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SUMMARY 
 We developed a cloning method for Tetrahymena cells using fluorescence activated cell sorting (FACS). This 
new cloning method can isolate mutants due to the phenotype (using size, fluoresce intensity, etc.) quantitatively and 
achieve a high through-put. We previously developed a chemically defined medium (CDM mini15) that was modified 
from the CDM of Szablewski et al (1991). In this study, we found that Tetrahymena cells could proliferate from 10 cells/
ml (= 1 cell/100 µl) in CDM mini15 containing BSA. By supplementing CDM mini15 with BSA, we can isolate single 
mutant cells based on their nutritional requirements. We tried to sort single cells into a broth medium of PPYG and CDM 
mini15 with BSA, and divide it over 96-well plates. The percentage of wells in which surviving cells were found were 
93% and 44%, respectively.  

[目的] テトラヒメナ細胞をクローニングする際は、

顕微鏡下でピペットによる単離あるいは希釈してマ

ルチウェルプレートへ分注するという方法が行われ

ている 1, 2。本研究ではテトラヒメナのクローニング

にセルソーターを用いることを検討した。セルソー

ターを用いることによってテトラヒメナ細胞のク

ローニングはハイスループット化することができ、

また、目的とする表現型（サイズや蛍光強度）を

持った細胞をクローン化することが可能になると期

待される。つまり、セルソーターを使えば、表現型

を量的に評価した細胞を選ぶことができる。クロー

ニングを完全合成培地で行うことができれば、栄養

要求性などの情報を得ることができて有用である。

しかしながら、完全合成培地でテトラヒメナを低密

度から増殖させることは一般に困難である。そこ

で、本研究では 1 細胞（密度としては 10 細胞/ml）
から増殖することのできる完全合成培地を開発し、

これを使ってクローニングすることを検討した。 
 
[方法] テトラヒメナ（Tetrahymena  thermophila）
SB210 系統を使用した。1 細胞（密度としては 10 細

胞/ml）から増殖することのできる完全合成培地の開

発には、完全合成培地 3 を改変した培地（以下

mini15）（Kashiwagi  未 発 表）に Christensen  と 
Rasmussen4 が示唆した BSA の添加を検討した。セル

ソーターを使用した解析には mini15 で 30℃、静置で

１日培養し、対数増殖期の培養液を遠心して培地を

除去し、Tris バッファ（pH7.4）で置換した細胞溶液

を供試した。テトラヒメナはセルソーター FACSAria
（BD）で通常使用される細胞よりも非常に大きいた

め、FACS は独自にカスタマイズしたフローモード

で使用した。ドロップディレイ調整も細胞サイズが

大きいため、通常の Accudrop ビーズによる調整では

うまくいかず、微調整を要した。クローニング効率

の測定には 96 穴プレート（Nunc nunclon Δsurface）
に PPYG（proteose peptone 0.4%, yeast extract 0.2%, 
glucose 1.0%）または mini15 を 100µl あらかじめ入れ

ておき（mini15 の場合は BSA を添加）、そこへ 1 細

胞ずつソーティングした。ソーティングしたウェル

をソーティング直後とその後毎日顕微鏡観察し、細

胞が増殖しているウェルを数え、生細胞が存在する

ウェルをクローニング成功とした。 
 
[結果と考察] BSA を mini15 へ添加することによっ

て、10 細胞/ml の密度からでも増させることができ

た。つまり、96 穴プレートのウェルに 100 µl の培地

を入れた場合に 1 細胞から増殖できる計算になる。

しかしながら、BSA はアミノ酸から成るため、添加

した BSA がアミノ酸源として機能する場合、アミノ

酸要求性をもとにテトラヒメナのクローニングがで

きないことになる。これについて調べたところ、

BSA の添加によってアミノ酸成分が相補されること

はなかった。以上からテトラヒメナのアミノ酸要求

性を調べることのできる培地組成が明らかになっ

た。次にこの培地を使い、FACS によってクローニ

ングができるかどうか調べた。今回は FSC-SSC 平面

に表示された全テトラヒメナ集団をターゲットとし

て 1 細胞／ウェルとなるようにソーティングした。

ソーティング直後にウェルを観察すると、２細胞以

上存在するウェルはなかった。７日目には PPYG を

入れたウェルでは 96 個のウェルのうち 93％のウェ

ルで細胞の増殖が観察された。一方、完全合成培地

mini15 を入れたウェルでは 96 個のウェルのうち増殖

の観察されたウェルは皆無であったが、BSA を添加

した mini15 を入れたウェルでは 96 個のウェルのう

ち 44％のウェルで細胞の増殖が観察された。以上の
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Bioinformatics Engineering, Graduate School of Information Science and Technology, Osaka 
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Life Sciences, Hirosaki University, 4Complex Systems Biology Project, ERATO, JST) 
 
