
(1×107, 1×108, 1×109 cells/ml)、スミ(1%) を与えた。こ

れらのバクテリアは観察を容易にするためあらかじ

め DAPI 染色され、H.O 感染型、H.E 感染型について

は DAPI 染色後も感染能力があることを確認した。

観察前に細胞を0.15%グルタールアルデヒドで固定

し、ノマルスキー、蛍光顕微鏡で観察した。  

 
[結果と考察] aposymbiotic cell（A-cell）、symbiotic 

cell  (S-cell)  それぞれに H.O 感染型を与え、0.5～

1.5h、5～6h 後の細胞を観察した結果、0.5～1.5h、5

～6h 後共に S-cell の１細胞あたりの H.O を取り込ん

だ平均食胞数が A-cell と比較して１/５に減少してい

た。さらに興味深いことに、A-cell  において0.5～

1.5h と5～6h 後を比較すると、5～6h 後には A-cell で

も H.O を取り込んだ平均食胞数が１/２に減少した。

対照としてクレブシラやスミを与えた場合は A-cell

と S-cell で差は無かった。感染後5～6時間で宿主は

H.O 感染型に対する食胞形成能を低下させる傾向が

見られたので、さらに詳しく解析するために H.O 感

染型、ボイルした H.O 感染型、凍結融解した H.O 感

染型、H.O 増殖型、H.E 感染型、Klebsilella を DAPI

染色し、A-cell に与えてから15min と6h 後の細胞をそ

れぞれ0.15％グルタールアルデヒドで固定し観察し

た。その結果、H.O 感染型では15min 後と比較して

6h 後には１細胞あたりの H.O を取り込んだ平均食胞

数が３/１０に減少した。H.E 感染型でも同様の結果

が得られた。その他のものは、与えて6h 後には平均

食胞数は増加した。感染後6時間で宿主が H.O 感染型

に対する食胞形成能を低下させる現象が、一度でも

感染を経験すれば誘導される現象かどうか確認する

ため、H.O 感染型を与えてから15min 後に外液を洗浄

して H.O 感染型を取り除き、6h 後再び上記のバクテ

リア、スミを与えた。その結果、H.O を取り込んだ

平均食胞数はその他のものに比べて明らかに少な

く、よって H.O 感染6h 後の細胞は食胞形成能力自体

に問題は無く H.O 感染型を認識して食胞に取り込み

にくくなると考えられる。これらの結果は、P. cau-

datum はホロスポラの感染5時間以内で感染型ホロス

ポラとその他の物を識別する能力があることを示唆

する。  

 
[文献] 

1) 藤島政博：寄生から共生へ（山村則雄、早川洋

一、藤島政博著）pp155-222, 平凡社（1995） 

ミドリゾウリムシとクロレラの感染過程に対する 
タンパク質合成阻害剤の影響について 

児玉 有紀，藤島 政博（山口大・院理工・共生システム科学） 

 
Effects of protein synthesis inhibitors on infection by symbiotic Chlorella in the host 

Paramecium bursaria 

Yuuki KODAMA and Masahiro FUJISHIMA  

(Div. of Natural Sci. and Symbiosis, Grad. Sch. of Sci. and Engineering, Yamaguchi Univ.) 
 
SUMMARY 

Chlorella-free cells of Paramecium bursaria can be reinfected with algae isolated from Chlorella-bearing cells 

by ingesting them into the digestive vacuole (DV). In a previous study, we showed that an alga can successfully escape 

from the host's DV and establish endosymbiosis after acidosomes and lysosomes have fused with the vacuole. When 

boiled or fixed algae were added to algae-free paramecia, all algae were digested. Therefore, algal resistance to the ly-

sosomal enzymes is a property of living algae. To examine the effects of protein synthesis inhibitors on infection by 
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symbiotic Chlorella of the host P. bursaria, isolated symbiotic algae were pretreated with cycloheximide, or algae-free 

hosts were pretreated with puromycin. The algae and the algae-free P. bursaria cells were then mixed, and the fate of the 

algae in the host DVs was observed. Infection of the host by Chlorella was not inhibited by host pretreatment with puro-

mycin. However, algae treated with cycloheximide were not maintained in the host cytoplasm, although they could es-

cape from the host's DV. These results suggest that algal protein synthesis plays an important role in establishing the 

