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発生・細胞分化に関わる遺伝子発現はいつ・どのような転写因子によって調節されて

いるのか？　―細胞性粘菌の発生・細胞分化パターンの解析手法の確立―
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＜導入・目的＞

　転写因子は遺伝子の発現を制御する上で重要な役割を

担っている調節因子であり、遺伝子の時間的・空間的制

御を必須とする多細胞生物の発生において中心的な役割

を果たしている。しかしながら、発生・細胞分化に関わ

る遺伝子発現がいつ・どのような転写因子によって調節

されているのかは不明な点が多い。

　本研究室では細胞性粘菌Dictyostelium discoideum

の発生をモデルとした多細胞体形成や分化機構に関する

研究が、細胞性粘菌のゲノム解析によって得られた転写

因子候補遺伝子に注目し進行している。すでにいくつか

転写因子候補遺伝子の破壊株が作成され、転写因子の多

細胞体形成における遺伝子調節の解析が始まろうとして

いる。

　その研究の一環として、得られた破壊株の発生過程・

細胞分化パターンを詳細に観察するために、細胞性粘菌

の分化パターン特異的に発現する既存のマーカー遺伝子

コンストラクトを破壊株に導入することを試みた。しか

し、このマーカー遺伝子コンストラクトはゲノムにラン

ダムに組み込まれるタイプのため、組み込みによる二次

的変異を引き起こす恐れがあり、さらに形質転換効率が

非常に低く今後の研究に適切でないと判断した。そこで

本研究では、ゲノム組み込み型ではないマーカー遺伝子

コンストラクトの作製を行った。

＜材料・方法＞

　既存のマーカー遺伝子コンストラクトはゲノムにラ

ンダムに組み込まれるタイプであり、 検出方法は  β‐

galactosidase 活性による方法であったが、新しく作製

するマーカー遺伝子コンストラクトはゲノムに組み込ま

れず染色体外で発現する extrachromosomal 型で、活性

の検出は GFP の蛍光発色による方法にした。以下にその

作製手順を示す。

１）既存のゲノム組み込み型のマーカー遺伝子コンスト

ラクトから、粘菌の分化パターン特異的（時間的・空間的）

に発現する遺伝子（ecmA,ecmB,ecmO,ecmAO,pspA）のプロ

モーター部分を切り出す。

２）新しくベースとなる extrachromosomal 型の GFP ベ

クター（下図参照）から、Act15 プロモーター部分を抜

き出す。

３）DNA 断片をつなぎ合わせる。

４）それぞれのプロモーター下流で、GFP の ORF のフレー

ムが合っていることを、塩基配列を決定して確認する。

＜結果＞

　作製したプラスミドベクターは下図のようになる。今

後の予定としては、挿入したプロモーター部分が設計し

た位置と同じ向きに挿入されているかどうかを塩基配列

を決定して確認する。その後、これらのマーカー遺伝子

コンストラクトを野生株の粘菌細胞に導入して GFP が分

化パターン特異的に発色するかを調べる。


