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SUMMARY 
 The gram negative bacterium Holospora obtusa is a macronucleus-specific symbiont of the ciliate Paramecium 

caudatum. The invasion tip of an infectious form of this bacterium produces three proteins of 89, 76 and 63 kDa. We 

have already developed a monoclonal antibody against the 89-kDa protein and showed that this protein has important 

functions in infection. In the present study, we developed a monoclonal antibody specific for the 76-kDa protein. This 

antibody reacted with the invasion tip of the infectious form of H. obtusa, but not with the reproductive form of H. ob-
tusa or the infectious form of a micronucleus-specific form of H. obtusa.   

[目的] 繊毛虫 Paramecium caudatum の大核内に共

生するグラム陰性細菌 H. obtusa の感染型は細胞質領

域とペリプラズム領域で二分された構造を持つ。透

過型電子顕微鏡ではペリプラズム領域の先端に電子

密度の低い特殊な末端が観察され，invasion tip と呼

ばれている。感染型は invasion tip を先頭にして大核

に感染するため，これが感染に重要な役割をしてい

ると予測される。この invasion tip には，63，76，

89kDa の3種のポリペプチドが存在することが明らか

にされ，89kDa タンパク質は精製されて遺伝子もク

ローニングされ，宿主食胞からの脱出，宿主細胞質

内移動，標的核膜貫通に関与することが示唆されて

いる(Iwatani et al. 2005)。この研究では，感染過程で

の invasion tip の役割を調べるため，invasion tip の

76kDa タンパク質に対するモノクローナル抗体を作

成し，抗原の性質を89kDa タンパク質と比較した。 

 

[材料と方法] モノクローナル抗体の作成は，感染

型 H. obtusa の二次元電気泳動ゲルから76kDa のス

ポットを切り取り，そのゲル抽出液をマウス腹腔に

２週間おきに３回注射して，invasion tip 特異的抗体

産生ハイブリドーマを作成した。抗体のアッセイは

間接蛍光抗体法で invasion tip を染色できるかどうか

で行った。間接蛍光抗体法は，感染型 H. obtusa をマ

イクロカバーガラスの上に置き，風乾し，4%パラホ

ルムアルデヒドで固定後，PBS で洗浄し，20mM 

NaOH で1分処理し，再び PBS で洗浄した。次に，一

次抗体処理と二次抗体処理を各２時間行い，PBS 洗

浄を行った後に0.1% DAPI で染色して蛍光顕微鏡で

観察した。20mM NaOH 処理は Holospora の細胞外膜

に穴を開け Holospora 内部に抗体が出入りできるよ

うにさせるために行った。抗原の分子量の決定は，

一次元 SDS-PAGE とイムノブロットで行った。 

 

[結果と考察] 感染型 H. obtusa の equilibrium pH 

gradient 二次元電気泳動ゲルの76kDa のスポットを抗

原にしてハイブリドーマを作成した結果，三種類の

抗体産生ハイブリドーマ（invasion tip 特異的抗体産

生ハイブリドーマ，細胞外膜特異的抗体産生ハイブ

リドーマ，ペリプラズム特異的抗体産生ハイブリ
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ドーマ）が作成された。この結果は，76kDa のス

ポットに３種類のポリペプチドのスポットが重なっ

て含まれていたことを示している。そこで，non-

equilibrium pH gradient 二次元電気泳動 (NEPHGE)を

行い，Invasion tip 特異的抗体でイムノブロットを

行ったところ，抗体で標識されるスポット１個を検

出できた。このスポットをゲル精製し，プロテイン

シーケンサで N 末端の部分アミノ酸配列を調べよう

としたが，N 末端はブロックされていた。現在，内

部配列の解読を行っている。Invasion tip 特異的抗体

を用いて感染型 H. obtusa の間接蛍光抗体法を行った

結果，20mM NaOH 処理を行わなかった場合は，抗

体は感染型の invasion tip と反応しないが，20mM 

NaOH 処理を行うと抗体は invasion tip と反応した。

このことから抗原の76kDa タンパク質は，すでに

我々によって解析済みの invasion tip 特異的89kDa タ

ンパク質１）と同様に，細胞外膜には露出されず，感

染型の invasion tip のペリプラズム内部に存在すると

考えられる。増殖型 H. obtusa は，20mM NaOH 処理

を行っても抗体が反応しなかった。また，感染型と

増殖型 H.obtusa のイムノブロットは，感染型のみで

抗体で標識されたバンドが出現した。このことか

ら，76kDa タンパク質が感染型特異的であることが

分かる。ゾウリムシの小核特異的な H. elegans の感

染型では，20mM  NaOH 処理を行っても抗体は

invasion tip と反応しなかった。この結果は，感染型

H. elegans の invasion tip にはこの抗原決定基が存在

しないことを示している。 
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SUMMARY  
    Monoclonal antibodies were developed against a 63-kDa protein purified from the infectious form of Holospora 

obtusa, a macronucleus-specific endosymbiotic bacterium of the ciliate Paramecium caudatum. By indirect immunofluo-

rescence microscopy, the mAbs were found to react with antigens localized in the periplasmic region of the infectious 

form, but not in the reproductive form of this bacterium or in other Holospora species. During infection, indirect im-

munofluorescence showed that the infectious form retained the antigens in the periplasm till they penetrated the host 

macronucleus. However, the antigens were no longer detected in the bacteria after invasion of the macronucleus. Instead, 

the fluorescence was detected in infected macronuclei, and the ratio of host cells with such fluorescence as well as the 

intensity of fluorescence increased with time. Whether the macronuclear fluorescence was bacterial or host in origin is 

unclear. 
[Introduction] The gram-negative bacterium Holospora obtusa is a macronucleus-specific symbiont of ciliate Para-

mecium caudatum. It grows as reproductive short form 

(RF) (1.5-2 µm in length) by binary fission when the host 

cell is vegetatively growing but when the host starves, the 

RF stops dividing and differentiates into infectious long 

form (IF) (13-15 µm in length) forming a cytoplasmic 

region comprising half the cell length and a large periplas-

mic region with a small invasion tip. At this morphologic 
change, the bacterium acquires its infectivity 1-3). The 

accompanying increase of the periplasmic region suggests 

that the periplasm may contain some important molecules 


