綱の中でも最小の目の一つである。日本からは
未発見であり、東南アジア・中南米・中央アフリカといっ
た熱帯・亜熱帯域を中心に分布している。絶翅目の系統学
的位置に関してはこれまでに分子進化、比較形態の観点か
ら 10以上の系統仮説が提出されており、絶翅目は、昆虫類
内で 1，2 を争うほど謎に包まれている系統群である。昆
虫類の 99.9%を占める有翅昆虫類は原始的な旧翅類 (トン
ボ目、カゲロウ目)と新翅類 (昆虫の 90%を占める)に大別
され、この新翅類はさらに多新翅類 (ゴキブリ、バッタなど
の 10目)、準新翅類 (シラミ、カメムシなどの 4目)、貧新
翅類 (ハエ、チョウなどの 9目)の 3つに分類される。絶翅
目の系統学的位置付けに関しては、この多新翅類・準新翅
類のどちらに属するかさえ定かではない。つまり、絶翅目
は多新翅類あるいは準新翅類、さらには新翅類全体の系統
学的議論において最もホットなグループである。
このような系統学的議論において、比較発生学的アプロー

チは、1)形態形成の過程の詳細を観察し、他の分類群との
相同性を厳密に検討することができる、2)基本的な体制が
形成される胚期特有の特徴を観察ができる、という 2点で
非常に力を発揮する。しかし、Silvestri (1913)による目の
設立以来、約 100年が経過しているものの、絶翅目の生物学
的情報は極めて乏しく、発生学的研究においてはまったく
知見がない。このような背景から、1)絶翅目のカルチャー
の確立、2)胚運動全体の把握、3)絶翅目のグラウンドプラ
ンの構築、4)新翅類全体の系統関係の再検討を目指し、絶
翅目の発生学的研究に着手した。

材料・方法

　 2009年 2月 22 – 28日のマレーシア Cameron Highland
および Genting Highlandでのサーヴェーにより、Zorotypus
caudelliおよび Zorotypus sp. の 2種、計約 250個体の採集
に成功した。飼育は、湿度保持のために土を敷き詰めたス
チロールケース (10×10×3 cm)で室温下にて行い、乾燥酵
母、さなぎ粉などを細かく砕いたものを餌として与えた。
土に産み付けられた卵は個別の容器に移し、22 – 25oCでイ
ンキュベートした。
得られた卵は 1) Carnoy 固定液を用いて 5 – 10 分間固

定し、室温下にて 70% エタノール中で保存、または 2)
Karnoysky固定液を用いて 1分間固定した後、穿孔してか
ら一昼夜固定し、低温下 (4oC)にてカコジル酸ナトリウム
緩衝液 (SCB)中で保存した。固定卵および摘出胚は、DAPI
で染色した場合には蛍光実体顕微鏡下で、フェノールチオ
ニンまたはヘマトキシリンで染色した場合には光学顕微鏡
下で観察した。

結果・考察

　卵は長径 650 µmの回転楕円体で、白色、表面全体に六
角形の彫刻がみられる。腹側には明瞭な突起縁をもち、そ
の内側 2か所に卵門がみられる。
卵割によって数を増した核は、卵の表層に移動して胚盤

葉を形成する。胚盤葉は小さな胚域すなわち胚帯と、広大
な胚外域すなわち漿膜に分化する。胚帯は後極を越えて短

胚型の胚帯伸長をしつつ腹側に移動するため、胚の前後軸
は逆転する。その後、ローテーションが起こり、胚帯は卵
表面を背側に移動する。胚帯はやがて腹方から卵黄内に沈
み込む。同時期に頭部の分節が進み、付属肢原基が現れる。
胚はやがて完全に卵黄内に沈み込む。卵黄内では分節・付
属肢の伸長が進行する。再度のローテーションにより胚が
再び卵腹側を向いた後、胚反転が起こる。胚反転の結果、
胚の前後軸は再び卵の前後軸と一致する。体壁の伸長が始
まり、背閉鎖が完了する。幼虫の形態を獲得した胚は卵内
で活発に動き、再び卵腹面を向く。やがて、頭部に形成さ
れている長大な卵歯により卵殻は切り裂かれ、一齢幼虫が
孵化する。卵歯は孵化直後に脱ぎ捨てられる胚クチクラ上
の構造であるため、卵より離れた一齢幼虫に卵歯はみられ
ない。
絶翅目は、多新翅類で基本的である、1)短胚型の胚帯形

成、2)卵表面からの平行移動による胚の沈み込みで特徴づ
けられ、(半)長胚型の胚帯形成および卵内への直接的な胚
の沈み込みを特徴とする準新翅類とは大きく異なる。この
点で、絶翅目は多新翅類である可能性が示唆される。今後、
グラウンドプランの構築、系統学的考察の発展を目指し、
絶翅目のさらなる比較発生学的な検討を行っていきたい。

　研究材料である Zorotypus caudelliおよびその卵

参考文献
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スンクス (Suncus murinus)は近親交配を回避するか?
奥山　晴香 (筑波大学生物学類) 指導教員: 松崎　治 (生命環境科学研究科) 　

