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要旨 

 繊毛虫ミドリゾウリムシ Paramecium bursaria は，単細胞性の原生生物の一種である．細胞内に数百個の共生藻が

共生しており，以前から共生藻とミドリゾウリムシの共生機構を解明しようと多くの研究グループが実験を行って

きた．筆者らもその一つである．本稿では，ミドリゾウリムシを用いて行う研究で直面した実験上の問題点を整理

し，今後のミドリゾウリムシ研究発展のためのヒントとしたい．併せて，ミドリゾウリムシの増殖に関わるバクテ

リアの存在に気づいたので，その事についても触れてみたい． 
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はじめに 
ミトコンドリアや葉緑体の祖先は，好気性細菌やシ

アノバクテリアと考えられている．これらが別の原核

細胞に順次入り込み現在の真核細胞が形成されていっ

た過程は「細胞内共生説」として高校の教科書でも詳

しく紹介されている．そのプロセスは「原核細胞間，

または原核・真核細胞間共生」と捉える事ができる．

一方，ミドリゾウリムシ Paramecium bursaria の場合，

顕微鏡で容易に観察される細胞内の共生体は緑藻の一

種（共生藻）であり，れっきとした真核細胞である．

ミドリゾウリムシでの共生は，「真核細胞間共生」と

解釈する事ができる． 

ミトコンドリアや葉緑体は，すでに真核細胞内で細

胞内小器官に変化してしまっている．そのため，植物

細胞などからこれらを単離する事は容易であるが，単

離した後の培養は非常に難しい．最近，葉緑体をハム

スターの培養細胞に導入し「二日間」培養できた，と

いう結果がまさに出たところである (Aoki et al., 

2024) ．一方，共生藻の場合は，ミドリゾウリムシから

単離する事は容易で，かつ，単離共生藻を寒天培地上

または培養液中で何年も長期間培養する方法も確立さ

れている．さらに，ミドリゾウリムシから共生藻を

「除去」する様々な方法が報告されており (Jennings, 

1938; Karakashian, 1963; Pado, 1965; Weis, 1969) ，共生藻

除去ミドリゾウリムシ（algae-free P. bursaria: 白いミド

リゾウリムシと一般に呼ばれている）に先ほどの単離

共生藻を再共生させ，「緑色の」ミドリゾウリムシを

再生させる事も容易である (Margulis and Bermudes, 

1985; Fujishima, 2009) ．これらの点から，ミトコンドリ

アや葉緑体の場合と大きく異なり，共生藻がミドリゾ

ウリムシに共生したのは比較的最近なのでは，と筆者

らは想像している． 

ミドリゾウリムシは，日本を含む世界各地の池や沼

に生息しており，野外からの採集も比較的簡単であ

る．実験室内での培養も容易で，共生研究者だけでな

く，中学校，高等学校の教育現場でも高い人気を誇る

教材生物の一つである． 

筆者 (HH) は元々「動物細胞の分裂制御機構の解

明」を研究テーマとして，ウニ卵（正常細胞）や高等

動物培養細胞（HeLa 細胞などのガン細胞）を併用して

様々な実験を行ってきた． 1990 年代，転勤先の広島大

学でミドリゾウリムシの専門家に出会った．原生生物

の研究は未経験だったが，初めての生き物について専

門家の手解きを直接受けられる絶好のチャンスとなっ

た．まずはミドリゾウリムシ細胞内の共生藻を数えて

みた．すると，ミドリゾウリムシの細胞の大きさは

様々なのに，共生藻の数はどの細胞でも 400 個前後と

だいたい一定，共生藻が 10,000 個とか 100 個のミドリ

ゾウリムシを見つけられない事に驚いた．ただし，東

北地方では共生藻のいないミドリゾウリムシが天然に

い る，と い う 報 告 が あ る  (Tonooka and Watanabe, 

2002) ．共生藻の細胞増殖を抑制している機構があるに

違いないと直感し，ガン（細胞分裂）の研究にミドリ

ゾウリムシが使えるのではないかと考えた． 

筆者らは次いで，共生藻の単離や白いミドリゾウリ

ムシの作成，さらには,多くの文献に記載がある「緑色

の」ミドリゾウリムシの再生にもチャレンジした 
(Pringsheim,1928; Siegel and Karakashian,1959; Kodama 

and Fujishima, 2024) ．単離共生藻は，寒天培地上にコロ

ニーを形成させることで長期間保存が可能である．筆
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横軸の KSKw-103 や NFw-1，Ezw-25 などの表記は，白いミドリゾウリムシ株の名称．縦軸は，広島で採取したミド