P. bursaria–Chlorella endosymbiosis.  

 

 

[目的] ミドリゾウリムシの食胞内に取り込まれた後

に、細胞内共生に成功するクロレラは、アシドソー

ムとライソソームが融合した食胞内で、一時的にラ

イソソーム酵素耐性を獲得して、細胞質に脱出する

ことができたものから生じる。しかし、同じ食胞内

に共存する大部分のクロレラは食胞内で消化され

る。また、煮沸や固定液で殺したクロレラはライソ

ソーム酵素による消化を免れることができない 

(Kodama and Fujishima, 2005)。タンパク質合成阻害剤

のピュロマイシンはミドリゾウリムシのタンパク質

合成を優先的に阻害し、シクロヘキシミドはクロレ

ラのタンパク質合成を優先的に阻害することが報告

されている (Ayala and Weis, 1987)。 そこで、クロレ

ラの感染過程における宿主とクロレラのタンパク質

合成の必要性を調べるため、ピュロマイシンまたは

シクロヘキシミド存在下で感染実験を行い、宿主食

胞内に取り込まれたクロレラの運命を追跡した。  

 
[材料と方法] シクロヘキシミドとピュロマイシンの

最適濃度を調べるために、シンビオティック細胞 

(OS1g 株)  からクロレラを除去したアポシンビオ

ティック細胞 (OS1w 株) 10細胞を各濃度 (シクロヘキ

シミドの場合 0, 10, 20, 50, 100 μg/ml ；ピュロマイシ

ンの場合 0, 10, 50, 75, 100 μg/ml) の阻害剤を含む培養

液200 μl 中でインキュベートし、24時間毎に3日間、

ミドリゾウリムシの細胞数をカウントして細胞分裂

の阻害が起こる濃度を調べた。クロレラの感染過程

におけるシクロヘキシミドの影響を調べるため、単

離クロレラを0, 20と100 μg/ml のシクロヘキシミドを

含むドリル氏液中で24時間、25±1℃、1500lux の恒明

条件でインキュベートした。その後同じ濃度の抗生

物質の存在下でアポシンビオティック細胞5,000 cells/

ml と混合し（ゾウリムシ：クロレラ＝1:10 4）、

25±1℃、恒明条件で1.5分のパルスラベルを行った。

その後、15 μm ナイロンメッシュで濾過してドリル

氏液で細胞を洗浄して外液のクロレラを除去し、

チェイスし、経時的に4% (w/v) パラホルムアルデヒ

ドで固定して1.5分の間に食胞に取り込まれたクロレ

ラの運命を追跡した。一方、ピュロマイシンの影響

を調べるため、アポシンビオティック細胞を0と75 

μg/ml のピュロマイシンを含むドリル氏液中で1時

間、25±1℃、1500lux の恒明条件でインキュベート

し、その後同様の方法で感染実験を行った。  

 
[結果と考察] 我々は、ミドリゾウリムシに細胞内共

生するクロレラは、感染初期過程でライソソーム酵

素耐性に一時的に変化し、その後、ライソソームが

融合した食胞から細胞質に脱出し、次に宿主のライ

ソソームが融合しない Perialgal Vacuole (PV) 膜に包

まれて宿主細胞質内に維持されることを明らかにし

た。さらに、煮沸や固定によって殺したクロレラ

は、感染初期過程でライソソーム酵素耐性能を失

い、全て消化される。よってクロレラが宿主の消化

を免れるにはクロレラが生きていることが必要であ

ると考えられた (Kodama and Fujishima, 2005)。そこ

で本研究では、宿主またはクロレラのタンパク質合

成を阻害した時の感染過程に与える影響を調べた。 

<細胞分裂へのタンパク質合成阻害剤の影響> 10-

100 μg/ml のシクロヘキシミド存在下では、OS1w 細

胞の細胞分裂は阻害されなかったが、75 μg/ml 以上

のピュロマイシン存在下では抑制された。これまで

にシクロヘキシミドによって共生藻が除去されるこ

とが報告されている (Weis, 1984)。OS1g 株でも同様

に、10 μg/ml のシクロヘキシミド存在下でミドリゾ

ウリムシを培養すると、3-9日後にアポシンビオ

ティック細胞が得られた。 <感染過程へのタンパク

質合成阻害剤> シクロヘキシミド(0, 20, 100 μg/ml)