背景

　スンクス (Suncus murinus)は食虫目に属する小型哺乳動
物であり、熱帯・亜熱帯を生息地とする (「スンクス」近藤恭
司監修, 1985)。また、発情・排卵周期が見られず (Dryden,
1969)、周年繁殖可能な交尾刺激排卵動物である (Rissman
ら, 1988)。スンクスの交尾は儀式化された配偶行動パター
ンのなかで行われ (Matsuzaki, 2002)、生殖目的だけでなく
個体同士の安定した関係の確立のために交尾が用いられて
いることが明らかにされている (Matsuzaki, 2004)。
ところで、一般に近親交配では劣性ホモの出現率が上昇

し、適応的に不利であることから、様々な種が近親交配を回
避するメカニズムを発達させている。その大部分は成熟個
体の出生地からの放散と、見慣れぬ異性の選好に分類され
る。近親の認識は視聴覚的、化学的な手がかりによる学習
を基礎としていることが多いが (Tang-Martinez, 2001)、中
でも匂による判別は多くの種で観察されている。
本研究は、交尾をコミュニケーションの手段として用い

るスンクスで、近親交配回避メカニズムの一端として、異
性の選択に匂がどう関わるかを動物行動学的に調べた。

材料と方法

　実験には、実験動物中央研究所が開発した Jic:Sun Line
を基に継代飼育した筑波大学コロニーのスンクスを用いた。
雄雌を観察水槽 (60W×30D×45H cm)に入れて交尾の有無
を 60 分間観察した。観察を行った組み合わせは、非血縁
同士か、同父母を持つ兄弟姉妹同士とした。兄弟姉妹につ
いては、一腹で生まれたか否かで両者の間に有意差が見ら
れなかったため、全て兄弟姉妹として一括した。
さらに、水槽の両端に、異性の非血縁個体と兄弟姉妹個

体の飼育ケージから採取した汚れた床敷を置いて、それぞ
れの滞在時間を測定した。
なお、比較には U検定 (p < 0.05)あるいは Fisher’s exact

test (p < 0.05)を用いた。

結果

　 2008 年からの交配記録も含めて集計すると、非血縁同
士の交尾は 45例中 31例、兄弟姉妹同士の交尾は 12例中
4例であり、兄弟姉妹同士の交尾は非近親同士よりも有意
に少なかった。しかし、メス 1頭とオス 2頭 (非近親 1頭
と兄弟 1頭)を遭遇させると、7例中 3例が交尾を行い、う
ち 2例は兄弟オスとの交尾直後に非近親オスとの交尾が行
われ、1例は非近親オスとの交尾のあと兄弟オスとの交尾
が行われた。残り 4例はメスの威嚇が激しく、60分間では
交尾に至らなかった。
また、異性の床敷の匂を嗅がせるテストを 4例のメスで

行ったところ、非近親オスの床敷の匂を嗅いだ時間は平均
242.8 秒、兄弟オスの床敷では平均 231.8 秒で、両者に有
意差はなかった。一方、オスがメスの床敷の匂を嗅ぐ時間
は、非近親メスのもので平均 294.4秒、姉妹のものでは平
均 168.8秒で、非近親メスの床敷の匂を嗅ぐ時間の方が有
意に長かった。

考察と結論

　スンクスの兄弟姉妹間での交尾率は非近親間の交尾率よ
り低く、オスでのみ、メスの床敷の匂で非近親異性を選好
することが観察された。このことから、スンクスではオス
によるメスの選択が近親交配回避のメカニズムのひとつと
して働いている可能性が考えられる。因みに、マウスにお
いても、オスによる非近親メスの選好傾向が報告されてい
る (Barnard and Fitzsimons, 1988)。
しかし、床敷の匂では非近親メスの方を好んだオスも、

実際のメスと遭遇すると、12例中 4例が近親 (姉妹)メス
と交尾を行った。また、メス 1頭とオス 2頭の組み合わせ
では、オス同士のマウンティングが多数観察され、2頭の
オスが激しく入れ替わってメスにマウンティンする様子も
観察された。このことから、交尾相手よりも配偶行動自体
の意義が考えられる。すなわち、スンクスの配偶行動は、
最終的に身を寄せ合って眠ることから、単に生殖だけが目
的ではなく、個体同士の関係の安定化にも利用されるだろ
う。本研究の結果からは、スンクスの配偶行動では、この
生殖以外の目的の比重が比較的重いため、近親交配回避の
メカニズムが曖昧になっている可能性が考えられる。また、
スンクスが交尾刺激排卵動物で出会い頭に配偶行動をとる
こと、年中食糧が豊富な熱帯・亜熱帯に生息するので繁殖
時期を選ばないこと、授乳中でも交尾や妊娠が可能という
生理学的な特徴によって妊娠の機会の多いこと、さらに仔
の体重の倍加時間が哺乳類中最短の 3日と成長が早いこと
などから、1回あたりの出産のコストが相対的に低くなっ
ているとも考えられる。さらに、一度交尾したメスのスン
クスは、しばらくの間受容的なままとなり、しばしば複数
のオスと連続的に交尾する (Rissman, 1987)。受精は交尾後
20時間から 30時間の間に行われる (「スンクス」近藤恭司
監修, 1985)ことから、複数のオスとの連続した交尾によっ
て、一腹で複数の父親の仔を身籠る可能性が考えられる。
こうなった場合、出産 1回あたりの近親交配のリスクはさ
らに分散されるだろう。オスが非近親との接触を好むこと
によっても、メスが近親 (兄弟)オスと遭遇する確率を下げ
ていると推察される。以上のことから、近親交配回避のシ
ステムが曖昧でも種の保存には影響しないとも考えられる。
スンクスにおける近親交配の回避が、匂以外の刺激や他

