
１．はじめに 
 

 原生動物細胞では，他の細胞同様に，カルシウムイ

オンはきわめて重要な細胞内情報伝達物質である。繊

毛打方向の逆転やエキソサイトーシス，細胞骨格系の

運動などカルシウムイオンによって制御される細胞

機能は多岐にわたる。カルシウムイメージング法やケ

イジド化合物の開発など近年の新しい技術と相まっ

て，繊毛虫を材料とした細胞内カルシウムイオンの研

究はおおいに発展してきた。 
 さて，肉食性繊毛虫ディディニウム（Didinium 
nasutum）はゾウリムシ（Paramecium spp.）を特異的に
認識し捕食する。このときディディニウムはゾウリム

シを捕らえるためにエクストルゾーム（extrusome）を
放出し，かたや，ゾウリムシもこれに応答してエクス

トルゾームを放出する。本稿では，ゾウリムシやディ

ディニウムのエクストルゾームの放出とカルシウム

イオンの関係について述べる。 
 
 
２．ゾウリムシのトリコシスト（trichocysts）放出

とカルシウム 

 

2-1 膜融合とトリコシストの伸張 

 
 ゾウリムシのエクストルゾーム，トリコシストの放

出は（１）トリコシスト膜と細胞膜の融合（２）トリ

コシスト本体の伸張という２段階の現象である（図

１）。トリコシスト膜と細胞膜の融合は細胞内のシグ
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図１ ゾウリムシのトリコシスト放出の過程。トリ
コシスト放出は，トリコシスト膜と細胞膜の
融合(1)，トリコシスト本体の伸張(2) という
２段階の現象である。t; トリコシスト，tm; ト
リコシスト膜，pm; 細胞膜。 



ナルによって誘発されるが，膜の融合の後トリコシス

ト本体は細胞外液に触れるため，トリコシスト本体の

伸張は細胞外の溶液条件に依存する。 
 
2-2 膜融合とカルシウム 

 

カルシウムの由来 

 
  細胞外液のカルシウムイオンをキレートした状態
でゾウリムシに外部から刺激を与えても，光学顕微鏡

下で細胞外へ放出されたトリコシストを観察するこ

とはできない。このとき，光学顕微鏡レベルで観察し

ても，トリコシストの放出の過程が上記のトリコシス

ト膜と細胞膜の融合の段階で止まっているのか，ある

いは，膜同士は融合しており，トリコシストの伸張の

みが起きていないのかわからない。Knoll （Knoll et al., 
1991）らはゾウリムシ（P.  tetraurelia）を  AED 
（aminoethyldextran ポリアミン，トリコシスト放出誘
発剤）で刺激し急速凍結することで，トリコシスト放

出過程の細胞膜の様子を，ms の時間分解能で電子顕
微鏡で観察した。彼らは，外液のカルシウムイオンを

キレートした条件でも，細胞膜とトリコシスト膜の融

合が起きることを確認した。Knoll et al. (1993) は， 
electron spectroscopic imaging を用いて，AED 刺激前後
の細胞内カルシウムイオンの分布を画像としてとら

えた。AED 刺激前にアルベオラサック（alveolar sacs）
内に分布していたカルシウムシグナルは，刺激後，ア

ルベオラサック内には見られず，その周辺に見られ

た。この結果から，細胞内のカルシウムストアとして，

細胞表層のアルベオラサックが有力な候補者となっ

ている。 
 一方，Kerboeuf et al., (1990) と Knoll et al. (1992) は
45Ca2+  を用いて，AED  刺激後，ゾウリムシ（P. 
tetraurelia）細胞内へ外液カルシウムイオンの流入が
あることを測定した。この結果は，膜融合に細胞内ス

トアからのカルシウム放出だけではなく外液カルシ

ウムイオンも関与していることを示唆している。 
 Plattner et al. (1997) は，外液カルシウムイオン存在
下と外液カルシウムイオンをキレートした時とで，膜

