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[目的] 収縮胞複合体（contractile  vacuole complex, 
CVC)は，原生動物にみられる液胞の一種で，拡張と

収縮を周期的に繰り返す細胞内小器官の1つであり，

細胞の浸透圧調節に関わると考えられている 2)。

Paramecium multimicronucleatumにおいては，形態学

的および生理学的観点から，水の透過性に関与する

水チャンネル分子アクアポリンの存在が想定されて

いる5,6)。しかしながら，未公表データではあるが，

他の動物種から得られたオーソドックスなアクアポ

リンに対する複数の抗体を用いた実験結果は，現在

までのところネガティブであり，ゾウリムシにおけ

るアクアポリンの存在は現在まで不明のままであ

る。一方，Plasmodium falciparumでは，水だけではな

くグリセロールや尿素のような非荷電分子を輸送す

るアクアグリセロポリンの存在が報告されている1)。

また，Trypanosoma curziでは，アクアポリンがCV膜

に観察されるとの報告がある4)。さらに，淡水産の大

型アメーバであるAmoeba proteusでも，オーソドック

スなアクアポリンの同定がなされており，収縮胞で

の存在が報告されている3)。本研究では，ゾウリムシ

のCVCにおいて存在が想定されるアクアポリン，縮

重プライマーを用いたRT-PCRなどの分子生物学的実

験方法により探索することを目的とした。 
 
[材料と方法] P. multimicronucleatumは，合成培地に

て無菌的に24℃で培養し，増殖定常期で収穫した。

得られた細胞は，液体窒素にて急速凍結し-80℃にて

保存した。Total RNAは，TRIzol (Invitrogen)により抽

出した。その後，Super ScriptⅢ Reverse Transcriptase
（Invitrogen）のプロトコールに従って，Oligo-dT12-18

をプライマーとして用い，抽出した RNAを鋳型とし

て，1st strand cDNAを合成した。次に，合成した1st 
strand cDNAを鋳型として，設計した正逆（DNA配列

の5’→ 3’方向および3’→5’方向）の縮重プライマーを

用いてRT-PCRを行った。プライマーはInvitrogenに
合成を依頼した。PCR後の反応液を1.2％ アガロース

ゲル電気泳動で分離し，EtBr染色してアクアポリン

mRNA由来のcDNAであると予想されるサイズのバン

ドを切り出した。切り出したゲルから，QIAquick 
Gel Extraction Kit (QIAGEN)のプロトコールに従いゲ

ル片を処理し，DNAを回収した。TAクローニング

(Invitrogen)と大腸菌の形質転換(TAKARA）をプロト

コールに従い行った後，コロニーからのPCRと，ポ

ジティブクローンのアンピシリンナトリウムを含む 
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SUMMARY 

Aquaporin (AQP) belongs to the major intrinsic protein superfamily of integral plasma membrane channel proteins, 
and is involved in osmoregulation of various types of cells. In fresh water protozoans, water enters cells across the 
plasma membrane, depending on the osmotic gradient between the cytoplasm and the external fresh water. Protozoans 
are able to maintain cell volume against the influx of water via expulsion of water by contractile vacuole complexes 
(CVC). In Paramecium, the presence of water channels in the CVC membrane is assumed from both morphological and 
physiological data. However, neither biochemical nor molecular biological data have been provided. In order to examine 
the presence of AQP in Paramecium, we carried out RT-PCR with degenerated primers designed upon Paramecium DB 
(http://paramecium.cgm.cnrs-gif. fr/db/index). The obtained RT-PCR products were sequenced, and analyzed using the 
BLAST  and  Clustal  W  programs  provided  by  the  DDBJ  website  (http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html,  http://
clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html). While the obtained cDNA sequence and those encoded by the degenerated primer 
moieties showed a moderate sequence similarity to established AQPs from other species, a full sequencing study is still 
required.  



 

 

LB 培地での少量培養を行った。プラスミドDNAを

調製しこれを鋳型としてBig-dye Cycyle Sequencing 
Kit ver. 3.1 (Perkin Elmer)を用いてシーケンス反応を

行い，シーケンサー（3130 Genetic Analyzer, ABI）で

分析を行った。 
 
[結果と考察] 遺伝子解析が行われているヨツヒメゾ

ウリムシのデータベース（Paramecium DB, http:// 
paramecium.cgm. cnrs-gif.fr/db/index）に登録されてい

るアクアポリン様の配列，またアクアポリングルー

プに属するhuman AQP1，2，4，6，8，およびアクア

グリセロポリングループに属するhuman AQP3，10な
どのアミノ酸配列を比較し，アクアポリンやアクア

グリセロポリンで保存性が高いNPA（Asn-Pro-Aln）
モチーフを組み込んだ正逆の縮重プライマー

（PAQP-F1d，PAQP-R1d）を設計した。PCR産物を

サブクローニング後，ポジティブクローンを４つ選

び（Sample# 1，3，4，6），シーケンサーを用いて

塩基配列の解析を行った。4クローンから得られたそ

れぞれの塩基配列を比較した結果，Sample# 1，3，
4，6は100％一致した。また，今回得られた部分配列

の長さは，予想していたサイズのバンド（360bp程
度）に近い366bpであった。BLAST 検索を行ったと

ころ，アクアポリングループとの相同性が高いた

め，今回得られた部分配列はアクアポリングループ

に属する可能性が高いものであると考えられた。ま

た，縮重プライマー設計時に比較した，他の生物の

アクアポリンおよびアクアグリセロポリンに相当す

るアミノ酸配列に，この部分配列から推測されるア

ミノ酸配列を加え，アミノ酸配列の配置に基づく系

統樹を構成したところ，系統的にhuman AQP3,10と
近く，アクアグリセロポリンと類似のものである可

能性が示唆された。今後，本研究から得られた部分

配列を基に，標的遺伝子の全配列を決定し，その翻

訳産物であるタンパク質において，尿素やグリセ

ロールの透過性，さらには，収縮胞の機能が阻害さ

れるかRNA干渉により標的タンパク質をノックダウ

ンしたうえでの解析を行うことが望まれる。 
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SUMMARY 

Our previous studies of the Japanese symbiotic Chlorella F36-ZK suggested that Paramecium bursaria supplies 
amino acids to its symbiont. To evaluate this, amino acid permeability of the perialgal vacuole (PV) membrane, which is 
a barrier between the host and its symbiotic Chlorella, was investigated. Because symbiotic algal amino acid transport 
was apparently stopped immediately by infection with a chlorovirus, this phenomenon was used to identify Chlorella en-
closed within an intact PV membrane. Symbiotic Chlorella cells lacking, or with incomplete, PV membranes became in-
fected with the chlorovirus and could not import any amino acids, while those with a complete PV membrane were pro-
tected from infection and could import amino acids. The experimental results revealed that at least Arg and Gln could 