のメカニズムに基づく可能性も考えられるだろう。また、
本研究では実際に近親交配で生まれた仔の成熟後を観察す
ることが出来なかった。依然として曖昧なスンクスにおけ
る近親交配の回避の仕組みを明らかにするため、今後のよ
り詳細な観察と分析が期待される。
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スンクス (Suncus murinus)における個体識別と知覚の関係
佐藤　杏奈 (筑波大学生物学類) 指導教員: 松崎　治 (生命環境科学研究科) 　

導入

　スンクスは食虫目に属し原始的な特徴を持つ祖先型哺乳
類で、熱帯・亜熱帯に生息している。形態学的特徴として
は、雄が雌よりも大型であることやジャコウ腺を持つこと、
尖った吻、まばらに毛の生えた尾などがあげられる。また、
交尾刺激排卵動物であり (Dryden,1969)、文字通り交尾に
よって排卵が誘発されるため、明確な発情・排卵周期が見
られない (Rissmanら、1988)。従って、一度成熟期を迎え
ると、雌は通年繁殖に従事することが可能となる。
スンクスの交尾は儀式化された一連の配偶行動パターン

の中にあり、成熟した個体同士が出会うことによって始ま
る。まずは相互確認の後、雄が雌の後方をついて歩く追随
形成が起こり、その追随を継続するうちに雌の受容性が高
まってくると交尾に至る。交尾に至るまでの時間は通常 30
～120分を要し、交尾経験のない未経験個体は経験個体に比
べて長い時間を要する (「スンクス」近藤恭司監修, 1985)。
しかし、2回目以降ではどの個体も交尾に至るまでの時間
が短縮されることがわかっている (Rissman,1987)。これは
儀式化された行動パターン (Matsuzaki,2002)のうち雌の威
嚇が軽減し、尾振りが早くに開始されるからである。また、
交尾に至らずとも両個体は最終的には身を寄せ合って眠る
ようになる。興味深いことに、スンクスでは儀式化された
配偶行動が雌雄だけでなく雄同士や雌同士にも存在し、物
理的要因から一部のパターンが抜けてはいても個体同士が
親密化するということを最終目標として配偶行動を行って
いる (Matsuzaki,2004)。
単独生活を行っているにもかかわらず個体の親和を重ん

じるような行動パターンを持つこと、2回目以降の交尾は
スムーズに行くということから、本実験ではスンクスがど
れだけ個体を識別しているのか、そして、個体識別におい
て重要となっている知覚刺激因子は何であるかを調査する
ことを目的とした。

材料と方法

　実験動物は、筑波大学コロニーのスンクスと実験動物中央
研究所より購入した雌 23頭、雄 15頭の全 38頭を使用した。
立方体型の専用ケース A (図 1 – 3)もしくは、円柱型の専
用ケース B (図 1-4)に入った雌を観察水槽 (60W×30D×45H
cm)の中央にセットし、そこに雄を入れてどのように専用
ケースにアプローチするかを 10分間観察した (図 1-1, 1-2)。
本実験では、同様のペアで上記の実験を 4日間同じ時間

帯に行い、5日目に専用ケースの内の雌のみを初めて対面
する雌にすり替え、6日目に 1 – 4日に対面していた雌に戻
すという操作を行った。今回用いたペアは全 24組で、雌雄
のペアの他に親子や兄弟・姉妹、また以前面識があるかど
うかを基準に分類して実験に臨んだ。また、すべての実験
はスンクスが活発に活動する 17時– 0時の間に行い、実験
室は 1年を通して気温 20 – 27度、湿度 20 – 70%に保った。

結果と考察

　ほとんどの雌雄のペアにおいて 1試行目は緊張状態とな
り、試行の半分以上の時間が専用ケースの探査へと費やさ
れた。2試行目以降は観察水槽内の探査に時間が費やされ、

W 60cm

D 30cm

H 45cm

H 10cm

D 7.5cm

W 7.5cm

図 1-2: 実験の模式図 (上方 )図 1-1: 実験の模式図 (側方 )

図 1-3: 専用ケース A

透明
プラスチック
カバー

窓 (0.5mm×0.5mm)

図 1-4: 専用ケース B( 密閉式 )

半径 4cm

H 11cm

プラスチック製
(ほぼ透明 )

興味が専用ケース Aから他へとそれていった。また、試行
を重ねるごとにペア両方の個体も落ち着いた様子が見られ
るようになり、中には 10 分間という短い時間の中で眠っ
てしまう個体もいた。ところが、5試行目に専用ケース内
の個体を変えてみると、1試行目のような緊張状態が再び
引き起こされた。一部の雄では、専用ケースの A上部に登
り入念にケース内を調査しようとする行動が見られたが、
そのような行動が観察されたのも 6日間にわたる実験の中
で、相手個体と初対面である 1日目とケース内の個体が入
れ変わった 5日目が中心だった。このような結果は、専用
ケース Aの窓から垣間見える姿や漂う匂によってスンクス
がケース内の個体を識別していることを示唆している。
また、興味深いことに専用ケース Bに雌を入れ同様の観

