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Group I intron にみるミドリゾウリムシ２大共生藻 “American” と “European” 
の過去における接触 
保科亮 1，今村信孝 2 

（1長浜バイオ大学バイオサイエンス・立命館大学総合理工学研究機構，2立命館大学理工） 

The similar group I introns indicate previous contact between representatives of the 
paramecian symbiotic algae “American” and “European” 

Ryo HOSHINA1 and Nobutaka IMAMURA2 (1Nagahama Institute of Bio-Science and Technology, 
2Ritsumeikan University) 

 
SUMMARY 
 Most Paramecium bursaria have chlorellacean symbiotic algae. These algae are called either “American” or 
“European”, depending on their origin. The algae differ genetically from each other at the species-level, and differ from 
known free-living Chlorella spp. We previously identified the insertion patterns of group I intron(s) in the SSU rDNAs 
of these algae as a method to distinguish them from each other. Here we determine the LSU rDNA sequence of Chlorella 
sp. PBSW1-ZK (“European”) and identify a further IE intron at position L2449 (numbered according to E. coli rRNA): 
this is the first record of an IE intron insertion in this position. We then constructed a phylogenetic tree of the IE introns 
that are commonly observed in both “American” and “European” rDNAs. The relationships between these introns were 
extremely peculiar in these analyses. The L2449 "European" intron was gouped together with the S516 position family 
(most of IE introns found in green algae are limited to this position), even though it does not have a common sequence, 

理（121℃、2 時間）したが、炭酸固定上昇活性は完

全に保持されており、無機物の関与を推測した。次

に、体液中の有機物を完全燃焼（700℃、1 時間）さ

せたところ、残渣の灰分（無機物画分）が体液と同

等の活性を有していたことから、宿主因子は無機物

であると考えた。 
 生体内で多くを占める K+, Ca2+, Mg2+に着目し、体

液中のカチオン濃度をイオン選択電極やキレート滴

定を用いて測定した結果、それぞれ 1.32 mM , 0.67 
mM, 0.38 mM 含まれることがわかった。カチオンの

炭酸固定への影響を検討した結果、それぞれのカチ

オン単独では炭酸固定上昇活性を引き起こさず、K+

と 2 価カチオンとの組み合わせで、飛躍的に炭酸固

定が上昇した。3 種のイオンすべてを混合した場合

に、体液と同等の上昇活性を示したことから、宿主

因子は 3 種のカチオン混合物であると考えられる。

この 3 種のカチオン混合物を人工宿主因子（Artificial 
Host Factor: AHF）として以降の実験に用いた。 
 カチオン濃度を変動させ、炭酸固定への影響を検

討した。その結果、2 種カチオンの同時添加でも炭

酸固定量は大幅に増加したが、3 種カチオンを添加

した時に最大約６倍まで固定量が上昇した。ミドリ

ゾウリムシ体液中のカチオン濃度は炭酸固定上昇に

至適な濃度であった。共生クロレラをもたないゾウ

リムシ（P. caudatum TA2）から、ミドリゾウリムシ

と同様に体液を抽出し、各カチオン濃度を測定した

結果、K+, Ca2+, Mg2+がそれぞれ 0.2 mM, 0.43 mM, 
0.03 mM 含まれていることがわかり、炭酸固定上昇

に重要な K+, Mg2+濃度がミドリゾウリムシ体液に比

べ、極端に低いことがわかった。 
 AHF の作用機作を調べるため、炭酸固定反応のエ

ネルギーを供給する明反応に着目して検討を行っ

た。緩衝液で洗浄・懸濁した共生クロレラ F36-ZK
の酸素発生速度は経時的に低下した。一方、自由生

活型クロレラの酸素発生速度は、緩衝液でこのよう

な経時的な変動はみられなかった。共生クロレラの

酸素発生速度は、体液や AHF 添加で緩衝液中での経

時的な低下を免れ、安定的に持続した。 
 以上の結果から、共生クロレラの光合成は特に外

部イオン濃度の変化に敏感であることがわかった。

外部の環境変化からは隔離された細胞内共生という

環境で生活していたことを考えると、このような性

質は退化ともとれる現象ではないだろうか。 
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such as the internal guide sequence (IGS), necessary for intron infection via reverse splicing. The other “European” 
intron (S651) occurred as an independent clade together with all four “American” IE introns, even though they do not 
have common IGS (except “American” L1926 – L2184). These results suggest that there exists an unknown mechanism 
of intron infection inside the P. bursaria cell. The close relation found between the “American” and “European” introns 
implies that these two algae groups coexist in P. bursaria before.  

