
０〜６０００個と想像される原虫遺伝子のうち１０

００〜２０００遺伝子について全長クローンが得ら

れた。 

 

[考察] ゲノム解読時代において，発現遺伝子の全長

を解析できる全長cDNAライブラリの研究は時宜を得

たものである。共通の祖先に由来する種々の原虫

が，進化の過程で，しだいに感染する宿主域を広

げ，多様な生活環を有するようになった経過を，ゲ

ノムサイズや，GC含量の変化と関係づけて解析する

ことはきわめて興味深い。また，アピコンプレクサ

原虫だけでなく，近縁の繊毛虫(Tetrahymena)や渦鞭

毛虫を含めた比較解析は，原虫の進化分化，寄生進

化の解明に貢献するものと期待される。 
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 マイクロインジェクションによるゾウリムシの低温耐性細胞質因子の研究 

佐々木 大，芳賀 信幸（石巻専修大学・理工） 

 

Microinjection studies on the cytoplasmic factors responsible for low-temperature 
tolerance in Paramecium caudatum 

Hajime Sasaki, Nobuyuki Haga (Dept. of Biol. Engin., Ishinomaki Senshu Univ.) 

 

SUMMARY 
 In previous studies we have found remarkable differences in the ability of wild stock of P. caudatum to survive 

under low-temperature conditions. To test the presence of cytoplasmic factors that are associated with low-temperature 

tolerance, we performed cytoplasm transplantation experiments among stocks showing high survival rate at 5°C and 

表1 

species 症状 ゲノムサイズ GC含量 ステージ 

Plasmodium falciparum 熱帯熱マラリア ２３Mb １９％ 赤内型・生殖母体 

Plamodium vivax 三日熱マラリア ３０Mb ３０％ 赤内型・生殖母体 

Plasmodium yoelii ネズミマラリア ２３Mb ２３％ 赤内型・生殖母体 

Plasmodium berghei ネズミマラリア ２３Mb ２３％ 赤内型・生殖母体 

Toxoplasma gondii 水頭症 ６５Mb ６５％ タキゾイト 

Cryptosporidium parvum 下痢症 ９Mb ３０％ スポロゾイト 



［目的］ 我々は，これまでにP. caudatumにおいて多

数の野外株を調査し，それぞれの株によって低温

(5℃)における生存率に大きな違いがあることを見出

した。このことから，P. caudatumは低温環境におか

れた場合，温度変化に応答する形で細胞内に生理的

な変化が生じている可能性が考えられる。そこで今

回 は 生 存 率 の 高 い 株 (KNZ2S1#26) と 低 い 株

(KNZ2S1#22)について，低温環境における生存能力

に関与している細胞内因子について検討するため，

microinjectionによる細胞質移植実験を行い，生存率

の変化について調べた。 

 
［方法］ 実験に用いた株はKNZ2(金沢で遠藤により

採取された株)の自系接合による子孫で，それぞれ低

温条件下における生存率の異なる株である。5℃で20

日間の培養においてKNZ2S1#26は100％の生存率を示

し，KNZ2S1#22 は 約 20％，KNZ2S1#1 は 約 40％，

KNZ2S1#2は約80％，KNZ2S1#38は約70％の生存率

を示す株である。 

細胞質の移植はmicroinjectionによって，まず，

KNZ2S1#26の25℃培養及び5℃培養(60日間)のもの

と，KNZ2S1#22の25℃培養のものとの間で行い，5℃

に お け る 生 存 率 の 変 化 を 比 較 し た。ま た，

KNZ2S1#1・#2・#38をdonorとし，KNZ2S1#22に細胞

質を移植する実験も行った。 

移植量はどの実験においても30～50plである。注

射後30～120分後に，一細胞ずつ一穴に400μlのレタ

スジュースの入ったデプレッションスライドに移

し，5℃に設定したインキュベータにて5日間培養を

行い，生存率を調べた。 

遠心分離法により調製した細胞画分の移植実験

で，25℃で大量培養したKNZ2S1#26をhomogenizeし

たものを5040gで遠心分離し，上清と沈澱に分けたも

のをそれぞれ注射した。このとき，沈澱に上清成分

ができるだけ残らないようにするためにsolution A 

(10mM KCl・5mM   MgCl2・10mM Tris-HCl(pH7.4))を

加えよく攪拌した後，再び遠心分離を行い上澄みを

除去するという作業を3回繰り返し注射用の沈澱試料

とした。上清についてはさらに105,000gでの遠心分

離を行い、上清と沈殿に分け、それぞれを注射し

た。 

 

