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研究成果の概要（和文）：代表的な原生動物であるゾウリムシは、細胞膜への重元素の吸着を防

ぐ機構を持つことを示唆する結果が得られた。予め重元素を固定させた酵母細胞を餌としてゾ

ウリムシを培養すると、重元素は酵母からほとんど溶出せずに、リン酸塩として酵母細胞の不

消化残渣とともにゾウリムシ細胞外へ放出されることがわかった。これは、実際の生態系にお

いても酵母等の重元素固定作用が期待できることを意味する。

研究成果の概要（英文）：It was found that the representative of protozoa, Paramecium sp.,
may have a function to prevent adsorption of heavy elements on the cell membranes. When
cells of Paramecium sp. were cultured with yeast cells as food source, the heavy elements
pre-fixed on the yeast cells were hardly leached in the culture medium and excreted from
paramecium cells as phosphates with indigestible residue of the yeast cells. This finding
implies that functions of microorganism such as yeast and bacteria to immobilize heavy
elements on the cells can be expected in the actual ecological system.
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１．研究開始当初の背景

環境中でのアクチノイド等の移行挙動に微

生物、特にバクテリアや酵母等が影響を及ぼ

すことが知られており、近年精力的に研究さ

れている。これまでの研究から、アクチノイ

ド等は微生物との相互作用、すなわち細胞表

面への吸着、分泌物との錯形成、細胞からの

電子移動による酸化還元により、化学状態を

変化させることが知られている。ウランなど

の非常に重い元素の場合、それらが微生物細

胞内に取り込まれることはまれであり、細胞

表面への吸着がアクチノイド等の移行におけ

る主たる作用である。

バクテリアや酵母等の微生物(以下、バク

テリア等の微生物)は環境中での個体数が多

く、かつ細胞表面にアクチノイドを吸着する

能力が高いため、環境中でのアクチノイド等

の挙動解明評価に重要な存在である。しかし、

それらの微生物は固体としての存在期間が

鉱物と比べて非常に短いため、環境中におけ
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るアクチノイド等の挙動を明らかにするた

めには、細胞に吸着したアクチノイド等の長

期的な挙動を明らかにする必要がある。ゾウ

リムシやアメーバなどの原生動物は、バクテ

リア等の微生物を捕食して増殖する。バクテ

リア等の微生物が原生動物体内に取り込ま

れたあと、バクテリア等の微生物に吸着して

いたアクチノイド等は化学状態を変化させ

る可能性が高い。しかし、このような原生動

物によるバクテリア等の微生物摂食による

アクチノイド等の化学状態遷移過程につい

ては、これまでの研究で明らかになっていな

い。さらに、アクチノイド等が存在する環境

下での原生動物自体の挙動も未解明である。

本研究で対象とするゾウリムシは、湖沼・
河川などに生育する代表的な原生動物であ
り、放射線耐性バクテリア並あるいはそれ以
上に耐放射線性が高いことが知られている。
また、最近行われた地下水中の微生物調査で、
地下数十メートルの嫌気性地下水中に原生
動物が多数生息しており、バクテリア等の微
生物の捕食者として活動していることが明
らかになってきた。また、ゾウリムシなどの
ように湖沼・河川などに生育する原生動物も
バクテリア等の微生物の捕食者である。した
がって、原生動物は、地表面から中地層環境
にいたるまでバクテリア等の微生物の生息
に大きな影響を与える存在である。さらに、
放射性廃棄物処分の安全評価の観点から、地
下水→ババクテリア等の微生物→原生動物
に至る経路における化学状態遷移過程の解
明は、放射性核種移行を評価する上で不可欠
である。

２．研究の目的
本研究では、代表的な原生動物であるゾウ

リムシを対象として、ウランなどの重元素放
射性核種（以下、重元素と略記する）の環境
中での移行における原生動物の寄与・役割を
明らかにする。このため、本研究では、重元
素を吸着させたバクテリア等の微生物を用
いてゾウリムシを培養し、ゾウリムシ体内及
び体表面における重元素の化学形態、さらに
分泌物・代謝物等と重元素との錯形成状態を、
放射化学的分析、分光学的分析（紫外可視吸
光分析、SEC-ICPMS、EXAFS）、走査・透過電
子顕微鏡分析、微小領域陽子線励起 X線分析
（µ-PIXE）などにより検討する。