察を行うと、雄は雌の入ったケースにほとんど興味を占め
さなかった。観察水槽内におけるケース外の個体の動きを
見ると、専用ケース Bの実験では一試行 10分間のほとん
どを観察水槽の探査に従事していた。ちなみに、5日目に
ケース内の雌を入れ替えても結果は同様で専用ケース Bに
興味を示すことは稀だった。これは、スンクスがほとんど
個体識別に視覚を頼りにしていないということを意味し、
同時に、雄が雌に接近する上で匂が重要な役割を担うこと
を示唆している。
ケース内の個体の性別によってもケース外個体の動きの

変化は顕著であった。専用ケース A 内が雌であった場合
は、上述の通り「ケースの探査→観察水槽内の探査」とい
う順序で、ケースの探査に多くの時間を費やされた。しか
し、専用ケース Aの内部が雄であった場合、ケースの探査
よりも観察水槽内の探査が優先された。この場合、日を追
うごとに雄がケースに接近するようになったため、警戒心
からケースに接近することがためらわれたのかも知れない。
このように、今回の調査を通して、スンクスが雌雄そし

て個体を識別し、その指標として匂が重要な役割を持つの
ではないかという可能性が示された。本実験ではスンクス
の数に制限があったため異なる条件で同じ個体を実験に使
わざるを得ないことが多々あった。今後、更に詳しい行動
分析に加えて例数を増加させることが期待される。
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同胞の存在がスンクス (Suncus murinus)の社会行動に及ぼす影響
林　奈々子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 松崎　治 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

　スンクス (Suncus murinus)は食虫目トガリネズミ科に属
する祖先型哺乳類であり、発情・排卵周期が見られない交
尾刺激排卵動物としても知られている。スンクスの配偶行
動は一連の定型行動であり、性別を超えて個体同士の親密
化を図る上で社会行動としての重要な役割を果たす。雄が
雌の後ろをついて歩く追随形成は、一貫してスンクスの配
偶行動の中心軸となり、“触れて離れるものについていく”
“腰に触れると前進する”という 2つの基本的性質によって
引き起こされる。この点は、生後 5 – 22日齢で見られる (名
大文学部研究論集 81巻, 1981)母仔間のキャラバン形成と
同様で、性成熟したスンクスの配偶行動を貫く追随形成は、
幼仔期のキャラバン形成が儀式化されることで別の意味を
持ったものであると考えられている。つまり、スンクスの
社会行動の基盤は、離乳して母元を離れるまでの間に、母
親や兄弟姉妹との接触によって発現すると考えられる。
母獣や同腹の兄弟姉妹と共に過ごす幼仔期の母仔集団の

構成が、後のコミュニケーションの円滑さにかかわり、社
会行動の基盤を作る役割を果たすならば、母仔集団構成員
が少なかった仔は、通常の仔に比べて、成長後他個体と接
触する際の社会行動が消極的になると考えられる。
スンクスの一腹の産仔数は通常 3 – 5頭である。本研究

では、一腹で生まれた仔獣から 1頭のみを残して母獣に抱
かせて “一人っ仔” として育てさせ、他の仔は里子に出し
た。そして、離乳 (生後 15 – 30 日目) あるいは性成熟 (生
後 1ヶ月)するまでに接触する他個体を母獣のみに限るこ
とで、性成熟後の配偶行動に現れる変化を観察した。

材料・方法

　実験動物には、実験動物中央研究所が開発した Jic:Sun
Lineのスンクスを基に継代飼育した筑波大学コロニーのス
ンクス、および同研究所から購入した Jic:Sun Ler を用い
た。今回は配偶行動が未経験の一人っ仔 3頭 (うち雄 2頭、
雌 1頭)と、同じく未経験で兄弟姉妹を持つ雄 1頭とを比
較した。いずれも性成熟する生後 1ヶ月齢の時点で実験を
行なった。配偶相手には、生後 1年未満で経験のある個体
を無作為に振り当てた (ただし近親交配は避けてある)。一
人っ仔 3頭については、数時間をおいて 2試行ずつ、試行
ごとに相手を別個体に入れ替えて実験観察を繰り返した。
実験はガラス製の水槽 (60W×30D×45H cm)で観察され

た。水槽の中央にプラスチック製の黒い仕切り板を置き、
その両側に雌雄各 1頭をそれぞれ配置し、スンクスがその
水槽内の環境に馴れた後に仕切りを上げて対面させた。全
ての観察は、一台の固定ビデオカメラで撮影した。

結果・考察

　合計 4 頭の配偶行動を観察した結果、兄弟姉妹と一緒
に育った雄 1頭のみが観察開始後 31分で交尾に至り、そ
の後の八つ当たり行動まで観察された。一人っ仔個体 3頭
については、3頭 6試行のうちいずれも交尾にまで至らな
かった。
特に一人っ仔雌については、1回目の試行で追随形成ま

