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た（１）。多核となったT. foetus細胞は，細胞質分裂

調節因子の蓄積と共に細胞質分裂を開始し細胞数を

増加させる。細胞分裂再開後には多核細胞は，通常

の１核あるいは２核の原虫細胞に戻るが，その際に

行なわれる分裂様式は分かっていない。そこで本研

究では，多核T. foetus細胞がどのように分裂している

かを観察した。 

 

[材料と方法]  T. foetus細胞の低細胞密度培養は，培

養試験管を2分間に1回転の低速度で旋回することに

より行った。旋回培養を開始して24時間後（細胞の

多核化が進行中の時期）に静置培養（高細胞密度）

に移し，1時間毎に細胞数及び1細胞当たりの核数を

計測した。細胞数は，コールターカウンター（コー

ルター社）を用いて計測し，核数は，塗抹標本を

ディフクイック（国際試薬）で染色した後光学顕微

鏡下で計測した。また，旋回培養後95時間を経過し

て，細胞質分裂を開始した後の多核T. foetus細胞の細

胞動態を光学顕微鏡下で観察し，その分裂過程をビ

デオ録画した。 

 

[結果と考察] 24時間低細胞密度培養したT. foetus細

胞は，静置培養（高細胞密度培養）に移した後3時間

は細胞数の増加は認められず，更に多核化する傾向

（４核と８核が大多数）を示した。4時間目以降，細

胞数の増加が生じ，大きな多核細胞の割合の減少が

見られた。この多核細胞の減少に伴い，1核細胞の割

合が増加したが，2核および3核の細胞も増加した。

更に，割合から計算した総細胞数の検討では，細胞

分裂開始直後には５核や６核の細胞も増加し，これ

らの細胞は８核細胞に由来すると推測した。そのこ

とは，大きな多核細胞から2核あるいは3核の細胞が

分裂した可能性を示していると考えた。そこで旋回

培養後95時間を経過し，多核になった細胞が細胞分

裂を開始した直後の細胞を生きたままの状態で光学

顕微鏡下で観察を行った。観察開始から約4時間経過

したところで，１０数核相当と思われる大きな多核

細胞から2核あるいは3核相当と思われるT. foetus細胞

が分離分裂するところを観察した。これらの結果よ

り，多核細胞となったT. foetusからは，1核細胞が分

離分裂するだけでなく，２核や３核といった多核細

胞でも分離分裂することが示唆された。 
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[目的] ミドリゾウリムシParamecium bursariaが持つ

共生クロレラを細胞内で包んでいるperi-algal vacuole

（PV）膜の単離を行うために，まずPV膜で包まれた

状態の共生クロレラの単離法を確立することを目的

とした。 

 

[方法] クロロゴニウムを利用した無菌二者培養法

(1)で大量培養した細胞をPotter-Elvehjem型ホモジナ

イザー内で手でペッスルを上下させて破砕した。破

砕物から大核や細胞膜を遠心除去した後，80% Per-

coll液に重層して遠心することでクロレラを80% 

Percollの上に集めて回収した。この作業により大半

のミトコンドリアなどは除去できた。最後に，回収

したクロレラを80% + 45%などのPercoll液に上層して

遠心することで，80% Percollの上に形成された層か

らクロレラを回収した。この作業により混入してい

たゾウリムシの小核や細胞質塊が除去されて，高純

度のクロレラを集めることができた。回収したクロ

レラをグルタルアルデヒド・オスミウム同時二重固

定法により固定して透過型電子顕微鏡で観察を行

い，PV膜の保存状態と細胞質成分の混入やPV膜への

付着の程度の評価を行った。 

 