３．研究の方法

本研究では、3年間の研究期間内に、

(1) 重元素が存在する条件でのゾウリムシ

培養条件の検討

(2)ゾウリムシ細胞による溶存形重元素の吸

着•取り込みの検討

(3)ゾウリムシ培養過程における、食餌微生

物に固定させた重元素の化学状態変化に関

する検討

を行い、これらの結果に基づき、ゾウリムシ
によるバクテリア等の微生物の摂食・消化に
よるアクチノイド等の化学状態変化を検討
評価する。研究初年度には、３価のアクチノ
イドと類似の化学的性質を持つ安定元素で
ある Eu(Ⅲ)を用いた検討を行い、培養条件・
分析方法について幅広く検討する。研究２年
度以降は、条件・方法を絞り、放射性核種で
あるウラン（Ⅵ）等を用いた検討を行う。

４．研究成果
(1) ゾウリムシの餌となるモデル微生物と
して酵母(Saccharomyces cerevisiae)を選び、
予備実験として①酵母を用いたゾウリムシ
（以下すべて Paramecium bursaria を用い
た）の培養方法、②酵母を用いたゾウリムシ
培養中のゾウリムシ細胞数密度の測定方法、
③酵母細胞への重元素の吸着方法及び吸着
した元素の化学状態分析方法、④ゾウリムシ
細胞の元素分析法、⑤液相の元素の化学状態
分析法について検討を行い、手法を確立し、
下記の(2)及び(3)の本実験を行った。
(2) 溶存形重元素とゾウリムシの相互影響

こ こ で は 、 重元 素 (Sr(II), Eu(III),
Pb(II), U(VI))の酢酸塩または塩化物の水溶
液(pH 約 7）にゾウリムシの生細胞を入れ、
①24 時間後の生存率、②細胞による重元素の
吸着・取り込み、③液相に残った重元素の化
学状態を調べた。細胞による重元素の吸着・
取り込みを調べるためには、機器分析の観点
からは可能な限り液相の重元素濃度が高い
方が良い。しかし、重元素濃度が高いと金属
毒による細胞へのダメージが考えられる。そ
こで、24 時間生存率の観点から、細胞へのダ
メージが小さい重元素濃度の上限を求めた。
細胞による重元素の吸着・取り込みについて
は、細胞を洗浄し、グルタルアルデヒドによ
る細胞固定後、高感度元素分析法である
micro-PIXE によって調べた。液相の重元素の
化学状態については、サイズ排除クロマトグ
ラ フ ィ ー 紫 外 吸 収 ー 質 量 分 析 法
（SEC-UV-ICPMS)によって調べた。サイズ排
除クロマトグラフィーでは、有機物あるいは
イオンをサイズ及び電荷により分離した。分
離された成分をオンラインで紫外吸収測定
及び元素分析することにより、元素の化学状
態を明らかにした。
①24 時間生存率

細胞培養の対数増殖後期から定常期にか
けて採取したゾウリムシ細胞（以後、定常期
の細胞と呼ぶ）の 24 時間生存比の結果を図 1
に示す。Sr(II)では、実験した濃度上限値で
ある 0.5mM まで、生存比に全く変化が無かっ
た（ほぼ全ての細胞が生き残った）が、
Eu(III), Pb(II), U(VI)では、0.05mM を超え



ると生存率が著しく低下した。この結果から、
以降の実験は元素濃度 0.05mM で行った。

Eu(III)についてのみ、培養の誘導期（細
胞分裂を始める前の準備期間）に採取した細
胞の 24 時間生存率を調べた。これは、微生
物の細胞の刺激に対する感受性が、増殖のス
テージによって異なることが知られている
からである。このため、培養開始から 2日目
に採取した細胞を直ちに洗浄し、Eu(III)の
水溶液に加えた。図１に示すように、誘導期
の細胞の 24 時間生存率は定常期の細胞より
明らかに低く、重元素に対する耐性が低いこ
とがわかった。