リゾウリムシ株から共生藻を取り出し，クローン化した共生藻株の名称．（ ）内は，共生藻を取り出したミドリ

ゾウリムシ株の名称．再共生実験を行うまでの経過年数は横軸に記載してある．＋, − : 再共生の有無．（ ）内％

は再共生率，空欄 : 実験未実施を表す． 

  
白いミドリゾウリムシの株 

KSKw-103 NFw-1 EZw-25 MBw-1 BWKw-4 KNw-21 ASw-10 

共生藻の株 
共生藻単離後の経過年数 

0 2 4 7 

SA-1 (OK-312) + + + − + (1.8%) + (13.6%) + (1.8%) 

SA-1a (OK-312) −   − − − − − 

SA-2  (HDK-124) + − + + − + (96%) + (9.2%) 

SA-3  (KSK-103) + +/- + − − − − 

SA-3a (KSK-103) − + − − − − − 

SA-4  (BS-4) −   + − − − − 

SA-4a (BS-4) − + − − − − − 

SA-4b (BS-4) + + − − − − − 

SA-5  (BS-6) +             

SA-6  (H-5) +             

SA-7  (IB-40) +             

SA-7a (IB-40) +             

SA-8  (K-5) + + + − + (60%) + (8%) + (26.9%) 

SA-8a (K-5) −   − − − − − 

SA-9  (OZ-3) + + + − − + (2.8%) − 

SA-10 (OZ-8) + + + + − − + (14.9%) 

横軸の白いミドリゾウリムシ株表記については表 1a と同じ．縦軸は，東大応用微生物研究所（当時）のクロレラコ

レクションから入手し，新たにクローン化した自由生活性クロレラ株の名称（ミドリゾウリムシから単離した共生

藻ではない）．共生実験を行うまでの経過年数は横軸に記載してある．＋, − : 共生の有無，空欄 : 実験未実施を表

す．  

  
白いミドリゾウリムシの株 

KSKw-103 NFw-1 EZw-25 MBw-1 BWKw-4 KNw-21 ASw-10 

自由生活性クロレラの株 
クロレラクローン化後の経過年数 

0 2 4 7 

C. Ellipsoidae C-87 −    + − − − − 

C. Ellipsoidae C-87a         − − − 

C. Ellipsoidae C-542 −   − − − − − 

C. fusca var.vocuolata C-104 −   − −       

C. fusca var.vocuolata C-209 −   − −       

C. kessleri C-208 +   − − − − − 

C. kessleri C-531 + + + − − − − 

C. protothecoides C-150 −   − − − − − 

C. protothecoides var.C-206 −   − − − − − 

C. saccharophila C-210 −   + − − − − 

C. saccharophila C-211 −   + − − − − 

C. sorokiniana C-43 −   − − − − − 

C. sorokiniana C-212 +   − − − − − 

C. vulgaris C-27 − + + − − − − 

C. vulgaris C-27a     + − − − − 

C. vulgaris C-207 −   + − − − − 

C. zofinginesis C-111 −   − − − − − 

表 1a. ミドリゾウリムシから単離した共生藻の再共生実験の結果． 

表 1b. 自由生活性クロレラの共生実験の結果． 
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者らは当時（1990 年代後半），共生藻を複数株単離し

