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SUMMARY 

Dictyostelium discoideum amoebae secrete cAMP as a signal for aggregation, and they aggregate and form multicel-
lular structures when starved. We transformed an acaA-null mutant of D.discoideum with a plasmid carrying the alpha 
subunit of photoactivated adenylyl cyclase (PACα). The null mutant is not able to form multicellular structures because 
of a deficiency in cAMP synthesis, but the transformant formed multicellular structures. These results indicate that PACα 
produced cAMP and suppressed phenotype of the null mutant. However, it is necessary to note that there was a signifi-
cant difference in the number of multicellular structures produced by light-irradiated and unirradiated cells. The number 
of multicellular structures formed by light-irradiated cells was approximately 30% of that formed by the unirradiated 
cells. These results suggest that overproduction of cAMP by PACα inhibits cell aggregation.  

[目的] 細胞性粘菌(Dictyostelium discoideum)は土壌表

層に生息する真核生物であり，単細胞アメーバとし

て細菌を補食しながら増殖する。周囲の細菌を食べ

尽くすと，アメーバはこの時期に特異的なcAMP合成

酵素(ACA)を発現してcAMPを合成し，細胞外に分泌

しながら集合して多細胞生物へと変化する1)。cAMP
の合成量や分泌量が細胞の集合過程にどのような影

響を及ぼしているのかは，それを知るための実験系

が無いために解析することができなかった。そこで

私たちは，ACAを発現できず集合することができな

いD. discoideum株にミドリムシ(Euglena gracilis)由来

の光活性化cAMP合成酵素2)のαサブユニット(PACα)
を導入し，cAMP合成量を人為的に操作できる新たな

実験系の構築を試みた。 

 
[材料と方法] (1)細胞株と培養：遺伝子導入の宿主と

して，ACAをコードする遺伝子を破壊した株である

acaA- を用いた。野生株としてはAx2を用いた。

Ax2，及びacaA-の培養はHL5培養液3)にて行った。遺

伝子導入株の選択，及び維持には5 mg/l ブラストシ

ジンSを含むHL5を用いた。(2)プラスミドの構築：D. 
discoideumにおけるPACα産生効率を向上させるため

cDNAの開始コドン付近の塩基配列を改変した。これ

をD. discoideum actin15プロモータの下流に配置し，

宿主の核内で複製するプラスミドにクローニングし

た。このプラスミドには，別途，宿主にブラストシ

ジンS耐性を付与する遺伝子を挿入してある。(3)遺
伝子導入株の樹立：構築したプラスミドをエレクト

ロポレーション法にてacaA-株に導入し，選択培地で

培養した。遺伝子導入株のPACαの発現をRT-PCRに

より確認し，acaA-(PACα)とした。(4)集合誘導：

acaA-(PACα)を培養し，リン酸バッファーで洗浄後，

1.0×106 cells/cm2になるように無栄養寒天培地にプ

レーティングした。これを暗条件または明条件で静

置した後，寒天培地上の細胞集合の様子を顕微鏡下

で観察した。対照としてAx2，及びacaA-を用いて同

じ操作を行った。 
 
[結果と考察] acaA-はcAMPを合成できないため，光

照射の有無に関わらず集合できず多細胞体を形成す

ることができなかった。acaA-(PACα)は暗条件下では

集合し多細胞体を形成した。これは，細胞内で産生

されたPACαが暗条件下でもcAMP合成活性を持って

おり，合成されたcAMPが集合シグナルとして機能し

たことを示している。一方，光を照射するとacaA-

(PACα)が形成する多細胞体数は有意に減少し，光照

射によって集合が阻害されたようであった。これ

は，光照射によりPACαが活性化し過剰量のcAMPが
合成されたことによると思われる。以上の結果は，

PACのもう一つのサブユニット(PACβ)を導入した

acaA-の解析から得られた結果(本大会，米道等の発

表 )とは異なるものであった。PACαとPACβには
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SUMMARY 

Actin-related protein 2/3 complex (Arp2/3) is an evolutionarily conserved 7-subunit protein complex in eukaryotes. 
Arp2/3 mimics actin dimer and enhances actin polymerization when activated by a WASP-family protein. It is known 
that Arp2/3 functions in phagocytosis, endocytosis, cell migration and vesicle traffic in mammalian cells, yeast and 
higher plant cells. However, whether those cellular functions of Arp2/3 complex are conserved in protozoa is still poorly 
understood. In this study, we investigated cellular functions of Arp2/3 in the ciliate, Tetrahymena thermphila. We identi-
fied 6 out of 7 subunit genes of Arp2/3 and a WASP gene in T. thermophila. Molecular phylogenetic trees reveal that 
Arp2/3 components have changed moderately through evolution while retaining activity. Immunofluorecence micros-
copy showed that Arp2/3 is localized in the oral apparatus and food vacuole in T. thermophila. In addition, when actin 
polymerization was suppressed with Latrunculin-B treatment, Arp2/3 still remained in the oral apparutus. Arp2/3 pull 
down experiments using GST-fused WASP fragments revealed that Tetrahymena WASP can interact with both Arp2/3 
and actin. These results suggest that Arp2/3 may function in phagocytosis in T. thermophila under the control of WASP.  

cAMP合成活性に差が見られるとの報告があり4)，活

性の差が導入細胞の表現型に影響しているのかもし

れない。現在のところ細胞内のcAMPを測定できてい

ないが，本研究により光を用いてD. discoideum内の

cAMP合成量を操作できる可能性を示すことができ

た。今後は光照射とcAMP合成量を検討し，細胞の集

合過程に及ぼすcAMP量の影響を詳細に解析する予定

である。 
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[目的] Arp2/3タンパク質複合体（以下Arp2/3）は二

つのアクチン関連タンパク質（actin related protein ; 
arp）arp2，arp3を含むへテロ七量体から構成され，

真核生物に進化的に保存されている。Arp2/3はF-ア
クチンの側面に結合することで新たなアクチン重合

を誘導してF-アクチンの枝分かれ構造を形成する。

この際，Arp2/3はWASPなどのVCAドメインを持つ

タンパク質と結合して活性化されることが重要であ

る。それらの細胞機能は動物を始め酵母や植物など

で調べられており，細胞の移動やファゴサイトーシ

ス，エンドサイトーシス，小胞輸送などの際のアク

チン細胞骨格の再編成に関わる。一方，多様な分類

群を持つ原生生物においては，Arp2/3の機能はほと

んど調べられていない。 

繊毛虫テトラヒメナは細胞前方に位置する口部装置

でファゴサイトーシスを頻繁に行う。形成された食

胞は細胞内を移動しながらリソソームと融合・成熟

して，その内容物を消化吸収した後，未消化物は細

胞後方の細胞肛門から排出される。このようなテト

ラヒメナのダイナミックな膜の挙動のいくつかはア

クチン細胞骨格の再編成を伴うことが期待される。

そこで私たちはテトラヒメナにおいてArp2/3の細胞

機能解析を行うことにした。 
 
[方法] 

遺伝子クローニング 
T. thermophila cDNAライブラリーから，Arp2/3の構

成サブユニット及びArp2/3活性化因子WASPの遺伝子


