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SUMMARY 
 After conjugation or autogamy in Paramecium tetraurelia, cumulative cell divisions result in the decrease of the 
fission rate and, eventually, in clonal death. The life span of P. tetraurelia is known to be about 200 fissions after 
autogamy. The clock for counting the number of fissions (i.e.  clonal age) may lie in the chromosome of the 
macronucleus. To analyze whether clonal age is memorized in the macronucleus, we injected extracted macronuclear 
DNA of young cells into aged cells that were at S-phase. The cells that were injected with the DNA expressed the marker 
gene. However, the cells did not recover in fission rate nor prolong their life span. This result suggests that the clock is 
not located in the DNA, though that possibility cannot be completely ruled out.  

対する競合糖を加えインキュベーションした後に、

レクチン染色を行った。 
 
[結果] Con A で染色した場合、細胞全体に、ムコシ

ストに似た細胞小器官に蛍光が観察された。この蛍

光は、すべてのステージで観察されたが、集合期や

接着期に最も多く、分泌期、上昇期と子実体形成が

進むにつれて、細胞内の蛍光の数は減少した。そし

て、上昇期の細胞では、蛍光が観察されないものも

あった。WGA で染色した時、集合前の細胞（0, 6 
h）は、口部で顕著な蛍光を示した。この蛍光は、集

合後の細胞では観察されなかった。一方、集合後の

細胞は、細胞質全体に小さなドット状の粒子が観察

された。繊毛は、WGA によってすべての時期で染色

された。他のレクチンを使用した場合、細胞は染色

されなかった。  
 
[考察] 今回、Con A と WGA でしか蛍光が観察され

なかったことから、Sorogena の子実体形成には、他

のレクチンが認識する、N-アセチルガラクトサミ

ン、フコース、ガラクトースを含む糖鎖ではなく、

Con A が認識するマンノースやグルコース、WGA が

認識する N-アセチルグルコサミンやシアル酸を含む

糖鎖を主に使用していると考えられる。今回染色さ

れた糖鎖は、マンノースと N アセチルグルコサミン

から構成されるハイマンノース型 N-グリカン、主に

アセチルグルコサミンからなるプロテオグリカンの

一種である可能性が考えられる。Con A によって観

察された蛍光の数の減少は、この物質が細胞外へ分

泌され、粘液物質や柄物質として働いているためと

考えられる。また、WGA で観察された、口部蛍光の

減少は、おそらく、飢餓やシスト化に向けた口部の

退化を示しているのだろう。細胞内の小さなドッド

状のパターンは、集合後から見られたが、何らかの

細胞状態の変化を表していると考えられる。また、

観察した全時期で、繊毛に対するレクチン染色パ

ターンは変化せず、子実体形成に繊毛は関与してい

ないと考えられる。 
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[目的] ゾウリムシでは細胞分裂を繰り返すと加齢が

進み、分裂率が低下して最終的にはクローン死が起

こる(Sonneborn, 1954)。Paramecium tetraurelia  の場

合、有性生殖からクローン死までの寿命の長さはお

よそ 200 分裂と言われており(Sonneborn, 1954)、寿命

の短くなる遺伝子が、高木ら（Takagi,  Y.,et  al., 
1989）によって発見されている。また、ゾウリムシ

の寿命と分裂速度は大核の age に依存していること

がわかっている。 
 これらの結果から、加齢は大核中の遺伝子によっ
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SUMMARY 

 Resting cyst formation in Colpoda cucullus is caused by an increase in external Ca2+ or by overpopulation of 
Colpoda. This study aimed to elucidate whether encystment is mediated by the interaction of external Ca2+ with certain 
receptors located on the cell surface, or by Ca2+-binding proteins that are activated by the Ca2+ flowing into the 
cytoplasm. We found that adding calcium channel blockers (Cd2+, La3+, Ni2+), EGTA and BAPTA in the surrounding 
medium suppressed Ca2+-induced encystment, while adding the calcium ionophore A23187 tended to promote Ca2+-
induced encystment. We also found that overpopulation-mediated encystment was also suppressed by EGTA and 
BAPTA. These results suggest that an increase of external Ca2+ or overpopulation of Colpoda cells may elicit an inflow 

て支配されていることが予測されるが、細胞分裂回

数を記録する機構はまだ明らかではない。加齢に伴

う現象としては、細胞分裂率の低下の他に、オート

ガミー（自家生殖）の未熟期が知られている。P. 
tetraurelia  では、有性生殖（接合またはオートガ

ミー）後の一定期間（特定培養条件下で 15 ～ 25 分

裂）の間、オートガミーの出来ない時期（オートガ

ミー未熟期）がある。 
 この未熟期の長さが大核ＤＮＡの複製回数によっ

て数えられていることは、大核の部分除去という手

法で明らかにされた(Mikami and Koizumi, 1983)。し

かし加齢に伴う分裂率の低下という現象が、大核の

ＤＮＡ合成回数に依存しているかどうかについて

は、まだ直接的な証拠がない。若い細胞の大核核質

を老化した細胞の大核に入れてやると若返りが起こ

ることから、大核の DNA あるいは核タンパク質に加

齢を数え、記録する場所があると考えられる(Yusa, 
R.,et al., 2007)。 
 本研究では、細胞分裂回数を記録する機構が大核

の DNA 上にあるのか、それとも核タンパクの修飾な

のかを明らかにするために、P. tetraurelia の老化細胞

の大核に若い細胞の大核の DNA を注射し、寿命と分

裂速度がどのように変化するかを調べた。 
 
[材料と方法] 株は P. tetraurelia の stock51(+/+)とト

リコシストを発射できない突然変異遺伝子 nd をホモ

に持つ d4-84(nd/nd)を使用した。単離培養にはデプ

レッションスライドグラスを使用し、培養温度は恒

温機の中で常に 27℃を保つようにした。レタス培養

(Hiwatashi, 1968)を用い、1 穴につき培養液を 0.75ml 
使用し、単離するごとに新しい液に交換していっ

た。単離から 24±2 時間後の細胞が何分裂したかをは

かり、一日の分裂回数とした。マイクロインジェク

ション法で、stock51 のオートガミー後約 10 回分裂

の DNA をそれぞれ株 d4-84 のオートガミー後約 110
回分裂の細胞の、S 期の大核内に入れ、手術細胞の

表現型、一日の分裂回数、及び寿命がどのように変

わるかを観察した。注射した総 DNA 量は約 5-6 pg で

ある。DNA の抽出にはフェノール・クロロフォルム

法を用いた。 
 
[結果と考察] 総分裂回数が約 10 回の若い細胞の

DNA を TE に溶解させたもの（DNA 濃度 1.106 mg/
μl）を総分裂回数約 110 回の老化した大核に移植し

たところ、分裂速度の回復や寿命の延びはみられな

かった。これらのことから、細胞分裂回数の記憶

は、ＤＮＡの複製回数として、DNA 上ではなく染色

体の核タンパク質上に記録されている可能性があ

る。今後は抽出した核タンパク質の大核への注射に

よる影響を調べる必要があるが、その前段階とし

て、老化した分離大核の凍結融解液を作り、若い細

胞へ注射する実験を進め、その効果を調べている。 
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