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[目的] 近年の様々な原生生物における網羅的発現遺

伝子解析や単細胞 PCR 法を用いた研究によって、こ

れまで所属不明として扱われてきた多くの原生生物

の系統学的・分類学的位置が明らかになってきた。

その一方、野外には未だ多くの新規原生生物が未発

見のまま存在している（例えば Epstein and López-

García, 2008)。このような生物種は「missing-link」と

して、複雑な生物進化を解明する糸口を提供する可

能性がある。TKB-055 株は筑波大学構内の兵太郎池

で獲得したサンプルより確立した従属栄養性の原生

生物である。予備的な観察からは本株の既知の生物

群に対する明確な類縁性は確認されず、本株が高次

レベルで新規原生生物である事が示唆された。本研

究ではより詳細な形態観察と系統的位置の推定を行

い、本株の分類学的位置の決定を目的とした。 

 

[方法] 光学顕微鏡観察は生細胞を用いて行った。透

過型電子顕微鏡観察は、一般的な試料作成法の一つ

である Eikrem and Moestrup (1998) に準拠して作製し

た試料から連続切片を作製し観察した。培養細胞よ

り DNA を抽出し、これをテンプレートとし SSU 

rDNA の塩基配列を決定した。培養細胞より total 

RNA を抽出後、これをテンプレートに cDNA を合

成した。この cDNA  をテンプレートにし、α-

tubulin，β-tubulin，Actin，90 kDa heat shock protein, 

translation elongation factor 2 をコードする遺伝子配列

を決定した。系統解析は最尤法を用いて行った。タ

ンパク質コードの遺伝子は対応するアミノ酸配列に

変換後、それぞれの配列ごとにパラメーターを最適

化する Separate モデルを用いて解析を行った。 

 

[結果と考察] 光学顕微鏡観察から TKB-055 株は二

本鞭毛性の球状細胞で大きさはおよそ直径 15 µm で

あった。細胞内には複数の液胞が存在する事が確認

された。また栄養細胞は常に回転（自転）するとい

う特徴的な遊泳様式を示した。電子顕微鏡による観

察の結果、本株の細胞内には Golgi 体や核膜より生

じる典型的な小胞体は確認されなかった。その一方

で細胞端に浅い Ventral  feeding  groove（以下、

VFG）と呼ばれる構造が確認された。VFG は Exca-

vata 生物群の特徴として知られる、微小管で裏打ち

された補食に関係する溝構造である (Simpson and Pat-
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SUMMARY 

We report the ultrastructure and phylogenetic position of a free-living heterotrophic flagellate strain 

TKB-055. This flagellate was isolated from a pond on the campus of University of Tsukuba. The cell is spherical 

and its diameter is approximately 15 µm. Light microscopic observations revealed that the cell is naked and 

highly vacuolated, and that the vegetative cells are always swimming with a rotating motion. Although light mi-

croscopy revealed no clear affinity to any taxonomic group, our electron microscopic observations revealed that 

strain TKB-055 possessed a shallow but typical ventral feeding groove, which is one hallmark characteristic of 

the supergroup Excavata (Simpson and Patterson 1999). The multigene phylogeny using α-tubulin, β-tubulin, 

Actin, 90 kDa heat shock protein, and translation elongation factor 2 also showed that strain TKB -055 belongs to 

a subgroup of Excavata, “Discoba,” which is proposed, based on results of several recent studies, as a phylum or 

super phylum level. Three major groups exist in “Discoba” (euglenozoans, heteroloboseans, and jakobids). Al-

though the detailed position of strain TKB-055 in the “Discoba” clade could not be resolved using the present 

analyses, some ultrastructural similarities to other members in “Discoba” were recognized. Results show that 

taxonomically and phylogenetically strain TKB-055 is a novel and missing-link protist within “Discoba”.  
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[目的] ヒメゾウリムシ（P. tetraurelia）の繊毛軸糸

は，プロテオーム解析によって多くの軸糸タンパク

が特定されている。しかしながら，特定された軸糸

タンパクが繊毛運動においてどのように機能してい

るかについては，未だよくわかっていない。こうし

た個々の軸糸タンパクの機能的研究には，食餌によ

る RNAi によって軸糸タンパク遺伝子をノックダウ

ンしたヒメゾウリムシの細胞表層シートを用いて繊

毛運動を観察するのが非常に有効である1)。今回我々

は，軸糸ダイニンを構成するいくつかの軽鎖と中間
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SUMMARY 

We examined the ciliary movements in Paramecium tetraurelia, in which the gene that encodes a particular axone-

mal dynein subunit was silenced using a feeding method. The observations of the ciliary movements were conducted us-

ing cortical sheets. The ciliary beat frequency of the reactivated cilia on the cortical sheets from outer dynein arm light 

chain (ODA LC1)-silenced cells decreased significantly. The stimulative effect of cAMP in the ciliary beat frequency 

also decreased. However, the ciliary waveform of the reactivated cilia was quite normal. These results support the idea 

that p29 is involved in the regulation of the ciliary beat frequency. The reactivated cilia on the cortical sheets from outer 

dynein arm intermediate chain (ODA IC1)-silenced cells exhibited a decreased beat frequency and an abnormal ciliary 

waveform. The abnormality of the behavior and the growth by ODA IC1-silencing might result from the abnormal ciliary 

movements. In contrast to ODA IC1, the ciliary movements of ODA IC2-silenced cells were normal. The reactivated 

cilia on the cortical sheets from inner dynein arm intermediate chain (IDA IC1)-silenced cells showed no typical ciliary 

reversal in the presence of Ca2+, which indicates that IDA IC1 is involved in determining the direction of the effective 

stroke, especially in the ciliary reversal.  

 

terson, 1999)。Excavata は真核生物の巨大生物群の一

つであり、Metamonada と Discoba という２つのサブ

グループに分けることが提唱されている（例えば 

Hampl et al., 2009)。今回行った SSU rDNA による系

統解析では、TKB-055 株の位置を特定することが出

来なかったが、複数遺伝子解析の結果 Discoba ク

レードに含まれる事が強いサポートをもって示され

た。以上の結果は本株がこれまで認識されていな

かった新たな Excavata 生物である事を示すものであ

り、これより分類学的には TKB-055 株を Discoba に

含まれる新規原生生物として扱う事が妥当であると

結論した。本研究では Discoba clade 内での TKB-

055 株の詳細な系統的位置は解明出来なかったが、

電子顕微鏡による観察結果をもとに立体構築した本

株の鞭毛装置構造からは Discoba 内のサブグループ

である Heteroloboseaと Jakobida のそれに対する類縁

性が確認された。これは TKB-055 株が Discoba 内で

の形態的進化のカギを握る生物で特に Heterolobosea 

– Jakobida 間をつなぐ生物である可能性を示してい

る。 
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