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計画研究：比較ゲノム

細胞性粘菌を用いた多細胞体制成立のゲノム基盤に関する研究

●漆原 秀子 1）　 ◆桑山 秀一 1） 　◇川田 健文 2）

1） 筑波大学大学院生命環境科学研究科　2） 東邦大学理学部

＜研究の目的と進め方＞
多細胞生物では、遺伝情報を子孫に伝える生殖の機能から解放

された体細胞がさまざまに分化した機能を発揮することによっ
て、個体の高度な営みを可能にしている。本研究では、多細胞体
制維持と細胞分化の機能がどのようにしてゲノム情報中に獲得さ
れたかを知るために、独特の生活環をもつ細胞性粘菌を用いた研
究を行う。細胞性粘菌は後生生物発生に至る道筋で、植物が分岐
した後に分岐したと考えられている３属からなる生物群で、単細
胞として分裂増殖するが、飢餓状態になると集合して多細胞体制
に移行して胞子塊と柄から成る子実体を形成するという独特の生
活環で知られている。また、過剰な水分と暗条件下では、細胞が
性的に成熟して相補的な交配型の細胞と融合して有性生殖を行
う。セカンドメッセンジャーとして知られる cAMP はこれらの過
程でのシグナル分子として重要な働きを担っている。代表種の
Dictyostelium discoideum では細胞運動や形態形成・細胞分化の分
子メカニズムに関して多くの知見が得られており、ゲノムと
cDNA の大規模解析も終了している。

一方、系統発生の初期に分岐した原始的なグループであると考
えられている Acytostelium 属では、柄は非細胞性で全細胞が胞子
となり、細胞分化が見られない。そこで我々は生殖細胞と体細胞
の役割分担が成立するために必要な遺伝情報の変化を推察するこ
とを目的として、Acytostelium の比較ゲノム研究に着手した。
Acytostelium subglobosum LB1 株を用いた実験系を確立し、支援班
の協力のもとにそのゲノム解析を行ってきた。予備的な遺伝子予
測によると、A. subglobosum にはほとんどの D. discoideum 遺伝子
についてオーソロガス遺伝子が存在すると予想されている。ま
た、A. subglobosum LB1 株には Variovorax と思われる未同定の黄
色バクテリア（UNY と仮称）が共存し、胞子形成を強く促進し
ていることを示唆する結果を得ている。これらの結果を確実なも
のとし、細胞分化能の獲得に関わる遺伝情報を明らかにする研究
をさらに進める。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
D. discoideum で柄細胞分化に関与する遺伝子を中心に、A. 

subglobosum のオーソロガス遺伝子を特定して構造と機能の比較解
析を行うことにより、D. discoideum で細胞分化を成立させている
キー遺伝子またはキーとなる発現制御メカニズムを知ることを目
標として以下の研究を進める。

（１）昨年度までに得られている A. subglobosum のゲノム配列をも
とに、繰り返し配列、末端構造、トランスポゾンの有無等、
ゲノム構造の基本的性質を整理する。

（２）増殖期と発生期の cDNA 配列をゲノムにマップし、転写の
開始と終結、イントロンの特徴、コドン使用頻度等について A. 
subglobosum 遺伝子構造の特徴を把握する。

（３）これらの特徴を反映した遺伝子モデルを構築し、遺伝子比
較データベースでビジュアルに表示する。その後 D. discoideum
で柄細胞形成に関与することが報告されている遺伝子（ター
ゲット遺伝子）のオーソロガス遺伝子について詳細な解析を
行う。

（４）A. subglobosum で柄が形成される過程を明らかにするととも
に、RT-PCR、イン・シチュ・ハイブリダイゼ－ションなど
によってターゲット遺伝子の発現パターンを得る。

（ ５） タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の A. subglobosum オ ー ソ ロ グ を D. 
discoideum 遺伝子破壊株で発現させることにより、両種間での
遺伝子機能の異同を検討する。

（６）細胞性粘菌の分類体系の中で A. subglobosum と同じグループ
II に含まれる Polysphondylium pallidum のゲノム解析が独・英
で進行しているので我々の結果と照らし合わせて相同遺伝子
をもとにしたシンテニー解析を行い、遺伝子制御メカニズム
を比較することを国際共同研究として進める。

（７）Variovorax 様の UNY が A. subglobosum の子実体形成を促進
するしくみを細胞学的な実験によって解明し、中心的な役割
を果たす分子を特定する。また両者に共生的関係があるかど
うかを検討する。

＜ 2008 年度の成果＞
①フォスミドライブラリーを構築して約 7,000 クローンの末端配

列決定を行った。昨年度までのショットガンデータと合わせ
て再アセンブルすることにより、最長 1.5 Mbp に達するゲノ
ムスキャフォールドを得た。トランスポゾンと思われる繰り
返し配列を見出し、解析中である。

②発生期細胞を同調的に大量調製する実験系を開発し、発生期
RMAを用いてSMART法による完全長cDNAライブラリーを作
製した。約6,000クローンの配列決定を行って2,296の独立遺伝
子に整理した。昨年度得た増殖期cDNAと合わせて3,294の独立
遺伝子を得た。

③ 遺 伝 子 比 較 デ ー タ ベ ー ス の ビ ジ ュ ア ル 表 示 を 改 良 し 、
Acytostelium Gene Databaseとして研究者コミュニティに対し公
開した。現在、上記ゲノムとcDNAの最新情報を反映するため
の更新作業を進めている。また、解析のターゲットとなるD. 
discoideumで柄細胞形成に関与する遺伝子のオーソロガス遺伝
子を選抜した。

④ターゲット遺伝子の一部についてリアルタイムPCRによる発現
特異性の解析を行い、D. discoideumでの発現特異性に一致する
ものとそうでないものに分類した。

