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ように植え継いだ。以降，テトラヒメナの濃度が5 × 
104～3 × 105 cells/mlに達したときに同様にして植え継

ぎ，これを13回継続した。得られた実験結果から，

テトラヒメナはその細胞体積に比例した自家蛍光

（赤色および緑色）をもち，観察されるテトラヒメ

ナの赤色蛍光強度は自家蛍光および細胞内大腸菌に

よる蛍光の和であるという仮定の下，テトラヒメナ

細胞内の大腸菌細胞数を推定した。 
 
[結果と考察] 1）テトラヒメナ１細胞あたりの平均

細胞内大腸菌数を，13回の植え継ぎ培養の各時点に

おいて求めたところ，植え継ぐにつれて増加し，培

養初期には平均約2細胞であったが，10回植え継ぎ以

降には平均約40細胞になっていた。テトラヒメナ細

胞内大腸菌数は，テトラヒメナの大腸菌捕食による

増加と，消化による減少の釣り合いであると考える

と，植え継ぐにつれてテトラヒメナの捕食能力が上

がったか，消化能力が下がったということが考えら

れる。また，テトラヒメナの取り込み大腸菌数の頻

度分布を取ると，植え継ぐにつれて幅が約10倍程度

に広がっていたことから，全てのテトラヒメナにお

いて細胞内大腸菌数が一様に増加したのではなく，

大きく増加したものからあまり増加しないものま

で，植え継ぎによる変化は個体間でばらつきがある

ことが判った。2）テトラヒメナの単位体積当たりの

取り込み大腸菌数をテトラヒメナ細胞の細胞体積を

用いて求めた。植え継ぐにつれて，細胞体積および

単位体積当たりの大腸菌数が共に上昇していた。し

かし，各時点での細胞体積と細胞内大腸菌数は相関

していなかった。これは，テトラヒメナが大腸菌を

取り込むことで細胞体積を上昇させたが，それ以上

にテトラヒメナが本来持つ細胞体積のばらつきの方

が大きいためと考えられる。 
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ミドリゾウリムシの細胞内共生クロレラは共生することで細胞壁が変化する 
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Changes in cell wall properties of symbiotic Chlorella during symbiosis  
in Paramecium bursaria 

Kimoko NISHIGAKI1, Rina MATSUMOTO1, Takuji YATO1 and Toshinobu SUZAKI2  
(1Hyogo Pref. Kobe High Sch., 2Dept. Biol., Grad. Sch., Sci., Kobe Univ) 

 
SUMMARY 

Morphological and chemical properties of the cell wall of the symbiotic Chlorella strain PB-SW1C1 were examined 
in either free-living cells or those re-infected into apo-symbiotic host cells of Paramecium bursaria PB-SW1. The cell 
wall  of  free-living Chlorella  stained with Calcofluor white  M2R, which is  a fluorescent  dye that  stains β-D-
glucopyranose polysaccharides. Cell walls of symbiotic Chlorella that had just been isolated by mechanically disrupting 
both the P. bursaria plasma membrane and the perialgal membrane with a microneedle, did not stain with Calcofluor. 
Thickness of the cell wall was the same whether the Chlorella was free-living or symbiotic, and was about 20 nm. The 
outer surface of the cell wall of the symbiotic Chlorella had a fluffy appearance, while that of the free-living Chlorella 
was smooth. These results indicate that the cell wall of Chlorella changes in both structure and chemical properties with 
the establishment of the Chlorella-Paramecium symbiosis. 

[目的] 細胞壁の主要な機能は細胞を外界から防御

し，構造的に補強することである。とするならば，

ミドリゾウリムシParamecium bursariaの細胞内に共

生しているクロレラには，細胞壁はもはや必要がな

いかもしれない。さらに，共生しているクロレラ

は，ホストのミドリゾウリムシの細胞質との間で，

さまざまな分子をやりとりしていることがわかって

いる1,2)。このような機能には，クロレラの細胞壁は

妨げになっているかもしれない。一方で，クロレラ

の最外層を構成する細胞壁は，細胞内共生の初期段

階でのクロレラ包膜（PV膜）へのリソソームの融合

を阻止したり，ミドリゾウリムシの細胞表層にクロ
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レラが定着したりする上で重要な役割を担っている

可能性も考えられる。そこで，共生クロレラの細胞

壁に着目し，その性質を，ホストから単離して培養

している状態（単離状態）とミドリゾウリムシに共

生している状態（共生状態）とで比較した。 
 

[方法] ドイツ産のミドリゾウリムシParamecium bur-
saria PB-SW1株に共生しているクロレラPB-SW1C1株
を単離・クローン化し，C培地にpeptone  (1  g/l)と
glucose (5 g/l)を添加した培地3)で培養した。ミドリゾ

