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２つの Syngen の接合型を同時に発現する野外株 BHXII 13 ： 

未熟期の発現様式と接合型の決定様式 
芳賀信幸（石巻専修大・理工） 

A wild stock of Paramecium caudatum expresses two different syngen-specific 
mating types  

Nobuyuki HAGA (Ishinomaki Senshu University, Ishinomaki, Japan) 
 
SUMMARY 
 On a sunny day in November 2005, we collected several cells belonging to Paramecium caudatum from a brook 
at Biratori, Hokkaido, Japan. After testing for mating types, the clone BHXII 13, derived from a cell, was found to have 
the ability to conjugate with the cells of an O type belonging to syngen 1 and syngen 12. Cross-breeding analyses 

を加えることによって固定した細胞をその後数分間

DW に浸した。その細胞を 1 匹ずつマイクロピペッ

トで吸い取りスライドガラスに乗せた後カバーガラ

スをかけ、ペーパーで水分を吸い取りながらゆっく

りと細胞を潰し、流れ出た緑色の共生クロレラ数を

光学顕微鏡下でカウントした。 
 
[結果] 

LL でのシクロヘキシミド処理 
通常の PV 膜は共生クロレラの細胞壁に密着してい

るため (PV 膜と細胞壁間の距離は 0.05 µm) (2) 、光学

顕微鏡下で PV 膜を観察することはできない。しか

しシクロヘキシミド処理してから 1 日後、ミドリゾ

ウリムシ内の PV 膜が同調して膨張し、光学顕微鏡

下で容易に PV 膜を観察することができた。この時

の PV 膜とクロレラ細胞壁間の距離は 1.26 ± 0.52 µm 
(mean ± S.D, n=50) であった。PV 膜の膨張に引き続

き多数の共生クロレラが消化される現象が観察され

た。この時の 1 細胞あたりの共生クロレラ数は処理

前のコントロールの細胞 (約 700 個) と比較して約

1/6 に減少していた。2 日後、PV 膜は再び収縮し、光

学顕微鏡下での観察は不可能になり、細胞内のクロ

レラ数はさらに減少していた。その後時間経過に

伴って 1 細胞あたりの共生クロレラ数は減少し、7 日

後には観察した全ての細胞内の共生クロレラが除去

された。 
DD、光合成阻害剤を添加した時のシクロヘキシミド

処理 
これまでに Schüßler and Schnepf  (1992) はイオノフォ

アのモネンシンが PV 膜の膨張を誘導し、さらに DD
や光合成阻害剤を添加した場合にはこの現象は誘導

されないことを報告している。そこで同様にシクロ

ヘキシミド処理による PV 膜の膨張と消化に対する

光と光合成阻害剤の影響を調べたところ、DD また

は 10-7 M 以上の DCMU 存在下で PV 膜の膨張と共生

クロレラの消化が完全に阻害された。さらに 1 細胞

あたりのクロレラ数はコントロールと比較して統計

学的に有為な差を示さなかった。 
 
[考察] 今回の観察によってシクロヘキシミドによ

る PV 膜の膨張と共生クロレラの消化の誘導が初め

て明らかになった。さらにその現象は Schüßler and 
Schnepf  (1992) が報告したモネンシンによる PV 膜膨

張の現象と同様に DD や光合成阻害剤存在下では誘

導されないことが明らかになった。この結果は、光

合成活性存在下で合成されるクロレラのタンパク質

が共生クロレラを包む PV 膜への宿主ライソソーム

融合阻止能力と深く関わっている可能性を示唆して

いる。Reisser (1992) はクロレラ細胞壁と PV 膜が密

着していることが物質の流動性を低下させ、結果と

してライソソーム融合を阻止している可能性を示唆

しているが、モネンシンではシクロヘキシミドで誘

導されたような PV 膜の膨張に引き続く消化の誘導

は起きなかったことから、PV 膜とクロレラ細胞壁間

の距離はライソソーム融合阻止能力の理由ではない

ことが明らかになった。さらに我々は組織化学的な

方法を用いて、シクロヘキシミド処理によって消化

されたクロレラには宿主のライソソームが融合し、

DD や光合成阻害剤存在下では PV 膜にライソソーム

は融合しないことを確認した。今後は PV 膜と細胞

壁間を満たしている物質や、シクロヘキシミド処理

による PV 膜のライソソーム融合阻止能力の消失の

仕組みを明らかにしていきたい。 
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[目的] 2005 年 11 月、我々は北海道日高地方の平取

