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序論 
代表的な原生生物の一種である繊毛虫ミドリゾウリ

ムシ（Paramecium bursaria）は、体内に緑藻クロ

レラに類似の共生藻が数百個共生している。大きさ

は 100 µm 程度であり、肉眼でも緑色に見える点で

他の原生生物と容易に区別できる。

　ミドリゾウリムシは、世界各地に普遍的に生息し

ている。野外では共生藻が体内に共生していない「白

いミドリゾウリムシ」が生息している、という報告

もある 1)。良く知られているゾウリムシとミドリゾ

ウリムシは、共生藻の有無を除けば互いに類似の形

態を持ち、同じ繊毛虫に分類されている。しかし、

両者を交配させる事、さらにはゾウリムシに共生藻

を共生させる事なども不可能である。

　なぜ（ゾウリムシではなく）ミドリゾウリムシ体

内に共生藻が共生できるのだろうか。

　共生藻とミドリゾウリムシ両者の共生メカニズム

を明らかにするために、白いミドリゾウリムシを研

究室内で人工的に作成する方法が複数報告されてい

る 2)。また、ミドリゾウリムシから単離された共生

藻クローン株も複数確立されている 3)。これらの単

離共生藻株は、前出の白いミドリゾウリムシに補食

させると、補食された一部の共生藻がミドリゾウリ

ムシ体内に移動し、結果的に「緑色の」ミドリゾウ

リムシを再生 / 復元させる事も可能である 4, 5)。単離

共生藻株は、藻類培養の培地中で、ミドリゾウリム

シに共生していない状態で長期間培養が可能である。
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究では、ミドリゾウリムシの培養条件の確立を目的

