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農耕地土壌に由来する繊毛虫の同一個体を用いた顕微鏡観察と 

DNA 抽出法の確立 
嶋谷 智佳子，橋本 知義（九州沖縄農業研究センター） 

A new protocol to extract the DNA from one soil ciliate that has been identified under 
the microscope  

Chikako SHIMAYA and Tomoyoshi HASHIMOTO (National Agricultural Research Center for 
Kyusyu Okinawa Region) 

 
SUMMARY 
 We established a new protocol that allows DNA extraction from one specimen of a soil ciliate that has been 
observed under the microscope. In this method, we first observed and identified a single soil ciliate in a drop of sterilized 
water on a glass slide under a microscope. When the water had almost dried, the soil ciliate was crushed with a piece of 
filter paper (1.5 mm × 1.5 mm). The piece of filter paper that contained the soil ciliate remains was then immediately 
placed into a PCR buffer and used as the DNA template. A suitable condition was determined to identify the soil ciliate’s 
species. The species identified through DNA analysis was the same as the forms observed under the microscope.  

[目的] 農耕地土壌に由来する繊毛虫は、温度や水分

などの環境の変化ですぐに死滅してしまい、系統培

養も困難である。そのため、繊毛虫１個体を顕微鏡

観察した後に、その同一個体から DNA を抽出して、

増殖が阻害され，結果として検出できない恐れもあ

る。 
 そこで今回は，組成の異なる培養液ごとに検出さ

れる種数・種組成にどのような違いがあるか。さら

に，同量のサンプルを１つの培養器で培養した場合

と複数の培養器に小分けして培養した場合とで検出

種数の比較を行なった。 
 
[材料と方法] 使用したサンプルは，須川高原温泉

（岩手県一関市）前の道路脇の土 約 50 μg，千沼ケ

原（岩手県雫石町）にある池塘の水垢 約 50 μl，沼

原湿原（栃木県那須塩原市）の木道脇の水垢 約 5 μl
の３点である。各々を４種の培養液，A ～ D 各 50 
ml（A:  KCM+10  μg/ml  CaCl2,  B:  KCM+10  μg/ml 
CaCl2+0.1EM, C:  KCM+HP, D:  KCM+HP+0.1EM ； 

KCM: 8 μg/ml KCl, 10 μg/ml CaCl2, 25 μg/ml MgSO4・

7H2O，HP: HypoNex 0.02% (v/v)，0.1EM: 0.2 mg/ml 
Trypton, 0.1 mg/ml Proteose peptone, 0.2 mg/ml Yeast 
extract, 0.1mg/ml Sodium acetate, 1 μg/ml CaCl2）に加

えて撹拌した後，25 ml を平底容器（容量 50 ml）
に，残りの 25 ml を 24 穴の培養器に分注して約１ヶ

月間，室温 23℃，蛍光灯下で培養した。 
 
[結果と考察] 24 穴培養器に分注して培養した試料

から観察された原生生物の種数は，同量を１つの培

養器にまとめて培養した場合に比べて平均で約３倍

多かった。同一サンプル中に複数種が混在している

場合，捕食や他の生物が出す有害物質等の影響で生

育が阻害され検出種数が減ったことが示唆される。 

 須川高原温泉の土からは培養液 B,C,D において土

壌アメーバの一種，Acanthamoeba が，また，培養液

C でのみ緑藻類の一種，Chlorococcum が検出され

た。一方，千沼ケ原と沼原湿原の水垢からは採集直

後の直接観察では見つからなかった Scenedesmus（複

数種）や Chlorococcum が多く検出された。逆に採集

直後に観察された種は，１，２種を除いてほとんど

が検出されなかった。今回用いた培養液の中で検出

種数がもっとも多かったのは，培養液 C，すなわち

塩溶液に液肥を少量加えたものだったが，これは２

つの水垢サンプルにはもともと緑藻類が多く生息し

ていたためと思われる。一方，液肥の有無に関わら

ず，0.1EM を加えて富栄養にすると検出される種数

が減少した。富栄養条件では増殖した細菌類が出す

有害物質により緑藻類等の増殖が阻害されたためだ

ろう。 
 一方，鞭毛虫，肉質虫，繊毛虫等の従属栄養生物

は，いずれのサンプルでもあまり観察されなかっ

た。従属栄養生物は増殖が早いので実験開始から１

週間後，半月後にも途中経過を観察したが，１ヶ月

後と違いはなかった。今回のサンプルにはもともと

従属栄養生物があまりいなかったか，あるいは，用

いた培養液ではうまく増えなかったかのいずれかが

原因であろう。今後は培養液の組成を変えて，より

多種類の原生生物が検出できる条件を探りたい。 
 本研究は（財）日本宇宙フォーラムが推進してい

る「宇宙環境利用に関する地上研究公募」プロジェ

クトの一環として行ったものである。 
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ローランドゴリラ Gorilla gorilla gorilla から検出された Troglodytella 
abrassarti (エントディニオモルファ目トログロディテラ科)の形態学的観察 
常盤 俊大 1，Klara Petrzelkova2，David Modrý2，伊藤 章 3，今井 壯一 1（1日獣大獣医寄生