で至ったものの、本個体の威嚇が激しく、接近接触してく
る経験雄に対して全身を使っての抵抗もしばしば見られた。

この状況は 2回目に別個体に出会わせた時も変わらず、む
しろこちらは威嚇の激しさゆえに途中で実験を中断せざる
を得なかった。雌の威嚇があまりに激しいと、雄が委縮し
て、その後の行動が変わるからである。
残る一人っ仔雄 2頭のうち 1頭は、1回目の試行では相

手の経験雌の威嚇に気押されて、近寄ることが出来なかっ
た。2回目の試行では追随形成まで至るものの、隅で共に
うずくまることが多かった。また雌が移動した時もその歩
行速度が協調的にならずに速すぎて、追随形成にとどまり、
マウントまで至る様子は見られなかった。
最後の、もう 1頭の一人っ仔雄については、雌からの威

嚇はなく、出会った直後に互いの匂を嗅ぎ合ったが、1回
目の試行では相手の経験雌についていこうとする様子がな
かった。2回目の試行でも、雌の後を追いかけることはあっ
たが持続的な追随形成までには至らなかった。
なお兄弟姉妹と一緒に育った雄個体 1頭は、出会いの後

互いに嗅ぎ合って相互確認をするとすぐに追随形成をして
おり、相手の経験雌からの威嚇もなかった。
以上の通り、今回の実験観察では、一人っ仔個体と兄弟姉

妹と一緒に育った個体との差が顕著に表れることとなった。

スンクスの雌は、雄との出会いの後、通常、威嚇さえ儀
式化された一連の行動連鎖の中で受容性が高まって交尾に
至る (Matsuzaki, 2002)が、一人っ仔個体はいずれも一連の
行動連鎖を展開することが出来なかった。一人っ仔雌の威
嚇は特に激しく、また一人っ仔雄についても、雌からの威
嚇の有無にかかわらず積極的に雌には接近しなかった様子
を鑑みて、一人っ仔は初めて出会った他個体との接触に比
較的消極的な様子が窺える。これは、2回目の試行におい
て雄が追随形成まで至っていることから、他個体と出会う
ことで母親以外の他者の存在に馴れていったのではないか
と考えられる。
しかしそこで、追随形成まで至るも隅で共にうずくまり

交尾にまでは至らなかった一人っ仔雄がいたことは、他個
体との出会いにより幼仔期に覚えた身を寄せ合う心地よさ
を満たす欲求が優先された為ではないかと考えることもで
きる。スンクスの配偶行動のような親密化を図る一連の行
動の根本には、有性生殖を行なう動物が求めあう両性の補
完されるべき部分があり、同種他個体と触れ合うことでそ
こが満たされ、交尾に至る。通常スンクスは生後 1ヶ月で
性成熟するが、一人っ仔の母獣は母乳量や濃度が下がるこ
とから、成長が不充分となり今回の結果に至ったと考えら
れる。これはつまり、行動の面で一人っ仔は性成熟が遅い
とも言い換えられる。
なお実験中威嚇の激しかった雌個体 2頭の母方の系統を

調べたところ、激しい威嚇をする雌に行き着くことが分かっ
た。個体のそのような特徴が親から伝わるものかどうかは
わからない。ただ、今回の実験で使用した一人っ仔雌には、
同じ母方の子孫でも、威嚇の激しい雌と、威嚇しなかった
雌がいた。だが威嚇の激しさが親から仔に伝わる可能性に
ついて考慮に入れると、激しく威嚇して雄を寄せ付けない
一人っ仔雌の行動が一人っ仔という環境因子に影響される
ものなのかどうかという問題は、環境からの適宜適切な刺
激によって遺伝的プログラムが発現するという遺伝的プロ
グラム論に帰着する。性格がどのように発現するかについ
ては今後の興味深い課題である。
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ゾウリムシの温度変化に対する遊泳行動反応と培養温度の効果
中島　駿一 (筑波大学生物学類) 指導教員: 大網　一則 (生命環境科学研究科) 　

導入

ゾウリムシは体表に多数の繊毛を持ち、その運動によって
遊泳行動を行う単細胞生物である。この生き物は、外界の
様々な刺激 (機械刺激・化学刺激・光刺激など)に対して遊
泳行動を変化させ、特定の刺激に対し集合したり、離散し
たりする。ゾウリムシは温度刺激に対しても反応性を持つ
ことが知られており、温度勾配を与えた実験槽中では、特
定の温度付近に集合する。また、ゾウリムシが集合する温
度は培養温度付近であり、培養温度を変えると、集合する
温度も変わる事が報告されている。しかし、温度刺激に対
する行動反応を再現性良く得る実験系が見いだされていな
い等の理由から、ゾウリムシがどのようにして培養温度付
近に集まるかについての詳しいメカニズムは明らかでない
部分が多い。私はゾウリムシの温度刺激に対する行動反応
と培養温度の関係に興味を持った。この研究は、ゾウリム
シが培養温度を変えた時に、実際に培養温度付近に集合す
るか、また、その時にどのような行動反応が生じているの
かを明らかにし、ゾウリムシが培養温度付近に集まるメカ
ニズムを解明する事を目的としている。

