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研究成果の概要（和文）：　ある種の単細胞生物が他の種の細胞内に入り代謝し、宿主細胞の増殖に合わせて増殖し、
共に生きていくことは“細胞内共生”と呼ばれ、その進化は進化的イノベーションとして広く認知されている。私たち
は、藻類（Micractinium sp.）・細菌（Escherichia col）・原生動物（Tetrahymena thermophila）から構成される人
工生態系を作成し、共生の進化過程を直接観察し、その過程を解析するという前例のない実験を開始した。培養は既に
１０年経過した。本研究では、この系において “藻類と原生動物間の細胞内共生”と“藻類と細菌の間の細胞外共生
”が進化していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Endo-symbiosis is widely recognized as a process generating evolutionary 
innovation, in which unicellular organisms of a particular species live within, i.e., metabolize and 
propagate synchronically with a host cell of a different species. We conducted an unprecedented 
experiment of a long-term culture of a green alga (Micractinium sp.), a bacterium (E. coli), and a 
ciliate (Tetrahymena theormophila), in order to observe directly the evolution of component species in 
the culture. In this study, we revealed that a primitive form of endo-symbiosis between the alga and the 
ciliate, and also ecto-symbiosis between the alga and the bacterium, evolved in the long-term culture.

研究分野： 進化生態学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ある種の単細胞生物が他の種（単細胞・多
細胞生物）の細胞内に入り代謝し、宿主細胞
の増殖に合わせて増殖し、共に生きていくこ
とは“細胞内共生”と呼ばれ、その進化は進
化的イノベーションとして広く認知されて
いる。これまで、原生生物/動物/植物と細菌
/藻類/藍藻との間で既に共生が進化した生
物を用いて共生関係の分子・生理・生態・進
化が解析されてきた。しかし、共生関係にな
い生物種間において共生が進化する過程は
不明である。この過程は、既存の生物種の関
係を解析することによって明らかにするこ
とが不可能であるという方法論的な限界に
よって、ほとんど明らかにされていない状況
にあった。 
 この問題に対し研究代表者等は、本研究に
先立ち、藻類（Micractinium sp.）・細菌
（Escherichia col）・原生動物（Tetrahymena 
thermophila）から構成される人工生態系
（“CET マイクロコズム”）を作成し、共生の
進化過程を直接観察し、その過程を解析する
という前例のない実験を開始した。本研究の
開始時点では、この実験培養は既に約１０年
経過し、個体群動態の調査、および構成種の
分離・凍結保存がなされていた。しかし、分
離された構成種の特性や共生関係の解析は
なされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの研究から、CET マイクロコズム
においては、様々な種間関係の進化が起こっ
ており、“藻類と原生動物間の細胞内共生”
という一つの種間関係の進化は、生態系全体
の挙動や他の種間関係の進化との関連にお
いて適切に理解できることが示唆された。言
い換えると、藻類と原生動物間の細胞内共生
の進化過程には、そ
の背後に藻類と細菌
間の細胞外共生の進
化が密接に関連して
いることが推測され
る。したがって、本
研究では、生態系に
おける共生の進化と
いう一般的な視点か
ら、以下の３つの問
題を解決することを
目的とした。 
 
（１） 藻類の二分化 
 藻類（以下、Micractinium）は、原生動物
（以下、Tetrahymena）との細胞内共生を進
化させる方向と、細菌（以下、E. coli）と
細胞外共生を進化させる方向へと二分化の
進化を起こしたという仮説を検証する。 
 

（２）取り込み率と排出率の進化 
 CET マ イ ク ロ コ ズ ム の 中 で は 、
Micractinium 細胞は Tetrahymena の中に取
り込まれ、また排出されていると考えられる。
そこで、細胞内共生の進化の特性の一つとし
て、長期培養後の分離株同士では、祖先株同
士と比べ、取り込み率と排出率は変化してい
るのかを明らかにする。さらに、Tetrahymena
による E. coliの利用能力に変化が見られる
かも明らかにする。 
 
