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序 論

ミ ドリゾ ウ リム シParameciumbursariaは 細 胞 内 に 多数 の ク ロ レラ属 に属 す

る緑 藻類(Ch'ore〃aSPP.)を 持 つ 単 細 胞 の繊 毛 虫 で あ る。 藻 類 は ゾ ウ リム シ 由

来 の 膜 に包 ま れ て 存 在 し、通 常 は その 消 化過 程 か ら免 れ る こ と に よ って 安 定 し

て 存 在 出 来 る と 考 え ら れ て い る(KarakashianandKarakashian1973,

KarakashianandRudzinska1981,Meieretal.1984)。 これ は餌 とな るバ ク

テ リアな どが 同一 細 胞 質 内 で 消 化 され る こ と と対 照 的 で あ る。 ミ ドリゾ ウ リム

シ と藻類 の 間 に は、 藻 類 か らの 光 合 成 産 物maltoseの 放 出 とそ の ミ ドリゾ ウ リ

ム シ に よ る利 用 、 ミ ド リゾ ウ リム シ か ら藻類 へ の 窒 素 源 の 供 給 、 ミ ドリゾ ウ リ

ム シ に よ る 藻 類 の 分 裂 制 御 と い っ た相 利 的 な 相 互 作 用 が 存 在 す る と考 え られ て

い る(Karakashian1963,MuscatineandLenhoff1963,Weis1969,Brown

andNielsen1974,Weis1974,1977,Reisser1980,1981,Reisseretal.