材料・方法

ゾウリムシ (Paramecium caudatum)は麦藁の抽出液を用い
て 20oCで培養した。培養温度を変える実験では、ゾウリム
シを設定した温度で 1週間以上培養した。ゾウリムシは標
準溶液 (4 mM KCl、1 mM CaCl2、1 mM Tris-HCl、pH7.4)
で 3回洗い、その後、特定の温度下 (順応温度)で 30分間
以上順応させてから実験に用いた。ゾウリムシに温度刺激
を与える実験系は温度をコントロールした水を循環させた
容器の中に、温度刺激を与える溶液槽 (刺激槽)全体が入る
構造とした。刺激槽はアクリル板を深さ 5 mm,直径 13 mm
の円柱形にくり抜き、カバーガラスを被せ、作成した。そ
の側面には直径 2 mmのガラス管を接続して、内部の溶液
槽が外部と繋がるようにした。ゾウリムシはこの穴から、
先端の細いピペットで送り込み、生じる行動反応を記録、
解析した。

結果

(1) 20oCで培養したゾウリムシの生存可能温度の特定
はじめに、20oCで培養したゾウリムシがどの温度範囲で

生存可能なのかを調べた。20oC から 5oC 間隔で温度を変
えた溶液にゾウリムシを移し、時間とともに生存率を計測
した。その結果、5 – 35oCの温度範囲では 6時間を経過し
ても、ゾウリムシはほぼ 100%生存していた。これよりも
大きい温度変化を与えた溶液中 (0oC、40oC)では、ゾウリ
ムシの生存率は時間とともに低下した。50oC以上の温度に
移すと、ゾウリムシは短時間で死亡した。これらの結果よ
り、本実験に用いる温度刺激の範囲は 5 – 40oCとし、ゾウ
リムシの培養温度は 20oCを基準として、10oCと 30oCに
設定することとした。
(2) 20oCで培養したゾウリムシが示す温度刺激に対する行
動反応
ゾウリムシを 20oCで培養し、その後、5oC間隔で温度を

変えた刺激液に移し、行動反応を観察・記録した。ゾウリ
ムシを 20oCから 25oCの溶液に移すと、ゾウリムシは短い

方向転換をくり返し行った。この反応は刺激後数秒すると
消失した。与える温度刺激を 30oCにすると、およそ半数
のゾウリムシが後退遊泳を伴った顕著な方向転換を示し、
40oCではほぼすべての個体が後退遊泳を示した。逆に温度
を低下させる刺激を与えても、ゾウリムシは方向転換を示
した。この行動反応は刺激温度が低い程顕著であった。ま
た、温度低下で生じる後退遊泳の速度は温度上昇のときと
比べて顕著に遅かった。
(3) 培養温度の異なるゾウリムシの温度刺激に対する行動
反応; (A)培養温度からの温度変化

30oCと 10oCで培養したゾウリムシを用いて、培養温度
から 5oC間隔の温度上昇、温度下降の刺激を与えた。いず
れの場合も、ゾウリムシは温度上昇に対しても、下降に対
しても回避反応を示し、温度幅が大きいほど反応は顕著で
あった。
(4) 培養温度の異なるゾウリムシの温度刺激に対する行動
反応; (B)同一温度条件での比較
次に、同一条件で温度刺激を与えた場合に、培養温度に

よってゾウリムシの行動反応が変わるかどうかを検討した。
30oCで培養したゾウリムシは 20oCから 30oCへの温度刺
激を与えると、ほとんど方向転換を示さなかった。逆に、
20oCから 10oCへの温度刺激を与えると、ゾウリムシは後
退遊泳を示し、その程度は 20oCで培養したものより顕著
だった。一方、10oCで培養したゾウリムシは、20oCから
30oCへの刺激を与えると、顕著な方向転換を示した。逆に
20oCから 10oCへの刺激を与えると、わずかな方向転換が
見られたが、その程度は 20oCで培養したゾウリムシが同
じ温度刺激で示すものより弱かった。

考察

20oCで培養したゾウリムシは培養温度である 20oCから温
度を上げても下げても方向転換を示した。これは、ゾウリ
ムシが 20oCの環境から離れる場合に、方向転換して 20oC
の溶液に留まろうとする行動に対応する。これは先行研究
の結果を支持する。一方、30oCで培養したゾウリムシも、
培養温度からの温度変化 (上昇、下降いずれも)に対し、方
向転換を示した。これはゾウリムシが培養温度である 30oC
の溶液に留まろうとする行動に対応する。同様に、10oCで
培養したゾウリムシは培養温度である 10oCの溶液に留ま
る行動が見られた。以上の結果より、ゾウリムシは培養温
度に集合する行動をとる事が示された。実験 (4)で示した
様に、ゾウリムシの温度刺激に対する行動反応は培養温度
で顕著に変化しており、要約すると、ゾウリムシが培養温
度に向かう際には、方向転換があまり生じなかった。これ
は、ゾウリムシが培養温度と異なる温度から培養温度に向
かう際には、温度変化 (刺激)があるにもかかわらず、回避
せずに培養温度に進入する行動に対応する。この事実は、
ゾウリムシが培養温度を記憶しており、その温度に対応し
て、温度刺激に対する行動反応を変化させることにより、
記憶した培養温度に集まる事を示している。ゾウリムシの
温度変化 (刺激)に対する順応性や、温度受容「自体」の解
明は今後の課題である。また、培養温度の条件として、今
回は 1週間以上培養したものを用いたが、培養温度による
行動反応の違いがどのくらいの時間で生じるものなのかも
検討する必要があると考えられる。
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フナムシ心臓促進神経の神経伝達物質に関する研究
仲川　枝里 (筑波大学生物学類) 指導教員: 山岸　宏 (生命環境科学研究科) 　

