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研究成果の概要（和文）：　ミドリゾウリムシは大量の細胞に同調して真核細胞どうしの細胞内共生（二次共
生）を誘導できる唯一の実験系である。共生クロレラの有無で発現量が顕著に変化するミドリゾウリムシの遺伝
子を検出し、遺伝子産物の合成ペプチドを抗原にして抗体を作製し、抗原の細胞内局在性を調べた。また、宿主
細胞内でクロレラを包み、リソソーム消化からクロレラを守る重要な役割を果たすクロレラ包膜の抗体を作製
し、二次共生成立過程での抗原の出現時期を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  Paramecium bursaria is the only experimental system capable of inducing 
endosymbiosis between eukaryotic cells in synchronization with a large amount of cells. The genes of
 P. bursaria with markedly altered expression level in the presence or absence of symbiotic 
Chlorella cells were detected by RNAseq, and the antibodies raised for synthesized petides of the 
gene products were developed and used to know intracellular localization of the antigens. In 
addition, an antibody against the perialgal vacuole membrane, which plays an essential role to 
protect algae from lysosomal fusion in secondary symbiosis, and clarified timing of appearance of 
the antigen during infection process.

研究分野：進化生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内共生の成立機構の解明には、細胞内
共生生物を持たない細胞と細胞内共生能力
を持つ小型細胞を混合し、細胞内共生成立ま
での計時的変化の解明が必要である。しかし、
多くの細胞内共生系では、宿主と共生生物の
両方または片方の生存が相手細胞に依存し
ており、両者の分離培養や両者を混合して細
胞内共生再成立の同調誘導が困難であった。 
 ミドリゾウリムシ (Paramecium bursaria)
は、藻類のクロレラを細胞内共生させる能力
を持っている。ミドリゾウリムシから単離し
た共生クロレラを、予めクロレラを除去した
白いミドリゾウリムシと短時間混合すると、
クロレラは宿主の細胞口から食胞を経由し
て宿主リソソームが融合しない Perialgal 
Vacuole 膜 (PV 膜)に包まれて細胞質に脱出
する。その後、宿主細胞表層直下に定着して
24 時間後に分裂を開始し、細胞内共生を成立
させる。ゾウリムシと共生クロレラは、それ
ぞれ単独でも増殖可能である。我々は、共生
クロレラを除去した白いミドリゾウリムシ
（白色株）に共生クロレラを短時間だけ食胞
に取り込ませ、大量の細胞に同調して二次共
生（真核細胞どうしの細胞内共生）を誘導で
きる条件を開発した（Kodama, Fujishima, 
Protoplasma, 225, 191-203, 2005）。 
 この誘導方法を用いて、クロレラの二次共
生成立経路を明らかし (Kodama, Fujishima, 
Int Rev Cell Mol Biol, 279, 33-77, 2009)、
同時に、二次共生の成立機構の解明には感染
経路にある４箇所のチェックポイントの分
子機構の解明が必要であることを明らかに
することによって、ミドリゾウリムシが二次
共成立のしくみ解明のモデル材料になるこ
とを提唱した。 
 
２．研究の目的 
 下記の 1)から 6)を目的とした。 
 1) チェックポイント１（同一食胞内の一部
のクロレラが宿主リソソーム酵素耐性を獲
得）に必要な光合成でリソソーム酵素耐性に
なる原因の解明 
 2) チェックポイント 2（食胞膜の出芽でク
ロレラは食胞から脱出し、出芽にはダイナミ
ンが必要）で機能するダイナミンの種類の特
定と出芽の引き金の解明 
 3) チェックポイント 3（食胞膜は、出芽後
15 分以内にリソソーム阻止機能を持つ PV 膜
に分化する）の PV 膜分化時期の詳細 
 4) PV 膜のリソソーム融合阻止機能に関与
する PV 膜物質の同定 
 5) ミドリゾウリムシの大核クロマチン移
植で近縁種のゾウリムシにクロレラを共生
させる能力を付与できるかどうかを解明 
 6) ミドリゾウリムシのPV膜物質は他の二
次共生系のシンビオソーム膜と同じ物質か
どうかを解明 
 7) RNAseq で検出されたクロレラの有無で
発現量が変化する宿主遺伝子産物の細胞内