融合の起こる頻度を詳細に計測した。外液カルシウム

イオンをキレートした場合，融合口ができなくなるこ

とは無かったものの融合口のできる割合は減った。 
 これらの結果から，細胞膜とトリコシスト膜の融合

は，細胞内ストアからのカルシウムイオンの放出のみ

でも起きるが，細胞内ストアからのカルシウムイオン

の放出により細胞外からのカルシウムイオンの流入

が誘導され，この流入が膜融合を促進させるのだと考

えられる。 

 

カルシウムイメージング 
 
 さて，膜融合を引き起こすカルシウムイオンの細胞

内での振る舞いをより正確に知るためには，細胞内で

のカルシウムイオン濃度の時間空間的な変化を生き

た細胞を用いて調べることが望ましい。Plattner ら
（Erxleben et al., 1997, Klauke and Plattner, 1997, 1998, 
Klauke et al., 1998, Klauke et al., 2000）と我々（Iwadate 
et al., 1997）は，それぞれ独立に，生きたゾウリムシを
使ってトリコシスト放出時の細胞内カルシウムイ

メージングを行った。 
 Plattner らは， AED の刺激によるトリコシスト放出
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図２ ゾウリムシとディディニウムの捕食-被食
相互作用時の細胞内カルシウムレベルの可
視化。上; ゾウリムシ，下; ディディニウム。
表示時刻は双方の細胞の接触時を０ｓとし
たときの時刻。ゾウリムシをディディニウ
ムの口吻の先端に接触させると，ディディ
ニウムの口吻の基部のカルシウムレベルが
上昇し（白矢印頭），続いて，ゾウリムシの
ディディニウムに攻撃された箇所のカルシ
ウムレベルが上昇する（白矢印）。スケール
バー; 30 µm。 



時の細胞内カルシウムレベルを記録した。一方，我々

は，よりナチュラルに，ディディニウムとゾウリムシ

の接触により双方のエクストルゾーム放出を誘導し

たときの，細胞内カルシウムレベルを双方の細胞で同

時に記録することを試みた。光学顕微鏡下でゾウリム

シ（P. caudatum）とディディニウム（D. nasutum）を固
定し，双方にカルシウム感受性蛍光色素  Calcium 
green-1 dextran を顕微注射する。マイクロマニピュ
レータを使ってディディニウムの口吻先端にゆっく

りとゾウリムシを接触させ，このときの蛍光強度の変

化を記録した（図２）。ゾウリムシはディディニウム

の攻撃により確かに攻撃された箇所で蛍光強度を上

昇させた。蛍光強度の上昇はディディニウムに攻撃さ

れた箇所から細胞表層に沿って広がり，トリコシスト

放出後，細胞深部まで広がりディディニウムに飲み込

まれてしまうまで続いた。トリコシスト放出後続く蛍

光強度の上昇は，おそらく細胞外からのカルシウムイ

オンの流入なのであろう。 
 
細胞外からのカルシウムイオンの流入 

 
 Klauke, et al. (2000) は，外液カルシウムを BAPTA で
キレートした条件で，生きたゾウリムシ（P. tetraurelia）
に AED をスプレーしても細胞表層のカルシウムレベ
ルが上昇することを示した。また，Iwadate and Kiku-
yama (2001) は，顕微画像と蛍光強度を光路の切り替
えなく同時に測定できる実験系を用いて，トリコシス