ウリムシPB-SW1株と，それから共生クロレラを取り

除いた白化PB-SW1株は，Chlorogonium capillatumを

餌として用いた無菌二者培養法4)で培養した。クロレ

ラの細胞壁はグルコピラノース多糖類を認識するカ

ルコフロアCalcofluor white M2R水溶液（0.05%）で10
分間室温で染色し，その後Volvicで洗浄し，蛍光顕

微鏡で観察した。撮影した蛍光顕微鏡画像は，画像

解析ソフトScion Imageを用いて，一定の領域の画像

輝度を積算することで，蛍光強度の定量的解析を

行った。ミドリゾウリムシとクロレラは，常法に従

いグルタルアルデヒドと四酸化オスミウムの二重固

定を行い，Spurr樹脂に包埋した後，超薄切片を作成

し，透過型電子顕微鏡観察を行った。 
 

[結果] 単離状態のクロレラの細胞壁はカルコフロア

で強く染色されたが，ミドリゾウリムシに共生して

いるクロレラを細胞外に取り出した直後の状態で

は，染色性が約1/3に低下していた。ミドリゾウリム

シから取り出したクロレラは，ミドリゾウリムシの

細胞内でクロレラを包んでいたPV膜を全く保持して

いなかった。つまり，PV膜が残っていたためにクロ

レラの細胞壁がカルコフロアによって染まらなかっ

たのではなく，共生状態にあるクロレラの細胞壁の

成分が，単離状態とは異なっていることが示され

た。クロレラの細胞壁の厚さは，単離状態と共生状

態とで違いはなく，いずれの場合も約20 nmであっ

た。しかし，共生状態では細胞壁の外部に顕著な毛

羽立ち構造が認められた。すなわち，共生クロレラ

細胞壁表面の構造的性質も，細胞内共生に伴い変化

していることがわかった。 
 
[考察] ミドリゾウリムシに共生していたクロレラを

細胞外で培養したものについては，その細胞壁がカ

ルコフロア染色で染まるということは，過去にも報

告がある5)。しかし，共生状態のクロレラがカルコフ

ロアによって染色されるかどうかはこれまで調べら

れていなかった。今回の観察から，クロレラの細胞

壁を構成するカルコフロアに結合する成分が，細胞

内共生に伴い減少している可能性が示唆されたが，

カルコフロアがクロレラ細胞壁のどのような成分を

認識しているかはよくわからない。カルコフロアは

糖の一種であるβ-D-グルコピラノース多糖類（β-D-
glucopyranose polysaccharides）を特異的に染色する蛍

光色素である6)。主としてβ-1,4-Nアセチルグルコサ

ミン（GlcNAc）に対して結合する。たとえば，より

具体的には，GlcNAc-β-1,4-GlcNAc結合を認識するこ

とにより，キチンchitinなどと結合する7)。β-1,4結合

型のグルコピラノースの代表はセルロースであり，

カルコフロアはセルロースもよく染色する8)。一方，

レクチンの一種であるWGAはGlcNAcのβ-1,4結合重

合体に結合するとされ，生体内では菌類の細胞壁に

存在するキチンなどに結合する9)とされるが，WGA
とカルコフロアの染色部位は必ずしも一致しない9)。

いずれにしても，カルコフロアがクロレラの細胞表

層の何を染色しているのかは不確かであるが，細胞

内共生に伴いカルコフロアの染色性が低下するとい

う今回の観察結果は，カルコフロアの結合する物質

が細胞内共生の確立あるいは維持に何らかの役割を

果たしている可能性を示している。 
培養条件にあるミドリゾウリムシに共生していた

クロレラは，類似した自由生活種のクロレラ同様

に，約20 nmの厚さの細胞壁を持つことが報告されて

いる5)。一方で，自由生活性のクロレラの中には100 
nmにも達する厚さの細胞壁を持つものもある5)の

で，もしかしたら細胞壁の厚さと細胞内共生の可否

には関係性があるのかも知れないと考えた。少なく

とも，細胞壁の厚さが細胞内共生に伴ってどのよう

に変化するかは，これまでに調べられていなかっ

た。ただ，自由生活性のクロレラChlorella vulgarisで
は，独立栄養条件においても，炭素源としてグル

コースを加えた培地で生育させた場合でも，細胞壁

の厚さは一定であることが報告されていた10)。今回

の電顕観察から，細胞内共生に伴い，細胞壁の厚さ

が変化することはないということがわかった。しか

し，細胞壁の外表面構造には顕著な毛羽立ち構造が

認められた。この構造は，クロレラの細胞壁とPV膜

との連絡構造かも知れないし，あるいは共生状態の

細胞壁は，その構造が不安定になっていることを示

唆しているのかも知れない。いずれにしても，今

回，１）細胞壁へのカルコフロアの結合性が，共生

後に低下した，２）共生したクロレラの細胞壁に構

造的な変化が見られた，ということがわかった。こ

れらの結果は，クロレラの細胞壁の化学組成と構造

がミドリゾウリムシへの感染に伴い変化したことを

示した始めての報告となる。 
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Analyses of nuclear proteins and chromosome structure of ancestral dinoflagellates. 
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SUMMARY 