局在性の確認 
 
３．研究の方法 
 1)について：ミドリゾウリムシの白色株と
共生クロレラを光合成阻害剤存在下の恒明
条件で混合し、食胞内でのリソソーム消化酵
素耐性の有無を明らかにする。 
 2)について：市販のダイナミン抗体を使用
した間接蛍光抗体法で宿主食胞膜の出芽時
にダイナミンのリング状蛍光が出芽部分に
出現するかどうかを確認し、リングを確認で
きたらイムノブロットで抗原スポットを特
定して抗原を精製し部分アミノ酸配列を調
べる。 
 3)について：食胞膜と PV 膜のモノクロー
ナル抗体を作製し、各抗原の消失と出現時期
を調べる。 
 4)について：PV 膜特異的抗原の抗原決定基
が PV 膜のどちら側の面に存在するかを間接
蛍光抗体法で確認し、細胞質側に抗原決定基
が露出している場合には、抗体を細胞質に注
射して抗原をマスクし、それによって PV 膜
へのリソソーム融合が誘導されるかどうか
を確認する。 
 5)について：近縁種でクロレラを維持でき
ないゾウリムシ種Aの大核にミドリゾウリム
シの大核クロマチンを移植し、A がクロレラ
を共生させる能力を獲得できるかどうかを
確認する。次にミドリゾウリムシ大核の染色
体分画をパルスフィールド電気泳動でサイ
ズで分画し、各分画を A の大核に移植して、
その分画が細胞内共生誘導力を持つかを調
べる。有効な分画の各染色体の塩基配列を解
読し、A のクロレラ維持能力付与に関係する
機能を持つと予測される遺伝子のリストを
作製する。リストの各遺伝子を Aの大核に移
植し、クロレラ維持能力の有無を確認する。 
 6)について：PV 膜特異的モノクローナル抗
体を用いて、他の二次共生系のシンビオソー
ム膜との交差反応性を間接蛍光抗体法とイ
ムノブロットで明らかにする。 
 7)について：合成ペプチドを抗原にした間
接蛍光抗体法で抗原の細胞内局在性を調べ
る。 
 
４．研究成果 
 1)について：宿主から単離したクロレラを
遮光条件に一晩おいてからミドリゾウリム
シ白色株と混合するとほぼ全てのクロレラ
が食胞内で消化され、光合成に伴う何かがリ
ソソーム耐性獲得に必要であることが分か
っていたが、その実体は解明できなかった。 
 2)について：ダイナミン重合阻害剤のダイ
ナソアで食胞の出芽が阻害されることから、
市販のダイナミン抗体を複数使用して間接
蛍光抗体法で食胞の出芽形成時期を観察し
た。しかし、まだ、出芽部位にダイナミンリ
ングは確認されていない。継続して観察を行
っている。 
 3)について：食胞膜特異的モノクローナル



抗体を作製し、食胞の出芽時に出芽した部分
の食胞膜が抗体で標識されなくなることを
確認した、このことは、出芽時に食胞膜の組
成が変化することを示している（2014 年日本
動物学会で発表、論文準備中）。一方、PV 膜
特異的モノクローナル抗体を作製し、間接蛍
光抗体法で抗原の出現時期を確認した。抗原
は食胞から脱出したクロレラが宿主細胞表
層直下に接着した後にクロレラを包む膜に
出現した。食胞膜特異的抗原の消失時期から
かなり遅れた時期なので、PV 膜特異的抗原は
複数あり、作製した抗体は、リソソーム融合
阻止機能を持つ抗原以外の抗原に対する抗
体であった可能性が示唆された。PV 膜特異的
抗体を使用したイムノブロットでは抗原の
バンドを検出できなかった（論文準備中）。 
 4)について：3)の結果から PV 膜特異的抗
体がリソソーム融合阻止機能と関係しない
抗原に対する抗体である可能性が示唆され
たので、新たな抗体の作製が必要になり、期
間中には調べることができなかった。 
 5)について：ミドリゾウリムシの大核クロ
マチンを近縁種の大核に移植したが、レシピ
エント細胞の細胞分裂速度が遅く、クロレラ
の感染実験に使用できる株はまだ得られて
いない。継続して実験を行っている。 
 6)について：作製したPV膜抗体を用いて、
グリーンヒドラを用いて、抗体が藻類包膜と
交差反応するかどうかを調べたが顕著な蛍
光を観察できなかった。今後、ラッパムシ、
サンゴ、ツリガネムシ、コルポダ、ユープロ
テス等の共生藻類保持細胞を使用して交差
反応性を調べる。 
 7)について：合成ペプチドを抗原にして、
５種のタンパク質に対する抗血清を作製し、
間接蛍光抗体法で緑色細胞と白色細胞で抗
原の存在場所と蛍光の強さを比較した。
RNAseq の結果を反映した結果が得られた
（2017 年日本動物学会で発表、論文準備中） 
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