②細胞による重元素の吸着・取り込み
重元素溶液中で生き残ったゾウリムシ細

胞を micro-PIXE によって元素分析したとこ
ろ、定常期の細胞では、重元素がまったく検
出されなかった。比較のために、定常期の細
胞を前述の方法で細胞固定した後に 0.05mM
の重元素（Eu(III), Pb(II), U(VI)）を含む
水溶液に入れたところ、細胞全体に重元素が
検出された(図２)。この比較実験に用いた細
胞は実験前に死んでいるので、重元素を細胞
内に取り込むことは無い。したがって、この
比較実験結果は、ゾウリムシ細胞膜には
Eu(III), Pb(II), U(VI)に対する吸着サイト
が豊富に存在することを示している。細胞膜
への吸着であることを確認するために、
Pb(II)溶液に入れた後の細胞（予め固定した
細胞）の３次元元素分布を、開発中の 3 次元
micro-PIXE 分析法により分析した。図２cに
示すように、Pb(II)は細胞の外辺に濃集して
いることが判明した。したがって、ゾウリム
シ細胞は、本来 Eu(III)などの重元素を細胞
膜に吸着する性質を持つものの、生細胞では
吸着を妨げる機構を有すると考えられる。

さらに比較のため、誘導期の生細胞を用い
た同様の実験を、Eu(III)の水溶液を用いて
行った。これは、前述したように、誘導期の

細胞は刺激に対する感受性が高いので、定常
期の細胞とは重元素に対する反応が異なる
可能性が考えられたからである。図３に示す
ように、ゾウリムシ細胞全体に Eu(III)が検
出された。細胞の重元素濃度が高くなること
により、24 時間生存率（図１）が低下した可
能性が考えられる。前述したように、ゾウリ
ムシ生細胞では細胞膜への Eu の吸着を防ぐ
機能があることが示唆されているので、誘導
期の細胞に検出されたこれらの元素は、細胞
内に取り込まれたものと考えられる。これら
の元素の細胞内での位置を明らかにするこ
とは、重元素に対するゾウリムシ細胞の応答
機構を明らかにするために重要であるため、
今後 3 次元 micro-PIXE 分析法により検討す
ることを考えている。

P Eu

図３ 誘導期（培養開始から２日め）のゾウリム
シ細胞を重元素水溶液に24時間入れたあとの
micro-PIXEによる2次元元素分布。
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図２ ゾウリムシ細胞の元素分布。予め薬品
で固定した細胞を重元素の水溶液に24時間入
れた後、micro-PIXEで分析した。a)とb)はEu
(III)とU(VI)の水溶液に入れた後の細胞の2
次元元素分布、c)Pb(II)水溶液に入れた後の

細胞を３次元測定して得た細胞の約1.5µm厚
の断面の元素分布。Pは細胞必須元素であり、
細胞全体に分布する。

P Pb



③液相に残った重元素の化学状態
ゾウリムシ細胞が重元素の化学状態を変

化させる可能性を調べるため、Sr(II),
Eu(III), Pb(II)の水溶液にゾウリムシ生細
胞を 24 時間入れた後の液相を、0.45µm のフ
ィルターで濾過した後、SEC-UV-ICPMS により
分析した。SEC に用いた分離カラムの充填材
はわずかに負に帯電している。それ故、陽イ
オンはカラムに吸着するので、ICPMS のクロ
マトグラムには出現しない。したがって UV
及び ICPMSのクロマトグラムには出現するピ
ークは、中性あるいは負の電荷を持つ成分に
起因する。