ト放出と細胞内カルシウムレベルの関係を調べた。外

液カルシウムイオン存在下でゾウリムシ（P. cauda-
tum）にエタノールをスプレーすると，大きなカルシウ
ムトランジェントと共にトリコシスト放出が確認さ

れた。一方，外液カルシウムイオンを EGTA でキレー
トした状態でエタノールをスプレーすると，トリコシ

ストの伸張は確認できず，ごく小さなカルシウムトラ

ンジェントのみを確認した。さらに，外液カルシウム

を薄い EGTA で一時的にキレートした場合，２相のカ
ルシウムトランジェントが生じ，２相目のカルシウム

トランジェントの最中にトリコシストの伸張が確認

できた。外液のカルシウムイオンを完全にキレートし

た時にゾウリムシの細胞内で観察されたカルシウム

トランジェントは細胞内ストアからのカルシウムイ

オンの放出で，外液のカルシウムイオンを薄い EGTA 
で一時的にキレートした時の２相に分かれたカルシ

ウムトランジェントは細胞内ストアからのカルシウ

ムイオンの放出と細胞外からの流入だと考えられる。

これらの結果は，トリコシスト放出時のカルシウムト

ランジェントのカルシウムの由来が細胞内ストアと

細胞外の両方であることを示している。 
 さて，Klauke et al. (2000) は外液カルシウムをキレー

トした状態で， 4-chloro-m-cresol により細胞内ストア
のカルシウムイオンを枯渇させ，その後細胞を外液カ

ルシウムイオン存在下に移すと，細胞内カルシウムレ

ベルが上昇することを示した。トリコシスト放出時の

外液からのカルシウム流入は，細胞内ストアのカルシ

ウム枯渇による store-operated Ca2+ influx (SOC) なのか
もしれない。 
 
膜融合のカルシウムの閾値 

 
 ゾウリムシにはトリコシスト放出の他に，繊毛逆転

および細胞体の収縮というカルシウムイオンによっ

て引き起こされる細胞機能がある。いずれもカルシウ

ムイオン濃度によって制御される機能であるにもか

かわらず，これらは必ずしも同時に起きるわけではな

い。我 （々Iwadate et al., 1999a）はケイジドカルシウム
を使って，細胞全体の細胞内カルシウムレベルを人為

的に上昇させ，これらの３つの細胞機能を引き起こす

カルシウムレベルの閾値の違いを調べた。ゾウリムシ

（P. caudatum）にケイジドカルシウム NP-EGTA を顕
微注射し，紫外線を段階的に照射することで  NP-
EGTA からカルシウムイオンを解放させ，段階的に細
胞内カルシウムレベルを上昇させたときの細胞の応

答を見た（図３）。 NP-EGTA と共に Calcium green-1 を
ゾウリムシに顕微注射し，紫外線を 125 ms ずつ２回
照射すると， Calcium green-1 の蛍光強度，すなわち細
胞内カルシウムレベル，は確かに２段階に上昇した。

ゾウリムシの細胞機能を観察すると，１回目のカルシ

ウムレベルの上昇では繊毛逆転と細胞体の収縮が起

き，トリコシストの放出は起きなかった。２回目のカ

ルシウムレベルの上昇で初めてトリコシストの放出

が確認できた。この結果はトリコシスト放出の膜融合

を引き起こす細胞内カルシウムレベルの閾値が繊毛

逆転・細胞体収縮の閾値よりも高いことを示してい

る。 
 
2-3トリコシスト伸張とカルシウム 

 
 単離したトリコシストはカルシウムイオンを含む

溶液中で伸張する（Lima et al., 1989）ので，トリコシ
ストの伸張もカルシウムによって引き起こされる現

象である。細胞膜とトリコシスト膜の融合後，トリコ

シスト本体は細胞外液に露出されため，細胞外液のカ

ルシウムイオンによってトリコシスト本体は伸張す

るのだろう。 
 カルシウムがトリコシストを伸張させるメカニズ

ムについて，Bilinski et al. (1981) は X-ray microanalysis
による測定を元に，トリコシストを構成しているタン

パク質の正電荷に結合しているリン酸（PO4
3-）が正電
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荷を持つ外液のカルシウムイオンによって取り除か

れることで，トリコシストの急激な伸張が起きると説

明した。一方，Garofalo et al. (1983) はカルモジュリン
の阻害剤 TFP や W-7 がピクリン酸によるトリコシス
トの伸張を阻害することを観察しており，カルモジュ

リンの関与を示唆した。 
 
2-4 ゾウリムシのトリコシスト放出とカルシウムの

まとめ 

 

