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SUMMARY 
 The heat-shock protein 90 (HSP90) family is classified into two categories based on the location of the protein in 
the organism: cytosolic and organellar-resident types. Each protein's expression is regulated by distinct stresses. The 
cytosolic Hsp90 is expressed at a basal level in various organisms, while the glucose-regulated protein 94 (GRP94, 
which is related to the ER-resident Hsp90 family) is usually only expressed under ER stress. In this study, we identified a 

必須と思われるものだけを抜いた培地の 4 種を調製

し、①と同条件で培養、測定した。 
 
[結果] 

①粘菌と大腸菌の必須栄養素の確認 
＜粘菌について＞植え継いで培養を行ったところ、

6 日間培養後の菌体濃度が 2 つのパターンに分かれ

た。一方は Control と同じく、初期植菌量 2×105

（cell/ml）に対して培養後は 4 ～ 6×106（cell/ml）程

度まで増殖した。もう一方は 2 ～ 6×105（cell/ml）程

度までしか増えなかった。前者のレベルまで増殖が

確認できた培地成分から非必須成分を特定し、後者

のレベルまでしか増殖しない培地成分から必須成分

を特定した。SIH 培地に含まれる Amino acids 成分

（全 16 成分）中、11 成分が必須成分であり、5 成分

が非必須成分であった。Salts 成分（全 5 成分）中、

2 成分が必須成分で、3 成分が非必須成分であった。

Vitamins 成分（全 6 成分）中、2 成分が必須成分であ

り、4 成分が非必須成分であった。 
＜ 大 腸 菌 に つ い て ＞ DH1ΔglnA::kan-gfpuv5 株、

OSU11-ΔglnA株間で培地成分による増殖の差は見ら

れなかった。3日間培養した結果、両菌株もほとんど

の培地でControlと同程度のOD600=0.8程度まで増殖し

た。しかし、あるAmino acids成分を抜いた培地での

み両菌株でOD600=0.08程度までしか増殖しなかっ

た。グルタミンを含まないSIH培地では両菌株共に増

殖しないので、用いた大腸菌のSIH培地における必須

成分はグルタミンであり、あるAmino acids成分を培

地から抜いた場合に大腸菌の増殖が極端に落ちると

いうことがわかった。 
②新しい最少培地の作成 
＜粘菌について＞①の結果から粘菌にとって非必須

成分を抜いた SIH 培地で植え継ぎ培養を行った。①

の結果と同じく培養後の濃度が Control と同程度の 4
～ 6×106（cell/ml）と、初期植菌量とほぼ変わらな

い 2 ～ 6×105（cell/ml）にわかれた。非必須成分を全

て抜いた培地、Salts 成分の中から非必須成分を抜い

た培地、Vitamins 成分の中から非必須成分を抜いた

培地の 3 種では 2 ～ 6×105（cell/ml）程度までしか増

殖しなかった。しかし、Amino acids 成分の中から非

必須成分を抜いた培地では Control と同程度まで増殖

した。 
＜大腸菌について＞両菌株共いずれの培地でも

Control と同程度まで増殖した。 
 
[考察] ①の実験により、粘菌、大腸菌に必須の成分

を明らかにすることが出来た。しかし、②の実験で

は非必須アミノ酸を抜いた最少培地以上に栄養素が

最低限の培地を調製することができなかった。Salts
成分、Vitamins 成分では、単独では抜いても増殖に

影響がない成分でも、複数同時に抜くと増殖しない

ことがわかった。今後は①の実験で粘菌にとって必

須な成分が明らかになったのを利用して、目標とし

ている共生者の栄養素の漏れ出し、捕食によって相

互に栄養を補完しあい、互いに増殖できる共生系の

構築を行う予定である。 
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[序論] ゾウリムシ (Paramecium caudatum) の接合