分析結果を図４に示す。ゾウリムシを入れ
る前の水溶液に検出された Eu は、ゾウリム
シの活動を維持させる必須元素であるリン
として Eu 水溶液に入れた有機リンに錯体形
成したものである(図４A)。ゾウリムシを水
溶液に入れることによって、サイズ排除限界
付近に微弱な紫外吸収ピークが出現した。こ
のピークは元の水溶液には出現せず、重元素
の有無に関係なくゾウリムシ生細胞を入れ
た後に出現したので、ゾウリムシ起源の巨大
有機物分子（見かけの分子量は球状タンパク
質換算で数 10 万）であるといえる。溶離時
間 23 分頃に現れたピークもゾウリムシ起源
であるが、見かけの分子量は小さい（数百以
下）。重元素のクロマトグラムにおいて、元
素による違いが現れた。クロマトグラムに現
れた Eu(III)の大部分はゾウリムシ起源の巨
大有機物分子とともに検出された(図４B)。
この結果は、ゾウリムシにより一部の
Eu(III)の化学状態が変化し、巨大有機物と
の擬似コロイドを形成することを意味して
いる。一方、Sr(II)(図４C)はクロマトグラ
ムに全く現れ無かったことから、元々の化学
形である Sr2+として存在し、カラムに吸着し
たと考えられる。Pb(II)は有機リンと錯体形
成した成分以外に出現しなかった。したがっ
て、ゾウリムシは Pb(II)の化学状態を変化さ
せない可能性が高い。

(3) ゾウリムシ培養過程における、食餌微生
物に固定させた重元素の化学状態変化に関
する検討

ここでは、Eu(III)及び U(VI)のどちらか１
元素を吸着させた酵母をゾウリムシの餌と
して用い、ゾウリムシの培養過程におけるゾ
ウリムシ及びそれら重元素の化学状態変化
を検討した。①培養前の酵母細胞、②培養中
のゾウリムシ細胞、③液相に溶出した
Eu(III)及び U(VI)の化学状態、④培養中の酵
母細胞(沈殿物）の状態変化、について次の
ような結果が得られた。
①重元素を吸着させた酵母細胞

予め培養した酵母を Eu の水溶液に入れる
と、液相の Eu 濃度は大きく低下した。Eu 水

溶液から取り出した大部分の酵母の表面状
態には変化が無かったが、一部の酵母の表面
に数十ナノメートル程度の微小な Eu リン酸
塩鉱物が生成した。液相から減少した Eu の
多くは酵母細胞に吸着あるいは取り込まれ、
一部が細胞から分泌されたリン酸イオンに
よりリン酸塩化したと考えられる。

U(VI)の場合も同様に、酵母細胞を投入す
ることにより液相の U濃度は大きく低下した。
U 水溶液から取り出した大部分の酵母の表面
状態には変化が無かったが、一部の酵母の表
面に数ミクロンの円盤状の Uリン酸塩鉱物が
生成した。液相から減少した Uの多くは酵母
細胞に吸着あるいは取り込まれ、一部が細胞
から分泌されたリン酸イオンによりリン酸
塩化したと考えられる。
②培養中のゾウリムシ細胞

前述の酵母細胞を用いてゾウリムシを培
養した。培養時間と細胞数の関係を図５に示
す。ゾウリムシ培養の誘導期（０〜４日）に
ゾウリムシ細胞全体に Eu が分布することを
見出した（図６）。指数増殖期及び定常期に
は細胞に Eu が検出されることはなかった。
但し、誘導期の細胞でなくても、接合中（遺
伝子交換のため２つの細胞が合体している

図４ 定常期のゾウリムシ細胞を重元素水溶液に
24時間入れたあとの水溶液のSEC-UV-ICPMSクロマ
トグラム。A)ゾウリムシを入れる前のEu水溶液、
B)ゾウリムシを入れた後のEu水溶液、C)ゾウリム
シを入れた後のSr水溶液、D)ゾウリムシを入れた
後のPb水溶液
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状態）あるいは細胞分裂中とみられる細胞に
は Eu が検出された。

U を吸着させた酵母細胞によるゾウリムシ
の培養では、Eu と異なり、誘導期から定常期
に至るまで、細胞全体に微量の Uが検出され
た（図７）。前述したように、溶存形の U が
ゾウリムシ細胞に吸着あるいは取り込まれ
ることはほとんど無いので、酵母を摂食し分
解する過程で Uが細胞内に取り込まれたもの
と考えられる。

③液相に溶出した Eu(III)及び U(VI)の化学
状態

図５に示すように、Eu を吸着させた酵母を
食餌としてゾウリムシを培養すると、全培養
期間にわたり Eu は培養液中にほとんど溶出
しなかった。酵母から溶出した Euの濃度は、
酵母単独の場合よりもゾウリムシを培養し