地区で syngen １および 12 のＯタイプと同時に接合

するゾウリムシを採集した（BHXII 13）。Syngen と

はそのグループに属する個体間でだけ接合が起こる

個体群に付けられた名称で、同質遺伝子個体群と定

義されており、Paramecium caudatum では過去に 16
グループが記載されていた（Sonneborn, T.M. 1957, 
Sonneborn, T. M., 1974）。しかし、現在では syngen1, 
3, 12 など数グループが系統保存株として保存されて

いるだけである。Syngen に関わる最も重要な問題

は、１つの種の中で性的な隔離現象と同義のグルー

プ化が起こった可能性が示唆される点にある。より

一般的には、接合における細胞認識能力のグループ

間制限が新たなサブクループ集団の形成を促してい

る現象と考えられる。もしそうなら、syngen は種の

分化の中間段階にあると考えることができる。 
 そこで、BHXII 13 をモデル細胞として syngen 間の

接合における親和性を調べ、接合型遺伝子の syngen
特異性に関する多様化と syngen の分化との関係を明

らかにすることを本研究の目的とした。 
 
[方法] 

１．株 
 ２つの syngen の接合型を同時に発現する野外株

BHXII 13(E1, E12)は北海道日高平取で採集したもので

ある。Syngen を判別するテスターには次の株を用い

た。syngen １は山形県天童市原崎で採集した BAT-
C1B2(O1)と BAT-C1B2(E1)、syngen 3 は金沢で採集さ

れた KNZ シリーズ（金沢大学・遠藤）のかけ合わせ

の 子 孫 で あ る TNZ0460(O3) と KNZ0462(E3)、
syngen12 は北海道日高平取で採集した BHXII  ６
(O12)、BHXII  11(E12)と宮城県角田市で採集した

MKW P1(O12)と MKW P2(E12)それに山口大学（藤

島）より分与を受けた Mtμ(E12)である。 
２．培養と交配反応実験 
 培養はレタスジュース法で行った（Hiwatashi, 
1968）。接合能力の発現と接合型の判定は試験管培

養で定常期一日目の細胞を、それぞれの syngen に属

するテスターと 100 μl（約 500 細胞）ずつ混合した

後、交配反応を観察することにより判定した。 
３．かけ合わせ実験 
 定常期 1 日目の細胞を 200 μl（約 1000 細胞）ずつ

滅菌済みデプレッショングラススライド中で混合

し、25℃で約 3 時間静置した後、接合対を１対ずつ

50 μl の K-DS が入った 96 穴プレートに単離して 48

時間 25℃に静置した。その後、培養液を 200 μl 加え

て数日 25℃にて培養し、細胞増殖の起こったウェル

を選択して、試験管培養に移した。その後、試験管

培養を継続して定常期に入ったところで、接合能力

の発現をテストし、交配反応の起こらなかったク

ローンを子孫と判定して、遺伝解析に用いた。 
 
[結果] 

1. BHXII 13 の未熟期の発現 
 BHXII 13 を O1とかけ合せ、生じた子孫の未熟期の

長さを調べたところ約 50 回分裂であった。この間、

syngen12 の接合能力も未熟であった。Syngen １で接

合能力が発現すると、同時に syngen12 の接合能力も

発現した。同様のことが O12 とのかけ合わせの子孫

でも見られた。 
2. BHXII 13 の接合型の遺伝様式 
 BHXII 13 と O1とのかけ合わせで生じた子孫の接合

型は両 syngen の O タイプを表す O1-O12と Eタイプを

表す E1-E12の 2 通りで、分離比は 1 ： 1 の理論値と

有為の差は認められなかった。O12 とのかけ合せ実験

も同様の結果であった。 
3. BHXII 13 の自系接合による子孫の接合型 
 BHXII 13 にメチルセルロース法（Yanagi, Haga, ）
によって自系接合を誘導し、接合対を単離して子孫

を作り、それぞれの接合型を調べたところ、約 35 回

分裂後から接合能力が発現した。生じた子孫の接合

を調べた結果、生存率は約 40%ですべて E1-E12 で

あった（n = 44）。 
4. Syngen １と Syngen12 の Syngen 間交配 
 テスターに用いた syngen １と syngen12 の株間で交

