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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。 
 
[文献] 

1) Nam S. et al. (2007) Lab on Chip, 7: 638-640. 
2) Conner R.L. (1964) J. Protozool, 11: 486-491. 
3) Austin L. et al. (1969) J. Nutrition, 99: 379-386. 

Jpn. J. Protozool. Vol. 42, No. 1.  (2009) 

ゾウリムシの大核特異共生細菌ホロスポラ・オブツサと 
宿主の大核ヒストンとの相互作用 

村上 崇史，藤島 政博（山口大・院理工・環境共生系） 

 

Interaction between the macronucleus-specific bacterium Holospora obtusa and the 
macronuclear histones of the host Paramecium caudatum 

Takashi MURAKAMI and Masahiro FUJISHIMA  
(Dept. Env. Sci. and Eng., Grad. Sch. of Sci. and Eng., Yamaguchi Univ.) 

 
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
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に対するH2Bの性質をH4と比較した。 
 
[材料と方法] P. caudatumのRB-1 s58a2株 (接合型

E4)，H2B-YFP形質転換体，及びH. obtusaのF1株を用

いた。 
 H. obtusaの細胞外膜と結合する宿主核タンパク質

の検出は，宿主単離核のSDS-PAGE後の転写膜を増

殖型及び感染型H. obtusaの超音波破砕ホモジネート

の遠心上清で処理し，H. obtusaの細胞外膜特異的モ

ノクローナル抗体IR4-1を用いたGel-overlay blottingで
行った。 

一次抗体としてMA-13抗体を用いたイムノブロッ

トと間接蛍光抗体法でH. obtusaとヒストンH4の相互

作用を調べた。間接蛍光抗体法では，単離したH. ob-
tusaを風乾し，カルノア固定液で固定後，20  mM 
NaOHで2.5分処理したものと，未処理のものをそれ

ぞれ試料として用いた。 
生細胞内におけるH. obtusaとヒストンH2Bの関係

を調べるため，H2B-YFP形質転換体に対して感染型

を1：100の細胞数の割合で混合して再感染させ，15
分後に15 μmナイロンメッシュで濾過した後，ドリル

の液で細胞を洗浄して外液の感染型を除去し，蛍光

顕微鏡を用いて経時的に観察した。 
 
[結果と考察] Gel-overlay blottingによってH. obtusa 
の細胞外膜と結合する宿主核タンパク質として検出

されたヒストンH4の性質を明らかにするため，MA-
13抗体を用いてイムノブロットを行った結果，H. ob-
tusaからも宿主単離核のH4と同じ分子量のバンドが

検出された。続いて間接蛍光抗体法を行ったとこ

ろ，NaOH処理により細胞外膜に傷を付けた細胞で強

い蛍光が観察された。増殖型のH4は細胞外膜近辺を

囲むように局在したが，中間型では蛍光が途切れ途

切れになり，感染型では細胞全体で点状に分散し

た。これらの結果は，H. obtusaの生活環の全過程で

H4が細胞外膜内部または細胞外膜直下のペリプラズ

ムに存在することを示している。 
 ゾウリムシのヒストンH4遺伝子は，ユニバーサル

コドンでは終始コドンのTAAでコードされたグルタ

ミンを含むため，H. obtusaで翻訳が行われた場合に

は，分子量が約1-kDa小さくなる。しかし，イムノブ

ロットの結果では分子量は宿主H4とほぼ同じである

ことから，H. obtusaは宿主が合成したH4を菌体内に

取り込んでいる可能性が高い。 
一方，ヒストンH2B-YFP形質転換体に対するH. ob-

tusaの感染実験の結果から，核内に存在する活性

型，増殖型，及び中間型のH. obtusaは，周囲をクロ

マチン物質に覆われているが，H2Bとは強く結合し

ていないことが観察された。また，宿主から単離し

たH. obtusaからはH2Bが検出されなかった。 
以上の結果は，選択的に菌体内に輸入される大核ヒ

ストンH4の未知の機能がH. obtusaの大核特異性の理

由になっている可能性を示唆している。 
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SUMMARY 

Lower termites possess symbiotic flagellate communities with species-specific compositions in their hindgut. In the 
initial stage of colony formation, newly hatched larvae receive the flagellates from their parents (king and queen) through 
proctodeal feeding. However, it is not known whether the larvae receive the symbiotic flagellates from both parents or 
just one. In this study we produced hybrid incipient colonies of two termite species, Reticulitermes speratus and R. kan-
monensis and investigated the route and timing of flagellate infection. Investigation of specific flagellate species, Spiro-
nympha porteri, Dinenympha rugosa, and D. parva, revealed that at third instar the offspring received flagellates origi-
nating from both parents. Mutual infection often also took place between the parents before the hatching of their eggs. 
The two Dinenympha species seem more likely to transfer than S. porteri.  

[目的] シロアリは食材性の昆虫であるが，下等シロ

アリと総称されるグループでは，摂食した木材の分

解を，その後腸内に生息する複数種の鞭毛虫に依存

する。鞭毛虫は嫌気性であり，栄養源となる木材を


