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研究成果の概要（和文）：共生クロレラを持つ原生動物ミドリゾウリムシは、土壌結合性セシウムを土壌から解
離させ、細胞内の油滴顆粒に高濃度に蓄積することを見出した。この方法は、福島県における放射性セシウムに
よる汚染土壌の処理に有効であると考えられた。本研究では、以下を実施した。１）土壌懸濁液とミドリゾウリ
ムシを混合した後に、ミドリゾウリムシのみを選択的に回収する方法を開発した。２）ミドリゾウリムシから油
滴を単離し、そこに含まれるタンパク質組成を質量分析法により解析した。その結果、セシウム輸送に関与して
いる可能のあるタンパク質を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：The protozoan Paramecium bursaria that contains intracellular symbiotic 
Chlorella was found to possess the ability to dissociated soil-bound cesium from contaminated soil 
and accumulate at high concentrations in intracellular oil droplet granules. This method was 
considered to be effective in treating contaminated soil with radioactive cesium in Fukushima 
Prefecture. In this study, we conducted the following. 1) A method was developed to selectively 
collect only P. bursaria after mixing the soil suspension with paramecia. 2) Oil droplets were 
isolated from P. bursaria and the protein composition contained therein was analyzed by mass 
spectrometry. As a result, proteins that may be involved in cesium transport were identified.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 放射性セシウム　除染　原生生物　油滴　細胞内共生　クロレラ　ミドリゾウリムシ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
セシウムの除去法に関する技術は既に多数報告されているが、それらのほとんどは可溶性のセシウムを対象にし
たものである。従って、汚染土壌の現場処理法としてミドリゾウリムシを用いた本法は有用性が高く、独創的で
ある。他の生物と比較してミドリゾウリムシがバイオレメディエーションのための生物として優れている理由
は、この生物が、細胞口から細胞内に運び込んだ土壌粒子を細胞内でpH 3程度にまで強く酸性化する能力を有し
ている点にある。ミドリゾウリムシは、セシウム以外にも各種重金属を取り込むという報告もあるので、この技
術は、セシウムに限らず様々な有害金属（あるいは有用な金属）の除去法もに発展する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 2011 年の福島第一原子力発電所における事故によって、広範囲にわたり放射性 Cs が放出さ
れた。それにより汚染された土壌は主に土壌の表面近くに分布しているため、表土を削り取るこ
とで除染が行われている。しかし、そのようにして排出された汚染土壌は膨大な量になっており、
保管場所が大きな問題となっている。植物や藻類は、体内に可溶性の Cs を取り込むことが知ら
れており、その性質を利用して除染を行う様々な方法が提案されてきている。しかし、Cs は土
壌粒子に結合し、非置換態になりやすい性質を持っており、実際の汚染土壌においてもほとんど
が土壌に結合した状態のままである。そのため、植物では土壌結合性の Cs を直接取り込むこと
が出来ないということが問題になっている。 
 原生動物ミドリゾウリムシ Paramecium bursaria は、細胞内に取り込んだ餌を、食胞に包む
ことで消化するが、この食胞内の pH は酸性であることが分かっている。土壌結合性 Cs は酸性
条件下において解離するため、ミドリゾウリムシのような捕食性の原生生物を用いれば、Cs を
土壌から解離できるのではないかと考えた。ミドリゾウリムシは細胞内に数百もの単細胞緑藻
類クロレラ（以下共生クロレラ）を共生させており、これらは相利共生関係にある。しかし、ミ
ドリゾウリムシと共生クロレラの共生関係は絶対的なものではなく、両者は互いに単独で培養
することが可能である。恒暗条件での培養や除草剤を用いることで、ミドリゾウリムシから細胞
内の共生クロレラを除去した、白化ミドリゾウリムシをつくることもできる。クロレラは一種の
植物なので、ミドリゾウリムシによって食胞内で遊離した Cs イオンは、細胞内の共生クロレラ
によって吸収されるという可能性が考えられた。 
 予備的な実験により、共生クロレラを持つ原生動物ミドリゾウリムシは、予想通り土壌結合性
セシウムを土壌から解離させ、細胞内に高濃度に蓄積する能力を持っていることがわかった。し
かし、なぜこれらの原生動物がセシウムを蓄積するのかという生物学的な機構はわかっていな
かった。この生物の持つセシウム蓄積能力を利用することで、福島原発の周辺の土壌に結合して
いる放射性セシウムを土壌から分離・回収することで、汚染土壌の減容化が図れると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 ミドリゾウリムシのセシウム蓄積に関して生物学的に見て興味深いのは、取り込まれたセシ
ウムがミドリゾウリムシの細胞質中にある油滴に最終的に蓄積しているということである。そ
こで本研究では、セシウム蓄積に関わる共生クロレラの関与とその生物学的意義について解析
し、本技術の生物学的基盤を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 研究に用いたミドリゾウリムシ（PcKb1 株）は神戸大学の圃場から採取した。PcKb1 株を 10 
µg/ml シクロヘキシミドを含む培地で培養することにより、共生クロレラを持たない白化株を
作った。共生クロレラを持つミドリゾウリムシも持たない白化ミドリゾウリムシも、クロロゴニ
ウム培地 (0.04% yeast extract182, 0.0008% sodium acetate, in Volvic) を培養液とし、明暗サ
イクル 12 時間，20℃の条件下でクロロゴニウム（Chlorogonium capillatum）を唯一の餌とし
た無菌 2 者培養を行った。 
 セシウムの細胞内蓄積の可視化には、エネルギー分散型 X 線分析機器（JEOL, JED-2300）を
用いた。 
 質量分析では、SDS-PAGE によって得られたタンパク質バンドを切り出し、Orbitrap を用い
て質量分析を行った。解析にはミドリゾウリムシのトランスクリプトームデータから繊毛虫コ
ドン（ユニバーサルコドンのうち UAA と UAG がグルタミンとして翻訳される）を元に作製し
た予想タンパク質配列データを用い、これを質量分析の参照配列とした。得られたデータを
NCBI の BLAST 検索によってタンパク質の同定を行った。 
 