存在下でも、クロレラは宿主食胞内で一時的にライ
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ソソーム酵素耐性になり、食胞からの脱出は可能で

あったが、食胞から脱出したクロレラは細胞質には

維持されず、宿主細胞内から消失した。一方、ピュ

ロマイシンは宿主の分裂だけでなく、食胞形成率を

低下させた。しかし、形成された食胞に取り込まれ

たクロレラはライソソーム酵素耐性になり、食胞か

ら脱出し、その後宿主細胞質内に維持された。ま

た、そのクロレラは細胞分裂によって増殖し、細胞

内共生を成立させた。以上の結果は、宿主食胞内で

のライソソーム酵素耐性の獲得と宿主食胞からの脱

出には、宿主及びクロレラのタンパク質合成を必要

としないが、食胞から細胞質に脱出したクロレラの

維持にクロレラのタンパク質合成が必要である可能

性を示唆している。  

 
[文献]  

1) Ayala, A and Weis, D.S. (1987) J. Protozool. 34(4): 

377-381.  

2) Kodama, Y. and Fujishima, M. (2005) Protoplasma, 

225: 191-203.  

3) Weis, D.S. (1984) J. Protozool., 31: 13A. 
 

ヒメゾウリムシにおける大核交換移植を用いた加齢の研究 

遊佐 怜子，中村 裕希恵，見上 一幸（宮城教育大・EEC） 

 
Aging control by the macronucleus, analyzed by macronuclear transplantation in 

Paramecium tetraurelia 

Reiko YUSA, Yukie NAKAMURA, Kazuyuki MIKAMI  

(EEC, Miyagi University of Education) 
 

SUMMARY  
In Paramecium tetraurelia, the fission rate decreases with each cell cycle after conjugation or autogamy. Finally, 

it reaches zero and this results in clonal death. The lifespan after autogamy is generally about 200 fissions. Generally, 

clonal age is recorded by the length of the telomere. However, paramecium telomeres do not shorten in accordance with 

clonal age. So where is the clock for clonal age? It is known that the immaturity period for autogamy is measured by the 

number of rounds of DNA synthesis since autogamy. If this is also true for clonal aging, the clock must be integrated 

with chromatin replication. To analyze the clock for clonal age, macronuclear transplantation was used. When the macro-

nucleus was transplanted from a young cell (20 fissions after autogamy) to an aged cell (170 fissions) from which the 

macronucleus had been removed, the fission rate of the aged cell recovered to that of the young cell by the 4th day after 

autogamy. The lifespan of the transplanted clones lengthened to 325 fissions. The total lifespan of the transplanted clone 

equals the sum of the recipient cell age (170 fissions) and the donor’s remaining lifespan (155 fissions). In the reverse 

experiment, when a young amacronucleate cell (20 fissions) was transplanted with the macronucleus of an aged cell (170 

fissions), the young cell decreased its fission rate for about 4 cell cycles. These results suggest that the clock for fission 

number after autogamy must be in the macronucleus.  

[目的] ゾウリムシでは細胞分裂を繰り返すと加齢が

進み、分裂率が低下して最終的にはクローン死が起

こる(Sonneborn, 1954)。Paramecium tetraurelia  の場

合、有性生殖からクローン死までの寿命の長さはお

よそ200分裂と言われている（Takagi, Y., 1988）。こ

れまで寿命の短くなる遺伝子は、高木ら（Takagi, Y., 

et al., 1989）によって発見されている。これらの結果

から、加齢は大核中の遺伝子によって支配されてい
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