保存すると同時に (Nishihara et al., 1998) ，各地のミド

リゾウリムシを入手し，それぞれを「白く」させた．

次々できる白いミドリゾウリムシ株に保存中の単離共

生藻を投与，ミドリゾウリムシの再生を目指したとこ

ろ，緑色のミドリゾウリムシは確かに再生した．とこ

ろが，長期にわたって観察を続けていくと，表 1a や表 

1b に示すような複雑な現象が起きている事が判明し

た．まとめると： 

(1) 元々ミドリゾウリムシから単離された共生藻（各

株の名称は SA）は，多くは白いミドリゾウリムシに再

共生できるが，単離直後（経過年数 0 年）であっても

白いミドリゾウリムシに再共生できない共生藻が存在

する．表 1a の，白いミドリゾウリムシ（KSKw-103 

株）に共生できない SA-3a 株など． 

(2) この共生藻（SA-3a 株）であっても，KSKw-103 

株とは別の白いミドリゾウリムシ（例えば NFw-1）に

は再共生できる場合がある． 

(3) 単離共生藻は， SA-8 株の様に保存が長期（最大 

7 年）にわたっても再共生能力をある程度維持している

ものがある一方，単離後年数が経てば徐々に再共生能

力が低下するものが多い（SA-3 や SA-4 など）． 

(4) 表 1a における事情は，共生藻ではない自由生活

性のクロレラの場合でも同様である（表 1b）． 

などの様々な現象である． 

図１は，筆者 (HH) が普段講義や学会発表などで

「ミドリゾウリムシと共生藻の共生」を説明する際に

汎用している「導入用模式図」である（原図は Gerash-

chenko et al., 2000 を改変）．しかし表 1 で判明した複

雑な実験事実から，「単離共生藻を白いミドリゾウリ

ムシに混ぜればいつでも緑色のミドリゾウリムシが再

生する」というシンプルな状況ではないな……という

事実に徐々に気づき始めた．同時に，表 1 に示した様

な「再共生結果の再現性の低さ」，言い換えれば「再

共生結果の多様さ」がどのような理由から生ずるのか

興味を持った．ここが，本稿の出発点である． 

 

ミドリゾウリムシについて 
「はじめに」に記載した (1) 〜 (4) の事象がなぜ発生

するのか．その原因に関して，まず，ミドリゾウリム

シ自体に注目して考えた点を列挙する． 

(a) ミドリゾウリムシ自体が遺伝的に多様であるた

め，同じ共生藻であっても再共生実験の結果に差が出

る． 

(b) ミドリゾウリムシが遺伝的に同一であっても，餌

や培地の種類など，ミドリゾウリムシの培養条件が多

様であるため，再共生実験の結果に差が出る． 

(c) ミドリゾウリムシ細胞内の共生藻の種類が多様で

あるために，その影響を白いミドリゾウリムシが受

け，再共生実験の結果が多様になる． 

(d) 白いミドリゾウリムシが増殖過程のどの段階（対

数増殖期や定常期など）にあるかによって再共生率が

変化する． 

(e) 共生藻の除去処理を行った白いミドリゾウリムシ

であっても，実は共生藻が除去されずに残っており，

その影響によって再共生実験の結果に差が出る． 

(a) のミドリゾウリムシの遺伝的多様性の影響は古く

から語られて来たが，最近，世界各地のミドリゾウリ

ムシは，ヒストンなどの遺伝子配列を用いた分子系統

解析により５つのグループ (R1 〜 R5) に分けられると

いう報文が出た (Spanner et al., 2022) ．日本国内各地の

ミドリゾウリムシは，その一つのグループ (R3) に全て

収まっている．一方， R3 にはアメリカやチリ，オース

トラリアやオーストリアが入っており，分布が世界中

に散らばっている．このため，ミドリゾウリムシの系

統の分化は，地理的隔離だけで単純に説明できる訳で

図 1. ミドリゾウリムシと共生藻の共生を説明する際に使用する「導入用模式図」． 
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はなさそうである．ただし，ミドリゾウリムシ全ゲノ

ムの解析は完了していないので，とりあえず (a) につい

ての結論は脇に置いておこう． 

(b) に関しては，培養時に培地に外部から投与する

「餌の多様さ」と，「培養液そのものの多様さ」を挙

げる事ができる．表 2 に，ゾウリムシやミドリゾウリ

ムシを培養する際の餌及び培地の種類をまとめた．餌

としてはバクテリアや小型の繊毛虫をミドリゾウリム

シに投与する研究者が多い (Sonneborn 1970; Berk et al. 

