
 

 

LB 培地での少量培養を行った。プラスミドDNAを

調製しこれを鋳型としてBig-dye Cycyle Sequencing 
Kit ver. 3.1 (Perkin Elmer)を用いてシーケンス反応を

行い，シーケンサー（3130 Genetic Analyzer, ABI）で

分析を行った。 
 
[結果と考察] 遺伝子解析が行われているヨツヒメゾ

ウリムシのデータベース（Paramecium DB, http:// 
paramecium.cgm. cnrs-gif.fr/db/index）に登録されてい

るアクアポリン様の配列，またアクアポリングルー

プに属するhuman AQP1，2，4，6，8，およびアクア

グリセロポリングループに属するhuman AQP3，10な
どのアミノ酸配列を比較し，アクアポリンやアクア

グリセロポリンで保存性が高いNPA（Asn-Pro-Aln）
モチーフを組み込んだ正逆の縮重プライマー

（PAQP-F1d，PAQP-R1d）を設計した。PCR産物を

サブクローニング後，ポジティブクローンを４つ選

び（Sample# 1，3，4，6），シーケンサーを用いて

塩基配列の解析を行った。4クローンから得られたそ

れぞれの塩基配列を比較した結果，Sample# 1，3，
4，6は100％一致した。また，今回得られた部分配列

の長さは，予想していたサイズのバンド（360bp程
度）に近い366bpであった。BLAST 検索を行ったと

ころ，アクアポリングループとの相同性が高いた

め，今回得られた部分配列はアクアポリングループ

に属する可能性が高いものであると考えられた。ま

た，縮重プライマー設計時に比較した，他の生物の

アクアポリンおよびアクアグリセロポリンに相当す

るアミノ酸配列に，この部分配列から推測されるア

ミノ酸配列を加え，アミノ酸配列の配置に基づく系

統樹を構成したところ，系統的にhuman AQP3,10と
近く，アクアグリセロポリンと類似のものである可

能性が示唆された。今後，本研究から得られた部分

配列を基に，標的遺伝子の全配列を決定し，その翻

訳産物であるタンパク質において，尿素やグリセ

ロールの透過性，さらには，収縮胞の機能が阻害さ

れるかRNA干渉により標的タンパク質をノックダウ

ンしたうえでの解析を行うことが望まれる。 
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SUMMARY 

Our previous studies of the Japanese symbiotic Chlorella F36-ZK suggested that Paramecium bursaria supplies 
amino acids to its symbiont. To evaluate this, amino acid permeability of the perialgal vacuole (PV) membrane, which is 
a barrier between the host and its symbiotic Chlorella, was investigated. Because symbiotic algal amino acid transport 
was apparently stopped immediately by infection with a chlorovirus, this phenomenon was used to identify Chlorella en-
closed within an intact PV membrane. Symbiotic Chlorella cells lacking, or with incomplete, PV membranes became in-
fected with the chlorovirus and could not import any amino acids, while those with a complete PV membrane were pro-
tected from infection and could import amino acids. The experimental results revealed that at least Arg and Gln could 
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[目的] 日本産ミドリゾウリムシF36から共生クロレ

ラF36-ZKを取得し1，その生理的特徴について検討を

行ってきた。F36-ZKは，自由生活型クロレラにはみ

られない発達したアミノ酸輸送系を有し2，本輸送系

はCa2+や糖によって影響を受けるといった特徴があ

る3,4。これらの結果から，宿主がアミノ酸を共生ク

ロレラに供給しているのではないかと考えた。共生

クロレラは，宿主細胞内で１細胞ずつ共生胞膜に包

まれており，宿主-共生者間の物質のやりとりはすべ

てこの膜を通して行われる。共生胞膜に関する研究

は電子顕微鏡を用いた手法が主流であったが5，近

年，大村らにより共生胞膜付きクロレラの単離法が

開発され6，生化学的な手法での切り口が開かれた。

そこで，共生胞膜のアミノ酸透過性を調べるととも

に，アミノ酸輸送変異株の再感染実験から供給され

るアミノ酸について検討した。 
 
[材料と方法] 

