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タイヨウチュウの個体数の変化を数値化した。モニ

タリング装置は、図 1 のように顕微鏡部分と画像解

析部分から構成される。実体顕微鏡にはビデオカメ

ラを設置し、ガラスチャンバー内のハリタイヨウ

チュウ（コンピュータ画面の白い点）の画像を撮影

する。ハリタイヨウチュウを設置したガラスチャン

バーに試験水をポンプで流入し、試験水を満たした

状態で一度ポンプを停止させ、20 分後再びポンプを

用いて 10%海水 (汽水)を流入した。その間、一定の

エリア内（一辺が 1.675 mm の正方形）をビデオカメ

ラで撮影し、撮影画像からハリタイヨウチュウの細

胞個体数を求めた。試験水には、ハリタイヨウチュ

ウの軸足が鋭敏に反応する塩化第２水銀溶液（濃度

が 1 mg/ℓ と 0.1 mg/ℓ）を用いた。また、コントロー

ルとして汽水を試験水として使用した。 
 
[結果] 新たなモニタリング装置で観察した結果、試

験水がコントロールの汽水の場合には、細胞個体数

の変化はほとんど無かった。しかし、塩化第２水銀

の試験水の場合では、汽水を流入後して 20 分頃から

細胞個体数が濃度依存的にどんどん減少した。さら

に、濃度 1 mg/ℓの塩化第２水銀は約 2 時間半で、ほ

とんどの細胞が流れ去った。濃度 0.1 mg/ℓの塩化第

２水銀の場合には、1 時間半以降から半数程度の細

胞しか流れ去らなかった。これにより、濃度に依存

的した水銀イオンの影響を検出できることが分かっ

た。 
 
[考察] 前回報告した水質モニタリング装置では、高

価な位相差顕微鏡を用いた装置を用いており、軸足

の変化を短時間で検知できという特徴があった１）。

しかし、この装置の問題点として、ハリタイヨウ

チュウの微動な移動調整が必要であり、また観察に

はチャンバーを薄くして観察しなければならないた

め、細胞を長時間維持できなかった。しかし、本研

究で開発した改良型のシステムでは、安価な実体顕

微鏡を用いることができ、それに加えてチャンバー

に厚みを持たせることができるので細胞を長時間維

持できることが可能になった。今後、測定を自動化

するプログラムを開発すれば、装置を実用化できる

と考えられる。 
 
[文献] 

1)  吉村知里 et al., 2006, Jpn J. Protozool., 39: 137-138. 

ユーグレナ類 Euglena gracilis の膜内在性タンパク質 IP39 は 2 タイプ存在する 
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Two types of intramembrane proteins IP39 are present in the plasma membrane of 
Euglena gracilis 

Yasutaka SUETOMO1,2, Kyohei TAKEUCHI1 and Toshinobu SUZAKI1 (1Dept. Biol., Grad. Sch. Sci., 
Kobe University, 2Iwakuni City Microlife Museum) 

 
SUMMARY 
 Flagellates  of  the  genus  Euglena  perform a  characteristic  movement  called  euglenoid  movement.  The 
intramembrane proteins, called IP39, which are regularly and densely arranged in the plasma membrane of Euglena 
gracilis, have been implicated in this movement. In this study, we cloned two types of cDNAs that encode IP39, and 
predicted their amino acid sequences. Northern and western blot analysis confirmed that both cDNAs encode IP39. 
Consequently, we called these proteins α- and β-IP39, respectively. The α- and β-IP39 proteins consist of 264 and 265 
amino acid residues, respectively. Differences between the predicted amino acid sequences were restricted to the C-
terminal region, except for two residues in the middle part. The predicted amino acid sequences were analyzed using 

図1 モニタリング装置の概略  
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various  programs  (ALL  IN  ONE  SEQ-ANALYZER,  BLAST,  SOSUI,  The  Predict  Protein  Server,  MOTIF, 
NetOGlyc3.1, NetNGlyc1.0, ProtParam, NetPhos analysis, iPSORT and DISULFIND). The molecular weights of both 
IP39 were predicted to be 29-kDa, and both IP39 proteins were predicted to contain four transmembrane domains. A 
homology search of cDNA sequences showed that there was no significant sequence homology with any other known 
proteins. This result indicates that both types of IP39 are novel proteins that have not yet been reported. Additionally, 
both IP39 were similar to claudin, which is an approximately 23-kDa transmembrane protein found in the tight junction 
of mammalian cells.   