[目的] ミドリゾウリムシは細胞内に数百の共生藻を

持つ。共生藻はミドリゾウリムシの産地によって異

なり，米-アジア-オセアニアでは“American”，欧州で

は“European”と呼称される共生藻が多く，遺伝的に

は種レベル以上の相違がある 1)。双方クロレラ科に

所属するが，自由生活を営む既知のクロレラ類とは

遺伝的に異なる(よく言われるが Chlorella vulgaris と

も別種である)。著者らは“American”と“European”を
識別するひとつの手法として SSU rDNA 中の group I 
intron  ( 以下 GI) 挿入パターンをあげてきたが
2)，“American”タイプの GI (Cnc.introns)を解析したと

ころ，きわめて特殊なものであることが判明してい

る 3)。今回，著者らはドイツ産ミドリゾウリムシ

PBSW1 由来の共生藻(“European”)2 がもつ LSU rDNA
中の GI を決定，解析をおこなう。 
 
[材料と方法] 神戸大学の洲崎敏伸先生より分与いた

だいたドイツ産 Paramecium bursaria PBSW1 を破砕

して得られた共生藻株 Chlorella sp. PBSW1-ZK を使

用，LSU rDNA を部分決定した。含まれたイントロ

ンの二次構造を決定し，最小進化法による系統樹を

構築した。 
 
[結果] Chlorella sp. PBSW1-ZK の LSU rDNA のポジ

ション 2449 (E. coli LSU rRNA にもとづく)後に 330 
nt の挿入があった。二次構造から，この挿入が

subgroup IE に属するイントロンであることがわか

り，Csw.L2449 と名づけた。2629 後にも何らかの挿

入がみられるが，現在配列決定できていない。本藻

では SSU rDNA 中にも IE イントロン挿入がみられ

(Csw.S651) 2，これらを含めた IE イントロン系統樹を

構築した。Csw.S651 は “American” のイントロン

(Cnc.S943, -L1688, -L1926, -L2184)とともにクレード

を構築し(クレード A)，Csw.L2449 は S516 position 
family(後述)に埋没した(クレード B)。 
 
[考察] GI は基本的にはセルフスプライシング能を

有し，他ゲノムへの侵入に特化した遺伝因子であ

る。菌類，紅藻，緑色植物に比較的多くみられ，核

ゲノムでは rDNA 中にのみみられる。系統樹を構築

すると，ホスト生物の系統よりも挿入ポジションを

共有する G1 同士で近縁性を持つ＝ position family が

できあがる 4)。これは GI が持つ他ゲノムへの侵入の

メカニズムと密接に関連している。メカニズムのひ

とつは homing と呼ばれるもので，イントロン内部

に HEG (homing endonuclease gene)遺伝子を持つ。

HEG は特定の塩基配列(15-20 nt)を認識してイントロ

ンを挿入するため，感染先の生物でも感染源と同一

のポジションに挿入される。もうひとつは reverse 
splicing と呼ばれるメカニズムで，この場合も感染先

で同一ポジションに挿入される。その結果，rDNA
中においても限られた位置にのみ GI 挿入がみられ

る。しかし，本研究で明らかとなった L2449 への挿

入は，IC1 イントロンでわずかに報告があるのみ

で，IE として初，また S651 への挿入は，本藻のほか

に 1 例が報告されるのみである。実は“American”の
持つ IE イントロンも，2 つが新規，1 つが IE として

新規のポジションをとる。構築した系統樹は position 
family の概念を無視したものであり，Csw.L2449 は

S516 position family 内に埋没するかたちとなるほか，

Csw.S651(およびもうひとつの S651 イントロン)と
Cnc.introns が独自のクレードを形成することにおい

て，これまでに類のない特殊なものとなっている。 
 限定的生物群でのみ発見される挿入位置は，その

挿入が比較的新しいことを示す 5)とされるが，共生

藻の GI はどのようなメカニズムで感染に至ったので

あろうか。Csw.introns および Cnc.introns 中に HEG は

見当たらない。ではこれらは reverse splicing により

感染したものだろうか。実は reverse splicing で絶対

的に必要な認識塩基配列(IGS: internal guide sequence)
は 4-6 nt と短く，同一 IGS を持つ別ポジションへ転

移したケースも報告されている 6)。そこでクレード

A，B の IGS 配列を比較してみたところ，クレード

A の L2184-L1926 間において共通配列 [CTCTT] がみ

られたが，他ではみられなかった。 
 上述の事実を踏まえると，ミドリゾウリムシ細胞

内という特殊環境下において，未解明のメカニズム

によるイントロン感染がすすんでいる可能性が見え

てくる。このメカニズムは感染先の挿入ポジション

配列に縛られることがないうえ，Cnc.introns がすべ

てクレード A に入ることから，あるいはゲノム内に

おける転移も可能にする。生物間のイントロン感染

が起こりうる環境としては，たとえば地衣類内部に

おける多種藻類の細胞間接触が提唱されている 7)。

ミドリゾウリムシ細胞内はまさに同様の環境であ

り，クレード A における Csw.S651 と Cnc.introns の

関 係 は，過 去 に ミ ド リ ゾ ウ リ ム シ 細 胞 内

で“American”と“European”が共存/競合していた事実

を示すものと考えられる。 
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シクロヘキシミドは共生クロレラを包む PV 膜の膨張と 