SUMMARY 
 In a co-culture of Tetrahymena thermophila and Escherichia coli that expresses RFP, we can observe not only 
fluctuations of population but also phenotypic variations of each organism. In order to observe the phenotypic variation 
in the co-culture system, we analyzed the co-culture using a flow cytometer, which allowed us to measure parameters of 
forward scatter, side scatter and fluorescence of single cells. As a result, we found that the distribution of the 
Tetrahymena population, especially based on data from red fluorescence, varied more in co-culture than in single-culture. 
We guess this variation results from the fact that Tetrahymena preyed on E.coli.  Cell sorting and microscopic 
observation may allow us to confirm this. We suggest that flow cytometrical analysis can be a powerful tool to elucidate 
the multi-variate dynamics of a co-culture system.  

[目的] 細胞内共生説によると葉緑体やミトコンドリ

アは宿主細胞が取り込んだ細菌類が細胞内共生を経

てオルガネラ化したものであると言われているが、

既に細胞内共生関係にある生物の例は報告されてい

る 1,2 ものの、独立した生物がどのような過程を経て

細胞内共生に至るかを実験的に解明した例はない。

これを明らかにするひとつの方法として、自然界で

共生関係に無く、一方が他方を取り込むことができ

る 2 種の生物を共培養し、どのようにそれぞれの生

物が変化していくかを観察することが有効であると

考えた。生物の共培養系を個体数の変化の側面だけ

から調べた例は過去に報告されているが 3、実際は同

種の生物でも体の大きさなど形質は個体によって

様々である。このばらつきが共培養においてどのよ

うに変化していくのかを理解するため、集団平均で

はなく１細胞ごとに形質を観察できるフローサイト

メーターを使用することにした。本研究では、捕食

性の原生動物であるテトラヒメナとその被食者とし

て大腸菌(赤色蛍光タンパクを発現している)の 2 種の

生物を共培養し、生物細胞一つ一つの大きさ、内部

構造の複雑さ、GEP 蛍光強度、RFP 蛍光強度（機器

上それぞれ FS,FL1,FL2,FL3 の値として取得される）

を高速で測定できるフローサイトメーターを用い

て、テトラヒメナと大腸菌の共培養の集団がどのよ

うに測定できるかの基礎知見を得ることを目的とし

た。 
 
[材料と方法] テトラヒメナ（Tetrahymena thermo-
phila）SB210 株とテトラヒメナの捕食対象として、

IPTG に よ り RFP 合 成 が 誘 導 さ れ る 大 腸 菌

（Escherichia coli）OSU11ΔglnA 株、これら 2 種をテ

トラヒメナの最少培地 CDM4 を改変した培地

（Kashiwagi 未発表）に IPTG（100 μM）とグルタミ

ン（10  μM）を加え、30℃と 37℃で共培養し、フ

ローサイトメーター FC500（Beckman Coulter）で培

養後毎日 5 日間測定した。測定条件を(HV,Gain)；
FS=(0,1)、FL1=(500,1)、FL2=(500,1)、FL3=(500,1) そ

してディスクリミネーション； FL1=1 と設定した。

488 nm のレーザーで励起し、FL1 は 488 nm、FL2 は

525 nm、FL3 は 620 nm のバンドパスフィルタを通し

て取得した。気泡によるノイズをデータから省くた

め、サンプル測定開始後 30 秒で再開始し、その後

120 秒で測定終了とした。試料調製は 5ml Polystyrene 
Round-Bottom Tube(FALCON)に全量が 400 μl になる

ように、テトラヒメナ細胞をセルソーターによって

PPYG および完全合成培地を利用してクローニング

できることが示唆された。 
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