1983,TanakaandMiwa1996,WangandDouglas1999)・ 両者 の 関係 は細

胞 分 裂 や 有 性 生 殖 を 経 て も 維 持 さ れ る 永 続 的 な も の で あ り 、 細 胞 内 共 生

(endosymbiosis)と 呼 ばれ て い る(Siegel1960,Karakashian1975)・ ミ

ドリゾ ウ リム シ に お け る細 胞 内共 生 関係 の模 式 図 をFig.1aに 示 す 。 この 関係

に お いて は慣 習 的 に 、生 活 場 所 を提 供 して い る ミ ドリゾ ウ リム シ を宿 主(host)、

細 胞 内の 緑 藻 類 を共 生 藻(symbioticalgae)と 呼 ぶ 。

藻 類 との 共 生 関係 は ミ ドリゾ ウ リム シ に限 らず 、 繊 毛 虫綱 に属 す る生 物 群 内

で い くつ か の 属 にま た が って 見 られ る 現 象 で あ る 。 また 原 生 生 物 以 外 で も、 ヒ

ドラ や サ ン ゴな どの 刺 胞 動 物 や 他 の 無 脊 椎 動 物 で 藻 類 との 共 生 関係 が 見 られ る・

主 に共 生 藻 とな る の は、 淡 水 域 で は緑 藻 類 のCh/ore〃aSPP.、 海 水 域 で は渦 鞭

毛 藻類 のSymbiodiniumSPP.と 違 い はあ る が 、 藻 類 一無 脊 椎 動 物 間 で の 共 生 関

係 にお け る宿 主一共 生 藻 間 の 相 互 関係 と して 、McAuley(1994)は 次 の4点 を

あ げ て い る。(1)共 生 藻 は 光 合 成 産 物 を細 胞 外 に放 出 し、 宿 主 が それ を 炭 素 源



と して利用 する。(2)共 生藻 は宿 主の排出 した無機 窒素(ア ンモニア)を アミ

ノ酸へ と同化 して利用する。(3)共 生藻の細 胞分裂 は宿主 によ って制 御 されて

お り、共生藻 とそれを含む宿主細胞 の分 裂はほぼ 同調 して起 こる。(4)共 生藻

は宿主細 胞質 内に、宿主 由来の膜 に包 まれて存在 して いる。

このよ うな安 定な関係 を持 って いる一 方で、 ミ ドリゾ ウ リム シで は、宿主 と

共生藻双 方の生存 にとってお互 いの存在 は必須で はな い ことがわか って いる。

ミ ドリゾ ウ リム シを暗所で培養 す ると、共生 藻 と宿主 の増 殖のバ ラ ンスが崩れ

て ミ ドリゾウ リム シ1細 胞あた りの共生藻数 が徐 々に減少 し、やがて は共生藻

を持たな い細胞 が現れ る(Siegel1960)。 また、 ミ ドリゾウ リム シの細 胞を除

草剤で あるParaquatで 処 理 した り、X線 処理 する事 によ って も、同様 に共生

藻 を持たな い細胞 が得 られ る(Wichterman1948,Hosoyaetal.1995)。 一

方 、宿 主の細胞 か ら取 り出 した 共生藻 も、適 当な栄養分 を調製 した培地 上で培

養 可能で あ る(Weis1978,1979,WeisandAyala1979,Takedaetal.