４．研究成果 
ミドリゾウリムシのセシウム蓄積について 

ミドリゾウリムシを 24 時間、CsCl 水溶
液中に置き、ICP 発光分光分析法により細
胞内平均 Cs 濃度を調べた結果、水溶液の
1mM に比べて、8 倍の約 8 mM まで上昇し
た。このことから、ミドリゾウリムシは可
溶性セシウムを細胞内に蓄積することが分
かった。一方、クロレラを取り除いた白化
ミドリゾウリムシでも同様の実験を行った
が、Cs の蓄積はまったく見られなかった。 

 
図１．ミドリゾウリムシによる土壌結合性セシウ
ムの取り込み。ミドリゾウリムシの細胞内平均 Cs
濃度は 4 日間で約 30 mM にまで上昇した。 



次に、土壌粒子のモデルとして用いる kaolin をミドリ
ゾウリムシが取り込むかを調べた。培養したミドリゾウ
リムシを回収した後、濃縮、洗浄して得た細胞懸濁液 50 
ml をファルコンチューブに入れ、kaolin を 1 g 加え 30 
min ローテーションした後、光学顕微鏡によって観察し
た。その結果、kaolin が細胞内に取り込まれることが確
認できた。一度取り込まれた土壌は約 30 分で細胞外へ
排出された。さらに、Cs を吸着させた kaolin をミドリ
ゾウリムシに与えた。これも同様に ICP 発光分光分析に
より細胞内平均 Cs 濃度を調べた。すると、4 日間で外液
中の塩化セシウム濃度である 0.1 mM に比べて 300 倍と
なる、約 30 mM にまで細胞内の平均セシウム濃度は上
昇した（図１）。この結果より、ミドリゾウリムシは土壌
に結合したセシウムを土壌から解離させ、セシウムのみ
を細胞内に蓄積していることがわかった。 
 
分離装置を用いた細胞の回収 
 土壌懸濁液にミドリゾウリムシを混入した後、ミドリ
ゾウリムシのみを走電性を利用して回収する方法も本
研究において開発した（図２）。電極間距離を 5cm とし
た分離装置を用いて検証した結果、9V の直流電圧をかけ
ることで 90%以上のミドリゾウリムシをマイナス極に
回収することに成功した。 
 
エネルギー分散型 X 線分析機器を用いた Cs 元素の分析 
 ミドリゾウリムシの細胞内における Cs 元素の局在を調べたところ、細胞内にまばらに存在す
る油滴に特に強いシグナルが観察された。セシウムを含む油滴は、細胞質基質内と同様に、クロ
レラ内にも見られた。細胞質内の油滴・クロレラ内の油滴・細胞質基質の輝度値を定量化して比
較したところ、有意に差があることが確認できた。 
 
油滴の単離と含有タンパク質の同定 
 ミドリゾウリムシ懸濁液を遠心（4℃, 4,400 rpm, 5 min）し、ペレットを再度遠心（4℃, 2,000 
rpm, 5 min）した後、蒸留水で再懸濁した後に遠心（4℃, 4,400 rpm, 5 min）し、上清を油滴サ
ンプルとして回収した。回収したサンプルは 0.22 µm のフィルター付きエッペンチューブに入
れ心（4℃, 15,000rpm, 5 min）を繰り返し、油滴の洗浄を行った。その後、SDS-PAGE を行っ
た。SDS-PAGE によって確認できた特異的なバンドについて質量分析を行った。得られた総デ
ータ数は 21 個であった。そのうち Mascot score が 200 以上として検出された候補タンパク質
の数は、4 個であった。それらの全てに対し
て BLAST 検索を行い、これらのタンパク質
に類似性の高い既知タンパク質を NSBIから
取得できる全タンパク質を参照配列として
検索した。その中には、「CorA-like divalent 
cation transporter superfamily」と同定され
たタンパク質が含まれていたこのタンパク
質膜を通過する金属イオンの輸送に関連す
ることが知られており、ほとんどの細菌およ
び一部の真核生物が持っているとされてい
る。Thermotoga maritima由来のCorA Co2+
輸送体および Zn2+輸送体や、Salmonella 
typhimurium ZntB を含む、多機能なファミ
リーである（Vladimir et al., 2006）。ミドリ
ゾウリムシの油滴表面にも同様なタンパク
質が存在し、Cs の蓄積に関わっていること
が示唆された。 
 

 

図２．分離装置の模式図。 負の走電
性を持つミドリゾウリムシは、－極
側の上部に集まり、その後水の流れ
に従って自然落下した。＋極側と－
極側の最下部からペリスタ微量ポン
プにより、－極に集まったミドリゾ
ウリムシと＋極側の土壌懸濁液を分
離した。 

 
図３．エネルギー分散型 X 線分析機器による元素分
布画像。左は透過像で、右は透過像に対応した Cs
分布画像である Cs は細胞質基質内の油滴（青矢印）
とクロレラ内の油滴（緑矢印）に特に高密度に蓄積
していた。 
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