
[材料と方法] 自由生活をしているクロレラ(C. 

sorokiniana 株 C-212)とミドリゾウリムシ P. bursaria

から単離したクロレラ(C. vulgaris 株1N)を混合し，

共生藻を持たないアポシンビオティック細胞に一定

条件で与え，1.5分間のパルスラベル後に直径１５

µm のナイロンメッシュで洗浄し，外液に残ったクロ

レラを除去した。その後，細胞を数時間毎にマイク

ロカバーガラス上で風乾後固定し，モノクローナル

抗体 mAb CW1を１次抗体に用いた間接蛍光抗体法

で，細胞内共生に成功してゾウリムシの細胞表層直

下に定着したクロレラの種類を確認した5, 6)。また，

共生藻を持たないアポシンビオティック細胞に予め

C. sorokiniana を共生させておき，ミドリゾウリムシ

から単離した C. vulgaris を1.5分間だけ与えた場合に

ついても，その後同様の方法でクロレラの運命を追

跡した。 

 
[結果と考察] 上記のいずれの感染実験でも，2種の

クロレラが P. bursaria の同一細胞表層に接着して共

存できることが確認された。アポシンビオティック

な P. bursaria に，2種のクロレラを同時に与えた場

合，クロレラを与えてから３時間後には，これら2種

のクロレラの両方を細胞表層直下に定着させた P. 

bursaria 細胞が観察された。しかし，このタイプの細

胞は感染実験後１１日目までは存在が確認された

が，１７日目には消失し，最終的には C. vulgaris の

みを維持した P. bursaria のみになった。 

 一方，予め C. sorokiniana を感染させた P. bursaria

に C. vulgaris を与えた場合も，2種のクロレラが同時

に P. bursaria 細胞表層直下に接着した細胞の割合が

徐々に増加したが，１週間後には C. vulgaris のみを

細胞表層に持つ P. bursaria が出現した。これらの結

果は，同一宿主細胞内での2種のクロレラの共存は感

染初期の一時的なものであり，2種間には宿主に安定

して維持される能力に強弱があり，今回用いたクロ

レラ種では，最終的には C. vulgaris のみが維持され

るようになると考えられる。 

 

[文献] 

1) Hoshina, R., Kamako, S.I., Imamura, N. (2005) Jpn. J. 

Protozool. 38, 84-85. 

2) Nakahara, M., Handa, S., Watanabe, S., Deguchi, H. 

(2004) Symbiosis, 36, 127-151. 

3) Takeda, H., Sekiguchi, T., Nunokawa, S., Usuki, I. 

(1998) Europ. J. Protistol. 34, 133-137. 

4) Fujishima, M. (1997) Jpn. J. Protozool. 30(1), 1-13.  

5) Kodama, Y., Fujishima, M. (2005) Protoplasma, 225, 

191-203. 

6) Kodama, Y., Fujishima, M. (2007) Protoplasma, in 
press. 

29 Jpn. J. Protozool. Vol. 40, No. 1.  (2007) 
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SUMMARY 
 We studied the effect of glucose on amino acid transport of symbiont F36-ZK from Japanese Paramecium bursaria 

F36. The algal Ser uptake was increased in the presence of glucose. Uptakes of Ala and Gln, but not Arg, were also ac-

celerated by the sugar. These responsive amino acids are transported via a general amino acid transport system, indicat-
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[目的] 我々は日本産ミドリゾウリムシ F36から共

生藻の無菌株 F36-ZK を取得し1，共生藻 F36-ZK は

藻類の一般的な窒素源である硝酸を利用できず，ア

ミノ酸を好み，発達した3つのアミノ酸輸送系(basic 

amino acid transport system, general amino acid transport 
system, Ala transport system)を有していることを明ら

かにした2。ミドリゾウリムシ共生藻は共生体内では

共生胞膜に包まれ，藻体外へと糖類を放出し宿主へ

と糖類を供給していることから，糖類が存在してい

る状態で生活していると考えられる。共生藻の特異

な性質から共生体内でアミノ酸が重要な役割を担っ

ていると考えており，糖類がアミノ酸の輸送に対し

て与える影響を検討した。 

 