クロレラの消化を誘導する 
児玉 有紀 1,2，藤島 政博 3 

（1山口大・ 院理工・自然共生科学専攻, 2学振 DC2, 3山口大・院理工・環境共生） 

Cycloheximide induces swelling of the perialgal vacuole membrane enclosing 
symbiotic Chlorella vulgaris and digestion of the algae  

in the ciliate Paramecium bursaria 
Yuuki KODAMA1,2 and Masahiro FUJISHIMA3 (1Dept. Natural Sci. and Symbiosis, Grad. School of 

Sci. and Engineering, Yamaguchi Univ. 2 Res. Fellow of JSPS DC2, 3 Dept. Env. Sci. and Engineering, 
Grad. School of Sci. and Engineering, Yamaguchi Univ.) 

 
SUMMARY 
 Cycloheximide inhibits protein synthesis in symbiotic Chlorella of the ciliate Paramecium bursaria, but hardly 
inhibits the host's protein synthesis. Treatment of the algae-bearing Paramecium cells with cycloheximide induces 
synchronous swelling of all perialgal vacuoles containing the symbiotic algae. The volume of the vacuoles increases 
about 25 times after 24 hours of treatment. The vacuoles then become condensed and can be stained by Gomori’s 
staining; eventually, the algae in the vacuoles are digested. This phenomenon can only be induced under a fluorescent 
light and does not occur under a constant dark condition. On the other hand, even with the fluorescent light, this 
phenomenon cannot be induced if the paramecia are treated with cycloheximide in the presence of the photosynthesis 
inhibitor 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea. These results indicate that the algal proteins synthesized during algal 
photosynthesis play some important role in preventing the expansion of the perialgal vacuole and to maintain an ability 
of the perialgal vacuole membrane to protect from the host's lysosomal fusion to the membrane.   
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[目的] ミドリゾウリムシの細胞質内には約 700 個の

クロレラが共生しており、それらは 1 つずつ宿主の

ライソソームが融合しないペリアルガルバキュオー

ル (PV) 膜に包まれている。PV 膜がライソソーム融

合を阻止する仕組みについてはこれまで全く明らか

になっていない。ミドリゾウリムシとクロレラの細

胞内共生は古くから知られている相利共生の例であ

るが、それぞれ単独でも増殖できる能力を維持して

いる。これまでにタンパク質合成阻害剤のシクロヘ

キシミドがクロレラのタンパク質合成を優先的に阻

害する性質を用いて、ミドリゾウリムシから共生ク

ロレラを除去する方法が報告されている(1)。クロレ

ラが除去される原因としては次の 2 つの可能性が考

えられる。1)シクロヘキシミド存在下で宿主のみの

細胞分裂による共生クロレラ数の希釈。2) PV 膜への

宿主ライソソーム融合による共生クロレラの消化。

後者が原因であるならば、この現象は PV 膜の宿主

ライソソーム融合阻止能力の仕組みを解明する優れ

たモデルとなることが期待される。そこで、ミドリ

ゾウリムシをシクロヘキシミドで処理し、クロレラ

が除去される過程を径時的に観察した。 
 
[材料と方法]  

シクロヘキシミド処理 
5,000 cells/ml に調整した P. bursaria (OS1g1N 株) にシ

クロヘキシミド (Wako) を最終濃度が 10 μg/ml になる

ように加え、その後 25 ± 1℃、恒明条件下 (LL) また

は恒暗条件下(DD) でインキュベートし、細胞内の共

生クロレラに起こる変化を光学顕微鏡下で観察し

た。また、3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea 
(DCMU)  (Wako) を最終濃度が 10-5、10-6 、10-7 M に

なるように細胞浮遊液に加え、光合成阻害剤が与え 

る影響を調べた。 
共生クロレラ数のカウント 
シクロヘキシミド処理前、処理後 (1、3、6 日後) の
細胞浮遊液に等量の 8% (w/v) パラホルムアルデヒド
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