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SUMMARY 

Aposymbiotic (Chlorella-free) Paramecium bursaria was infected with yeast cells (Pichia capsulata  and 

Rhodotorula rubra) for establishing artificial systems of intracellular symbiosis. Yeast-bearing Chlorella-free P. bur-

saria was observed with a transmission electron microscope using freeze-substitution techniques and comparing the re-

sults with conventional chemical fixation. Both P. capsulata and R. rubra were found to be enclosed within the peri-

symbiont vacuole (PV) membranes in the host cells, and a large amount of microfibrillar materials were observed to be 

connecting the fungal cell wall and the inner surface of the PV membrane. The distance between the fungal cell wall and 

the PV membrane was 100–300 nm for R. rubra and 100–200 nm for P. capsulata, irrespective of the fixation method 

used, although the cell wall of the symbiotic Chlorella was closely apposed to the PV membrane with a distance of only 

20–50 nm. 

 

[目的] ミドリゾウリムシの細胞内には数百個のクロ

レラが共生している。この共生クロレラは、いくつ

かの方法で取り除くことができる。そのようにして

人口的に作製した白いミドリゾウリムシに対して、

もともとそのミドリゾウリムシが保持していた共生

クロレラだけでなく、様々な酵母やバクテリアが感

染できることが報告されている１)。クロレラとは異

なる性質をもっている酵母が、ミドリゾウリムシの

細胞内でどのように共生状態を確立させていくのか

を形態的に観察し、それを共生クロレラの場合と比

較した。 

 

[方法] ドイツ産のミドリゾウリムシ Paramecium 

bursaria PB-SW1 株は Chlorogonium capillatum を餌と

して用いた無菌二者培養法２)で培養した。イースト 

Pichia  capsulate  (DSM  70269)  とRhodotorula  rubra 

(Tü8093) は YM 培地（0.3% yeast extract, 0.3% malt 

extract, 0.5% peptone, 1% D-glucose, 2% agar）で無菌

培養したものを使用した。PB-SW1 株を 10 μg/ml の

シクロへキシミドを含む 0.01% Knop 溶液下で白化

した後、P. capsulate と R. rubra をそれぞれ与えて感

染させ、0.01% Knop 無菌液体培地で C. capillatum を

餌として 3 ヶ月以上培養した。ミドリゾウリムシと

図１ 誘電挙動の実測例。ミドリムシの葉緑体欠損株(SM-

ZK)と野生株(Z)の細胞懸濁液の比誘電率(relative permittiv-

ity)と導電率(conductivity)の周波数依存性を示す。体積分率

はともに 6% とした。 

図２ 殻付き楕円体モデルによる理論解析。ミドリムシの

野生株(Z)を細胞質に膜小胞を含む殻付き楕円体モデル(実

線)に、葉緑体欠損株(SM-ZK)を殻付き楕円体モデル(破線)

に、それぞれ近似して理論計算を行った。 
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２種のイースト、およびこのイーストが感染した白

化ミドリゾウリムシは，グルタルアルデヒドと四酸

化オスミウムによる化学固定、あるいは、オスミウ

ム･アセトンによる凍結置換固定を行い、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。 

 

[結果と考察] 自由生活状態の R. rubra と P. capsu-

late はグルカン繊維構造の厚い細胞壁を形成してい

た。ミドリゾウリムシの細胞に定着した R. rubra と 

P. capsulate は、Peri-symbiont vacuole (PV) 膜を持って

いたが、PV 膜と細胞壁の間には酵母の表面のグル

カン繊維構造が散らばって伸びているような毛羽立

ち状の繊維構造によって連結されていることがわ

かった。凍結置換固定による透過型電子顕微鏡観察

結果、共生クロレラが約 20-50 nm の間隔で PV 膜に

きわめて近接していることに対して、R. rubra は約 

100-300 nm の間隔で、P. capsulate は約 100-200 nm 

の間隔で PV 膜とかなり離れていることがわかっ

た。自由生活性の酵母では、細胞壁にグルカン繊維

構造がキチンと混雑されて比較的に堅く存在してい

るが、ミドリゾウリムシの食胞の内部ではアシド

ソームによる酸性化の影響か、散らばって長く伸

び、最後に PV 膜と結合する構造になっていると考

えられる。このような連結構造の存在が、クロレラ

やイーストなどの共生体がミドリゾウリムシの細胞

内に定着するための重要な機能を担っている可能性

がある。しかし、イーストの細胞壁の外表面にはク

ロレラよりも生い茂った繊維構造が存在しているの

にもかかわらず、自然界では酵母が感染したミドリ

ゾウリムシは発見できない。また、酵母の種により

感染の可否が決定されている。つまり、繊維構造以

外に感染の可否を決定する物質があると考えられる

し、クロレラは他の生き物の感染を阻止する何らか

の仕組みを持っていると考えられる。 
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SUMMARY 

Peranema trichophorum shows unique unidirectional gliding cell locomotion on the substratum at speeds up to 

30 μm/s, which is the highest among all gliding microorganisms. We showed that treatment with 0.1–0.2 mM nicotin-

amide induced discharge of mucocysts from P. trichophorum, and that cell gliding was inhibited concomitantly with the 

treatment, suggesting a possible involvement of mucocyst discharge in gliding cell locomotion. Using negative-staining 

electron microscopy, the ejected content of the mucocyst was observed as an elongated shaft-like structure, 1,400 nm 

long and 230 nm wide, with characteristic helical striations. Ultrathin sectioning of intact P. trichophorum after fixation 

by freeze substitution revealed that the shaft-like structures in the intact mucocysts are shorter and wider in appearance 

(1,000 nm in length and 350 nm in width), with electron opaque materials inside the shaft. One tip of the mucocyst was 

found to be docked to the interlocking zone of the pellicular structure, where edges of the adjacent pellicular strips are 

mutually associated at the cell surface. 

 

 ペラネマは単細胞生物の中で最も高速の滑走

運動をし、それは鞭毛上にあるマスティゴネマと基

底面との相互作用により生み出されていることがわ

かっている１）。今回、低濃度のニコチン酸アミド溶

液にペラネマを入れるとムコシスト（mucocyst）が

放出されることがわかった。このとき、鞭毛の短縮

スティゴネマの構造に変化がないにも関わら

ず、滑走運動の速度の低下が確認された。これより

ムコシストの放出と滑走運動にはなんらかの関係性

があるのではないかと考え、ペラネマの細胞の内外

にあるムコシストの微細構造を観察した。 

 