配反応性を調べた結果、それぞれの syngen に属する

すべての O と E の組み合わせで交配反応が認められ

た。さらに、3 時間後には接合対も形成し 24 時間後

には大核崩壊など syngen 内接合の接合過程に見られ

る典型的な核変化が同様のタイムコースで進行して

いるのが確認された。 
 
[考察] BHXII 13 は２つの syngen 間でのインターク

ロスによって生じた子孫である可能性と２つの

syngen が枝分かれする途中の段階にある株の２つの

可能性が考えられる。 
 syngen 間かけ合せ実験の結果、未熟期に関して

は、どちらの syngen とかけ合わせた場合でも両

syngen で若返りが起こり、性的能力は未熟となっ

た。これは、syngen ３で見つかった接合能力の発現

revealed that BHXII 13 produced progeny after conjugation with the cells of both syngen types. The mating type of the 
progeny produced by inter-syngen crossing of BHXII 13 were homologous to each syngen; that is, if the mating type of 
syngen 1 is expressed as an O type, the mating type of syngen 12 is also expressed as an O type, and vice versa. This 
suggests that the mating type locus of BHXII 13 is heterozygous in both syngen 1 and 12. However, the intra-clonal 
cross of BHXII 13 showed that all progeny expressed E type in both syngen 1 and 12. These results suggest that there are 
two different mating-type expression systems in BHXII 13. We suggest that BHXII 13 could provide an experimental 
system for syngen differentiation.  
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を抑制する細胞質因子イマチュリンが syngen 間で有

効に機能しているとする仮定（Haga,  Hiwatashi, 
1981）と BHXII 13 の接合型遺伝子座は１つでその遺

伝子産物は syngen １と 12 の両方の接合型を表すと

する仮定の両方で説明が可能である。 
一方、自系接合によって生じた子孫の接合型を見る

とすべて E1-E12 であった。Syngen1 と syngen12 のか

け合わせの結果では E か O に接合型を決める遺伝子

座はヘテロであると考えられるので、これは相容れ

ない現象である。今後はこの矛盾する遺伝解析の結

果を解明することが重要な課題となる。 
我々は、かけ合わせによる接合型の遺伝解析の結果

をもとに、BHXII 13 は syngen 枝分かれ途中段階にあ

ると仮定し、今後 syngen 分化のモデル細胞として解

析を進めていく予定である。 
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ゾウリムシにおける銀粒子の細胞毒性試験 
阿部 大基，芳賀 信幸（石巻専修大・理工） 

Cytotoxicity testing of Ag nanoparticles in Paramecium 
Taiki ABE and Nobuyuki HAGA (Ishinomaki Senshu University, Ishinomaki, Japan) 

 
SUMMARY 
 Nanomaterials have a large potential in a wide variety of technological fields, including information technology, 
electronics, biological engineering and biomedicine. However, for many nanomaterials, little is known about their 
environmental effects or their potential danger to human health. In this study, we examined the cytotoxicity of Ag 
nanoparticles in Paramecium caudatum to elucidate the safety standards. We found that Ag nanoparticle dispersion 
causes severe cytotoxicity in Paramecium cells. Similar effects were caused by both dialyzed particle suspensions of Ag 
and by the water used during Ag nanoparticle dialysis. These results suggest that two different kinds of materials may be 
responsible for the cytotoxicity; that is, the Ag particles and the products from the interaction between Ag particles and 
environmental  materials  such as  water.  During this  study we found that  BSA (bovine serum albumen) has a 
detoxification effect against the cytotoxicity produced by Ag nanoparticles. The stoichiometrical analysis of Ag 
nanoparticle cytotoxicity and the detoxification effect of BSA are discussed.  

[目的] ナノテクノロジーは電子材料や医療など広

範な分野で利用されている技術である。しかし、多

くのナノマテリアルにおいて環境及び人体に対する

安全基準値は設定されていないのが現状であり、多

くの研究機関においてその有害性に関する研究がな

されている。一方、カーボンナノチューブに関して

は我々は、ゾウリムシに対する毒性試験を行い、ゾ

ウリムシはナノ粒子の毒性試験に適した材料である

ことを確認している（Haga and Haneda, 2007）。 
 我々はナノマテリアルの毒性を細胞レベルで評価

するために、ゾウリムシを用いた細胞毒性試験を

行ってきた。本研究ではゾウリムシにおける安全基

準値を設定することを目的とし、今回は銀粒子(17 
nm・21 nm・28 nm)の細胞毒性について検討した。 
 

図１．平均粒子サイズの異なるAg粒子懸濁液（10 
μg/ml）中での生存曲線。◆：平均粒子サイズ17 
nm、■：21 nm、▲：28 nm。横軸の最大目盛りは

60分である。 
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