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SUMMARY 

Morphological events during encystment of Colpoda cucullus were studied. Some mitochondria were frag-

mented within 1 hr after onset of encystment induction. Thereafter, they were surrounded by membranes to form auto-

phagosomes. In 1–2 hr, a mucus-like material was synthesized in the vacuoles (mucocyst) in the cytoplasm and the mu-

cus masses were expelled to an extracellular space. Thereby, the cell was enveloped in a thin mucus layer. In 2–3 hr, the 

cells were rounded up; then surrounded by the outermost cyst wall layer (ectocyst), which is possibly derived from pelli-

cle membranes.  Chromatin granules  were extruded from the macronucleus,  and subsequently digested in auto-

phagosomes. Ectocyst formation was followed by the formation of a second layer (endocyst) by the excretion of tolu-

idine blue-stained substance (TBS) between the ectocyst and plasma membrane. The endocyst layers were formed peri-

odically for several days. Finally, the cells were surrounded by a thin layer of mucus envelope, an ectocyst layer, and 

several layers of endocysts. The mitochondria activity was stopped at 7–15 hr after the onset of encystment induction. In 

the final step of cyst maturation (7 days), the mitochondria were surrounded by electron-lucent materials, all ciliary and 

kinetosomal structures disappeared, and electron-lucent granules were accumulated in the respective central regions of 

cells.        

と平行ににしわがあり、その直下のアクチンが繊維

状に見えている可能性も考えられた。そこで固定後

の Amoeba を蛍光標識 ConA で染色し観察した。そ

の結果、細胞膜にはしわが生じているものの、その

方向はランダムで仮足伸長方向に平行なしわはでき

ていないことが判明した。また、染色後の Amoeba 

をカバーグラスからはがして集め、破砕して観察し

たところアクチン繊維束様の構造が観察された。  

-20˚C のメタノールで固定した場合は、アクチン繊維

束様の構造は観察されなかった。以上の結果から、

我々は Amoeba proteus 内にはアクチン繊維束が存在

する、と結論した。  
 
[考察] -85˚C という低温で急速凍結することによ

り、Amoeba 仮足内にアクチン繊維束を観察すること

ができた Amoeba proteus 内のアクチン繊維束の報告

はこれが始めてである。これまでの固定法ではアク

チン繊維束が壊れていたと考えられる。しかし、現

在の方法を用いても必ずしもすべての細胞でアクチ

ン繊維束が観察されるとは限らず、またその数も一

定ではない。したがって、まだ固定法の改良の余地

があるものと思われる。メタノール固定後のホルマ

リン処理の条件も検討する必要があるだろう。 

 ところで、我々は仮足伸長時の細胞膜の動きにつ

いて調べており、その結果は前回の大会で報告し

た。仮足伸長時には細胞膜も前方に動くことを示し

た。その際、非常に興味深いことに、細胞膜は前方

に動くが細胞内のゲル層は基質に対して静止してい

ることが判明した。このことは細胞膜とゲル層の間

にずれが生じていることを示唆している。Amoeba 細

胞膜にはアクチン繊維が結合していることが知られ

ているが、このアクチン繊維がゲル層の一部である

とするとこれらの運動は理解できない。我々は今回

見出したアクチン繊維束が細胞膜とゲル層のずれに

関わっているのではないかと考えている。細胞膜と

ゲル層の間にアクチン繊維束が存在し、細胞膜結合

アクチン繊維との間ですべりが生じているのではな

いだろうか。アクチン繊維束の存在場所の詳細を明

らかにすることが重要である。また、すべりを生じ

させているモータータンパク質の検証も今後の課題

である。 
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[目的] 繊毛虫コルポーダの休眠シスト形成過程にお

ける細胞再構築プロセスについては，20 世紀後半に

公表された電子顕微鏡観察に基づく断片的な多数の

研究報告があるが，そのすべてを統括してもその一

端を理解することすら困難である。このため我々

は，電子顕微鏡によるシスト形成過程の細胞構造再

編過程を丹念に追跡し，数年前にその概要を解明す

るに至った（Kida  and Matsuoka,  2006)。本研究で

は，電子顕微鏡観察による新たな知見に加えて，細

胞化学的手法によって得られた情報も考慮すること

により，シスト形成プロセスのさらなる解明を目的

とした。 

 

[方法]  