は、相補的な交配型の細胞による＜交配反応＞によ

り始まる。繊毛膜上にある接合型物質の相互作用に

より、多数の細胞が凝集する。30-60 min 後、腹側先

端の繊毛が退化し、細胞膜が露出してその部分で互

いに接着する。この状態を＜保持結合＞と呼ぶ。や

がて繊毛の退化は腹側全体に広がり、接合対を形成

するようになる。これを＜囲口部結合＞と呼ぶ。そ

の後、減数分裂を経て、一連の複雑な核変化を行

い、新世代が作られる。ゾウリムシの接合初期過程

については、細胞レベルでの研究は広範囲に行われ

ているが、分子レベルの情報は非常に少ない。現在

われわれは、接合初期に特異的に発現する遺伝子群

を網羅的にスクリーニングしているが、その中で細

胞質型遺伝子と ER 型の２種類の熱ショック関連遺

伝子が接合開始直後に発現することを見い出した。

ここでは、ER 型の遺伝子についての知見を報告す

る。 
 

[材料と方法] ゾウリムシの株は金沢市で採集された

シンジェン３、接合型 O(3)と E(3)をレタス浸出液に 

Aerobacter aerogenes を接種した培養液中で培養し、

接 合 を 誘 導 し た。ER  ス ト レ ス の た め に、

Tunicamycin (5 µg/mL)を、 また Hsp90 の阻害剤とし

て Geldanamycin (1 µg/mL)を用いた。発現ベクターに

は、大核での安定した維持のために、テトラヒメナ

由来のテロメア配列とスチロニキア・ミニ染色体由

来の複製起点を組み込んだプラスミドを使用した。

3-5 mg/mL の濃度のプラスミド DNA をマイクロイン

ジェクションして形質転換体を得た。 
 

[結果及び考察] 系統解析をすると、２種類の熱

ショック応答遺伝子は細胞質型(PcHsp87)と ER 型
(PcGRP92)に分類された。後者は、N 末端に signal 
sequence と思われる２３アミノ酸からなる配列が、

C 末端には ER membrane retention signal と思われる配

列が同定された。また、147 bp からなるイントロン

と２個の核移行シグナル (NLS) を含む。ゾウリムシ

の大核ゲノムは、短い遺伝子間配列しかもたないコ

ンパクトな構造をしていることが知られているが、

PcGRP92 の場合も 157 bp 上流と 32 bp 下流に他の遺

伝子が並んでいた。 
 この遺伝子が ER ストレスに応答するかどうかを

調べるために、細胞分裂を阻害しない濃度の

Tunicamycin で処理したところ、 処理後４時間から

発現量が著しく増加した。さらに、この遺伝子は接

合開始直後(30 min) にも大量に発現することがわ

かった。面白いことに、この遺伝子は接合後 24 h に
も一過的に発現量を増やすことが確認されたが、こ

の時期は大核分化時に当たる。細胞質型の PcHsp87 
も同様に接合直後にも発現するが、発現量はそれほ

ど多くはなかった。 
 PcGRP92 遺伝子が本当に接合に関与するのかを調

べ る た め に、Hsp90  の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る

Geldanamycin で処理したところ、接合率が大幅に減

少した。相補的な交配型を混ぜる前の前処理だけで

は、接合率は減少しなかったことから、この遺伝子

は接合開始後の過程に関わると予想される。とりわ

け、Geldanamycin は交配反応活性にはほとんど影響

しなかったことから、接合対形成（保持結合）を特

異的に阻害しているものと思われる。 
 PcGRP92  遺伝子は３つの異なるストレス（刺

激）、すなわち熱ショック、ER ストレス、接合開

始、にそれぞれ応答する。遺伝子の上流には熱

ショックエレメントや GATA box などが存在してい

るが、これらが接合時の発現を直接制御しているの

か、あるいは接合特異的な他のエレメントがあるの

かをみるために、長さの異なる上流配列をプロモー

ターとして組み込み、またマーカー遺伝子として、

線虫由来の Tc1 トランスポゾンの一部を組み込んだ

発現ベクターを用いて、解析を行った。開始コドン

である ATG の上流配列 1.2 kb をプロモーターとして

使用した場合、ER ストレス（Tunicamycin 処理）下

では発現が上昇したが、接合時には発現はほとんど

見られなかった。一方、最初の開始コドンから下流

45 bp の位置に、もうひとつの ATG が存在している

が、この部位までプロモーターとしてベクターに組

み込んだ場合には、接合時の発現量は飛躍的に増加

した。この領域は、シグナルペプチドをコードして

いる領域に当たる。このことは、接合特異的発現の

調節部位は、５‘側の遺伝子の内部に存在しているこ

とを示している。 
 今後は、この遺伝子をノックダウンするなどし

て、接合における役割（機能）をよりはっきりさせ

ていく予定である。 
 

novel gene in Paramecium caudatum that encodes a putative GRP94-like protein of 92 kDa, and named it PcGRP92. As 
expected from the sequence characteristics, this gene was expressed under ER stress induced by treatment with 
tunicamycin. The gene was also expressed immediately after the initiation of conjugation. Treatment with geldanamycin, 
a specific inhibitor of Hsp90, also blocked pair formation (holdfast union) in the early stage of conjugation without 
disturbing initial agglutination (mating reaction), suggesting an inhibition of the pairing process. Promoter analysis using 
an injected expression vector revealed that a short segment (~45 bp) of the PcGRP92 gene is regulating the conjugation-
specific expression. This segment is located within the coding region near 5’ end, but not in the canonical upstream 
region. Our observations show that multiple expression profiles of the PcGRP92 gene are possible under different 
stresses, and that this gene is involved in the early stage of conjugation.  
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