（３）ホスト内の藻類フリーライダー 
 Micractinium 細胞は全て宿主の生存率を
高めるのか、それとも利益を与えないフリー
ライダーが存在するのかを、培養１０年後の
Tetrahymena１細胞内から分離した藻類株
（８株）を解析することによって、明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）藻類の二分化 
 共生関係にない藻類祖先株（クローン）か
ら繊毛虫と細胞内共生関係を持つタイプが
進化したかを明らかにするために、１つの藻
類株（祖先株、分離株）と Tetrahymena分離
株（培養開始約７年後に分離した株 TC20）と
を混合し、細菌無しの条件で共培養し、
Tetrahymena の数の変化を調べた。また、藻
類の各株が細胞集塊（E. coli と細胞外共生
を形成するうえで重要な性質）の形成能を持
つか否かを調べるために、Micractinium各株
を単独培養し、培養サンプルを顕微鏡下で写
真撮影して細胞集塊のサイズ分布を求めた。 
 さらに、細胞集塊を形成する分離株と非形
成株の競争的優位性を調べるために、両者を
E. coli 存在下および非存在下の各条件で共
培養し、両者の数の変化を調べた。温度およ
び培地成分はCETマイクロコズムと同じ条件
で行った。  
 
（２） 取り込み率と排出率の進化 
 培養 5〜8 年目の CET マイクロコズムから
分離された 5 株の Tetrahymena (分離時に細
胞内に藻類を保持していた Tetrahymena 細
胞に由来する TC20、TC21 と藻類を保持して
いなかった細胞に由来する TN1、TN3、TN7) と
2 株の Micractinium の分離株 (Tetrahymena 
細胞内より分離された SC9-1、 SC10-2)、CET
マ イ ク ロ コ ズ ム 作 成 時 に 使 用 し た 
Tetrahymena、Micractinium、 E. coli の各
祖先株を用いて, 以下に示す方法で、長期培
養 前 後 で の Tetrahymena に よ る 
Micractinium の取込み率の変化（①）と、
Tetrahymena の E. coli 利用能の変化（②）
をそれぞれ解析した。 
 ①Tetrahymenaによる Micractinium 取込
率の解析：Tetrahymenaと Micractinium の
各株を無機塩培地中で混合して共培養系を
作製し (n=4), 混合後 0分から 480 分の間

図１CET マイクロコズム 



に 8回のサンプリングを行った。各サンプ
ルの Tetrahymena を計 200 細胞観察して 1
細胞ごとに含まれる Micractinium 細胞数
を計数し、Tetrahymena の体積あたりの
Micractinium 細胞密度 (cells/mL) を算
出した。その値を Tetrahymena 細胞外液中
の Micractinium 密度 (cells/mL) で割り, 
初期の値の傾きから取込み率を求め、数理
モデル dCin/dt = aCout - bCinを用いて排出
率と保持係数 (取込率/排出率) を算出し
た。 
 ② Tetrahymena の E. coli 利用能の解
析：Tetrahymena単独条件と, 3 つの E. coli
濃度条件 (低濃度: 1.0 × 10⁶ cells/mL、 
中濃度: 5.0 × 10⁶ cells/mL、高濃度: 1.0 
× 10⁷ cells/mL) で Tetrahymenaを培養し 
(n=4) 、 そ れ ぞ れ の 条 件 に お け る
Tetrahymenaと E. coliの密度変化を計測し
た。そして、Tetrahymenaの減少率、増殖率
および定常期密度を算出した。 
 
（３）ホスト内の藻類フリーライダー 
 １０年（3556 日）間培養した CET マイクロ
コズムから採取した Tetrahymenaの１つの細
胞からそれが保持する全ての藻類細胞を分
離した。この分離は４つの Tetrahymena 細胞
について行ったが、本研究ではそのうちの一
つ（D細胞）から分離した８つの Micractinium
細胞株（D1～D8 株）を用い、これらが宿主で
ある Tetrahymena（培養開始約７年後に分離
した株 TC20）に対し生存率を高める利益を与
えるか否か、またそれらの増殖特性を比較し
た。本研究では、８つの D株のそれぞれと細
菌の存在しない条件下で Tetrahymenaとの共
培養を行い、Tetrahymena に対して延命効果
を示すか調査した。 
 