[目的] ユーグレナ類の鞭毛虫の多くはユーグレナ運

動と呼ばれる特徴的な細胞変形運動を行う。この運

動の機構として、原形質膜の伸縮がユーグレナ運動

を引き起こすという仮説 1)が提唱されている。この

仮説では、原形質膜に規則的かつ密に配列する膜内

在性タンパク質 IP39 の構造変化が原形質膜の伸縮に

関与すると考えられている。近年、哺乳類内耳外有

毛細胞の原形質膜中に局在し、IP39 と同様、膜上に

規則的かつ密に配列している膜貫通型タンパク質

prestin が、その構造を変化させることで原形質膜を

直接伸縮させることが明らかとなり 2, 3)、局在性が似

る IP39 にも同様の機能が存在する可能性が高まっ

た。そこで本研究では、IP39 遺伝子の cDNA クロー

ニングと塩基配列の決定、ならびに種々の免疫学的

解析や構造解析を行った。 
 
[方法] IP39 の N 末端配列情報を基に縮重プライ

マーを設計し、cDNA クローニングを行った。塩基

配列、アミノ酸配列の各種解析には ALL IN ONE 
SEQ-ANALYZER、BLAST、SOSUI、The  Predict 
Protein Server、MOTIF、NetOGlyc3.1、NetNGlyc1.0、
ProtParam、NetPhos  analysis、iPSORT、DISULFIND
の各解析プログラムを用いた。Trypsin や papain で加

水分解される領域、既知の脂質修飾部位は、既知の

各標的配列情報から決定した。DNA プローブは両

IP39 の 3’非翻訳領域を、抗ペプチド抗体は両 IP39
の C 末端付近の配列の違いを利用して設計した。免

疫電顕解析、免疫ブロット解析、ノーザンブロット

解析、各種電気泳動は一般的な方法をベースに行っ

た。 
 
[結果と考察] IP39 の縮重プライマーから 2 タイプの

cDNA が増幅された。各 ORF はそれぞれ 792 bp、
795 bp であり、塩基配列の違いは全体にみられ、相

同性は約 88%であった。推定アミノ酸配列の相同性

は約 94%であり、配列の違いは C 末端付近に偏って

いた。両 cDNA が mRNA レベルで細胞内に発現して

いることがノーザンブロット解析で、タンパク質レ

ベルで細胞表層に局在していることが免疫ブロット

解析で、それぞれ確認されたため、これらのタンパ

ク質をそれぞれα-IP39、β-IP39 と命名した。両 IP39
の分子量は約 29 kDa であり、SDS-PAGE による見か

けの分子量である 39 kDa より小さなものとなった

が、この原因としては N 型糖鎖の結合が考えられ

た。2 次構造予測の結果、両 IP39 ともに N 末端、C
末端が細胞質側に存在する 4 回膜貫通型タンパク質

であると推定された。また、細胞外露出部位に共有

結合サイトが 4 ヶ所、C 末端細胞内露出部位に 1 ヶ

所の PKC 標的リン酸化部位が見出された。ユーグレ

ナ運動の原動力は細胞表層に存在し、運動には Ca2+

と ATP が必要である 4, 5, 6)ことから、PKC 標的リン酸

化部位を持つ IP39 はユーグレナ運動において重要な

機能を持つと考えられる。さらに、IP39 は多量体を

形成する 7, 8)が、免疫ブロット解析の結果、多量体形

成にはα-IP39、β-IP39 が共に関与しており、IP39 が

持つ共有結合サイトは多量体形成には関与しないこ

とが示唆された。細胞表層膜骨格構造の主要構成タ

ンパク質 articulin と IP39 との結合性、それに IP39 の

持つキナーゼ活性は、膜分画に対する trypsin 処理で

は失われないが、papain 処理では消失する 9)。Papain
標的残基は IP39 のアミノ酸配列全体に存在するが、

trypsin 標的残基は第 4 膜貫通領域手前から C 末端に

かけて存在しないため、C 末端細胞内露出部位にこ

れらの活性が存在すると考えられる。加えて、両

IP39 と密着結合主要構成 4 回膜貫通型タンパク質

claudin との間に、claudin family signature と細胞外

ループ構成アミノ酸配列全体で類似性がみられた。

Claudin では、family 内の claudin どうしが共重合して

ストランドを形成し、これがヘテロフィリックに接

着し合うことで密着結合が形成されると考えられて

いる 10, 11)。また、claudin の配列は原形質膜直下の

ZO-1 タンパク質と C 末端領域で結合することでもた

らされている 12, 13)。IP39 の規則的な配列は、IP39 と

結合している articulin によるものかもしれない。

IP39 はフリーズフラクチャー E 面に偏在する 7, 8)が、

今回、両 IP39 の細胞外、細胞内露出部位の構成アミ

ノ酸数の差は殆ど無いことが明らかとなった。この

ことは、両 IP39 が細胞外露出部位で相互に強固な結

合を形成している可能性を示唆している。今後は、

α-IP39 とβ-IP39 がどのように多量体構造や細胞表層

構造を形成し、ユーグレナ運動時にその構造を変化

させているか調べることで、IP39 の原形質膜伸展機

構を解明したい。 
 
[文献] 

1) Suzaki, T. and Murata, K. (1997) 10th international 
congress of protozoology. Abstr., pp.192. 