クロロウイルスの単離 
琵琶湖々水中のクロロウイルスを，Ettenらの方法7

に準じて，軟寒天培地上のF36-ZKに感染，形成した

プラークから単離した。寒天培地はC培地にSer (200 
μg/ml)とglucose (5 g/L)を添加したものを使用した。 
共生胞膜付きクロレラの単離とアミノ酸輸送測定 

大村らの方法6に準じて，ミドリゾウリムシを破

砕，遠心後，percoll密度勾配遠心分離（50%,  90% 
percoll，200 g 2 min, 400 g 8 min）して共生胞膜付き

クロレラ画分を得た。この藻体懸濁液にクロロウイ

ルスを添加し（>1000 pfu/Chlorella cell），5分間イン

キュベート後，14Cアミノ酸を用いて，0.1 mM アミ

ノ酸の15分間の取り込みを調べた。 
F36-ZKアミノ酸輸送変異株の取得 
変異株取得には，致死的な影響を与えるアミノ酸

アナログの canavanine  (Argアナログ )，もしくは

azetidine-2-carboxylic acid (AZC，Proアナログ)を用い

て，F36-ZKのそれぞれの耐性株を単離した。次に，

耐性株のArg，Ser，Pro，Alaの取り込みを測定し，

輸送変異株の選抜を行った。 
再感染実験 

ミドリゾウリムシF36株を暗条件下で培養後，

cycloheximide (10 μg/ml)，methyl viologen (10 μg/ml)を
添加した赤エンドウマメ培地中で培養（明条件下）

し，白ミドリゾウリムシを作製した。白ミドリゾウ

リムシとF36-ZK，もしくは変異株を混合し（ゾウリ

ムシ：クロレラ＝1:104），明条件（40 μmol/m2/s，24
時間明）下，1日培養した後，クロレラを遠心で除去

して上記光条件下で培養した。再感染から6日，およ

び10日後に，ミドリゾウリムシを倒立顕微鏡および

蛍光顕微鏡を用いて観察した。ミドリゾウリムシ１

個体中の共生クロレラがほぼ200 cells以上のものを，

共生関係が構築されたものと判断し，ミドリゾウリ

ムシ200個体での構築の割合（％）を示した。 
 
[結果と考察] 