培養 

 コルポーダ（Colpoda cucullus）の培養は 0.05% 麦

葉浸出液を用いて，23oC の暗条件下で行った。 1〜2

日培養したコルポーダを遠心して集め（1,500 g, 2

分)，1 mM Tris-HCl （pH 7.2）で２回洗った後，1 

mM CaCl2 を含むシスト誘導液に懸濁してシスト化誘

導した。 

電子顕微鏡用試料作成 

 シスト壁未形成細胞（誘導後１時間まで）の細胞

懸濁液は，グルタルアルデヒド（GA）固定液（6% 

GA, 1% OsO4, 100 mM カコジレートバッファー (pH 

7.2), 4 mM ショ糖）と 1 : 6 の比率で混合して 10 分

間前固定処理した。よく洗浄した後，細胞を後固定

液中で（1% OsO4, 100 mM カコジレートバッファー 

(pH 7.2), 2 mM ショ糖）2 時間処理した。シスト誘導

後 1 時間以降の細胞は，OsO4 を含まない GA 固定液

で 6 時間，後固定を１週間行った。 

光学顕微鏡観察 

 ミトコンドリア膜電位を検出するために，MitoPT 

Kit (B-Brige International, Inc.) を使用した。膜電位形

成の有無に関わらずミトコンドリアを観察する場合

は，Mito Tracker Green FM (Invitrogen) を用いてミト

コンドリアを蛍光染色した。リン脂質の検出には，

HCS  LipidTOX  Phospholipidosis  Detection  Reagents 

(Invitrogen) を用いた。エンドシスト前駆体の染色に

は 0.1% トルイジンブルー，核染色は DAPI，リソ

ソームなどの酸性顆粒の検出にはアクリジンオレン

ジを用いた。 

 

[結果と考察] 電子顕微鏡を用いた観察により，以下

の内容が明らかになった。まず，シスト誘導 0～1 

時間でミトコンドリアの断片化がおこり，誘導 2 時

間後までに網状小粒（粘液多糖類の一種）が放出さ

れ，細胞は粘液多糖類の薄膜で包まれた。この後，

細胞外皮領域の膜系が融合して徐々に肥厚すること

によりシスト壁第 1 層であるエクトシスト層が形成

された。エクトシスト層が膜系に由来することは，

電子顕微鏡像だけでなく，この層がリン脂質検出試

薬によって蛍光染色されることからも示唆された。

誘導後 2〜3 時間後には，トルイジンブルー染色性

の巨大な液胞からエンドシスト前駆体が細胞膜とエ

クトシスト層の間隙に放出され固化することによっ

てシスト壁第２層であるエンドシスト層が形成され

た。エンドシスト前駆体は周期的に放出され，数日

かけて数層のエンドシスト層が形成された。 

細胞内の出来事に注目してみると，誘導 2〜4 時

間後には，大核から放出された多数のクロマチン粒

子と断片化ミトコンドリアがオートファゴソームに

取り込まれ，リソソームの融合によって消化が行わ

れる過程が，電子顕微鏡像とアクリジンオレンジ染

色像から明らかになった。誘導7時間後には大核から

巨大クロマチン塊が放出される場合も観察された。   

ミトコンドリアの膜電位の消失は，シスト誘導７

時間後に始まり15 時間後にはほとんどの細胞でほぼ

完全に消失した。細胞内消化は，尐なくとも2〜3 日

で完了し，細胞は徐々に凝縮し（おそらく脱水され

る)，1 週間後には電子密度が低い不定形の物質が細

胞表層近くに凝集したミトコンドリアを取り囲ん

だ。引き続いて，電子密度が小さい多数の顆粒が細

胞中央部に蓄積した。この状態のシストはこれ以上

変化しないため，これが成熟シストであると結論し

た。成熟シストでは，繊毛構造だけでなくキネト

ソーム構造も観察できなかったことから，シスト形

成過程において微小管系は完全に脱重合すると考え

られる。 

2006  年に公表した論文（Kida  and  Matsuoka, 

2006）において，エクトシスト層は，前駆体物質の

エクトサイトーシスによって形成されることを示唆

したが，本研究においてこの仮説は修正された。す

なわち，エクトシスト層前駆体物質のエクトサイ

トーシスを示していると思われる電子顕微鏡像は，

粘液多糖類を放出した直後の空胞であることがわ

かった。さらに，エクトシスト層がトルイジンブ

ルーにより染色されず，かわりにリン脂質検出試薬

により染色されること，エクトシストが肥厚する過

程でエクトサイトーシス像が全く観察されないこと

もその根拠となる。 
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