４．研究成果 
 
（１）藻類の二分化 
 藻類の形質と繊毛虫への効果を調べた結
果、藻類は形質的に Tetrahymenaに対し延命
効果を持つグループ（図２；数が V字回復す
る）と持たないグループに分けられること、
後者は細胞集塊形成することが明らかにな
った。この結果は、Micractinium個体群は二
分化する傾向を示し、液相（繊毛虫細胞外）
で細菌と共生するタイプ（集塊形成型）と細
胞内共生をするタイプ（集塊非形成型）とに
分かれることが示している。 

 また、両タイプ間の競争実験の結果、液相
においては細菌と共生するタイプとの競争
が強く働き、これが宿主に利益を与え細胞内
に留まる方向に選択圧として働いて、細胞内
共生の進化が促進されることが示唆された。 
 
（２） 取り込み率と排出率の進化 
 Micractinium 祖先株と Micractinium分離
株に対する Tetrahymena祖先株の取込率と保
持係数を比較した結果、Tetrahymena 祖先株
は Micractinium 分離株に対して有意に大き
な取込率と保持係数を示した。この結果は、
Micractinium 分離株が Tetrahymena に取り
込まれやすく（侵入しやすく）、保持されや
すい（留まりやすい）形質を獲得したと考え
られる。Tetrahymena 祖先株と Tetrahymena
分離株が Micractinium 祖先株に示す取込率
と保持係数を比較した結果、取込率と保持係
数のそれぞれで祖先株より有意に大きな値
を 4つの分離株が示した。また、Tetrahymena
祖先株とTetrahymena分離株がMicractinium
分離株に示した取込率と保持係数を比較し
た結果、取込率は分離株の 4株, 保持係数は
分離株の3株で祖先株よりも有意に大きな値
を示した。これらの結果は，Tetrahymena 分
離株には，その祖先株に比べ Micractinium
（祖先型および分離型）を積極的に取込んだ
り, 保持したりする性質を獲得したものが
いることを示している（図３）。さらに興味
深いことに、Micractinium分離株はその祖先
株よりも Tetrahymena祖先株に高い率で取り
込まれることが明らかになった。このことは、
Micractiniumの側もTetrahymenaに対し細胞
内に入り込みやすい形質を進化させたこと
を示している（図３）。 

 Tetrahymena による E. coli の利用能力の
変化に関しては、分離株の TN1 は単独培養時
と E. coli低濃度条件時において減少率が他
の株よりも小さく、TC4 と TC20 は E. coli 中
濃度条件と高濃度条件における増殖率が他
の株に比べて高かった。また、E. coli 高濃
度条件の TN1と TN7 は定常期密度が他の株よ
りも大きな値を示していた。TN3 株はいずれ
の値も Tetrahymena祖先株に近かった。以上
のことから、E. coli の利用能は TN3 以外の
分離株で祖先株よりも向上している傾向が
見られた。CET マイクロコズム内は貧栄養状
態にあるため、Tetrahymena が貧栄養条件で
生き残るために資源の利用効率を向上させ
ている可能性が示された。 図２ Micractinium 分離株の Tetrahymena 分離

株（TC20）に対する延命効果 

図３ 取り込み率の比較 



 結論として、細胞内共生関係が進化する初
期の過程において、宿主は共生者に対する取
り込みを積極的に行い保持する方向へと進
化し、共生者は取込まれやすく、かつ保持さ
れやすく進化していることが明らかになっ
た。また, この時に餌資源 (細菌) の利用能
も同時に向上する可能性が高いことが示唆
された。   
  
 （３）ホスト内の藻類フリーライダー 
解析の結果、８つの D株の中で延命効果を

示したのは 4株、示さなかったのは 4株であ
った（図４）。このことから、細胞内に存在
していても全てが利益供与するわけではな
いことが示唆された。また、生細胞密度や増
殖率が低いものは延命効果を示さず、それら
の値が高いものは延命効果を示す傾向が見
られた。このことから、無機塩培地での増殖
と宿主に対する延命効果はトレードオフの
関係にないことが示唆された。 
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