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Abstract

Mesozoandicyemids,obligatolypamsiteslivinginthekidneyofcephalopods,areknown

toretainlnimcilClesencodinglnitochondrialgeneS,butitisunknownwhethertheminici１℃les

representanoliginalmilDchondrialgenome、Inthisstudy,thefbllowingresultswe1Melnonstmted：

1)asInallcopynumberofhigh-Inoleculalwei9ht(I]ＭＷ)mtDNAdoesexistprobablyingellncells

sepamtelyfimthenniCircles,2)amplificationoflntDNAoccursduringeallydevelopment,3)as

developInentproceeds,tlleconspicuousreductionofthecopynulnbertakesplace,and4)Inanyof

themitochondIiamtelmmally-differentiatedsomaticcellsnolongersupportDNAsynthesis､

Takingll1eseobservationsintoaccount,weplOposeanilamPlification-dilutioni1modelfOrmesozoan

lntＤＮＡ・Ontlleotherhand,theduringeallysolnaticcelldeveloplnent,numerousumqueDNA

sequencescalledextrachromosomalcircmarDNAsalefirstamplifiedandtheneliminated,leadingto

nucleargenolneleduction・Intllissmdyうwedemonstratetllattheremanngsequences,singdecopy

genesandrepetitivesequences,haveverydifferentfates・Singlecopygenesareimtiallyamplified

butsUbsequentlydecreaseincopynumbertlmDughdeveloplnent,suggestingtllatthewholegenome

isimtiallyamplifiedandtllentheamplifiedDNAsaresimplydilutedinsuccessivecelldivisions，

witllUttleDNAreplication・Incontrast,repetitivesequencesaremaintained,ｅｖｅｎiｎ

telminally-differentiatedsomaticcellnucleiandmustbeselectivelyendoreplicated,concolnitant
gF
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withtheincleaseofcellsize8Thebiologicalsimficanceofthismechanismis(Uscussedasa

umquedicyemidadaptationtoparasitism

[序諭

中生動物ニハイチュウはタコなど頭足類の腎襄に寄生する､単純な体制の多細胞

生物である(H9.1)。ニハイチュウのミトコンＦリアではmimcircleDNAと呼ばれる環状

ＤＮＡの存在が報告されている(1)。これまでに見つかったminicircleDNAは６種類で、ミ

トコンＦリアに局在する呼吸鎖タンパク質やIRNAを１つずつ．－Ｆしている。大きさは

0.8-1.7kbと小さく､非コード領域に共通配列は見られず､複製機構は不明である｡近年様々

な生物でミトコンＦリアゲノムプロジェクトが進行し、様々な真核生物のミトコンドリア

ゲノムの特徴が明らかになってきた(2)が、ニハイチュウのmimcircleDNAはどの真核生物

のミトコンＦリアゲノムにも似ていない。そのためmimcircleDNA以外にもmtDNAが存

在するかもしれないと考え、ニハイチュウのミトコンドリアゲノム構造解析を行うことに

した。また、ニハイチュウは発生初期に核ゲノムの再編成を行い、ある細胞において特定

のＤＮＡ配列が染色体上から捨てられる染色質削減という現象が報告されている(Ｍ)。こ

の時に捨てられると考えられる染色体外環状ＤＮＡ(E･が最近報告され(5)、発生初期に増

幅された後、削除されていることが分かった。しかしながらこの時見られる増幅という現

象が、ゲノム全体で起きているのか、削除されるＥＣ配列のみで起きているのか不明であ

った。今回新たに反復配列を同定し、l3-tubmin遺伝子と共にプローブとして用い、この現

象を更に詳しく調べることにした。さらに、ニハイチュウのmtDNAの配列情報は非常に

限られており、６種類のIninicircleDNA(6遺伝子)、トータルで7.9kbしか明らかになって

いない。典型的なミトコンＦリアゲノムと同程度の遺伝子がmimcirCleDNA上にコートミさ

れていると考えるならば、未だに見つかっていないmimcircleDNAが存在する可能性が高

い。そのため新規のmimcildeDNAのクローニングを試みた。
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[結果及び考察］