[方法] アミノ酸輸送の測定には，14C 標識体を用い

た。27 mM グルコースで30分間処理した藻体に14C ア

ミノ酸を添加し，経時的に藻体をろ過，洗浄し，藻

体内の放射活性から取り込み量を算出した。糖類の

取り込み測定もアミノ酸の輸送測定と同様に14C 標識

体を用いて行った。 

 
[結果と考察] 共生藻 F36-ZK に Ser とグルコースを

同時に添加すると，添加1分後の早い段階から Ser の

取り込みが促進された。グルコースによる Ser 輸送

の促進はあらかじめ藻体をグルコースで10分処理す

ることにより，2-2.5倍の効果をみせた。また，外液

の pH を5.5からアルカリ側にするに従って促進効果

が大きくなった。この pH 依存性は Ser 輸送の pH 依

存性とは全く逆の傾向を示したことから，グルコー

スは Ser の輸送が困難な状態を打破するものと考え

られる。グルコース濃度を希釈して低濃度での促進

効果を調べた結果，27 mM ～27 μ M までは同等の促

進効果を示し，その濃度を境として促進効果は急激

に減少した。27 mM での促進効果を100%とした時の

半分の効果を示す濃度(EC50)は3 μ M であった。さら

に興味深いことに，促進効果を示すグルコース自体

は細胞内には取り込まれていなかった。以上の結果

は，グルコースが共生藻に対しシグナルとして働い

ていることを示唆している。 

グルコース応答によって Ser だけではなく Ala や

Gln も同様にその輸送が促進されたが，Arg の輸送に

はほとんど影響がなかった。影響されるアミノ酸は

共に3つの輸送系の内 general amino acid transport sys-

tem (GATS)で輸送されることから，グルコース応答

と GATS との関連性が示唆された。そこで GATS へ

の影響を検討するため，Ser 輸送のキネティクス解析

を行った結果，グルコースは GATS 輸送体の基質結

合部位には影響を示さず，最大輸送速度のみが上昇

していた。輸送タンパク質量が増加した場合にもこ

のような現象が得られ，実際，自由生活型の

Chlorella kessleri では，グルコースによりアミノ酸輸

送体の生合成が誘導されるとの報告があり3，今回の

共生藻でも同様の誘導がかかっている可能性があっ

た。そこで，タンパク質合成阻害剤であるシクロヘ

キシイミドを作用させてタンパク質合成を阻害した

共生藻を用いて，グルコース応答の効果を検討し

た。藻体に15 μ M シクロヘキシイミドを添加し30分

以上インキュベートすると，54%以上のタンパク質

合成を阻害した。同条件下でもグルコース応答性が

みられたことから，この応答には新たなタンパク質

合成は関与していない。 

共生藻が放出する糖類は主にマルトースであり，

ing an association of the transporter and the response. In kinetic analysis of Ser uptake, a 2-fold Vmax value was measured 

in the presence of glucose, suggesting that the amount of transporter was increased. However, cells in which protein 

synthesis was inhibited by cycloheximide also showed the response to glucose. The response became stronger as external 

pH was increased from 5.5 to 8.0, and preincubation with glucose for more than 10 min was needed for the maximum 

effect. As a low concentration of glucose also accelerated Ser uptake, and glucose uptake was not detectable, these re-

sults indicated that the response to glucose occurred via a signaling pathway. We also examined the effect of glucose-

related compounds. Glucose dimers, disaccharides, accelerated Ser uptake in the same way as glucose. Assays using 

monosaccharides revealed that stereochemixtry at carbon 2, and hydroxyl groups at carbons 3 and 6 are important for the 

response. 
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その他の糖類での効果も興味深い。共生藻のグル

コースアナログに対する応答性を調べた結果，L 体

のグルコースと6位がカルボン酸になったグルクロン

酸には応答しなかった。共生藻はグルコース二量体

に対してはグルコースとほぼ同等の応答を示した

が，スクロースやラクトースなどグルコース以外の

糖を含む2糖類に対しては著しくその応答が低下し

た。グルコースとほぼ同等の影響を与えたアナログ

を用い低濃度での作用を検討した結果，2位の立体配

置と，3, 6位の水酸基が特にこのシグナリングには重

要であるがわかった。 
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SUMMARY 
 When cells of Paramecium caudatum are mixed with an infectious form of Holospora obtusa, the bacteria usually 

infect the host macronucleus through the digestive vacuoles within 30 min. Within 6 hours after mixing, the paramecia 

infected with H. obtusa exhibit selective digestive vacuole formation. That is, paramecia cease to ingest the infectious 

form of H. obtusa in the digestive vacuoles, whereas they continue to ingest the reproductive and boiled infectious forms 

of H. obtusa, as well as Klebsiella pneumoniae as food bacteria. The infected paramecia seem to acquire an ability to 

distinguish infectivity of H. obtusa and to avoid ingesting the infectious form into digestive vacuoles. To attempt to iden-

tify the components of the infectious form of H. obtusa involved in this behavior, the infectious forms were mixed with 

paramecia in the presence of rifampicin and chloramphenicol. Furthermore, the bacteria were pretreated with pro-

teinase K, lipase PN, lyticase and β-galactosidase, and then mixed with paramecia. None of these treatments inhibited the 

induction of selective ingestion.  
 [目的] 我々は，Paramecium caudatum (P.C)が大核内共生細菌Holospora obtusa (H.O)の感染後，少なくと

も6時間で，H.O感染型を取り込む食胞形成能を選択

的に低下させることを明らかにした(3)。しかし，ホ

ロスポラの感染過程で，宿主食胞内，細胞質，核

内，核内での増殖の，どの段階がこの現象の引き金

かは特定されておらず，またその分子も同定されて

いない。そこで我々は宿主の食胞形成を変化させる

ホロスポラ分子を特定するため，ドリル緩衝液中の

菌体上清，宿主とホロスポラ混合後の培養上清，

Rifanpicin，Chloramphenicol，Proteinase  K，Lipase 

PN，Lyticase，β-galactosidaseで処理後のH.O感染型と