1998)。 こ こで は便宜 上 、共生 藻 を持 つ ミ ドリゾ ウ リム シの細 胞 を緑 色細胞

(green)、 持たな いものを 白色細胞(white)と 呼ぶ。

白色 ミ ドリゾウ リムシ細 胞で は、緑 色細 胞か ら直接単離 した共 生藻や単離後

培養 した共生藻 を外液 に懸 濁 させ て経 口的 にあたえる と、共生 関係 が 回復す る

ことが知 られて いる。 これを共生 の再確立(re-establishment)或 いは共生藻

の感染(infection)と 呼ぶ(WeisandAyara1979,Reisser1980,Ayaraand

Weis1987,MeierandWiessner1988,1989)。 この過程の観察か ら、共生

藻 はまず細 胞 口か ら食胞 に取 り込 まれ る。通常 の消化過程で食胞 はacidsome

と呼 ばれ る小胞の融合で酸性 化 され 、続 いて消化酵 素を含む リソソームが融合

して 内容物 が消化 され る。 白色細胞 に取 り込 まれ た単 離共生藻 も、多 くはこの

一連の過程 を経て消化 され る。 しか し、取 り込 まれ た共生藻の一部 は リソソー

ム融合前 に食胞か ら出芽 方式で新たな小胞 へ と単離 される。 この共 生藻を含む
ロ

新 た な 小 胞 はperialgalvacuoles(PV)と 呼 ば れ 、 細 胞 内で の 消 化 か ら免 れ る。



こ うして共生藻 は宿主細 胞 内で分 裂 ・増殖が可能 とな り、やが て細 胞 内共生が

確立する と考え られて いる(MeierandWiessner1988,1989)。 共生 関係の

再確立過 程をFig.1bに 模式 的に示 した。

細 胞 内共生 関係が成 立 し安 定化 する過程 では、宿 主 による共生藻の 認識、消

化 過程か らの 離脱 と共生藻 の細 胞 内環境 への順 化、宿 主細 胞内での共 生藻の分

裂 とその制御等 様々な段階が考 え られて いる(RahatandReich1984)。 現在

までの研究 で、宿主 による共生藻の認識 に細胞 表面の物質が関与 して いる こと、

共生藻 の放 出する光合成 産物が共 生の成立 に一 定の役割を果た して いる ことな

どが報告 されて いる(KarakashianandKarakashian1973,Weis1978,1980,

MeintsandPardy1980,Takeda1995,Takedaetal.1998)。 しか し、宿主

が共生藻 を認識する機構 や、細胞 内で 共生藻 を維持 する具体的な機能 につ いて

は不 明のま まである。

1997年 に山形 県寒河江 市 にお いて、野外か ら細胞 内に共生藻 を持 たな いミ

ドリゾ ウリムシの細胞(strainYsa2)が 採集 された。 ミ ドリゾ ウ リム シと共生

藻の関係が安定 で永続 的で ある ことか ら(Siege11960)、 この細胞 では共生関

係 を維持 す る機能 に異 常が生 じ、結果 と して共 生藻 を失 った 白色細 胞 にな った

可能性が あ ると考 え られ た。 この細胞 を用 いて感 染実験 を行 った ところ、共生

藻 を感染 させ ることはで きるが共 生関係 を安定 して維 持で きな い細 胞で ある こ

とが示 された(TonookaandWatanabe2002)。 この結果はまた、共生藻の

維 持 にゾ ウ リム シ側の働 きが 存在す る ことも併 せて示 した。 これ らの結 果を第

一 章で述 べ る。次 いで 、Ysa2細 胞 が持 つ形 質の遺伝 学的解析 を行 った 。 これ

を第二章 で述 べる。 第三章で は、 ミ ドリゾウ リム シによる共生 藻の維持機 構を

明 らか にするた め に、宿主 内で の共生藻の増殖 に着 目し、 共生初 期細胞 系(白

色細胞 に共生藻 を感 染 させた状態 の細胞)を 作 成 した。 この細胞 系 を用 い、 ど

の よ うな因子が 共生 藻の分 裂増殖 を規定 して いるのか を探索 した。 これ らを総

合 して、 ミ ドリゾウ リムシによる共生藻の維持機構 を議論 した。
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第一章

野外か ら採集された白色 ミドリゾウリムシ株の形態学的解析
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序 論