虫，2University of Veterinary and Pharmaceutical Science Brno，3おおくさ動物病院 ） 

Morphological observations of Troglodytella abrassarti (Entodiniomorphida, 
Troglodytellidae) from the lowland gorilla (Gorilla gorilla gorilla) 

Toshihiro TOKIWA1, Klara PETRZELKOVA2 , David MODRÝ2, Akira ITO3 and Soichi IMAI3 
(1Nippon Vet. Life Sci. Univ., 2Univ. of Vet. and Pharm. Sci. Brno, 3Ookusa Animal Clinic) 

 
SUMMARY 
 The ciliates belonging to the family Troglodytellidae, a member of the order Entodiniomorphida which are 
largely found in the alimentary tracts of hooted animals, inhabit the large intestine of gorillas. This ciliate family is 
peculiar to the primates, but its phylogenetical position in the order Entodiniomorphida remains unclear. We examined 
the morphological characteristics of troglodytellid ciliates obtained from fecal specimens of the lowland gorilla using the 
light and scanning electron microscope. All of the ciliates present in the specimens could be identified as T. abrassarti. 
The buccal infraciliary bands of T. abrassarti were revealed using the pyridinated silver carbonate impregnation method. 
We found that these bands were composed of three parts: adoral polybrachykinety, perivestibular polybrachykinety and 
paralabial kineties. We did not find a ciliary band on the vestibulum. The morphological characteristics of the infraciliary 

そのまま PCR（Polymerase Chain Reaction）のための

鋳型として用いることは極めて有用な方法である。

原生動物をうまく破砕し、PCR の鋳型となる DNA
を抽出することができれば、培養が困難な原生動物

でも塩基配列を解析することが可能になる。線虫で

は、１頭から DNA を抽出し、塩基配列を解析して生

物種を同定している。そこで、本研究では、線虫の

方法（Iwahori et al., 2000.、 Saeki et al., 2003）を改良

し、１個体の繊毛虫を用いての顕微鏡観察と DNA 抽

出法を検討した。 
 
[材料と方法] 土壌試料として、環境保全型農業推進

地帯の有機物長期連用畑圃場の表層土を 2006 年 5 月

に採取し、低温保存したものを実験に供した。この

土壌をバクテリア（Enterobacter aerogenes）を含んだ

レタス浸出液に入れ、遊泳してきた繊毛虫１個体を

実体顕微鏡下でガラスピペットを用いて単離し、ス

ライドグラス上に乗せ、生細胞の動画を撮影して保

存した。PCR には、真核生物ユニバーサル・プライ

マーセット（EU1F ： 5’-GAAACTGCGAATGGCTCATT
と EU929R ： 5’-TTGGCAAATGCTTTCGC）および繊毛

虫に特異的なプライマーセット（CS322F ： 5’-
GATGGTAGTGTATTGGAC と EU929R)（Puitika  et  al., 
2007）を用いた。得られた PCR 産物は、Invisorb 
Spin PCRapid Kit（Invitek 社製）で精製し、塩基配列

の解析を行った。 
 
[結果と考察] 顕微鏡観察した後の繊毛虫１個体から

の DNA 抽出法を検討した結果、下記の方法で DNA
抽出効率が高まった。実体顕微鏡下で観察しながら

水分が蒸発して繊毛虫のみが残るまで待ち、水分が

なくなってきたら、約 1.5  mm 角に切ったろ紙

（no.131; ADVANTEC 社製）をピンセットでつまん

で繊毛虫の上に載せ、ピンセットの先で強く押しつ

ぶした。スライドグラスに残る繊毛虫の残渣をろ紙

で拭き取った後、滅菌水５μl をあらかじめ入れてお

いた PCR 用チューブにそのままピンセットでろ紙を

移した。そこへ緩衝液（10mM Tris-HCl pH 8.0）４μl
とプロテイネース K を 0.1 μg 加えて、60℃で１時間

処理した後、95℃で 10 分加熱し、最後に-70℃で 30
分、または-20℃で１時間以上凍結させ、PCR のため

の鋳型とした。室温に戻してから PCR 反応を行った

ところ、真核生物ユニバーサル・プライマーセット

および繊毛虫に特異的なプライマーセットで増幅し

た。その PCR 産物の塩基配列の解析を行った結果、

動画データにより形態で同定した種名と塩基配列か

ら同定した種名が一致した。したがって、繊毛虫の

同一個体から顕微鏡観察と DNA 抽出の両方を行う方

法を確立することができた。 
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