1991; Omura et al. 2004) ．一方，培養液としてはいわゆ

るレタス培地，レタス葉を煮沸後乾燥させて保存して

おき，使用時には乾燥レタス葉を水に入れ煮沸して抽

出した溶液を使用する研究者が多い (Barna and Weis 

1973; Weis 1975) ．その他に稲ワラの煮出し液やケール

葉から作成した培地を使用するケースもある．レタス

培地は，使用されるレタス葉の組成が産地ごとに多様

で，抽出条件が異なれば，同じレタス培地と言っても

組成も多様であると考えて良い．その都度異なる培養

条件で培養されていれば，ミドリゾウリムシ自体が多

様になり，その影響を白いミドリゾウリムシが受け，

共生させる側の共生藻が同じでも，「再共生率」が異

なってしまう可能性は十分あると思われる．培養条件

の不統一は大事なポイントなので，後ほど「ミドリゾ

ウリムシの培養条件について」の項でも再度取り上げ

る． 

(c) に関しては，次項「共生藻について」で詳しく触

れる． 

(d) に関して，筆者らは，増殖時期の異なるミドリゾ

ウリムシから取りだした共生藻と，増殖時期の異なる

白いミドリゾウリムシを組み合わせて再共生を行い，

対数増殖期と定常期では再共生率が異なる事，対数増

殖期同士での組み合わせが高い再共生率を示すという

結果を既に得ている (Nishihara et al., 1996) ．この事

は，再共生には，共生藻または白いミドリゾウリムシ

の増殖時期が大きく影響する事を示唆している．一

方，共生藻と（白い）ミドリゾウリムシそれぞれが若

年か老年かでも，共生藻の再共生率が異なってくるだ

ろう．実際は，共生藻とミドリゾウリムシの年齢を明

らかにする事は難しいが，今後「再共生」の実験を行

う際，(d) についての言及は必要になるだろう． 

(e) の白いミドリゾウリムシであるが，作成方法につ

いては，ミドリゾウリムシを長期間暗黒条件下で培養

したり，光合成阻害剤 (DCMU) を作用させたりするな

ど古くから多くの報告があり (Karakashian 1963; Weis 

1969) ，これらの論文では共生藻のないミドリゾウリム

シができたと明記されている．筆者は，広島のミドリ

ゾウリムシを先行論文通り長期間暗黒においてみたが

共生藻はゼロにならなかった (Hosoya et al., 1995) ．そ

の後，別の方法を試す事に専念し，パラコート（除草

剤）やアクリルアミドを使用した，広島のミドリゾウ

リムシでも白くできる方法を新規に報告した (Hosoya et 

al., 1995; Takahashi et al., 2005) ． 

ところで，通常の光学顕微鏡による観察だけで共生

藻の有無を判断する自信がなかったので，筆者らは,蛍

光顕微鏡を用いて共生藻の葉緑素の自家蛍光(赤色)を

観察し，自家蛍光が観察されない場合を白，すなわち

共生藻除去の根拠としていた (Hosoya et al., 1995; Nishi-

hara et al., 1996, 1998) ．しかしよく考えると，これは共

生藻の葉緑素の消失を意味するものの，「共生藻」が

無くなったとまでは断定できないのではないかと思い

至り，パラコート処理でできた白いミドリゾウリムシ

では Rubisco 遺伝子が消失している事までは明らかに

できた (Tanaka et al., 2002)．しかし，「共生藻自体や藻

内部のミトコンドリアの DNA の消失」まで証明できず

に現在に至っている.従って，「白いミドリゾウリム

シ」というのは，共生藻の葉緑素と Rubisco 遺伝子は

消失しているが共生藻の DNA は残ったままの中途半端

なミドリゾウリムシの可能性が大いにある．以上の理

表 2. ゾウリムシ・ミドリゾウリムシの培養条件． 

1900 年以後に論文で報告されたゾウリムシ・ミドリゾウリムシの培養条件をまとめた． 

論⽂（年代順） 培養液に投与する栄養成分（餌） 培養液 

Calkins (1902b) Bacillus subtilis （細菌） ⼲草煎じ液 

Raffel (1930), Jennings (1939) Stichococcus bacillaris （緑藻） 塩類培地，⼲草煎じ液 

Jennings (1939), Jennings (1944) Flavobacterium brunneum （細菌） 塩類培地，⼲草煎じ液，レタス葉煎じ液 

Sonneborn and Dippel (1946), Wichterman (1949) Aerobacter aerogenes （細菌） レタス葉煎じ液 

Wichterman (1949) Paramecium calkinsi （繊毛虫） レタス葉煎じ液 

Weis (1969) Enterobacter ( Aerobacter ) aerogenes （細菌） レタス葉煎じ液 

Barna and Weis (1973), Weis (1975), Reisser(1980), 
Berk et al. (1991) 