ミ ドリゾウ リム シParameciumbursariaと その 内部共生藻 との 関係 は、安定

で永続 的な ものである ことが知 られて いる(Siegel1960)。 人為的な操作 によ

り共生藻 を持 たな いゾウ リム シも単離 され た共生藻 も単独 で培 養可能で あるが、

自然条件下で 共生藻 を持たな い ミ ドリゾ ウリム シは これ まで報 告 され て こな か

った。1997年 に山形 県寒河 江市 において 、宮城 教育大学の荒木 多賀 子 さん に

よ り共生藻 を持 たない ミ ドリゾウ リムシの 白色細胞(strainYsa2)が 自然条件

下で採集 され た。 これ らの細 胞 はミ ドリゾウ リム シと接合 中の状 態で発見 され 、

更 にそれ を含ん で いた水サ ンプルか らは緑色細 胞 と他 の白色 の ミ ドリゾ ウ リム

シ様細胞 も発見 、単離 された(Fig,2)。 一般 に共生関係が安定である ことか ら、

自然発生 した 白色細胞 であるYsa2は 共生藻を維持 する機能 に何 らかの変異 が

生 じ、,その結果共生藻 を失 った のではな いか と考 え られ た。

多 くの過 程か ら成 る複 雑な細胞 の機能を解析 する際、例 えば突然変異体の よ

うな 、その過程 のある部分 に機能 の変異 を持 った材料 を用 いる ことで、個 々の

段 階を明 らか にする とい った手法 が有 効な場合 があ る。 ミ ドリゾ ウ リムシは、

共生藻 を持 たな い株 を作成 で きる ことが示す よ うに、細胞 内共生 の成立 ・維持

機構 を このよ うな手法 によ って解析 するための材 料 と成 り得 る。 共生関係への

依存度が 高 い場合 、その機 能の変 化は即細胞の死 につなが るが 、 ミ ドリゾウ リ

ム シで は共生藻 に対する依 存度が比較 的低 いた め、 この よ うな機能 変化 、そ し

てその解 析が可能で ある と考え られ る。 しか し、 ミ ドリゾウ リム シの共生 関係

において、変異株 を得 てそれを解析 する といった研 究 は、現在 までな されて い

な い。

本研究で は、 まず、 この野 外か ら採集 され た 白色 の ミ ドリゾウ リム シ株が共

生 を成立 させ維持で きるかか ど うかを、感染実験 によ り調べた。 またその過程

の形態学的な観察 を行 った。
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材料と方法

株

実験 に用 いた ミ ドリゾウ リム シの株 は以 下の通 りであ る。Ysa2株 は野外 か

ら得 られた 白色 細胞であ り、山形県寒河 江市 で採集 された 。感 染実験 の対照 と

してSj2w株,Kzlw株 を用 いたが、 これ らの株 は緑色細胞を暗所で培養する こ

と によ って共生 藻を除 いた 白色細 胞であ る。 こう して得 られた 白色細胞 に単 離

共 生藻 を与え る と、 白色細胞 はそれを細胞 内 に取 り込み 、共生 関係を 回復 する

こ とが予備 実験 によ り確 認 され て いる。感染実験 用の共生藻 と してはGr3株,

KM2株 およびT316株 か ら単離 した ものを用 いた。Ysa2は 宮城教 育大 学の荒

木 多賀子 さんか ら、Sj2w,Kzlw,T316お よびKM2は 茨城大 学の三輪 五十二

教授か らそ れぞれ頂 いた。Gr3は 野外か ら採集 した株同士をか け合わせ て得 ら

れた子孫で ある。

細 胞 培 養 法

ミ ド リ ゾ ウ リム シ の 培 養 は 、 ゾ ウ リム シ 用 生 理 的 塩 類 溶 液 で あ るDry1's

solution(Dryl1959)の 改変 、K-DS(2.OmMク エ ン酸 ナ トリウ ム,1・4mMリ

ン酸 水 素2ナ トリウム,0.69mMリ ン酸1カ リウム,1.5mM塩 化 カ ル シ ウ

ム)に レタ ス ジ ュ ース を加 え 、 餌 と してバ ク テ リア κ1ebsie〃∂ ρneumoniaeを

植 え たHiwatashj'slettucejuicemediumを 用 いた(Hiwatashi1968,Yanagi

1992)。 培 養 は また24℃ 、12時 間 の 明/暗 周 期 で 行 い、 光 源 には18wの 蛍

光 灯(光 強度17.6μeinsteinm-2s-1)を 用 いた 。 試 験 管 に4mlの 予 め 培 養 し

た ゾ ウ リム シを 入 れ 、1日 毎 に2,4,4,6,6,2mlの 培 養 液 を 加 え た 。 最 後 の

2mlを 加 え た 翌 日に細 胞 は定 常 期 に入 り、接 合 活 性 を示 す 。こ の試 験 管 か ら4ml
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を次の試験 管 に移 して培 養す ることで、ク ロー ンを継代 した。

共生 藻 の単 離

共 生 藻 の 単 離 法 は 、 共 生 藻 を 持 つ 淡 水 産 刺 胞 動 物Hydraviridis(green

hydra)に お け るMcAuleyのSDS一 法(McAuley1987)を ミ ドリゾ ウ リム シ

用 に改 変 して行 った。

培 養 した 緑 色 細 胞 を 手 回 し遠 心 機 で 集 め た 後 、1.5mlチ ュ ー ブ に 移 し、

0.1%SDSで 処 理 して ゾ ウ リム シの 細 胞 を破 砕 した 。6000rpm,2min遠 心 し

て 上 清 を 除 き、0.05%SDSinK-DSに5分 間懸 濁 させ た。 この操 作 によ り、

共 生 藻 以 外 の不 純 物 を除 いた 。6000rpm,2minで 遠 心 の後 上 清 を 除 き 、K-DS

で3回 共 生 藻 を 洗 いSDSを 取 り除 いた 。 最 終 的 に1mlK-DSに 共 生 藻 を懸 濁

させ 、 感 染 実 験 に用 いた 。 な お 、 このSDS処 理 を含 む一 連 の操 作 に よ って も、

共 生 藻 は 感 染 能 力 を保 持 して い る こ とが 予 備 実 験 に よ り確 認 され た 。

感染実験

単離 した 共生藻 と白色細胞 を用 い、新 た に共生 関係 を確立 させ る感染実験 を

行 った。 方法 は以 下の通 りであ る。 実験 は24℃ 、恒 明条件 の恒温器 中で行 っ

た。

白色細 胞 を手回 し遠心機で 集め、細胞密度 を測定 した 。 これ らの細胞 と単離

した共生 藻を用 い、1.5mlチ ューブ に1000個 体 の 白色細胞 と2×106細 胞の

共生藻 を含む感 染実験処理液1mlを 調 製 した。 このチューブを24℃ の恒温器

に移 し、5時 間放置 した。この間 にゾウ リム シは共生藻を食胞 内に取 り込んだ。

次いで 、ゾ ウ リム シの細胞 をK-DSで3回 洗 い、細胞外の共生藻を除 いた。細

胞 を1ml培 養液 に懸濁 し試験管 に移 した。共生藻を取 り込 ませる時間、共生藻

の密度 とゾ ウ リム シ細胞密度の割合な どは、WeisandAyala(1979)の 論文

を参考 に した。
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共生藻を取 り込 ませた細胞 に1日1-2mlの 餌 を加 え、培養 を継続 した。通