ニハイチュウから抽出したtotalDNAから高分子ＤＮＡのみをアガロースゲルで

単離し､これを鋳型として､mmicimleDNA上に．－戸されている川I(cytochlDmecoxidase

subumtlgene)特異的プライマーを用いてPCRinversePCRを行った。その結果、ＰＣＲでの

み増幅が見られ、inversePCRでは全く増幅が見られなかった。このことはminicircle以外

の形状でｃｍＩを．－ＦしたmtDNAが存在することを示している。この結果を受けて

mimcircle以外のmtDNAのサイズを調べるために､Soutllemblotを行なった｡結果､mimcircle

に相当する位置に強いシグナルが見られ、高分子ＤＮＡに相当するところに弱いシグナル

が見られた(H9.2A)。このことはニハイチュウのｍｔＤＮＡの大部分はInimcircleとして存在

し、高分子ＤＮＡはごく微量存在していることを示している。また滴虫型幼生のtotalDNA

に高分子mtDNAのシグナルが検出されなかったため、高分子mtDNAの割合は変化し滴

虫型幼生期にはその割合が低いことが示された。このことからニハイチュウには二種類の

mtDNAが混在していることが明らかになった。更にmimcircle上には複製開始点となるよ

うな保存領域が存在しないことから、高分子ＤＮＡからminiciIdeが作られ、それには

mtDNAの複製が伴っていると考えられる｡このmtDNAの再編成の時期を特定するために、

加伽hybridizationによってコピー数の変化する時期を調べた。その結果、生殖細胞や初期

胚に強いシグナルが見られ、そのシグナルは発生が進むにつれ弱くなる傾向が見られた

(H9.3A)。また体皮細胞など分化した細胞にはシグナルはほとんど検出されなかった。こ

のことは、発生の初期にmtDNAの大量増幅が起き、その後発生の進行に伴ってコピー数

の減少が起きていることを示している。更にaphidicolin存在下でＢｒｄＵを取り込ませ

、DNAの合成能を調べた結果､分化細胞では一部のミトコンドリアでのみmtDNAの合成

が行われていた(Fig.4A)。これらの結果からニハイチュウでは発生に伴ったプログラム化

されたミトコンＦリアの分化とmtDNAの構造変化が起きていると考え、次のようなモデ

ルを想定している。高分子のミトコンＦリアゲノムを維持する幹ミトコンＦリアは未分化

細胞にのみ主に存在する。発生の開始と共にmtDNAが大量増幅され､増幅されたmtDNA

からmimcircleDNAが形成される。形成されたmimcircleDNAは複製開始点を欠いた構造

であるために、その後はミトコンドリアの分裂に従い、複製されることなく分配され．ピ
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一数力鰄少する｡その結果､minici１℃leDNAしか持たない体細胞ミトコンドリアが生じる。

しかし体細胞ミトコントミリアはmtDNAの複製を行えないため自身では増殖できず、わず

かに維持されている幹ミトコントミリアからまた新たに体細胞ミトコンＦリアが形成される

というモデルである(Fig.5)。

一方で､核ゲノムの再編成を調べるために、まずマーカーとして用いる反復配列

を同定した｡H77zmIIまたはEbomで消化した断片からクローニングしたところ､168-175ｂｐ

の類似した配列が９クローン得られた。CLUSTALWによるmltiplealignnlent、ＮＪ系統樹

による解析の結果、この９クローンは同一ファミリーの反復配列であり、クローニングに

用いた制限酵素によって２つのサブファミリーに分けられることが分かった｡Soutl1ernblot

の結果､未消化ＤＮＡをプロットした場合には高分子ＤＮＡ上に濃いシグナルが、クローニ

ングに用いた制限酵素の消化断片ではラダー状のシグナルパターンが得られたことから

(Hg2B)、同定した配列はまさしく反復配列であり、類似した配列がゲノム上にタンデム

に並んで数多く存在していることが示された。これを受けて、この反復配列と染色体外環

状ＤＮＡ(E○､l3-tubulin遺伝子をプローブとして､同条件で加伽hyblidizationを行なった。

結果、ＥＣ・l3-tubulinをプローブとした場合、シグナルは初期胚に強く検出され、発生が進

むにつれ弱くなり、成虫の分化細胞にはほとんど検出されなかった(Hg3B)。このことか

らl3-tubulmにおいてもＥＣ同様発生初期に増幅され、その後コピー数が減少することが示

されたため､ニハイチュウは発生の初期にゲノム全体を増幅させることが明らかになった。

その後、共にコピー数が減少することが示されたが、ＥＣは染色質削減に伴い削除される

ためにコピー数力鰄少し、一方l3-tubulin遺伝子は複製されずに分配されるためにコピー数

が減少されると考えられる。l3-tubminのようなハウスキーピング遺伝子が低コピー状態に

保たれるということは、分化細胞の細胞活性が低いと考えられる。このことは18SrRNA

をプローブとした腕伽hyblidizationによって､分化細胞の体皮細胞ではタンパク質合成機

構の一部を担うこのＲＮＡが検出できなかったことから裏付けられた。更に反復配列をプ

ローブとして用いた結果では、細胞分裂を伴う発生過程（生殖細胞‐幼生）ではl3-mbmin

同様、発生初期における増幅とその後の減少が見られたが、細胞分裂を伴わず細胞の肥大

化でのみ成長する過程（幼生づ成虫）においては分化細胞が大きくなるにつれ、コピー数
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も増加していた(]Eig3C)。更にＢｒｄＵを取り込ませて核ＤＮＡの合成頻度を調べたところ、