⑤遺伝子機能を解析する実験系を確立するために、２種間で同じ
機能をもつと期待されるcellulose synthase遺伝子についてD. 
discoideum遺伝子破壊株にA. subglobosum遺伝子の導入を行っ
た。現在形質転換系を得て解析中である。

⑥榊原班の協力によってD. discoideumとのシンテニー解析を試み
た。塩基組成の違いが大きく、オーソロガス遺伝子の検出や、
明らかなシンテニーの同定は困難であったが一定程度のアン
カーを検出することができた。

⑦A. subglobosum LB1株は高密度では自身が分泌する揮発性の物
質によって高密度では発生が阻害されること、UNYはその阻害
物質を吸収あるいは解毒することを見出した。阻害物質は
Dictyostelium mucoroidesで発生を阻害することが知られているエ
チレンではないかと予想されたが、実験的にはその可能性は低
いことが示された。

（上記のうち、①～③は支援班の協力を得て行った。）

＜国内外での成果の位置づけ＞
細胞性粘菌における、形態形成と細胞分化および細胞運動等の

分子メカニズムは、国内外の研究者によってさかんに研究されて
いる。個別遺伝子の相同性解析や一般的な手法による系統進化的
研究は行われているが、多細胞体制成立過程にはっきりと焦点を
絞った比較ゲノム解析は全く行われていない。D. discoideum のゲ
ノム解析終了後、細胞性粘菌研究者のコミュニティではさまざま
な観点から近縁種のゲノム解析を行う動きが始まり、米・英・独
で異なる種のゲノム解析が手がけられている。Acytostelium は細
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胞性粘菌の中でも多細胞体制でありながら細胞分化が見られない
独特の属であり、日本でのゲノム解析には多大な関心が寄せられ
ている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
①ゲノム配列のアセンブルで1 Kb ～2 Kbの短いコンティグが大

量に残り、コンティグ総延長がゲノムサイズから著しく逸脱し
た値になってしまっている。

②ゲノム配列のアセンブルで1 Kb ～2 Kbの短いコンティグが大
量に残り、コンティグ総延長がゲノムサイズから著しく逸脱し
た値になってしまっている。これらの短いコンティグには相互
に類似した配列が存在しておりその配列でいくつかにグループ
化されるが、外側の配列が異なっているためにそれ以上のアセ
ンブルはできない。トランスポゾン様の配列が含まれており、
その性質が関係している可能性があるので詳しい解析が必要だ
と考えている。現状ではこれらの短い配列は別扱いしている。

②ヒトアデノウイルスゲノムに極めて相同性の高い配列が混入し
ている。これまでにSa l Iによる部分消化のライブラリー、
ショットガンライブラリー、フォスミドライブラリー、cDNA
ライブラリーを作製し、筑波大学と遺伝研で配列決定を行った
が、いずれの場合にも検出され、どのようにして混入したか全
くの謎である。かつ、この配列が上述の短いコンティグ中に繰
り返し出現している。

③Acytostelium遺伝子モデル構築の際、遺伝子の位置や大まかな構
造は推定できるものの、Dictyosteliumタンパク質との相同性の
みに準拠した場合にはイントロン－エクソン構造について予測
の信頼性が不明瞭である。そのため、分子遺伝学的解析、とり
わけプライマー設計に困難が生じた。

＜今後の課題＞
（１）A. subglobosum ゲノム構造の確定：

これまでに決定した配列情報を整理して A. subglobosum ゲノム
構造を確定する。そのためには現在問題視している短いコン
ティグや混入の可能性を想定しているヒトアデノウイルスゲ
ノム様配列についての処理について態度を決定する必要があ
る。

（２）遺伝子モデルの充実：
本研究では D. discoideum と A. subglobosum 間遺伝子比較を行う
ことが基本なので A. subglobosum 遺伝子モデルを充実すること
が必須である。それには cDNA 情報を拡充することが最も有
効であると考えられるので、少なくとも 5,000 個程度のユニ・
ジーン情報を得ることを目標に、発生期と増殖期の cDNA 解
析を追加する。また、コミュニティに公開しているデータベー
ス利用者からのフィードバックを反映させる。

（３）オーソロガス遺伝子対応表の整理：
ゲノム構造の確定、遺伝子モデルの構築にもとづいて D. 
discoideum で細胞分化に関与することが報告されている遺伝子
のオーソロガス遺伝子（ターゲット遺伝子）を対応表として
整理し、A. subglobosum で欠けている遺伝子の有無を検討する。

（４）A. subglobosum における形質転換系の確立：
下 記 タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 機 能 解 析 の う ち、 直 接 的 に A. 
subglobosum での遺伝子操作を可能にするための形質転換系確
立に向けて、昨年度予備的実験でデータを得た薬剤耐性条件
等にもとづいて形質転換の条件を検討する。

（５）遺伝子機能の比較：
ターゲット遺伝子が両種間で同等の機能を担っているかどう
かを知るために、発現と機能の解析を行う。発現解析は時期
及び部位特異性を検討する。機能解析のためには、遺伝子破
壊株を作製して種間で遺伝子の交換を行い、機能補完の有無
を調べる。

（６）中間種のゲノム情報の入手：
D. discoideum と A. subglobosum は系統的にかなり隔たっている
ため、両種間でのゲノム情報の差異が今回問題としている細
胞分化に関係しているか否かを判定するためにその間に位置
する Polysphondylium pallidum などのゲノム情報が大きく役立
つと期待される。

（６）UNY の種特定と発生促進メカニズムの解明：

「Variovorax 様」と推定している UNY について、ゲノム配列
決定を行って種を特定する。また、A. subglobosum の発を促進
するメカニズムを解析することによって、多細胞体成成立へ
の生物間相互作用の役割を明らかにする。
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