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論文の内容の要旨

　著者は，ゾウリムシ（肋閉脇6加舳脇〃㈱）が接合から第60回の分裂で接合不能な未熟期から接合可能な成

熟期へ移行することに着目し，テロメアが未熟期の長さを規定する因子の一つであるかどうかを解明するため，ま

ずテロメラーゼ活性触媒部位（Pc∫服丁）のクローニングを行った。この結果，Pc＿TERTcDNAは895アミノ酸

をコードしており，推定分子量は107kDaであることが判明した。またゲノムクローンとの比較から七つのイント

ロンをもつことを明らかにした。他の丁服丁ホモログとアミノ酸配列を比較したところPc＿TERTは七つのRTモ

チーフと丁駅丁に特徴的なTモチーフ，N末端近傍に位置するNモチーフに加えて繊毛虫特異的なCPモチーフな

どこれまで知られている全てのモチーフを含むことが明らかとなった。またRTモチーフ配列をもとに他のTERT

ホモログとの聞で進化系統樹を描いたところ，Pc＿TERTは繊毛虫の一群の中に分類され，テトラヒメナの丁服丁

と最も近い関係にあることが判明した。

　次に様々な分裂齢の細胞におけるPc＿丁服丁㎜RNA発現量およびそのテロメラーゼ活性を測定したところ，

Pc＿丁服TmRNAとテロメラーゼ活性のいずれも未熟期から成熟期にかけて大きな変化はなく定常的に発現してい

ることが判明した。さらに分裂加齢に伴う大核テロメア長の変化を調べたところ，一回の分裂につき約3bpの一

定速度でテロメアが伸長していることが明らかになり，ゾウリムシにおいてテロメア長がその性的成熟化の制御

に関与している可能性が示唆された。

　そこで著者は，Pc＿TERTの遇剰発現によるテロメア伸長促進，もしくはアンチセンスRNAによる伸長阻害を行

い，その性的成熟へ及ぼす影響を解析することを計画した。しかしこれまでゾウリムシにおいて遺伝子導入によ

る形質転換の技術が確立されていなかったため，独自の遺伝子発現ベクターの構築を行った。始めに，一般的に

発現量が高いと考えられているチューブリン遺伝子をファージライブラリを用いてクローニングを行い，その発

現量をノーザン法により解析した。単離されたα一チューブリンcDNAは約1，400塩基の長さで，必9アミノ酸を

コードしており，その㎜RNAは未熟期から成熟期にかけてほぼ定常的に発現していた。このアミノ酸配列をすで

に報告のある近縁の肋閉鰍d㈱肋α㈱肋のα一チューブリン遺伝子と比較したところ，そのうちの一つ，αPT2
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と完全に一致したため，本遺伝子をP」αPT2と命名した。次にPc＿αPT2遺伝子の5’領域3’領域を用いて遺伝

子発現ベクターを構築した。マーカー遺伝子としてGreen砒orescentProtein（GFP）を選び，導入したDNA断片

の核内安定化を目的としてベクター両端にテロメア配列をもつ断片を組み込んだ。GFP遺伝子のコドン使用をゾ

ウリムシに最適化し，本ベクターをマイクロインジェクションにより核内に注入したところ，蛍光顕微鏡下にて

GFPに由来する蛍光が観察された。またR｝PCR法、ウェスタンブロット法によりそれぞれ遺伝子導入株における

GFP遺伝子のRNAおよびタンパク発現が確認された。GFPに由来する蛍光は食胞や収縮胞を除く，核と細胞質に

均一に観察された。また遺伝子導入株を栄養条件下にて増殖させると，遺伝子導入より30回分裂あたりから，同

一の細胞に由来するクローン間で蛍光強度にばらつきが生じることが判明した。

　今後本研究において得られた知見および確立された方法を用いることにより，ゾウリムシのもつ接合活性とい

う，解析が容易で明確な答えの得られる指標を用いて，テロメアと性的成熟化の関係，さらにはその機構につい

て解明されることが期待される。

審査の結果の要旨

　本研究は，ゾウリムシ属において初めてテロメラーゼ遺伝子の単離に成功し，その一次構造を解明して，これ

までに報告されているホモログとの相同領域比較を行い，テロメラーゼ遺伝子の機能に必須と考えられる領域を

．同定したものであり，テロメラーゼ反応の全容解明において重要な知見である。一方，ゾウリムシの細胞分裂に

伴って大核テロメア長が伸長することを明らかにし，これが性的成熟化に関与するのではないかとの仮説を提唱

できたことは，オリジナリティが高く，他の生物におけるテロメア機能の解明にも大きく寄与することが期待さ

れる。さらに著者が開発したゾウリムシ遺伝子発現ベクターは，モデル生物であるゾウリムシにおいて，性的成

熟化を含めた様々な生命現象を分子レベルでの解析するうえで非常に有用であり，これにより本研究のさらなる

発展が期待される。

　以上のように，著者は本研究において新規遺伝子のクローニング，その発現量解析および遺伝子発現系を確立

しており，農学分野に応用される細胞生物学的，分子生物学的および生化学的技術を理解・修得していると判断

される。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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