Enterobacter cloacae （細菌） レタス葉煎じ液 

Fok and Allen (1979) Chlamydomonas sp. （緑藻） ⻨若葉煎じ液 

Görtz et al. (1982), Sakaguchi and Suzaki (1999), 
Omura et al. (2004) 

Chlorogonium elongatum （緑藻） ⻨若葉煎じ液，塩類培地 

Nakaoka et al. (1987), Berk et al. (1991), 
Hosoya et al. (1995), Furukawa and Kawano (2012), 
Greczek-Stachura et al. (2021), 

Klebsiella pneumoniae （細菌） 
⼲草煎じ液，EBIOS錠剤， 

レタス葉煎じ液 

Zhang et al. (2022) Escherichia coli TG1 （細菌） 塩類培地 

Himi et al. (2023) 無し レタス葉煎じ液 
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「はじめに」に記載した (1) 〜 (4) の事象が発生する

その理由について，本項ではミドリゾウリムシと共生

藻両者の「培養条件」に注目して考えてみる． 

ミドリゾウリムシの培養時には研究者ごとに様々な

餌が与えられている．一般的には，バクテリアや小型

の繊毛虫等様々な微生物が与えられる場合が多い事，

培養液の種類も様々である事も「ミドリゾウリムシに

ついて」の項で既に述べた．さらに，培養時の光照射

時間や照射光の強度も報文ごとにまちまちであり，記

載のない報文も多い． 

そこで，まず筆者 (HH) は，投与される餌の多様性

を解決するために，ミドリゾウリムシに外部から餌を

投与せず，無菌の培地のみで培養が可能な株（無給餌

株）が作成できないか検討を行うこととした． 

 

