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SUMMARY 

We have developed a new method that enables us to use a microscope to conduct continuous observation of living 
motile ciliate cells at single-cell level. Direct information on timescales or individual differences, which are obscured by 
the ensemble-averaging inherent in conventional observation, can be obtained, and synchronization of the cell cycle in a 
population is not required. Indirect observations of the intracellular organelle dynamics have been made on chemically 
fixed cells of motile ciliates in conventional studies. Continuous observations of individual cells have been impossible, 
and only snapshot information or the ensemble-average of the population could be obtained. So to observe living motile 
ciliates at single-cell level, we constructed a new system using a microchamber made of polydimethylsiloxane (PDMS). 
The device can confine a single ciliate cell in each microwell, restricting the area it can swim around to within the micro-
scopic field. In this study, we used Tetrahymena thermophila and we confirmed that T. thermophila showed stable expo-
nential growth independent of the size of the microwell in a range from 200μm to 4mm diameter. Moreover, the genera-
tion time of T. thermophila could be measured. There was very little variance in generation time in T. thermophila grow-
ing in the microchamber.  
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[目的] 本研究は，運動性原生生物である繊毛虫の新

たな観察培養技術の開発を目的とした。この技術は

１細胞レベルで生きたまま顕微鏡下での連続観察を

可能にする。この計測の利点には，タイムスケール

の情報が得られる，集団平均化によって個体差の情

報がぼやけることが無い，集団の細胞周期を同期さ

せる必要が無い，などが挙げられる1。 
従来，繊毛虫の分裂や細胞内小器官の動態観察は，

主に細胞を固定して行われてきた。この手法では同

一細胞の連続観察が不可能であり，スナップショッ

トや集団平均の情報しか得ることができない。その

困難の原因は細胞の運動性の高さである。そこで

我々は，Polydimethylsiloxane (PDMS)で形成したマイ

クロチャンバー中に細胞を維持し観察するシステム

を実現した。今回我々が開発したシステムの使用に

より，細胞分裂や接合の経時変化の観察，ゾウリム

シがクロレラを取り込み共生関係に至る様子の観

察，細胞間での表現型のばらつきの観察などが可能

になり，今後の原生生物の研究に大きな貢献ができ

ると考えられる。本研究では合成培地かつ最少培地

が確立されており培養が容易なモデル生物である

Tetrahymena thermophilaを使用し，上記の目的の前段

階としてどの程度増殖できるのか，そして世代時間

の１細胞計測を行った。 
 
[方法] T. thermophilaは，PPYG-Fe培地2,3（0.4% Pro-
tease Peptone, 0.2% Yeast extract, 1.0% Glucose, 33 µM 
FeCl36H2O）と市販の培養フラスコを用い，30oCで日

常的に維持培養した。実験では初期濃度1 × 104 cells/
mlで１日培養し，指数増殖期にあるものを使用し

た。遠心して回収後，フレッシュなPPYG-Fe培地で

再希釈して使用した。PDMSマイクロチャンバー

は，直径数100 µmから数mm，深さ50 µmのウェルを

持つPDMSウェル部とそれを蓋する形態で細胞を閉

じ込めるためのカバーガラス，そしてそれらを保持

するための治具から成る。ほぼ１ウェル当たり１細

胞が入るようにセットし，倒立型顕微鏡下で培養観

察を行った。顕微鏡下では環境の温度は30°Cに保た

れた。ソフトウェアで制御されたCCDカメラにより

画像を自動取得し，任意の時間間隔で長時間にわた

る経時観察を行った。 
 
[結果と考察] ウェルサイズが200 µmから4 mmのマ

イクロチャンバーを使用した培養において，安定し

て指数増殖することが確認された。フラスコで培養

した場合，定常期の細胞濃度は約5 × 105 cells/mlであ
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るが，このマイクロチャンバーにおいてもウェル内

の細胞濃度が約5 × 105cells/mlに達するまで増殖する

ことが確認できた。特に，200 µm及び400 µmのウェ

ルでは1 cell/ウェルであってもその濃度は1 × 105 cells/
mlを超え，フラスコ内では定常期に差し掛かる濃度

に相当する。しかしながら，その状態からさらに3，
4度の分裂が観察され，濃度的には106 cells/mlにまで

増殖した。これは，細胞をチャンバーに閉じ込めた

直後の培地はまだ栄養分が消費されておらず，その

ため5 × 105 cells/mlを超える濃度まで増殖できたから

ではないかと考えている。したがって，常にフレッ

シュな培地を供給して連続培養を行うことができれ

ばより高い細胞濃度まで増殖期を維持することがで

きるのではないかと予測している。 
また，より短い時間間隔で経時観察を行うことによ

り，T. thermophilaの世代時間を計測することができ

た。閉じ込めた後，1度分裂した細胞が2度目の分裂

をするまでの時間を観察することにより，T. thermo-
philaの世代時間を１細胞レベルで調べることが出来

た。直径800 µmのウェルを使用して本研究での実験

条件下で観察を行うと，1度目の分裂から2度目の分

裂までの時間は150±12分 (n=4)，2度目から3度目の分

裂までの時間は225±25分 (n=8)であることが分かっ

た。つまり世代時間は10%程度しかゆらがない。こ

れはバクテリアなどに比べて非常に強く細胞周期を

制御する機構が働いていることを示唆する。1度目の

分裂から2度目の分裂より，2度目の分裂から3度目の

分裂の方が長い世代時間になっている。これは定常

期の濃度近くまで細胞が増えたこと，もしくは消費

により養分が減少したことによると考えられる。

よってこのことは，マイクロチャンバーの構造を培

地交換ができるように変更することによって調べる

ことが出来ると考えている。 
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SUMMARY 

The Gram-negative bacterium Holospora obtusa is a macronucleus-specific symbiont of the ciliate Paramecium cau-
datum. In the host macronucleus, H. obtusa interacts with the macronuclear chromatin. Gel-overlay blotting with a 
monoclonal antibody specific for the outer membrane of H. obtusa demonstrated that macronuclear proteins, including 
histone H4, adhered to the outer membrane. Immunoblot with a monoclonal antibody specific for histone H4 of P. cau-
datum showed that the H4 molecules were present not only on the outside of the bacteria but also inside H. obtusa. Fur-
thermore, the amount of the intrinsic H4 proteins per cell was almost the same in all stages of the bacterial life cycle. In-
direct immunofluorescence microscopy showed that histone H4 is localized inside the outer membrane or periplasm of 
the bacterium. In contrast, histone H2B-YFP was not present inside the bacteria. These results indicate that H. obtusa im-
ports histone H4, but not histone H2B, selectively from the host nucleus and that an unknown function of the imported 
H4 may be responsible for the macronucleus-specific habitat of this bacterium.  

[目的] 繊毛虫Paramecium caudatumの大核特異的共

生細菌Holospora obtusaは生活環の中に増殖型と感染

型という異なる形態を持つ。増殖型の細胞外膜は宿

主大核クロマチンと高い親和性を持ち，表面に多数

の核内物質が結合している1）。また，感染型も宿主

核タンパク質と結合するタンパク質を持つことが報

告されている2）。更に，ヒストンH3とH4を含む複数

の宿主核タンパク質が，増殖型と感染型双方の細胞

外膜と結合することが明らかになった。この現象は

H. obtusaの宿主大核内における安定化と維持に，役

割を果たすと考えられる。本研究では，宿主ヒスト

ンH4特異的モノクローナル抗体MA-13を用いて，ヒ

ストンH4とH. obtusaとの相互作用を調べた。また，

ヒストンH2B-YFP形質転換体3）を用いて，H. obtusa