常、取 り込 まれた共生藻 の 内あ る ものは ゾウ リムシ細 胞内で次第 に増 殖 し、最

終的 に白色細 胞 は緑色細胞 とな った。感染細胞 集団か ら数 日おき に20-50細

胞を抽 出 し、細 胞 内の共生藻 の有無 を蛍光顕 微鏡で観察 した。生 きて い る共生

藻 は光学顕微鏡 下で鮮緑色 の小粒 と して観察 され、紫外線 照射 によ り強 い赤色

の 自家蛍光 を発 するので、死ん だ共生藻(褐 色、薄榿色の 自家蛍光)や 食胞(無

色 、薄檀 色～ 白色の 自家蛍光)と 区別で きる。 これ に基 づ いて、共生藻 の保持

率(Retentionrate)や 細胞 内共生藻数 の経 時変化 を測 定 した。感染 実験 にあ

た っては、単離 した共生藻をYsa2と 対照の 白色細胞(人 為 的 に緑色細 胞か ら

得 られた もの)に 同時に与え、その後 の経過 を合わ せて追跡 した。

感染細胞の単離培養(dailyisolationculture)

感染 実験 にお いて、外 来の共生藻 を取 り込んだ ミ ドリゾ ウ リム シの細胞や細

胞 内 の 共 生 藻 の 存 在 状 態 が どの よ う に変 化 す る か を 確 か め る た め に 、

Sonneborn(1950)の 方法 に従 って共生藻 を取 り込んだ集 団中か らゾウ リム

シ細胞 を単離 し、デ プ レッシ ョン ・ス ライ ドグ ラス上で培養 した 。1日 ごと に

新 しい培養液 に細胞 を移 しつつ 、細胞の状態 を顕微鏡 にて観察 した。

蛍光染色

共生藻処理後のYsa2の 細胞 を詳細 に観 察するため に、 アク リジンオ レンジ

(AO)を 用 いた細胞の生体染色 を行 った。細胞培 養液10mlを プラスチ ック

遠心管 に取 り、AOを 終濃度0.5μ9/mlに なる よ うに調製 した。2分 間放置 し、

その後K-DSで2回 細胞 を洗 った後、K-DSに 懸 濁 し10分 間放置 した。 この

間 にAOは 細胞 内に取 り込 まれた。ス ライ ドグ ラス上 に細胞を取 り、蛍光顕微

鏡 下で紫 外光、 または紫色 光 によ るAOの 自家蛍光を観察 した。AOは 弱塩基

性 であ り、pHが 酸性の細胞 小器官 に特異 的 に取 り込 まれるため細 胞 内pHの 指
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示 薬 と して利 用 され る。 ゾ ウ リム シの 細 胞 で は 、 酸 性 化 され た 食 胞 、 トリコ シ

ス トと呼 ば れ る分 泌 小 胞 な ど の 染 色 に用 い られ て い る(AllenandFok1983,

BuschandSatir1989)。

透 過 型 電 子 顕微 鏡 によ る観 察

感 染 実 験 の 際 、Ysa2で 見 られ た 凝 集 塊 を持 つ細 胞 を1.25%グ ル タ ル アル デ

ヒ ド(0.5Mリ ン酸 緩衝 液,pH7.2中)で1時 間 固 定後 、同 じ緩 衝 液 で 洗 浄 し、

1%オ ス ミ ウム酸(0.5Mリ ン酸 緩 衝 液,pH7.2中)で1時 間 、後 固 定 した。

緩 衝 液 で 洗 浄 した 後 、アル コー ル で 脱 水 し、Spurr(1969)の 低 粘 性 樹 脂(TAAB

社,Spurrkit)に 包 埋 した 。 超 薄 切 片 を2%酢 酸 ウラニ ル 水 溶 液 と クエ ン酸 鉛

で 二 重 染 色 した 後(Reynolds1963)、 日立 電 子 顕 微 鏡(H8100,加 速 電 圧

75kV)で 観 察 した。

結 果

Ysa2の 形態

実験 に先立 って、Ysa2が 真 にミ ドリゾ ウ リム シの細胞で あるか ど うかを検

証 した。細胞の外形 はミ ドリゾ ウ リムシ様で あ り(Fig.2)、 核染色 によ りこの

細 胞は ミ ドリゾウ リム シ同様1大 核1小 核 を持 っ ことが明 らか とな った(Fig.