 I ミドリゾウリムシ無給餌株の確立 

筆者 (HH) のもう一つの主要実験材料である高等動

物の培養細胞では多くの場合，培養時には組成が明確

な培地が用いられている．培養時に血清を添加する場

合もあるが，無血清培養も実現されている．培養に微

生物の投与不必要である．培地も細胞毎に統一されて

おり，ミドリゾウリムシに較べ，研究者間の培養条件

の統一の状況は遥かに進んでいる． 

また，培養細胞は抗生物質存在下でも元気よく増殖

し，多くの培養細胞では「無菌条件下」での培養が実

現している．実際筆者 (HH) が使用している HeLa 細胞

（子宮頸癌組織から単離されたガン細胞）は，無菌室

内で継代され，抗生物質を含む人工合成培地中でどん

どん増殖している (Hamao et al., 2020) ．このような例

に倣い，筆者 (HH) はかつて，ミドリゾウリムシの無菌

化を試みた事もあった．実際に，抗生物質投与でミド

リゾウリムシ無菌株が作成できたという報告もあった 

(Omura et al., 2004) ．しかし，ペニシリンやストレプト

マイシン，ゲンタマイシンなどの抗生物質をミドリゾ

ウリムシに投与した所，残念な事にミドリゾウリムシ

自体が減少してしまった．抗生物質で餌のバクテリア

が減少したからミドリゾウリムシも単純に減少したと

いう可能性もあるが，ヒトの腸内細菌の様に，真核細

胞であるミドリゾウリムシの生存に原核細胞が必要で

ある可能性もあるのではないかと考え，どちらだろう

とずっと悩んでいた．そこで，ミドリゾウリムシ自体

を無菌化する努力はひとまず置き，せめても外からバ

クテリア(餌)を投与せずに培養できるミドリゾウリム

シ個体を得る事はできないかと考え，無給餌株の作成

に専念する事にした． 

2015 年 5 月に神奈川大学湘南ひらつかキャンパス構

内の池からミドリゾウリムシを採取した（図 2）．採

取後集団から 1 個体（細胞）を取り出すクローニング

作業を 2 回繰り返した． 1 個体単離の都度無菌レタス

培地で個体を洗浄し，個体外側のバクテリアをなるべ

く取り除く作業を行った．この個体（KUNY-2 株）を

大量培養で増殖させ有餌条件で保存，一年後に培養液

に餌を追加，さらに 3 ヶ月培養した状態で，培養液全

体や洗浄後の 1 個体，及びその洗浄液のバクテリアの

組成解析を行なった．翌年 (2017) 増殖した定常期の株

から 3 回目のクローニングを実施，単離個体を洗浄

由から，「白いミドリゾウリムシを共生藻除去ミドリ

ゾウリムシと単純に見做せないのでは？」と筆者らは

現在考えている． 

 

共生藻について 

「はじめに」に記載した (1) 〜 (4) の事象がなぜ発生

するのか．その原因に関し，次に共生藻自体に注目し

て考えた点を列挙する． 

(a) 共生藻の遺伝的多様性が，ミドリゾウリムシへの

再共生実験の結果を変化させる可能性． 

(b) 単離・クローン化後の共生藻の培養環境が多様な

場合，そこから共生藻が影響を受け，再共生実験の結

果を変化させる可能性． 

(c) 共生藻の増殖過程における段階（対数増殖期や定

常期など）や年齢により，再共生率が変わる可能性． 

(a) に関しては，ミドリゾウリムシに共生する共生藻

については，核 rRNA の ITS-2 領域を用いた解析が先

駆的に行われ，殆どの共生藻は Chlorella variabilis と 

Micractinium conductrix の 2 種類である (Pröschold et al., 

2011) 事が明らかにされている（Chlorella vulgaris とい

う報告もある (Hoshina and Imamura 2008) ）．日本のミ

ドリゾウリムシは全てグループ R3 に属することを既に

述べたが，R3 に属するミドリゾウリムシの共生藻は全

て C. variabilis であることが報告されている (Spanner et 

al., 2022) ．因みにヨーロッパのミドリゾウリムシは主

に R1 と R2 に属するが，一部が C. variabilis，残りの

全ては M. conductrix を共生させている．これらの報告

に従えば，我が国のミドリゾウリムシは全て C. varia-

bilis を共生させている事になるので， (a) の可能性は低

いのではないかと考えられる． 

(b) に関して，ミドリゾウリムシから単離された共生

藻は，コロニーのまま寒天培地上で保存する場合と，

コロニーを藻類培地（CA 培地など）に懸濁し液体中で

保存する場合の 2 種類がある．筆者らは前者の方法で

長期間単離共生藻を保存していた．その過程で，各共

生藻のコロニーの周辺に白っぽい濁りが常に存在する

事，その濁りは共生藻コロニーの種類によって色が異

なる事などを確認していた．この濁りは光学顕微鏡で

観察した限りでは正体は不明であったが，筆者らは細

菌の可能性が高いと考えている．もし細菌なら，共生

藻の種類によって増殖している細菌の種類が異なって

いる可能性がある．共生藻が常在菌を共生させてい

て，ミドリゾウリムシへの再共生能などが細菌により

制御されているとすれば大変興味深い．共生藻のミド

リゾウリムシへの再共生能が，寒天培地上で長期間保

存されるうちに変化する事実（表 1）を，共生藻に共

生する細菌の変化で説明する事も可能になる． 

(c) に関しては，「ミドリゾウリムシについて」の項 

(d) で述べた事が共生藻についても言えるのではないだ

ろうか．つまり，共生藻自体の年齢や，対数増殖期と

増殖の定常期で共生藻のミドリゾウリムシへの再共生

率に差が出る可能性は大いにあるだろう．再共生の実

験にあたって本項 (c) についての言及は今後必要になる

だろう． 

 

ミドリゾウリムシの培養条件について 
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(c) ミドリゾウリムシの培養液を遠心し，ミドリゾウ