全ての核において活発なＤＮＡ合成が見られたが､特に分化細胞において核ＤＮＡ合成は細

胞が大きくなるに従って不活発になる傾向が見られた(Fig.4B)。このことから、ニハイチ

ュウは発生の初期に細胞分化と同時にendoleplicationによって短期間にＤＭ合成を行なっ

て多倍体化し、その後染色質削減によって不要な配列を捨て、体細胞染色質を形成すると

考えられる。その後は体細胞染色質を細胞分裂に伴って分配し、分化細胞には体細胞染色

質が維持される。しかし、分化細胞は細胞を肥大化させるためにＤＮＡ量を増加させる必

要がある(i1C-valueeIligma1I)(6,7)ため､反復配列のみを選択的に複製しコピー数を増加させ

ることで、巨大な細胞を維持していると思われる(]Fig.5)。

また、これまでに既存のInimcircleDNAと同じサイズのＤＮＡを精製してランダ

ムにクローニングを行なってきた。配列を決定した５８クローン中、既存のminicildeDNA

の配列をもつ７クローンの他に通常mtDNAコードの遺伝子である可能性のあるクロー

ンを３０クローン得ることができた｡この可能性のある遺伝子は､ＭＥ､,zcJzjz#､Mj4L､,Mz2ヶ、

〃血、〃6､co6などである。他にも一部の原生動物にしか、のＭに．－Ｆされていない

遺伝子(Jakobid鞭毛虫のSecY･orf/20､TetrahymenaのoZfI冊･orfB86)のホモログである可

能性'を示唆したクローンも見つかった。特に植物と原生動物でのみmtDNAにコードされ

ているy,,!/T6(2)のホモログの可能性があるクローンを見つけることができた。これが本当

にymfZ6ホモログであるならば、ニハイチュウのmtDNAは後生動物タイプではないこと

になるため、ニハイチュウの系統的位置の再考につながる可能性がある。
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Fig.１ニハイチュウの生活環
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Fig2Southcmblotanalysisによる高分子mtDNAの検出(A)と反復配列の検出(B）
両パネルともに左側がEtBr染色パターン、｢右側が[u-m2P1dTrPで検出したシグナルパターン．岡パネルともに左側かEtBr染色パターン、｢右側がlu-ｺﾕP1dTrPで検出したシグナルパターン。プローブはＡ

はminicircleDNAにコードされているcmIpartialfmgment,Ｂは今回同定した反復配列のHilzdIII-subfamilyに
属するＲＳ/HDm-1o入:ル別"dⅢ,Ｕ:undigest,Ｂ:ＢａＪ?zHIdigcst,Ｈ:Ｈｉ"dIIIdigest,Ｅ:EmRIdigcstP:DmIdigesLM：
lOObpladdemA:Zkb弱の位置に相当するminici１℃leDNAの濃いシグナルの他に、約23kbの位置に弱い高分子
mtDNAのシグナルが検出された。Ｂ:cloningに用いたＨＩ"dIIIdigestではシグナルがラダー状で検出された。最
も小さいシグナルがプローブの長さ(l74bp)に相当し､その２倍､３倍…の大きさにシグナルがラダー状になっ
ていることから、類似した配列がゲノム上にタンデムに並んで数多く存在していると考えられる。
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Fig3j"s伽hybridizationによるＤＮＡのコピー数の変化

各パネルごとに上から模式図、DAPI染色像、ＤＩＧで検出されたシグナルパターン。谷ハ不ルニとに上から俣式凶、DAPI染色像、ＤＩＧで検出されたシグナルパターン。用いたプローブはPanclA：

c､xI、PanelB:p-tubulin、PanelＣ反復配列。PanelA:Rhombogen(有性生殖過程の成虫）の全体像。軸細胞の中

心に生殖腺(InfUsorigeMg)が位置し、そこから前端または後端に離れるにしたがって、発生の進んだ胚が順に

位置している｡シグナルは生殖腺や初期胚で強く(blackanDwheads)､発生が進むにつれシグナルは弱くなり(open
arrowhead)、成虫の分化細胞には全く検出されない。このことは発生の初期にmtDNAの大量増幅が起き、発生

が進むにつれコピー数の現象が起きていることを示す｡PanelBRhombogenの後端部分｡左端に生殖腺が位置し、

そこから右に行くに従い発生の進んだ胚が位置する。mtDNA(panelA)同様の傾向が見られ、６－tubulinも発生の
初期にコピー数が増大し、発生が進むにつれコピー数が減少していることが示されている。この傾向は染色体