3)。 またYsa2は 、syngen(種 内群)1の 接 合型1,Il,IVの 細 胞 と交配反応を

示 し、lllの 細胞 とは交配反応 を起 こさなか った。 これ らの結果か ら、Ysa2細

胞 はsyngen1に 属 し接合型111を 持つ ミ ドリゾウ リム シの細胞であ ると示唆 さ

れ た。更 なる検 証 は、遺伝 学的解析 の過程 で行 った。

感染実験

9



緑色細 胞 か ら単離 した共生藻 を与えた直後 、Ysa2と 対照の 白色細 胞(人 為

的に緑色細胞か ら得 られ たもの)は ともに多数 の共生藻を細胞 内 に持 ってお り、

この 時点 で明確 に識別可能な差異 は見 られなか った(Fig.4a,b)。 しか し共生

藻 を与えて2-3日 後か ら、感染Ysa2細 胞集 団の中 に凝集塊 を持 つ ものが現れ

た(Fig、4c,d)。 凝集塊の数や大 きさは細胞 によって大 きな幅があ り、1つ の

凝集塊 中 に含 まれ る共生藻数 も同様 に幅があ った(Fig.4e-h)。 巨大な凝集塊

を持つ細胞 を単離 し、dailyisolationcultureに よ ってその運命 を追跡 したと こ

ろ、細胞 の変形 や分裂異 常が しば しば生 じ、 多 くの場合 に細胞死 が引 き起 こさ

れ ることが確か め られ た。 また、感染Ysa2細 胞で は共生藻が細胞の後 半部 に

偏在す る傾 向 も見 られ た。 凝集塊 を持 つ細胞の分 裂時 には共生藻 の不均等な分

配が しば しば観察 され 、最 も極端 な場合 には共生 藻を持つ細胞か ら全 く持たな

い白色細 胞が生 じた(Fig.5)。 凝集塊 を持 つ細胞 のdajlyisolationcultureを

行 った結果 、 これ らの細胞 は細胞分裂 で凝集塊 を持 つ細胞、共生藻 は持っが凝

集塊 は持 たな い細胞 、共生 藻を持 たな い白色細胞 を生 じた。 この よ うな現象 は

ミ ドリゾ ウ リム シと ミ ドリゾウ リムシ由来の共生 藻を用 いた感染 実験で は過去

に報告がな く、Ysa2に 特有の性質であ る事が示 され た。

一方、Ysa2を 用 いた感染 実験で は、全細 胞 中 に占め る共生 藻を保持 して い

る細 胞の割合(Retentlonrate)はGr3由 来の共生藻 を用 いた時 に対照の 白色

細 胞 よ りも大巾副こ減少 した。40日 後 にお ける共 生藻の保持率 は、 対照 の 白色

細 胞で約90%、Ysa2で は約45%だ った。 ミ ドリゾウ リムシの感染 実験 では、

用 いた共生 藻の 由来 によ って感染後の保持率 が変動 する ことが報告 され て いる

(Siegel1960,Weis1978,1979)。Ysa2で 観察 された凝集塊の形成 と保持

率の低 下が 、 由来を異 にす る共生藻で も同様 に起 こるか どうかを確 かめるため

に、異な る場 所で採集 され た緑 色細胞 由来 の共生藻 を用いて同様の再感 染実験

を行 った。T316由 来の共生藻を用 いた感染実験の結果、Ysa2とSj2wの 間で

保持 率 に差が見 られな か った(保 持率は約70%)。 しか し、 この場 合 にお いて
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も、Ysa2で は感 染数 日後か ら凝集塊 の形成が観察 された。 また 、Sik1-2由 来