 ゾウリムシのトリコシスト放出過程は次のように

考えられる。まず外部からの刺激により，細胞内カル

シウムストア（アルベオラサック）からカルシウムイ

オンが放出される。このカルシウムイオンが細胞膜と

トリコシスト膜の融合を誘導すると共に，外液からの

カルシウムイオンの流入を引き起こす。膜の融合はこ

の外液から流入するカルシウムイオンによってさら

に促進されるのかもしれない。膜の融合後外液にさら

されたトリコシスト本体は外液カルシウムイオンに

よって急激に伸張する。 
 外部からの刺激がアルベオラサックからのカルシ

ウム放出を引き起こすメカニズム，そのカルシウム

チャネルの同定や外液から流入するカルシウムの

チャネルの同定，また，カルシウムがトリコシスト本

体の伸張を引き起こすメカニズムなど，今後の研究が

待たれるところである。 
 
 
３．ディディニウムのエクストルゾーム放出とカルシ

ウム 

 

3-1 ディディニウムのエクストルゾーム 

 
 ディディニウムの口吻の構造は Yagiu and Shigenaka
（1965），Wessenberg and Antipa（1970）によって電子
顕微鏡によって観察された。Wessenberg and Antipa
（1970）は，ディディニウムの口吻には  pexicysts, 
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図３  ゾウリムシのケイジドカルシウム  (NP-
EGTA) 光分解による細胞内カルシウムレベ
ルの変化（グラフ下のバーの黒色部が紫外線
照射時）（上）と細胞の様子（下）。a; 紫外
線照射前， b; １度目の照射後， c; ２度目の照
射後。照射時間は 125 ms。１度目の細胞内カ
ルシウムレベルの上昇で繊毛反転と細胞体
収縮が見られ、２度目でさらにトリコシスト
放出（矢印）が見られた。スケールバー; 50 
µm。 



toxicysts という２種類のエクストルゾームが格納さ
れており，ゾウリムシの捕獲に際して，これらのエク

ストルゾームが２段階に放出すると結論づけた。一方， 
Yagiu and Shigenaka（1965）の電子顕微鏡観察からは，
２種類のエクストルゾームは見られない。我々の光学

顕微鏡下で観察したディディニウムのエクストル

ゾームの放出でも２種類のエクストルゾームは確認

できなかった。従って，本稿では以下，pexicysts と 
toxicysts をまとめてエクストルゾームと呼ぶことと
する。 
 
3-2 電気生理的研究 

 
 Hara et al.（1985) は，外液にカルシウムイオンを含
む溶液中で，ディディニウムへ強い内向き電流を流す

とエクストルゾームが放出されることを見いだした。

一方，外液のカルシウムイオンを EGTA でキレートし
た条件で内向き電流を流してもディディニウムはエ

クストルゾームを放出しなかった。この結果は，内向

き電流に伴って口吻に流入したカルシウムイオンが，

ディディニウムのエクストルゾームの放出を引き起

こすことを示唆している。 
 
3-3 上昇箇所の検討 

 

カルシウムイメージング 

 
 Hara ら (Hara et al., 1985) の示唆したとおり，ディ
ディニウムのエクストルゾームの放出が口吻のカル

シウムイオン濃度の上昇によるものであるか，我々は，

ディディニウムのエクストルゾーム放出時に口吻で

カルシウムイオン濃度が上昇するかどうか測定した

（図２）。Calcium green-1 dextran を顕微注射したディ
ディニウムの口吻先端にゾウリムシを接触させると，

ディディニウムは口吻基部から蛍光強度を上昇させ

た（Iwadate et al., 1997）。この結果はゾウリムシの口
吻先端への接触がディディニウムの口吻内部のカル

シウムレベルの上昇を引き起こすことを示している。 
 
顕微注射 
 

 ディディニウムの口吻内部のカルシウムレベルの

上昇がエクストルゾーム放出の結果ではなく原因で

あることを確認するため，我々は，カルシウムバッ

ファーを直接ディディニウムの口吻に顕微注射した

ときディディニウムがエクストルゾームを放出する

かどうか観察した（Iwadate et al., 1999b）。カルシウム
バッファーを口吻基部表層に顕微注射したとき，ディ

ディニウムはエクストルゾームを放出した。この結果

は，口吻内部のカルシウムレベルの上昇が，確かにエ

クストルゾーム放出の原因であることを示している。 
 
カルシウムイオンの由来 
 
 ディディニウムは外液のカルシウムイオンを 
EGTA でキレートした条件下でもゾウリムシを補食
する（Hara et al. 1985）。これは，ディディニウムのエ
クストルゾーム放出に必要なカルシウムイオンの出