Dinoflagellates are one of the most famous groups of protozoa because of the unique characteristics of the nucleus. 
Their chromosomes are permanently condensed throughout the cell cycle and do not contain typical eukaryotic nuclear 
proteins such as histones. In addition, the typical eukaryotic chromatin structure, the so-called “beads-on-a-string appara-
tus”, cannot be observed in chromatin spreads made from isolated nuclei of dinoflagellates. Previously, dinoflagellates 
were considered to be the most primitive eukaryotes, and such a chromatin structure was regarded as a primitive feature 
of the eukaryotic nucleus. However, many molecular phylogenetic analyses have clearly shown that dinoflagellates re-
cently branched from the eukaryote linage, and that they secondarily lost the eukaryotic nuclear features. Previous stud-
ies have reported the presence of six major basic proteins of low molecular weight (14–17 kDa) and two higher molecu-
lar weight proteins (45 and 50 kDa) in core dinoflagellates. On the contrary, only one 23-kDa basic protein, namely 
Np23, was identified from the ancestral dinoflagellate Oxyrrhis marina. Np23 was reported to be localized in the chro-
mosome-like structures in the nucleus, but there was no further characterization. In this study, to elucidate the molecular 
architecture of the dinoflagellate chromosome, we focused on the relationship between Np23 chromosomal protein and 
DNA in O. marina. 
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[背景] 遺伝子とは，細胞が生命活動を営むために必

要な要素の設計図であり，細胞の核は，それら様々

な設計図を収める引き出しと言える。設計図である

遺伝子は，状況に応じて高度に制御され発現してい

る。この遺伝子の制御へ深く関わるタンパク質がヒ

ストンタンパク質ファミリーである。また，ヒスト

ンタンパク質ファミリーは，遺伝子発現の制御のみ

ならず，染色体の基本構造であるクロマチンを形成

するタンパク質でもある。また，ヒストンタンパク

質と相似なアミノ酸配列を持つ塩基性タンパク質が

原核生物である古細菌から発見されているが，これ

らの塩基性タンパク質もDNAと結合し，原核生物の

ヌクレオスーム様の構造形成へ関与している。これ

らの事実は，ヒストンタンパク質が真核生物の出現

より以前から存在し，細胞の生命活動に常に深くか

かわってきた事を強く示唆している。しかし，渦鞭

毛虫はこのヒストンタンパク質を持たない，唯一の

例外的な真核生物である。 
 原生動物渦鞭毛虫は，二次的にヒストンタンパク

質を喪失したと考えられており，その染色体はヒス

トンタンパク質と異なる塩基性タンパク質による独

自のヌクレオソーム構造によって形成され，細胞周

期全体を通して常に凝縮する。コア渦鞭毛虫の場

合，少なくとも約14—17 kDaの低分子塩基性核タンパ

ク質6種類と，約45 kDaと50 kDaの高分子核タンパク

質2種類が確認され1)，塩基性低分子核タンパク質 
(HCc2) が二量体を形成してDNAと結合し，DNAを高

度に凝集する事が明らかにされている2)。一方，代表

的な祖先的渦鞭毛虫であるオキシリス (Oxyrrhis ma-
rina) では，約23 kDaの塩基性タンパク質 (Np23) が核

で多量に存在し，染色体と考えられる核内構造物内

部に局在している事が明らかになっている3)。しか

し，オキシリスのNp23に関する報告はこの後に発表

されていない。 
 本研究は，祖先的渦鞭毛虫であるオキシリスの核

タンパク質を同定し，その染色体構造の解明をめざ

す。また，この研究は，真核生物でユニークな渦鞭

毛虫出現へ至る進化のイベントを解き明かす事が最

終的な目標である。 
 
[材料と方法] オキシリスは，f/2 培養液を用いて，

緑藻  (Dunlriella tertiolecta)  を餌として与え培養し

た。オキシリスの核は以下の手順にて単離した。

1000 gで5分の遠心にて収集した細胞は，核単離緩衝