クロロウイルス感染によるアミノ酸輸送の停止 
 大村らの方法で得られる共生胞膜付きクロレラ画

分は，膜を失った又は損傷を受けたクロレラとの混

合物であり，共生胞膜のアミノ酸透過性を調べるた

めには，膜の状態による区別が必要であった。共生

クロレラへクロロウイルスを感染させると，溶藻ま

でには数時間を要するが，光合成は短時間（10分以

内）で停止することが知られており8，同様にアミノ

酸輸送も短時間で停止するか検討した。その結果，

ウイルス添加（44 pfu/Chlorella cell）後5分以内で，

アミノ酸輸送を90%以上停止できることがわかっ

た。電子顕微鏡で観察したところ，共生胞膜付きの

クロレラにウイルスは感染しておらず，膜がバリ

アーとなって感染を免れていると考えられた。これ

らのことから，調製した共生胞膜付きクロレラ懸濁

液中の，共生胞膜に損傷を受けたクロレラのアミノ

酸輸送を選択的に停止し，共生胞膜のアミノ酸透過

性を調べることが可能と考えた。 
共生胞膜のアミノ酸透過性 
 酸性アミノ酸を除く18種のアミノ酸での検討の結

果，少なくともArgとGlnが共生胞膜を透過すること

がわかった。これらのアミノ酸は，1分子あたりのN
原子の数が多く，Nのキャリアーとして最適であ

る。Reisser(1986)は，宿主から共生クロレラへのN源

としてNH4
+が主と考えたが，Glnも候補の一つとして

挙げている9。 
変異株取得と再感染実験 
 CanavanineとAZCへの耐性株を計19株単離し，幾

つかの変異株についてアミノ酸輸送を調べた結果，

Arg以外のアミノ酸を殆ど取り込まない変異株

（ArgAZC 1）と，他は取り込むがArgを取り込まな

い変異株（SerCana 6）を得た。これらの変異株を

Arg，Gln，Ser，NH4
+を唯一のN源とする培地で培養

した結果，それぞれ取り込み可能なアミノ酸の添加

培地での増殖が良好で，NH4
+では，野生株，耐性株

ともに増殖は低く，差が見られなかった。 
共生関係の構築率を調べた結果，感染から6日目の観

察では，野生株で74%，ArgAZC 1株で34%が共生関

係を構築したが，SerCana 6株では2%であった。また

10日目では，野生株，ArgAZC 1株はそれぞれ98%，

71%と高い構築率だったが，SerCana 6株では20%に

留まった。これらの株でNH4
+をN源とした増殖に違

permeate the PV membrane. Furthermore, re-infection experiments using aposymbiotic P. bursaria cells and an Arg 
transport–deficient Chlorella mutant, which was obtained from canavanine-resistant strains, showed quite a low success 
rate of reconstruction of the symbiotic relationship. It is concluded that the host supplies Arg as a nitrogen carrier to its 
symbiont.  



 

 

いはなく，宿主中でNH4
+の供給も一部受けて共生関

係の構築に寄与していると考えると，供給される主

たるN源はGlnやNH4
+ではなくArgと考えられる。 
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SUMMARY 

White cells of P. bursaria can be quickly restored to green by re-infecting them with Chlorella isolated from green 
cells. Six hours after re-infection, host cells contain about 450 Chlorella per cell.  After washing, the number of Chlor-
ella decrease to about 100 per cell, 1 day after re-infection. They then increase gradually for 3 to 7 days. The survival 
rate of re-infected cells exposed to H2O2 was assayed at the same time as Chlorella proliferation was monitored. Their 
survival rate increased gradually to the level of the original green cells 3 to 4 days after re-infection. When white cells 
entrained to a LD 12:12 h cycle were re-infected with Chlorella isolated from green cells entrained to a reverse-phase LD 
cycle, they retained the same mating reactivity rhythm as the original white cells during the first 2 days, but began to 
shift to the phase of the Chlorella 3 days after re-infection, when kept in continuous light. A similar shift was observed 4 
days after re-infection, when white cells entrained to a LD cycle at 25°C were re-infected with Chlorella isolated from 
green cells entrained to a different temperature cycle. The time for establishment of symbiosis was demonstrated to be 3–
4 days after re-infection.  

[目的] ミドリゾウリムシを暗闇で培養するとクロレ

ラを持たない白色細胞を作ることが出来る。白色細

胞にクロレラを再感染させると，最初に多数取り込

まれるが，途中で洗うと１日後には細胞あたり100個
程度になる。その後，クロレラは次第に増え，１週

間後には400個程度に達する。どの段階で共生が成立

してクロレラの機能が発現される時期を確定するた

め，過酸化水素耐性が発現される時期と，逆位相の

クロレラを感染させた時，接合活性リズムの位相が

変化する時期について調べる。 
 
[材料と方法] 再感染は2 × 107個の単離クロレラを2 
× 103細胞のゾウリムシに混ぜて行った。過酸化水素

耐性は60細胞をマイクロプレートに単離し150 µMの

H2O2 を与え，12時間後に生存している細胞数を数え

て生存率とした。接合活性リズムは集団から60細胞

を3時間ごとに単離し，テスター細胞を加え接合活性

を現わしている細胞を数えて接合活性率とし，それ

を3~４日間続けた。明暗サイクルは明期(L)と暗期

(D)をLD 12:12 hで与えた。照度は0.5 mW/cm2であ

る。温度サイクルは高温(W, 25℃)と低温(C, 15℃)を
WC 12:12 hで与えた。 
 

[結果]ミドリゾウリムシの白色細胞に緑色細胞から

単離したクロレラを，ゾウリムシ一匹当たり１万個

の濃度で再感染させると，6時間後には500個程度取

り込まれる。洗って周りのクロレラを取り除くと１

日後には細胞当たり約100個となり，その後徐々に増

えて１週間後には約400個に達する。 
 ミドリゾウリムシの緑色細胞と白色細胞は過酸化

水素水(H2O2)に対する耐性が異なり，150 µM H2O2の

12時間後の生存率は約78％と約33％である。クロレ


