
 

 

[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、これまでに得られている大核核小

体特異的モノクローナル抗体 MA-1 と MA-14、さら

に新たに２種類得られた大核核小体特異的と推測さ

れるモノクローナル抗体、MA-23 と MA-24 を用い

て、核分化過程における抗原の出現時期を比較し

た。 
 
[材料と方法] P. caudatum 株 Rb-1s58a2 （接合型

E4）の単離核を BALB/c マウスに免役し、ハイブリ

ドーマを得た。次に、ハイブリドーマの培養上清を

間接蛍光抗体法でアッセイして、目的の抗体を産生

するハイブリドーマを２回の限界希釈法によるク

ローニングで得た。さらに、１０種の Paramecium 
(P. jenningsi  株 30998, 30998, P. multimicronucleatum 
株 TH103, P. tetraurelia 株 stock51, P. putrium 株 OM4, 

SW2, P. bursaria 株 OS1g1N, Yad1w, P. calkinsi 株
GN5-3, P. polycaryum 株 YnA)と Tetrahymena  pyri-
formis 株 W を使って抗原決定基の種特異性を間接蛍

光抗体法で調べた。 
 接合過程における抗原の出現時期は、相補的接合

型株 (株 Knz2、接合型 E3,株 Knz5414、接合型 O3) を
混合後、一定時間にマイクロカバーガラス上で風乾

し、間接蛍光抗体法で調べた。接合過程におけるス

テージの分類は、藤島(1988)1)の分類にしたがって

行った。 
  
[結果と考察] 間接蛍光抗体法による蛍光顕微鏡像

は、MA-23 と MA-24 抗原が大核特異的に局在するこ

とを示した。過去に得られた大核核小体特異的に存

在する MA-1 と MA-14 抗原と局在性が類似している

ことから、MA-23 と MA-24 抗原も大核核小体に存在

することが示唆された。 
 また、これら２種の抗体を用いて交差反応性の種

特異性を調べた結果 P.  jenningsi  、P.  multimicro-
nucleatum、P. tetraurelia、P. putrium の MA-23 と MA-
24 抗原は、P. caudatum と同様の蛍光を示した。これ

らの結果は、２種の抗体の交差反応性の種特異性が

MA-1 と MA-14 とは異なることを示し、MA-23 と

MA-24 抗原が新しい大核核小体特異的抗原であるこ

とを示唆している。 
 核分化過程では、受精核が３回分裂した８核が細

胞内に分散し、その４核にクロマチン顆粒が出現

し、さらにクロマチン顆粒が４核の中心部に凝集す

る時期までは、抗原は旧大核断片のみに見られた。

その後、凝集したクロマチン顆粒が消失した時期に

なると、４個の大核原基に抗原が出現した。また、

旧大核の抗原は、接合完了体が１回分裂し、大核原

基２個と小核１個をもった細胞の旧大核断片の時期

まで見られた。 
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SUMMARY  
 We obtained two monoclonal antibodies specific for novel macronuclear proteins of the ciliate Paramecium 
caudatum. Using indirect immunofluorescence microscopy we show that the antigens appear in macronuclear anlagen 
after the heterochromatic aggregates disappear and then the anlagen increase in volume. We found that the antigens are 
always kept in the macronucleus and in the old macronuclear fragments until the beginning of the second cell cycle of 
the exconjugants. Cross-reactivity of the antibodies shows that the epitopes are present not only in strains of P. 
caudatum, but also in the strains of P. jenningsi, P. multimicronucleatum, P. tetraurelia P. putrinum and P. polycaryum 
examined.  
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SUMMARY 
 An infectious form of Holospora obtusa, a macronucleus-specific endosymbiotic bacterium of the ciliate 
Paramecium caudatum, was found to secrete a 63-kDa periplasmic protein into its host macronucleus. Soon after the 
macronuclear infection, the protein appeared in the infected macronucleus and increased remarkably within one day after 
infection. Using host and bacterial protein synthesis inhibitors, we illustrate that both the pre-existing and newly 
synthesized 63-kDa proteins were secreted into the host's macronucleus early in the infection. The gene encoding the 63-
kDa protein was cloned and sequenced. The deduced amino acid sequence shows that this protein is a novel protein.  

INTRODUCTION  
 The gram-negative bacterium Holospora obtusa is a 
macronucleus-specific  symbiont  of  ciliate  Paramecium 
caudatum. It exists as reproductive short form (RF) (1.5-2 
μm in length) and grows by binary fission when the host 
cell is vegetatively growing. 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 periplasmic 
region  with  small  invasion  tip.  At  this  morphologic 
change,  the  bacterium  acquires  its  infectivity1-3).  The 
accompanying increase of the periplasmic region suggests 
that the periplasm may contain some important molecules 
necessary for its infectivity. Previously, we reported the 
secretion of a 63-kDa periplasmic protein of the IF into the 
macronucleus of its host. Our recent study aimed further to 
elucidate the function of this novel protein.  
 
MATERIALS AND METHODS  
 P. caudatum strains RB-1(syngen 4, mating type E) 
free and infected with H. obtusa strain F1 and other H. 
obtusa-bearing strains no. 18 and 24 of P. caudatum were 
used. Paramecia were cultivated in 1.25% (w/v) fresh 
lettuce juice in modified Dryl's solution4) and inoculated 
with a non-pathogenic strain of Klebsiella pneumoniae one 
day  before  use  at  25  ±  1°C.  IF  were  isolated  from 
homogenates of  H. obtusa-bearing paramecia  by 70% 
Percoll  density  gradient  centrifugation5).  For  infection 
experiments isolated IF (1x106 ml-1) were mixed with H. 

obtusa-free paramecia (5x103 ml-1) and the fates of the 63-
kDa protein at various time intervals after mixing were 
traced  by  indirect  immunofluorescence  microscopy 
(IIFM), suspension technique with or without treatment 
with  1N  NaOH6).  Effects  of  host  protein  synthesis 
inhibitor, emetine, bacterial protein synthesis inhibitors, 
chloramphenicol and bacterial RNA synthesis inhibitor, 
rifampicin,  on  the  secretion  of  63-kDa  protein  were 
evaluated  during  infection.  The  concentrations  of  the 
antibiotics were described in previous studies7).  A gene 
encoding a 63-kDa was cloned and sequenced following 
the procedures described in previous studies6). 
    
RESULTS AND DISCUSSION  
 As reported earlier, the IF of H. obtusa secreted a 
63-kDa protein into the target host macronucleus soon 
after invading the nucleus as evidenced by macronuclear 
fluorescence  using  IIFM  with  monoclonal  antibodies 
raised against the protein. Ratio of the host cells with such 
fluorescence  and  the  fluorescence  intensity  increased 
remarkably within one day after infection. Recent results 
revealed that the fluorescence gradually weakened as the 
bacteria  differentiated  into  the  reproductive  form.  No 
significant effects were observed with emetine treatments 
but  chloramphenicol  and  rifampicin  treatments 
significantly affect the ratio of macronuclear fluorescence 
as well as the intensity of the fluorescence, evidently one 
day after mixing the host and the bacteria. These results 
suggest that, the macronuclear fluorescence was bacterial 

 また、核分化過程におけるこれまでに得られた核

小体特異的抗体の抗原の出現時期を比較した。その

結果、受精核由来の４核の中心部にクロマチン顆粒

が凝集した時期で MA-1 抗原が最も早く出現した。

その後、クロマチン顆粒が消失した時期で MA-14、
MA-23 と MA-24 抗原が出現し、出現時期が異なる核

小体抗原の存在が明らかになった。 
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