た方が低くかった。ゾウリムシを培養した場
合、酵母から溶出した Eu は、ゾウリムシ培
養前に酵母に吸着させていたEuの最大0.1％
程度であった。

U を吸着させた酵母を食餌としてゾウリム
シを培養すると、全培養期間にわたり Uは培
養液中にほとんど溶出しなかった。酵母から
溶出した Uは、ゾウリムシ培養前に酵母に吸
着させていた U の最大 3％程度であった。

次に培養液を 0.45µm のフィルターで濾過
した後、SEC-UV-ICPMS により分析した。結果
を図８に示す。Eu を吸着させた酵母を培養液
に投入すると、酵母起源の有機物と結合した
有機形 Eu(溶離時間約 15 分に出現した)と、
おそらく正電荷を持つと推定される無機形
Eu が溶出する。溶出した Eu の大部分は無機
形 Eu であった。一方、酵母起源の有機物と
結合した有機形 Euは培養時間と共に減少し、
サイズ排除限界付近に現れたゾウリムシ起
源の巨大有機分子とともに検出されるよう
になった。この巨大有機分子に紫外吸収の強
度は、ゾウリムシの増殖と関係なく概ね一定
であった。この結果は、この巨大有機分子が
重合し、一部が沈殿した可能性を示唆する。

U を吸着させた酵母をゾウリムシ培養液に
投入した場合、同様に、サイズ排除限界付近
に現れたゾウリムシ起源の巨大有機分子と
ともに U が検出されるようになった。
④培養中の酵母細胞(沈殿物）の状態変化

ゾウリムシ培養前の培養液中には、餌とな
る酵母細胞の沈殿のみが存在し、培養容器を
振とうすることで酵母細胞はすぐに分散す
る状態であった。ゾウリムシの培養が進むに
つれて、分散しない膜状の沈殿へと変化した。
この膜状沈殿物の電子顕微鏡写真を図９に
示す。この膜状沈殿物は、多数の酵母細胞消
化残滓及び残滓間の間隙を埋める有機物か

図６ Euを吸着させた酵母細胞を餌としてゾウリムシ
を培養し始めて24時間後のゾウリムシ細胞をmicro-
PIXE分析して得た2次元元素分布。
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100µm

図７ Uを吸着させた酵母細胞を餌としてゾウリムシを
培養し始めて28日後のゾウリムシ細胞をmicro-PIXE分
析して得た2次元元素分布。
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図５ Euを吸着させた酵母細胞を餌としてゾウリ
ムシを培養したときの(下)ゾウリムシ細胞数密度、
及び(上)液相に溶出したEu濃度の時間変化。
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ら成っていた。Eu を酵母に吸着させて用いた
実験では、酵母細胞消化残滓の表面には、微
小な Eu リン酸塩が多量に存在していた。

U を酵母に吸着させて用いた実験では、酵
母細胞消化残滓の表面には、円盤状の U のリ
ン酸塩が多量に存在していた。

(4)まとめ
本研究では、基礎科学的に下記の新奇な知

見が得られた
①ゾウリムシの生細胞は、基本的に溶存形の
重元素を吸着したり取り込んだりはしない。
これは、生細胞に吸着を妨げる機能が備わっ
ているからと考えられる。
②増殖の誘導期あるいは細胞分裂中などの
一部特定の時期には、溶存形の重元素を細胞
内に取り込む可能性がある。
③ゾウリムシは液相に巨大な有機物分子を
放出する。溶存形 Eu(III)や U(VI)はこの有
機物分子と錯形成し、擬似コロイドを形成す
る可能性がある。
④酵母細胞に固定された重元素は、その酵母
細胞を餌としてゾウリムシが消化分解して
も、液相に再溶出されることはほとんどなか
った。ゾウリムシが消化分解を経ても、重元
素はリン酸塩の形態を維持したまま、ゾウリ
ムシの活動によって形成する膜状沈殿物に
移行した。

これらの現象は、これまで他の原生動物に
おいても全く報告されていない新奇な知見
である。

④の成果はまた、、酵母等の微生物による
重元素固定作用が実際の生態系においても
維持されることを示しており、アクチノイド
等重元素の環境安全の観点から非常に好ま
しい結果であるといえる。
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