
 

 

Jpn. J. Protozool. Vol. 42, No. 1.  (2009) 23 

[目的] ハリタイヨウチュウ（Raphidiophrys contrac-
tilis）は，汽水域に生息する太陽虫の一種で，球形の

細胞体から多数の軸足と呼ばれる微小管の束を内包

した仮足を放射状に伸ばした形をしている。餌虫が

軸足の先端に接触すると，軸足の急速な短縮が起こ

り，餌虫を捕獲する。Khanら（2006）は，タイヨウ

チュウが有害物質に対して極めて敏感に反応し，そ

の軸足が短縮したり消失したりすることを示した1)。

いくつかの有害重金属イオンに対しては上水道水質

基準値以下の濃度で軸足の短縮が観察され，タイヨ

ウチュウがバイオモニタリングに適した生物である

と結論づけた。昨年本大会において，この性質を応

用した新しい水質モニタリング装置の有用性につい

て，我々の研究グループが報告した2)。しかし，試験

用として克服すべき問題点があったため，本研究で

は，細胞が接着する基底面の材質，測定チャンバー

の容積，および試験水の流速について細胞接着能に

与える影響を再検討し，新たな測定チャンバーを考

案した。さらに，新しいシステムを用いて有害物質

についての検討を行った。 
 
[材料と方法] ハリタイヨウチュウは室温で二者培養

したものを10%海水（汽水，pH=7.0）で洗い，新た

に考案した測定チャンバーに入れて基底面に接着さ

せるため4時間静置した。有害物質を含む試験液を微

量ポンプでチャンバー内に送入した後，ポンプを

いったん停止し20分間静置した。その後，再びポン

プを用いて汽水を一定流速で2時間灌流した。倒立顕

微鏡下で小型CMOSカメラを介しtime-lapse記録後，

撮影画像から基底面に接着し続けているハリタイヨ

ウチュウの個体数を20分毎に計測した。上下水道の

水質基準項目に定められているシアン濃度を基準と

して試験液とした。コントロールとして汽水を用い

た。 
 

[結果と考察]  

１．新しい簡易型流動チャンバーの考案 
流動チャンバーのスペーサーをシリコン板に変更

しチャンバー内の形状変更を容易にした。チャン

バーの形状を再検討するとともに，その容積を0.45 
mlまで減らすことで溶液置換時間の短縮および有害

廃液の削減に成功した。チャンバーの基底面を使い

捨て方式にしたことにより，細胞接着面の材質検討

が可能となった。 
２．細胞接着強度と接着面の関係 

接着面の材質の違いによる細胞接着能を検討する

ため培養細胞観察用のplastic coverslipと通常のglass 
coverslip を基底面として使用し比較したところ，流

速だけではなく接着面の材質の違いによっても細胞

の基質接着能が変化することがわかった。このこと

を応用すれば，試験液の種類によっては接着能が弱

い材質を使用し本システムの感度を上げることも可

能と考えられた。 
３．シアン化カリウムについての検討 

本システムを用いたシアン化カリウムについての

検討の結果，シアン化カリウムの濃度が高くなるほ

ど基底面に接着し続ける細胞の数は減少し，濃度に

依存した影響が認められた。シアン化物の上水道基

準値濃度である0.01 mg/l以下でも明らかな反応が見

られたことから，水質モニターとして実用上の感度

を有すると考えられた。 
今後は，未検討の有害重金属や有害有機溶媒によ

る影響を調べ，ハリタイヨウチュウの個々の有害物

質に対する応答特性を明らかにし，本システムの水

質モニターとしての有用性を判断する必要がある。 
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show that the improved chamber is efficient enough to be of practical use in our monitoring system. Further studies are 
needed to examine the response of R. contractilis to various toxic substances. 
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SUMMARY 
Resting cyst formation (encystment) of Colpoda cucullus is induced by an increase in external Ca2+ or overpopula-



 

 