として、エサの投与を行わず長期に渡り維持可能な

ミドリゾウリムシ株の確立を行った。

材料と方法
ミドリゾウリムシ
湘南ひらつかキャンパス内各所の湿地や池でミドリ

ゾウリムシの探索を行い、得られたミドリゾウリム

シについて、複数のクローン化株が既に確立されて

いる 8)。具体的には、ミドリゾウリムシ一個体を培

養池水から単離し、洗浄後レタス培地中で増殖させ、

クローン化ミドリゾウリムシ株を作製した。これら

のミドリゾウリムシ株を本研究で使用した。

エサを投与しないミドリゾウリムシの培養
ミドリゾウリムシの培養では、レタス培地を使用し

た。レタス培地の作製は以下の通りである。レタス

の葉を洗浄後、沸騰水中で 1-2 分茹でたのち、濾紙

上に広げ乾熱滅菌器で乾燥させた。乾燥したレタス

葉 1g に対して 2 L の割合でイオン交換水（DW）を

加え、100℃で 5 分間抽出を行った。その後、抽出

液の冷却を待ってろ過を行いレタス葉を取り除いた。

得られたレタス培地を広口メジューム瓶に分注して

オートクレーブ（120℃、20 分）を行い、室温で保

存した。クローン化ミドリゾウリムシはレタス培地

中で外部からバクテリアなどのエサを与えず、イン

キュベーター（BiOTRON, 日本医科機械製作所）内

で 23℃、光照射下（12 時間明、12 時間暗）長期間

培養を行った。

結果
ミドリゾウリムシの継代
ミドリゾウリムシを一匹単離しクローン化する作業

は 2017 年までに実施されている 8)。得られた複数の

クローン化株について、2017 年以後現在に至る迄、

培養時にバクテリアなどのエサを外部から投与する

事は行っていない。具体的には、6 穴プレートの各

ウェルに 3 mL のレタス培地を投入、それぞれのウェ

ルに 1 匹ずつ、培地中で保存されているクローン化

ミドリゾウリムシを投与後、培養を開始し増殖の様

子を観察した（2017 年）。ミドリゾウリムシは、投

入前に、保存されている 200 mL コルベン中から取

り出されレタス培地を用いて洗浄を行った。培養開

始後二週間で 20-30 細胞 / ウェル程度（密度では

7-10 細胞 /mL 程度）に増殖した株を選別し、洗浄

は行わず同様な作業をさらに一度繰り返した。培養

開始後三週間で 100-200 細胞 / ウェル程度（密度で

は 30-70 細胞 /mL 程度）に増殖した株を 100 mL の

残念な事に、これらの単離共生藻株をゾウリムシに

補食させても共生藻は食胞からゾウリムシ体内に移

動せず、上述の様に「緑色のゾウリムシ」を創製す

る事は不可能である。共生藻に対するミドリゾウリ

ムシとゾウリムシのこのような反応の差は、どのよ

うな理由で生ずるのだろうか。この理由を明らかに

する事が、「共生藻のミドリゾウリムシへの共生メカ

ニズムの解明」に直結する事は間違いない。このた

めに、まだ未解明のミドリゾウリムシゲノムの解析

は急務である。

　共生藻に関しては、分子生物学的な解析が進んで

いる。一方、ミドリゾウリムシ体内の共生藻の種類

を始め、 世界各地に生息するミドリゾウリムシ体内

の共生藻の状況が同一か否か、など、細胞生物学的

な解析に関しては多くの事項が未解明のままである。

　ゾウリムシは、まわりのバクテリアやカビ、さら

には（自由生活性の）藻類などを補食して生存が可

能である。一方ミドリゾウリムシは、太陽光の利用

できる日中は、体内の共生藻が産生する光合成産物

を利用して生存が可能である。また、日中でもバク

テリアやカビなどを補食している可能性は高い。さ

らに、太陽光が利用できない環境（夜間など）では、

ゾウリムシと同様ミドリゾウリムシは確実にバクテ

リアやカビ、さらには藻類などを補食しているもの

と推測されている。

　共生藻をミドリゾウリムシに補食させると、一

部の共生藻は消化を免れミドリゾウリムシ体内で

共生を開始することは既に述べた。消化を免れ、共

生を開始できるものは共生藻だけであろうか。ミド

リゾウリムシに補食されたバクテリアやその他の

微生物の行く末は？　実際、藻類が共生できない

のにも関わらず、核内にバクテリアが共生（論文

では“infection”とも表記）しているゾウリムシの

仲間が存在する、という報文がある 6)。ミドリゾウ

リムシにおいても、体内でバクテリアと酵母菌 ( の
infection) を確認したという報文が存在する７）。

　ゾウリムシやミドリゾウリムシを培養する際には、

通常、様々な種類のバクテリアをエサとして投与し

ている。バクテリアや酵母菌の共生を報告したこれ

らの報文 6, 7）でも、培養に際しバクテリアがエサと

して投与されている。この場合、投与されたバクテ

リアが補食後体内に取り込まれ、「共生」に至らぬ手

前の状況でゾウリムシやミドリゾウリムシの体内で

観察されている可能性は無いのだろうか。本来なら、

「無菌」の状態のゾウリムシやミドリゾウリムシを準

備し、エサとしてバクテリアの投与は行わないです

む培養条件が必須である。そのもとで、あらためて

バクテリアを加えその行方を追う必要がある。本研
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培養系（200 mL コルベン）に投入、増殖を観察した。