[結果] さまざまな組成の破砕液に細胞を懸濁して破

砕を行ったが，その中でもっとも良好な結果を示し

たのは200 mM sucroseと1 mM EDTA-KOH，10 mM 

HEPES-KOH （pH 7.5）から成る破砕液だった。この

破砕液中で破砕してPercoll遠心分離を行って単離し

たクロレラは，透過型電子顕微鏡下で観察したとこ

ろその80%以上が完全なPV膜に包まれており，また

ゾウリムシのミトコンドリアなどの混入やPV膜への

付着は非常に少なかった。さまざまな濃度のSucrose

に加えてK+を50-100 mM加えた場合，PV膜の保存率

は高まったが，Percoll遠心の際のクロレラの見かけ

上の密度が変わり，また電顕下ではクロレラの細胞

質が萎縮して細胞壁から分離しているのが観察され

た。破砕の際はゾウリムシの大核の破壊を最小限に

抑えるようにペッスルの動きを調節したが，それ以

上に激しい力で破砕を行うと破砕にかかる時間は短

縮できたが大核が破壊され，細胞質成分の凝集とPV

膜への付着が見られた。また破砕液に1-5  mMの

MgSO4（とEDTAの代わりに1 mM EGTA）を含めた

場合，大核はほとんど破壊されなくなったように見

えたが，細胞質成分の大規模な凝集とPV膜への付着

が見られた。固定していないPV膜は脆弱でガラス遠

心管の底にクロレラを沈殿させるとPV膜は完全に失

われたので，クロレラを遠心沈降させる際には80% 

Percoll液のクッションをチューブ底に置く必要があ

ることも分かった。 

 
[考察] PV膜付きのクロレラの単離にあたって解決

すべき大きな問題となったのは，PV膜の保存に有効

な破砕液組成の決定と，破砕後に起こるゾウリムシ

細胞質成分の凝集とPV膜への付着の防止であった。

SUMMARY  

 By Percoll density gradient centrifugation, symbiotic Chlorella cells were isolated from Paramecium bursaria 

with their surrounding peri-algal vacuole (PV) membranes. Integrity of PV and purity of Chlorella cells with PV mem-

brane were monitored by transmission electron microscopy after Chlorella cells were isolated using different homogeni-

zation media. The best result, in which >80% of the isolated Chlorella cells retained the PV membrane without notable 

contamination with other cytoplasmic components, was achieved when isolation was performed with 200 mM sucrose, 
1 mM EDTA–KOH and 10 mM HEPES–KOH (pH 7.5). Addition of K+ was favorable in yielding higher amounts of 

Chlorella with PV membrane, but shrinkage of Chlorella cytoplasm was inevitably observed. Inclusion of Mg2+ in the 

isolation medium was effective in preserving nuclei of paramecium cells, but adhesion of cytoplasmic debris to PV mem-

brane became pronounced. It was also found that the PV membrane was extremely vulnerable to even low levels of me-

chanical stress such as pelleting down onto the bottom of a glass centrifugation tube. Therefore, Chlorella cells were 

settled on a cushion of 80% Percoll. Isolation of PV membrane-bearing Chlorella cells will allow analysis of membrane 
proteins of the PV membrane and of metabolic activities of Chlorella with PV membrane in vitro. 



78 原生動物学雑誌 第 40 巻 第 1 号 2007 年 

破砕液の組成はさまざまなものを試したが，結局一

番単純なものに落ち着いた。Sucroseの一部をK+など

の一価陽イオンで置き換えてもPV膜の保存に効果が

あったが，クロレラ細胞自体へのダメージがあるよ

うに見えた。今後，PV膜の膜タンパク質構成をSDS-

PAGEなどで解析するのであれば特に問題はないと思

われるが，PV膜がついた状態のクロレラの代謝の解

析や，インピーダンス測定には適さないと思われ

る。破砕の際に破壊された核から流出したDNAは細

胞質成分同士の凝集を引き起こすと言われている

(2)。Ca2+やMg2+などの二価陽イオンを破砕液に含め

ると核膜の安定化に効果があるが，同時に細胞質成

分同士の凝集を引き起こすこともある(3)。流出した

DNAがPV膜への細胞質成分の付着を引き起こしてい

ると考えてMg2+を破砕液に含めたが，逆に凝集と付

着が強くなってしまった。Mg2+の使用はあきらめ

て，ある程度の大核の破壊とそれによる凝集・付着

は受け入れなければならないのかも知れない。 
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SUMMARY 
      There are many reports on the entodiniomorphid ciliates inhabiting the intestines of large herbivorous mammals; 

however, the ciliate inhabitants of the Indian Rhinoceros intestine are hardly known. In the present study, material from 

feces of three Indian Rhinoceroses was observed by light and scanning electron microscopy. As a result, four species 

belonging to the genus Triplumaria (Cycloposthiidae) were found. Comparative examination revealed that these four 

species differed from all the formerly described Triplumaria species. In the observations with SEM showed that all species 

lacked a tail lobe, and two of them had a unique structure on the body surface. From these findings, it is suggested that the 

ciliate species composition of Indian Rhinoceros intestines differs from that of African rhinoceroses. 
[目的] 大型草食動物の消化管内に固有の群であるエントディニオモルファ目の繊毛虫が定着していることが

知られている。我々はこれまでに各種草食動物の消

化管内繊毛虫相を明らかにしてきたが，今回，これ

までほとんど調査されていないインドサイの糞便を

採取する機会を得たため，そこに見られるエント

ディニオモルファ目繊毛虫について，光学顕微鏡と

走査型電子顕微鏡を用いて形態学的観察を行い，既