所が，細胞内のストアのみであることを示唆してい

る。ゾウリムシのトリコシスト放出に関しては，膜融

合における細胞外からのカルシウムの流入，トリコシ

スト本体の伸張の外液カルシウムイオン依存性が示

されており，ディディニウムのエクストルゾーム放出

に必要なカルシウムイオンの出所が細胞内のストア

のみであれば，ディディニウムのエクストルゾーム放

出機構がゾウリムシのトリコシスト放出機構と違っ

ていて興味深い。 
 
3-4 補食-被食相互作用 

 

 ディディニウムとゾウリムシのカルシウムレベル

を同時に記録した結果（Iwadate et al., 1997, 図２）から，
双方のカルシウムレベルの変化を比較すると，ディ

ディニウムの口吻基部のカルシウムレベルの上昇が，

ゾウリムシのディディニウムに攻撃された箇所のカ

ルシウムレベルの上昇に比べて，ビデオレートで１コ

マ先立ってきた。これは，双方の細胞の接触により，

まずディディニウムがゾウリムシを認識しエクスト

ルゾームを放出し，その攻撃を受けて始めてゾウリム

シがトリコシストを放出することを示唆している。 
 
3-5 ディディニウムのエクストルゾーム放出とカル

シウムのまとめ 

 

 ディディニウムはゾウリムシとの接触により，口吻

基部表層のカルシウムイオン濃度を上昇させる。この

カルシウムイオン濃度の上昇がエクストルゾームの

放出を引き起こす。カルシウムイオンの出所は細胞内

ストアだと思われる。ディディニウムのエクストル

ゾームの放出とカルシウムについてはカルシウムが

原因であるということがわかったばかりで，ゾウリム

シとの接触から口吻表層のカルシウムレベルの上昇

に至る過程，カルシウムストアやカルシウムチャネル

など，未知の部分が多く，今後の詳細な研究が待たれ

る。 
 ディディニウムとゾウリムシのカルシウムレベル

を同時に記録した結果から，これらの補食-被食相互
作用は以下のような過程で起こると考えられる。（１）
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ディディニウムの口吻先端とゾウリムシ（おそらく繊

毛）の接触により，ディディニウムの口吻基部表層の

カルシウムレベルが上昇する。（２）このカルシウム

レベルの上昇によりディディニウムがエクストル

ゾームを放出する。（３）この強い機械的な刺激によ

りゾウリムシは攻撃を受けた箇所でカルシウムレベ

ルを上昇させる。（４）ゾウリムシはトリコシストを

放出する。ディディニウムのエクストルゾームの攻撃

が非常に強いのとゾウリムシのトリコシスト放出よ

りも先立つことから，ゾウリムシはディディニウムか

ら逃れられないのだろう。 
 
 
４．終わりに 
 
 繊毛虫細胞はそのサイズが大きく光学顕微鏡下で

の観察が容易である。また，カルシウム感受性蛍光色

素やケイジド化合物など試薬の導入，紫外線の照射な

どに対して非常に丈夫で，細胞機能が損なわれること

が少なく実験操作がやりやすい。繊毛虫細胞はエクス

トルゾームをはじめとして，繊毛運動など細胞機能と

細胞内シグナルの非常に良い研究材料である。 
 エクストルゾームの放出ではカルシウムが重要な

役割を果たしていることはわかったものの，カルシウ

ムイオンのターゲットやカルシウムチャネルなどま

だまだ未知のことが多い。今後，多くの研究者に繊毛

虫細胞のエクストルゾームや細胞内カルシウムイオ

ン動態の研究に興味を持っていただきたい。 
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