背景・目的

動物の心臓はその拍動源がどの組織に由来するかによって、
生理学的に神経原性心臓と筋原性心臓に大別される。多く
の動物が心筋をペースメーカーとする筋原性である中で、
節足動物の甲殻類では多くの種が、心臓内にある心臓神経
節のニューロンをペースメーカーとする神経原性であるこ
とが知られている。甲殻類の神経原性心臓は一般に中枢神
経系から 2種の促進性と 1種の抑制性の神経調節を受けて
いる。十脚類や口脚類の心臓において、促進性心臓調節神
経の伝達物質としてはドーパミンが有力であることが報告
されている。一方、等脚類のオオグソクムシにおいてはア
セチルコリンが有力であることが示唆されているが、その
根拠は必ずしも強固ではない。同じ等脚類のフナムシにお
いて、２種の促進性心臓調節ニューロンが同定され、それ
らの心臓支配様式も明らかにされており、さらに促進効果
も異なることが報告されている。そこでフナムシにおける
心臓促進神経の伝達物質を明らかにすることを目的として、
心臓拍動に対するアセチルコリンの効果を調べた。

材料・方法

実験材料として、甲殻類の等脚類に属するフナムシ (Ligia
exotica)の成体 (体長約 20 mm – 35 mm)を用いた。フナム
シは千葉県の海岸で採集して実験室内で飼育し、雌雄の別
なく使用した。実験には、フナムシの腹甲と心臓以外の内
臓及び頭部を除去して、背甲に付着した状態の半摘出心臓
標本を用いた。半摘出心臓標本は、腹側を上にしてチェン
バーに固定し、常に生理塩類溶液で灌流した。心拍の測定
は、標本の心臓末端を吸引電極で吸引することによって細
胞外電位 (心電図)を計測できるようにし、そのシグナルを
増幅器を介してオシロスコープで観察してペンレコーダー
で波形・頻度を記録するとともに心拍カウンターに接続し
て心臓の拍動数を計測した。試薬投与は、灌流している生
理的塩類溶液を、適宜、薬物を含んだ生理的塩類溶液と 1分
間置換することによって灌流投与を行った。10−8 M – 10−3

Mのアセチルコリン溶液を低濃度から高濃度へ順に投与し、
その効果を調べた。また、フグ毒テトロドトキシン投与に
よって拍動のペースメーカーを心臓神経節から心筋に転移
させることで、心臓拍動を神経原性から筋原性に転換させ
た。その状態で十分に効果の得られた濃度と同じ濃度のア
セチルコリン溶液を投与し、筋原性心臓に対する効果を調
べた。

結果・考察

アセチルコリンはフナムシ成体の心臓に対して濃度依存的
にその拍動頻度を上昇させる正の変時性効果を生じさせた。
このことはアセチルコリンが心臓のペースメーカーに作用
して、その自発活動頻度を上昇させることを示している。フ
ナムシの成体の心臓は神経原性であり、その拍動頻度は心
臓内にある心臓神経節のニューロンの活動頻度によって決
定されることから、アセチルコリンは心臓神経節内のニュー
ロンに作用してその自発活動頻度に促進的な作用を及ぼす
といえる。またテトロドトキシン投与によって心筋をペー
スメーカーとする筋原性心臓へと転換させた状態でも、ア
セチルコリンは心臓拍動頻度を上昇させた。このことは、

アセチルコリンがフナムシの心臓神経節内のニューロンだ
けでなく、心筋にも作用してその自発活動頻度に促進的な
作用を及ぼすといえる。これらのことからアセチルコリン
が促進性心臓調節神経の神経伝達物質の候補となりうるこ
とを示していると考えられる。さらに、フナムシにおいて
アセチルコリンの阻害剤としてアトロピンが有効であるこ
とが実験で明らかとなったので、その阻害剤を用いて。促
進神経刺激の効果とアセチルコリンの効果が、同じ阻害剤
で阻害されるかどうかなどについて調べた。
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再生メカニズム解明に向けたラボ・イモリの生産と遺伝子改変イモリ系統の作製技
術の開発 (Part1)

山田　祥太 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　親文 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

イモリ (有尾両生類)は、ヒトを含む他の脊椎動物と異なり、
成体でも様々なボディ・パーツ、すなわち四肢や尾 (脊髄)、
顎、脳組織や眼組織 (水晶体と網膜)、心臓組織までもが完
全に再生するため、古くから再生のモデルとして研究され
てきた。
しかし、そのメカニズムは未だ闇の中である。イモリの

ボディ・パーツ再生の特徴は、再生開始時に体細胞の初期化
(発生時計の巻き戻し) 現象を伴うことと考えられている。
体細胞の初期化/リプログラミングを制御する技術は、iPS
細胞に代表されるように、今や再生医療の根幹をなす技術
である。近年の研究から、イモリがみせる体細胞初期化現
象は、iPS細胞のように発生時計を受精卵の時期にまで巻
き戻すのではなく、発生の履歴を残したまま少しだけ巻き
戻す現象と考えられている。また、その主幹分子メカニズ
ムは体各部に共通であると考えられるため、このメカニズ
ムの解明は再生医療に更なる展開をもたらす可能性がある。
所属する研究室では、イモリが再生時に実践するこうし