外環状ＤＮＡと同様でもあることから、ニハイチュウは発生初期に核ゲノム全体を増幅し、その後ゲノムの再

編成により染色体外環状ＤＮＡは捨てられ、l3-tUbulinは増幅されることなく分配されて低コピーになることを

示している。PanelCNematogen(無性生殖過程の成虫）の全体像。（有性生殖過程とは異なり、発生の順に並ん

で位置することはない）全ての核においてほとんど同レベルの濃いシグナルが検出された。特に分化細胞であ

る体皮細胞核のシグナルは、個体が大きくなるほど濃くなる傾向が見られた。このことは細胞を肥大化させる

時に反復配列のコピー数が増大していることを示す。ａｃ:軸細胞、ａｘ:軸原細胞、。e:発生途中の胚、Ｃｅ:初期胚、

ml:発生が完了した幼生、ｐｃ:体皮細胞、pln:多倍体の核、ｐ､:体皮細胞核。Bar:201ｍ．
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Fig.４Ｂ１ｄＵの取り込みによるＤＮＡ合成の検出

A、Ｂ両パネルとも上が模式図、下が、Ｇで検出したシグナルパターン｡Ａは成虫の後端部分、Ｂは若い成虫

全体像。ＡはＢＩｄＵを取り込ませる前に核ＤＮＡ合成阻害剤であるaphidicoIinで前処理し、mtDNAの合成を検

出している。amowheadsは分化細胞である体皮細胞(ＰＣ)においてわずかに検出されたmtDNA合成を行なって

いるミトコンドリアのシグナルを示す。左端に見える生殖腺(ig)や初期胚(。．)とは異なり、mtDNAの合成頻

度が低いことが示された。Ｂは阻害剤による処理なしでＢｍＵを取り込ませて、核ＤＭ合成を検出している。

white伽whCadは軸細胞に存在する多倍体の核(pln)を、blackanWheadsは体皮細胞の核(ＩＤ､)を示す。全ての

核においてシグナルが検出された。
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Fig.５核・ミトコンドリア両ゲノムで予想されるプログラムされた再編成モデル

中央にニハイチュウの発生過程を、それに対jiiiするように左側にミトコンドリアの、右側に核の再編成モデル

を示す。核・ミトコンドリアとも発生初期にＤＮＡの大量増幅が起き、その後再編成により核では染色体外環

状ｍＪＡ(EC)の形成・削除、体細胞染色質の形成‘コピー数の減少、細胞の肥大化に伴う反復配列(Rs)の選択

的増幅が起き、ミトコンドリアでは自律的複製の不可能なminicircleDNAの形成・コピー数の減少、体細胞ミ

トコンドリアの分化、分化細胞におけるごくわずかな幹ミトコンドリアの保持とそれからの体細胞ミトコンド

リアの新たなる形成が起きる。
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学位論文審査結果の要旨

中生動物ニハイチュウは、細胞数わずか３０個程度からなる極めて単純な体制を持つ多細胞の絶対寄生性

生物である。ニハイチユウの進化的起源については、三胚葉動物が寄生退化により単純化したとする説と、
単細胞の原生動物が独自に多細胞化したとする説が併存している。この進化的位置の暖昧さの原因は、寄生

適応による特殊化のためと考えられ、ニハイチュウの寄生適応の実態を明らかにすることが急務であった。

本研究によって明らかになったのは以下の点である。１）mtDNAは発生の初期に大量増幅し、その後、複
製起点をもたないミニサークルヘと構造変換される、２）発生の進行にともなってmtDNAは複製されるこ

となく分配され、コピー数を減少させる、３）分化した，，体細胞，，ミトコンＦリアの大半は、複製能力を喪

失したミニサークルのみを保持するが、一部の”幹',ミトコン隙リアは複製能力を持つ高分子mtDNAを保

持しており、細胞の肥大化にともない、mtDNAを複製して分裂する。一方、核ＤＮＡもmtDNAとよく似た

挙動をとり、発生の初期における全ゲノムの増幅、一部のＤＮＡの環状化と体細胞ゲノムからの消失、発生

の進行に伴ったＤＮＡの複製を行わない連続的な細胞分裂によるコピー数の減少、が確認された。特筆すべ

きは、分化した体細胞では、直列重複型の反復配列（tandemlyrepetitivesequences）が選択的に増幅する
ことによって細胞の大型化を可能にしていることである。これらのミトコンドリアと核ＤＮＡの奇妙な挙動

は、エネルギーコストの節約、発生時間の短縮化、分化後の細胞の肥大成長のための独自の寄生戦賂を反映
している。

本研究は、中生動物ニハイチュウの特殊な寄生適応戦略をゲノムＤＮＡの側面から明らかにした点で高く

評価される。とりわけ、体細胞分化時にmtDNAの構造変化が起こり、それに伴ってミトコンドリアの分化

が起こるという発見は､これまでに全く類例をみないものである点で独創的である。これらの内容をふまえ、
本論文は博士（理学）に値すると判定した。
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