リムシ本体と，培養液中のバクテリアに分け，それぞ

れについて 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を用いた細菌

叢解析を行った．この結果に基づいてバクテリアの群

集構造（バクテリアの種類と群集に占める割合）の類

似性解析を行ったところ，両者の群集構造は極めて類

似していた． 

(d) 増殖速度が早く，定常期の細胞密度が高い複数の

無給餌株（グループ A）と，増殖速度が遅く，定常期

の細胞密度が低い複数の無給餌株（グループ B）につ

いてバクテリアの群集構造の類似性解析を行った．そ

の結果， A の株同士， B の株同士では群集構造の類似

性は高いが， A と B との間では低い事が明らかになっ

た． 

無給餌株中の各ミドリゾウリムシ個体には「内在的

なバクテリア」が常在して，細胞外にも随時脱出して

おり，餌として投与されていた外在的バクテリアが無

いので，再びミドリゾウリムシに取り込まれて栄養の

一部となっている可能性画あるだろう．又，内在する

バクテリアはミドリゾウリムシの個体間で異なり，そ

の種類によってミドリゾウリムシの増殖が活性化され

たり抑制されたりしている可能性もあるのでは，と筆

者らは考えている． 

ちなみに，無給餌株からは空中窒素固定能やトルエ

ンなどを分解するバイオレメディエーション能を持つ

後，餌を投入せず無菌のレタス培地だけで培養を行う

無餌培養に移行した．移行した株は複数作成し，その

中から，無餌培養条件下であっても増殖の良い株を選

び「無給餌株」とした（KUHH 株）．増殖後，さらに

その中から 1 個体を単離，洗浄後，同様にレタス培地

のみで培養する操作を現在まで適宜繰り返している．

現在，無菌のレタス培地を交換するだけで，外部から

の餌投与なしでも安定して増殖するクローン株として

維持されている (Hosoya et al, 2017; Himi et al., 2019; 

Matsushima et al., 2022; Himi et al., 2023) ． 

 

 II 無給餌株から明らかになった事 

この「無給餌株」は， 1 個体単離を繰り返し，単離

したこの 1 個体からその都度増殖させているため，株

の個体集団に含まれる全個体の遺伝的背景は同一であ

ると考えられる．しかし，以下に記す顕著な特徴を示

した（図 2）．(a) 培養液に餌のバクテリアを添加しな

くなってから久しいが， 16S rRNA 遺伝子の塩基配列

を標的にして，次世代シークエンスを用いた細菌叢解

析を行ったところ，常に培養液中から多種類のバクテ

リアが検出された． 

(b) 無給餌株の各個体を1個体ずつ単離し増殖させる

と，どの個体も類似の増殖曲線を示すわけではなく，

増殖の良い個体から悪い個体まで様々な個体が観察さ

れた． 

図 2. ミドリゾウリムシ無給餌株の作成過程，および，遺伝的背景が同一なミドリゾウリムシを「多様化」するバ

クテリアの役割．野外のミドリゾウリムシから 1 細胞を単離し (2015) ，餌を投与したレタス培地中で各株（A, B, 

C など）の増殖状態を観察した．その中で増殖が盛んな株を選び出し，その株から 2 度目の単離を行った．単離個

体を有餌条件下で暫く培養後， 3 度目の単離を実施した (2017) ．この単離個体（株 C とする）を無菌のレタス培

地で洗浄後，外部から一切餌を投与せず，無菌のレタス培地だけを交換する条件下（無給餌条件下）で現在まで長

期間無給餌で継代を続けている（KUHH 株）．興味深い事に，株 C が増殖した細胞集団は，全個体の遺伝的背景が

同じと推察されるが，そこから再度単離された個体をそれぞれ増殖させると，それぞれの増殖速度は大きく異なっ

ていた（図中では，解りやすさのため 4 株のミドリゾウリムシを例示）．これらの各個体の培養液中のバクテリア

組成の解析を行なったところ，増殖の良い個体同士，悪い個体同士で組成が類似しているものの，互いの組成は大

きく異なっている事が明らかとなった（Himi et al., 2023 を参照）．ここでは，解りやすさのため 4 種類のバクテリ

ア（B1～B4）を例示したが，実際にどのような種類のバクテリアがミドリゾウリムシの増殖を促進しているのか，

これらのバクテリアが共生藻にも影響を及ぼしているのか，などの解析はこれからである．  
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生藻をバクテリアが制御している可能性にも触れた．