2) Zheng, J. et al. (2000) Nature, 405, 149-155. 
3) Dallos, P. and Fakler, B. (2002) Audiol. Neurootol., 7, 

9-12. 
4) Suzaki, T. and Williamson, R. E. (1985) Protoplasma, 

124, 137-146. 
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[目的] 我々は日本産ミドリゾウリムシ F36 からその

細胞内共生クロレラ F36-ZK を取得し 1、宿主-共生ク

ロレラ間での物質のやりとりの解明を目的に実験を

行ってきた 2, 3, 4。ミドリゾウリムシを破砕して得ら

れる抽出液（以下、体液と記す）をクロレラに添加

すると、クロレラの炭酸固定が上昇し、体液中には

炭酸固定を上昇させる因子（宿主因子）の存在が示

唆されていた 4。今回、この宿主因子の単離・同定を

検討した。 
 
[方法] ミドリゾウリムシ体液抽出のため、赤エンド

ウマメ培地で培養したミドリゾウリムシを蒸留水で

洗浄し、蒸留水に再懸濁した。懸濁液を GF/C、メン

ブランフィルターで順にろ過して宿主細胞を破砕

し、濾液を宿主体液とした。実験には、細胞換算濃

度で 2.5×105 Paramecium cells ml-1 になるように蒸留

水で調整した体液を用いた。 
 炭酸固定測定には、14C 標識体を用いた。50 mM リ

ン酸ナトリウム緩衝液(pH 7)に懸濁した共生クロレ

ラ F36-ZK もしくは自由生活型 C. vulgaris に体液と
14C 炭酸水素ナトリウムを添加し、25℃、120 µmol 
m-2 s-1 の条件下で 30 分間インキュベートした。遠心

ろ過にて藻体と外液をろ別し、細胞内放射線量から

炭酸固定量を算出した。 
 酸素発生速度は、酸素電極を用いて測定した。50 
mM リン酸ナトリウム緩衝液(pH 7)に懸濁した藻体の

暗条件下 10 分間の酸素消費量と、明条件下（120 
µmol m-2 s-1）3 分間の酸素発生量から、正味の酸素発

生速度を算出した。 
 
[結果と考察] 宿主因子は、水溶性の低分子であるこ

とが示唆されていた 4 ため、体液中の脂質をクロロ

ホルム/メタノール抽出（クロロホルム：メタノー

ル：水＝ 1:2:0.8）により除去し、その水・メタノー

ル画分を限外ろ過（Millipore, Ultrafree-MC）した。

得られた低分子画分（MW<5,000）に体液と同等の炭

酸上昇活性を確認した。精製を進めるため、宿主因

子の熱安定性を検討した。体液をオートクレーブ処

ミドリゾウリムシ由来の共生藻炭酸固定上昇因子の単離・同定 
加藤 豊，今村 信孝（立命大・理工・化生工） 

Identification and modification of the symbiotic algal carbon fixation-enhancing 
factor in Paramecium bursaria 

Yutaka KATO and Nobutaka IMAMURA  
(Department of Bioscience and Biotechnology, Ritsumeikan Univ.) 

 
SUMMARY 

 We previously reported that an extract of the Japanese Paramecium bursaria enhanced carbon fixation in 
symbiotic algae. In our studies to identify the enhancing factor, we found that the enhancing activity remained even when 
the organic compounds in the Paramecium extract were completely removed by burning. We then measured the 
concentration of major inorganic cations (K+, Ca2+ and Mg2+) in the extract and prepared an artificial cation mixture 
(Artificial Host Factor; AHF) according to the results. We found that AHF enhanced algal carbon fixation in the same 
way as the Paramecium extract, and that modification of the cation concentrations caused higher carbon fixation. To 
reveal the mechanism of the enhancement of carbon fixation, we studied the reaction to light, which provides energy for 
carbon fixation. We found that oxygen evolution by symbiotic Chlorella F36-ZK decreased in a sodium phosphate buffer 
without AHF, while oxygen evolution by free-living Chlorella was stable in the same buffer. When AHF was added, the 
decrease in oxygen produced by symbiotic algae did not occur and the algal oxygen evolution rate remained unchanged. 
The sensitivity of symbiotic Chlorella F36-ZK to an external cation concentration suggests that the symbiont cannot 
regulate its own cation balance in the cell. The ability to regulate cation balance may have been lost through the 
endosymbiosis, because the Paramecium host provided a suitable cation balance to the symbiotic Chlorella. 

5) Suzaki, T. and Williamson, R. E. (1986) J. Cell Sci., 80, 
75-89. 

6) Murata, K. and Suzaki, T. (1998) Protoplasma, 203, 
125-129. 

7) Dubreuil, R. R. et al. (1988) J. Cell Biol., 107:191-200. 
8) Murata, K. et al. (2000) Protoplasma 214:73-79 

9) Rosiere, T. K. et al. (1990) J. Cell Biol., 110:1077-1088. 
10) Kubota, K. et al. (1999) Curr. Biol., 9, 1035-1038. 
11) Furuse, M. et al. (1999) J. Cell Biol., 147, 891-903. 
12) Itoh, M. et al. (1999) J. Cell Biol., 147, 1351-1363. 
13) Ikenouchi, J. et al. (2007) J. Cell Biol., 176, 779-786. 
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