培養開始後 40-60 日程度で 1000-1400 細胞 /mL の

密度に増殖し、その状態（増殖の定常期）でインキュ

ベーター内で長期間（1 年程度）保存した。この間、

エサのバクテリアは投与していない。同様な作業は

2018 年も実施、さらに 2019 年も既に実施済みであ

る。　

　ミドリゾウリムシの培養に、通常バクテリアなど

のエサを用いることは既に述べた。実際、本研究グ

ループでも、野外からミドリゾウリムシを単離した

後しばらくは、レタス培地にエサを投入して培養を

行っていた（2017 年以前）。本研究グループを含む、

各所で実施されているこのような培養法では、研究

者毎に加えるエサ（各種バクテリア以外に、ミドリ

ゾウリムシ以外の小型の原生生物などを与えて培養

している研究グループもある）の種類が異なり、ミ

ドリゾウリムシ培養条件の均一化（均一化とは、ど

の研究グループでも全く同様のミドリゾウリムシ培

養条件を用いて実験を行う、の意味）がはかれない

という難点がある。共生藻に関しても、例えば日本

国内、あるいは海外で採集されるミドリゾウリムシ

について、どの個体でも同じ種類の共生藻が共生し

ているのか、さらには一個体内部の共生藻（400 個

程度）が同種か否かなど、基本的な事項について不

明である事はすでに述べた。共生藻に関する均一化

の問題を解決するため、共生藻除去した白いミドリ

ゾウリムシを作製し 2)、そこにクローン化した共生

藻を再共生させ「内部の共生藻の種類が全部均一の

ミドリゾウリムシ」を作製、「モデルミドリゾウリム

シ」を作製する試みも魅力的である 4, 5)。しかし、培

養中にミドリゾウリムシから共生藻が出入りしてい

るという観察もあり、いくら均一の共生藻を共生さ

せた新規ミドリゾウリムシであっても、長期間の培

養中「共生藻の質」を常に保証することは難しい。

ミドリゾウリムシおよび共生藻に関わるこのような

「実験材料としての質の保証」、言い換えると「ミド

リゾウリムシを実験材料としてモデル化する」事に

関して容易に想定される問題を解決する作業は急務

である。

培地中のバクテリア
ミドリゾウリムシを野外から単離した直後は、ミド

リゾウリムシは体内にエサとして複数のバクテリア

やその他の微生物（酵母菌や原生生物）を取り込ん

でいるはずである。これらの微生物は、ミドリゾウ

リムシを一匹単離し、無菌のレタス培地で洗浄を繰

り返しても除去されない事は明白である。それだけ

でなく、除去されなかったバクテリアや微生物が培

地中で増殖し、培養液中でこれらが検出されるはず

である。本研究では、野外から単離直後のミドリゾ

ウリムシの培養液について、エサ投与下で培養開始

後一定の期間ごとに採取し、バクテリア培養用の寒

天培地（BTB 寒天培地、ニッスイ）に塗布後、形成

されたバクテリアコロニーの同定を 16SrDNA の配

列を明らかにすることにより実施した。この実験に

より、培養開始直後（投与されたエサのバクテリア

が優位）からどのような種類のバクテリアが培地中

で増殖していくか、経時的な観察を行った。その結

果、培養開始後 2 日では、投与されたバクテリア（理

研 JCM14683）が優位であったが、5 日目から他種

のバクテリアが増殖し始めて、12 日では JCM14683
は検出されず、Proteobacteria に属する Variovorax
や、Bacteroidetes に属する Chryseobacterium など

のバクテリアが優位に増殖していた。これらのバク

テリアは、エサ投与を実施した複数のミドリゾウリ

ムシ培養系で同様に検出されており、ミドリゾウリ

ムシの培養環境下での常在菌である可能性が高いも

のと考えられた。

討論
本研究で使用されたミドリゾウリムシは無菌化され

ておらず、正確な意味でのクローン（純粋な単一細

胞由来の細胞集団）ではない。ゾウリムシやミドリ

ゾウリムシを無菌化したと言う報文も過去にあるが、

無菌化ゾウリムシでは、その後体内にバクテリアが

共生している事が明らかにされた。バクテリアの共

生がゾウリムシやミドリゾウリムシの生存には必要

である可能性が高い。

　本研究により、長期間外部からバクテリアを投与

せずレタス培地中で維持できるミドリゾウリムシ株

が確立された。外部からのエサの投与が無い状態で、

当該株がこれからどれくらいの期間維持できるか、

今後も継続的な確認作業が必須である。今回は、バ

クテリア投与開始後短期間での培養液中におけるバ

クテリア組成の変化を確認した。今後、長期間バク

テリア投与をせず維持されたミドリゾウリムシ培養

液中においても、バクテリアの組成がどのように変

化しているか、網羅的に解析する必要がある。
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