ミドリゾウリムシに共生するバクテリアが，ホストだ

けでなく共生藻の制御にも一役買っている可能性があ

る．高等動物の培養細胞は，常時抗生物質の存在下で

培養しているので，細胞内にバクテリアがいない「無

菌」が前提である．しかし， HeLa 細胞は，実際にヒ

ト体内でバクテリアにまみれて？いるはずなので，バ

クテリアの影響を度外視した現在の HeLa 細胞研究

が，逆にふと心配になった…． 

今後，「白いミドリゾウリムシ」の取り扱いも難題

であるが，当面は研究者間のミドリゾウリムシ株と培

養条件を統一させ,実験結果の再現性向上を目指す事が

喫緊の課題である．そのために,無給餌株（クローン化

済み）と「ミドリゾウリムシが元気に増殖し，組成が

明確で誰でも作れる培地」(これから確立)をセットで

準備，希望するミドリゾウリムシ研究者に配布できる

システム作りが重要である．研究者間で培養条件が統

一され，無給餌株の共有がすすめば，ミドリゾウリム

シが「真核細胞間共生」研究のモデル生物になる日も

近づくと考える． 

モデル生物といえば，クローンマウスを思い出し

た．クローンマウス同士の遺伝的背景は同一だが，各

マウスには腸内細菌，あるいは付着する共生微生物な

どは居ないのだろうか？母マウスからの誕生時に，個

体ごとに異なる細菌を受け継いでしまう可能性はない

のだろうか？マウスの遺伝的背景は同じでも，腸内細

菌によって個体の表現型が左右される事はないのだろ

うか，と次々疑問が湧いたところで，編集部から「繰

り返しと寄り道はほどほどに」とメッセージが…． 
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バクテリアが検出されている．これらのバクテリアの
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 III 新規ミドリゾウリムシ培養液の開発について 

さて，研究者間で無給餌株の共有が実現できれば，

ミドリゾウリムシの培養時に「外在的な餌」投与の必

要がなくなり，培養時における「餌の不統一」の問題

が一気に解決できる．しかし，もうひとつの課題，

「多様な培地」の問題は解決できていない．実際，筆

者 (HH) は現在でもレタス培地を使っている．一方，
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は事実上不可能である．となると，ミドリゾウリムシ

の培養に適した，レタス培地に代わる「誰でも作れる,

組成が明確な人工培地」を新規に見出す事は今後の喫

緊の課題となるであろう． 

この培地と無給餌株を研究者間で共有できれば，研

究者間におけるミドリゾウリムシ培養条件の統一に大

きく近づくものと確信する． 

 

まとめ 
はじめに：共生藻とミドリゾウリムシの再共生実験

について結果が不安定である事を示した. 

ミドリゾウリムシについて：上記の原因を考えるに

あたり,まずミドリゾウリムシ自体を分析，餌や培地の

種類を始めとするミドリゾウリムシ培養条件の多様

さ，さらには,再共生時に汎用される「白いミドリゾウ

リムシ」が,実は「共生藻除去 (algae-free) 」ではない可

能性にも言及した． 

共生藻について：次に共生藻を分析,共生藻に共生？

するバクテリアの存在に注目した． 

ミドリゾウリムシの培養条件について：現在研究者

間で統一されていないミドリゾウリムシの培養条件に

ついて議論した．統一に向けて,培養時に外在的な餌の

投与を必要としないクローン化された「無給餌株」の

確立と，将来レタス培地に代わる「組成が明確な人工

培地」の確立が重要である事を指摘した． 

以上の全項目を通じ，本稿で一番強調したい事は，

「ミドリゾウリムシにおけるバクテリアの役割」であ

る．「ミドリゾウリムシの培養条件について」の項で,

野外から単離したミドリゾウリムシのクローン化を繰

り返し，無給餌株を単離できた事を記述した．図 2 に

示したように，洗浄後のミドリゾウリムシを 1 個体か

ら増殖させ，定常期の個体集団から 1 個体を再度単

離，増殖後にこの作業をさらに繰り返していったの

で，得られた個体集団（クローン）の遺伝的背景はど

の個体も同一であると考えられる．それにも拘らず，

各個体はそれぞれ多様な増殖速度を示した．もし， II 

の項目でも述べた様にミドリゾウリムシに共生するバ

クテリアがミドリゾウリムシの増殖を制御していると

したら大変面白い．「共生藻について」の項では，共
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