た ‘ナチュラル’な体細胞初期化現象に興味を持ち、成体ア
カハライモリの網膜再生系をモデルとして、体細胞の初期
化を誘導するシグナル経路の同定とエピジェネティックな
遺伝子発現制御に関して研究を進めている。しかし、現状
では、体細胞初期化に関連する分子候補を得たとしてもそ
の機能評価は困難である。その理由は、現在利用可能な評
価系 (例えば、培養系や眼球内物質注入系など)では、必ず
組織に外傷を与えることになるため、体細胞初期化誘導 (再
生開始の引き金) メカニズムについて解析することが原理
的に不可能であるからである。そのため、動物に外傷を与
えることなく、再生関連分子の機能を解析する新たな技術
が必要である。
トランスジェネシスを含む個体レベルの遺伝子改変技術

はこの問題の解決のために有効である。そのため、本研究
では、成体イモリでターゲット分子の機能を自在に操作す
るシステムの開発を目的とし、マイクロインジェクション
を用いて、トランスジェニックイモリの作成技術の開発に
取り組んだ。しかし、遺伝子改変個体を再生研究に利用す
るためには、遺伝的背景のコントロールと実験動物の個体
数を確保することが重要であり、その上で動物を成体まで
飼育する必要がある。しかし、一般にイモリは成体 (性成
熟)に達するまで 3 – 5年を要すると考えられており、まず
F1世代を作り、そこから実験用個体を得ることは、研究を
進める上で非現実的である。
そこで、本研究では、核移植によるクローン個体の作製

技術の開発にも取り組んだ。この手法が確立できれば、F1
世代をスキップして、遺伝的背景の均一な個体を同時に、
大量に得ることができる。またイモリの系統を個体として
保存できるだけでなく、細胞として保存できる可能性が生
まれ、実験を行う上で非常に有効で、広く応用可能な手法
となると考えられる。

方法と結果

発表会にて報告します。是非ご来場ください。
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再生メカニズム解明に向けたラボ・イモリの生産と遺伝子改変イモリ系統の作製技
術の開発 (Part2)

倉持　麻衣子 (筑波大学生物学類) 指導教員: 千葉　親文 (生命環境科学研究科) 　

背景と目的

イモリ (有尾両生類)は、ヒトを含む他の脊椎動物と異なり、
成体でも様々なボディ・パーツ、すなわち四肢や尾 (脊髄)、
顎、脳組織や眼組織 (水晶体と網膜)、心臓組織までもが完
全再生するため、古くから再生のモデルとして研究されて
きた。しかし、そのメカニズムは未だ闇の中である。イモ
リのボディ・パーツ再生の特徴は、再生開始時に体細胞の
初期化 (発生時計の巻き戻し)現象を伴うことと考えられて
いる。
体細胞の初期化/リプログラミングを制御する技術は、iPS

細胞に代表されるように、今や再生医療の根幹をなす技術
である。近年の研究から、イモリがみせる体細胞初期化現
象は、iPS細胞のように発生時計を受精卵の時期にまで巻
き戻すのではなく、発生の履歴を残したまま少しだけ巻き
戻す現象と考えられている。また、その主幹分子メカニズ
ムは体各部に共通であると考えられるため、このメカニズ
ムの解明は再生医療に更なる展開をもたらす可能性がある。
所属する研究室では、イモリが再生時に実践するこうし

た ‘ナチュラル’な体細胞初期化現象に興味を持ち、成体ア
カハライモリの網膜再生系をモデルとして、体細胞初期化
を誘導するシグナル経路の同定とエピジェネティックな遺
伝子発現制御に関して研究を進めている。しかし、現状で
は、体細胞初期化に関連する分子候補を得たとしてもその
機能評価は困難である。その理由は、現在利用可能な評価
系 (例えば、培養系や眼球内物質注入系など)では、必ず組
織に外傷を与えることになるため、体細胞初期化誘導 (再
生開始の引き金) メカニズムについて解析することが原理
的に不可能であるからである。そのため、動物に外傷を与
えることなく、再生関連分子の機能を解析する新たな技術
が必要である。
トランスジェネシスを含む個体レベルの遺伝子改変技術

はこの問題の解決のために有効である。そのため、研究室
ではすでに、成体イモリでターゲット分子の機能を自在に
操作するシステムの開発に着手した [再生メカニズム解明
に向けたラボ・イモリの生産と遺伝子改変イモリ系統の作
製技術の開発 (Part1)]。しかし、遺伝子改変個体を再生研究
に利用するためには、動物を成体まで飼育する必要がある。
一般に、イモリは成体 (性成熟)に達するまで 3 – 5年を要
すると考えられており、しかも、変態後に食性や行動が変
化するため、その時点での死亡率が高く、実験室内での養
殖が困難とされている。そこで、本研究では、この問題を
解決することを目的に、実験室内で効率よくイモリを養殖
する新技術の開発に取り組んだ。
方法と結果については、発表会にて報告します。是非ご

来場ください。
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