［結果］ KNZ2S1#26(25℃培養)の細胞質を移植され

たKNZ2S1#22で低温生存率の上昇が見られた。しか

し，5℃で60日間培養したKNZ2S1#26の細胞質は

KNZ2S1#22の生存率を上昇させることはなく，ま

た，KNZ2S1#22の細胞質がKNZ2S1#26の生存率を低

下させる結果も得られなかった。また，他の生存率

の異なる細胞を用いて細胞質移植実験を行ったとこ

ろ，生存率が高い株になるにつれてKNZ2S1#22の低

温での生存率を上昇させることがわかった。 

以上の結果をふまえた上で，25℃にて培養した

KNZ2S1#26 の 細 胞 画 分 を 調 製 し，そ れ ぞ れ を

KNZ2S1#22に注射した結果，上清画分において、強

い低温生存率上昇効果が見られた。また，この上清

を100℃，40℃で熱処理しKNZ2S1#22に注射した結

果，どちらにおいても低温生存率を上昇させること

がわかった。 

[考察] 今回の実験結果より，KNZ2S1#26を25℃で培

養した細胞質中に低温環境に対して生存率を上昇さ

せる因子が含まれていると考えられる。また，

KNZ2S1#26 の 5℃ で 60 日 間 培 養 し た 細 胞 質 は

KNZ2S1#22の生存率を上昇させる効果がなかったこ

とより，この因子は25℃条件下で生成され，低温条

件下では消費されてしまう可能性が考えられる。 

また，105,000gでの遠心分離による細胞画分の移

植実験の結果より、可溶性画分に有効成分が含まれ

ていると考えられる。 

本研究によって，これまで低温条件下での生存能

力について不明な点が多かったP. caudatumの越冬に
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stocks showing low survival rate. As a result, we have found an increase of survival rate in low survival stocks after 

microinjection of cytoplasm from high survival stocks. The microinjection of fractions prepared from a high survival 

stock by preparative centrifugation showed that the cytoplasmic factor was predominantly fractionated in the super-

natant. Preliminary characterization suggests that the factor is heat stable. Our study provides a new opportunity for un-

derstanding of molecular mechanisms underlying low-temperature tolerance in unicellular organisms. 



関して，低温環境における生存能力に関与している

細胞内因子の存在を確認することができた。我々は

この因子を低温耐性細胞質因子と位置づけ，今後，

この因子の性質や機能について詳細な検討を加えて

いく予定である。 
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ゾウリムシ核分化過程における新たな大核核小体特異的抗原の出現時期 

田中 健也1，道羅 英夫2，藤島 政博1 

（1山口大・院理工・環境共生系，2静岡大・遺伝子実験施設） 

 

Timing of appearance of a novel macronuclear nucleoli-specific antigen in nuclear 
differentiation of Paramecium caudatum 

Kenya TANAKA1, Hideo DOHRA2, Masahiro FUJISHIMA1 

(1Dep. of Env. Sci. and Eng, Grad. Sch. of Sci and Eng. Yamaguchi Univ. 
2Inst. of Genet. Res. and Biothech., Shizuoka Univ.) 

 

SUMAMRY 
 We obtained a monoclonal antibody specific for a novel macronuclear nucleolus protein of the ciliate Paramecium 

caudatum. Immunoblotting with this antibody shows that the antigen is 52 kDa in molecular weight. Indirect im-

munofluorescence microscopy shows that the antigen appears in the macronuclear anlagen immediately after four out of 

eight postzygotic nuclei differentiate morphologically into the anlagen, and that the antigens remain in the macronucleus 

and in the old macronuclear fragments till the second cell cycle of the exconjugants. Cross-reactivity of the antibody 
shows that the epitopes are present not only in P. caudatum, but also in P. jenningsi, P. multimicronucleatum, P. 

trichium, P. bursaria, P. calkinsi and P. polycaryum. 

[目的] 繊毛虫ゾウリムシ(Paramecium caudatum)は，機能と形態が異なる２種類の核の大核と小核を１個ず

つ細胞内に持つ。大核は多細胞生物における体細胞

核の役割を果たし，細胞の表現型は大核の遺伝子発

現に依存する。また，小核は生殖細胞核の役割を果

たし，接合過程で減数分裂を行い，配偶核を形成

し，その遺伝子を次世代の大核と小核に伝える。 

これらの２種類の核は接合過程で１つの受精核か

ら分化する。１つの受精核は3回分裂して8核となる

が3回目の核分裂は細胞の長軸方向に沿って行われ

る。そのため，3回目の核分裂の後に，受精核由来の

核は接合完了体の前後に4個ずつ分配され，その後，

８核は細胞内に分散する。細胞内に分散した初期の8

核は形態的に識別できないが，やがて，そのうちの4

核にクロマチン顆粒が出現し，大核原基として他の4

核と初めて形態的に識別できるようになる。大核原

基は，その後，直径を増し容易に識別できるように

なる。一方，残りの4核からは1個の小核が分化し，3

個は退化消滅する。 

 この研究では，大核と小核の構成物質の違いを調

べるため，ゾウリムシの単離核を抗原に用いてマウ

スに免役し，大核特異的モノクローナル抗体産生ハ

イブリドーマを作成した。得られた抗体を用いて，

抗原の局在性，核分化過程における抗原の出現時期

及び抗原の分子量を，免疫電子顕微鏡，間接蛍光抗

体法及びイムノブロットで明らかにした。 

 

[材料と方法] P. caudatum 株 Rb-1s58a2 （接合型