[目的] 乾燥および高温・低温耐性を有する休眠シス

ト形成は、土壌性繊毛虫コルポーダ（Colpoda cucul-
lus）の陸上環境への巧妙な適応戦略であり1)、シス

ト化は、外液のCa2+濃度の上昇（Ca2+誘導）やコル

ポーダ密度を高く保つ（過密誘導）ことによって誘

導される(1)。外液のCa2+濃度の上昇は、細胞内への

Ca2+の拡散をもたらすと考えられる2)。本研究では、

シスト化を誘導する細胞内シグナル伝達経路の初期

過程において、Ca2+／カルモジュリン（Ca2+／CaM）

とcAMPが関与する可能性を示した。 
 外液の餌が枯渇するとシスト化が誘導されること

は古くから知られている3)。これは、餌が存在すると

シスト化が抑制されていると解釈することができ

る。コルポーダの場合、バクテリア由来の可溶性分

子だけでなくD-グルコースなどの栄養分子が外液に

存在するとシスト化が抑制される。本研究では、D-
グルコースが細胞外から作用するのか、細胞内に取

り込まれた後どのようにしてシスト化抑制作用をも

たらすのかについて考察する。 
 
[方法] コルポーダ（Colpoda cucullus）は、バクテリ

ア（Enterobacter aerogenes）を植え付けた0.05%麦葉

浸出液で培養した。シスト形成の誘導実験では、1～
2日間培養した栄養細胞を遠心（1,500 g, 2分）して集

め、1 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.2）で２回洗浄後

（1,500 g, 2分）、各テスト溶液（200 μl）に低密度

（500～ 1,000  細胞／ml）または高密度（5,000～
10,000 細胞／ml）で懸濁した。シスト形成率の観察

は実体顕微鏡下で行い、誘導後７または８時間後に

計測した。 
 
[結果と考察] まず、Ca2+誘導や過密誘導によるシス

ト化がカルモジュリン阻害剤であるW-7（1 μM）お

よびトリフルオペラジン（0.5 μM TFP）によって抑

制されるかどうかを調べた結果、有意な（p<0.05, 
Mann-Whitney test）抑制効果がみられた。ホスホジ

エステラーゼの非選択的阻害剤であるIBMX（500 
μM）は有意な（p<0.05, Mann-Whitney test）シスト化

誘導効果を示した。この結果は、サイクリックヌク

レオチドがシスト化誘導に関与していることを示唆

している。そこで、cAMP、cGMPおよび膜透過型ア

ナログであるジブチルcAMP（db-cAMP）、ジブチル

cGMP（db-cGMP）のシスト化誘導効果を調べた結果

（それぞれ500  μM）、cAMPとdb-cAMPが顕著な

（p<0.05, Mann-Whitney test）シスト化誘導効果を示

すことがわかった。アデニレートシクラーゼのP-部
位 阻害剤である2’-デオキシアデノシン（10 μM）

は、有意にシスト化を抑制した（p<0.05,  Mann-
Whitney test）。500 μM Rp-cAMPS（cAMP依存的タ

ンパク質のcAMPアナログアンタゴニスト）はシスト

化誘導を抑制する傾向を示した。これらの結果か

ら、コルポーダのシスト化誘導は、Ca2+／CaMに

よって活性が制御されるタイプのアデニレートシク

ラーゼの働きで細胞内のcAMP濃度が上昇することに

よってもたらされることが示唆される。 
 外液にD-グルコース（500 μM）が存在すると、

Ca2+誘導および過密誘導によるシスト化が抑制され

た。このような条件下では36時間までに、細胞サイ

ズと細胞数の増加がみられたので、グルコースは細

胞内に取り込まれていると考えられる。そこで、グ

ルコース輸送阻害剤であるフロリジン（100 μM）処

理によりグルコースの取り込みを阻害すると、グル

コースによるシスト化誘導の抑制効果が失われた。

この結果は、グルコースが細胞内に取り込まれた後

にシスト化抑制効果をもたらすことを示している。

過密誘導の場合と比較すると、db-cAMPによるシス

ト化誘導は、グルコースによる抑制効果が小さかっ

た。このことは、グルコースまたはその代謝産物

が、シスト化誘導のシグナル伝達系のcAMP生産の上

流に作用する可能性を示唆している。 
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tion of Colpoda vegetative cells, and is suppressed by the addition of food to the external medium. The Ca2+-mediated or 
overpopulation-mediated  cyst  formation  was  suppressed  by  calmodulin  antagonists  (W-7,  trifluoperazine),  2’-
deoxyadenosine (a P-site inhibitor of adenylate cyclase) and Rp-cAMPS (a cAMP analog antagonist for cAMP-
dependent proteins). In contrast, IBMX (a non-selective inhibitor of phosphodiesterase), cAMP or its membrane-
permeable derivative (db-cAMP) had an encystment-inducing effect even in a Ca2+-free medium. These results suggest 
that encystment induction in Colpoda may involve a rise in cAMP concentration through the activation of adenylate cy-
clase, and its activity is possibly regulated by Ca2+ /calmodulin (Ca2+/CaM). Colpoda encystment was suppressed by the 
addition of D-glucose to the external medium. When D-glucose uptake was blocked by phlorizin, Ca2+-mediated or over-
population-mediated encystment was markedly suppressed. However, db-cAMP-mediated encystment was not sup-
pressed by D-glucose. The results suggest that internalized D-glucose or its metabolic products have an effect upstream 
of cAMP production in the signaling pathway for induction of encystment.     