の 共生藻 を用 いた場合 にも、Ysa2の 共生藻保 持率 は低 下せず、凝集 塊 は形成

された。

いずれの感染 実験で も、保持 率の低 下はある もの の共生藻 はYsa2の 細胞 内

に長期間(40日 以上)存 続 し、維持 された。 これ らの再感 染実験 の結果 か ら、

Ysa2の 持 つ最 も顕著な形質 は、感 染時 にお ける共生藻 凝集塊 の形成 で ある こ

とが示 された。(TonookaandWatanabe2002)。

凝集塊の形態学 的観察

透過型電 子顕微鏡の観察 によ り、 ミ ドリゾウ リム シの緑色細胞 にお いては、

個 々の共生藻 がperialgalvacuole(PV)と 呼 ばれ る宿 主 由来の小 胞 に包 まれ

て存在 して いる ことが 明 らか にな って いる(Karakashianetal.1968,Meieret

al.1984)。Ysa2に 共生藻 を再 感染 させた とき に現れる共生藻凝集塊 が、単 に

PVが 集合 した ものか、それ ともPVの 膜 が融合 して いるのかが詳細 に観 察 され

た。Ysa2の 共 生藻凝集塊 を透 過型 電子 顕微鏡 で観察 した結 果、 これ らの共生

藻 を包 んで いる膜が 少な くと もそ の一部で融合 しているのが観察 され た(Fig.

6)。 融合の度合 は凝集塊 間で大 き く異 な り、PV膜 の一部が融合 して いる もの、

PV膜 同士 が完全 に融合 して一つの 巨大 な小胞 が形成 され て いる ものが観察 さ

れた。(Fig.6)ま た、共生藻凝集塊 中で は、共生藻細胞壁の断片 も観察 され た

(Fig.6d)。

ミ ドリゾウ リムシの細 胞内で は、バ クテ リアな どの餌 は消化 される一方で 、

通常共生 藻はそ の消化過 程か ら免 れて いる。凝集 塊 中に共生藻細 胞壁の 断片が

み られ る ことか ら、共生 藻が凝集塊 中で消化 され て いる可能性が考 え られた。

ゾウ リム シの細胞 では、細胞 ロか ら切 り出された食胞 にacidsomeと 呼ばれ る

小 胞 が融 合 して、 食胞 が 酸性 化 され る こ とが 知 られ て い る(AllenandFok

1983)。 一 方で、 ミ ドリゾ ウ リムシ同様細胞 内に共生藻 を持 つgreenhydraの
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細胞で は、共生藻 を含む小胞 は酸性化 されて いな いと報告 されて いる(Randset

al.1992)。 そ こで、細胞 内の 酸性化部位 の指示薬 と して知 られて いる蛍光色

素 アク リジンオ レンジ(AO)を 用 いて、緑色 細胞 と凝集塊 を持 つ細胞 の染色

を行 った。その結果、緑色細 胞で は、食胞 と思われ るいくつかの小胞がAOに

よる染色性 を示 したがPVは 染め られず、 ミ ドリゾ ウ リムシで もgreenhydra

と同様 にPVは 酸 性化 されて いな いことが示 され た(Fig、7)。 一方、Ysa2の

共生藻凝集塊 は、細胞外の栄 養分 や餌が少な い定常期(stationaryphase)に

お いてはAOに よ り染色 され なか った(Fig、8)。 これは共生藻凝 集塊がpvと

同様酸性化 され ていな い ことを示 して いる。反対 に細 胞外 に餌 とな るバ クテ リ

ァが豊富な条件 下(logphase)、 すなわ ち食胞の 形成 が活発 に起 こって いると

考え られ る条件 で は、PVや 共生藻凝集塊 にもAOに よ る染色性 が見 られた(Fig.

8)。

細 胞の飢 餓処理

AOに よ る染色性 が細 胞外 の栄養条件 によ って異な って いた事か ら、凝集塊

の形成が食 胞の形成や細胞 内消化 と関連 して起 こ っている可能性が考 え られた。

そ こで、凝集塊 を持つYsa2の 細胞 に餌 となるバ クテ リアを与えな い飢餓処理

を行 い、形成 された凝集塊 の動 向を追跡 した。 この実験 にはT316由 来の共生

藻を感染 させ、共生藻処理後10日 以 上経過 したYsa2細 胞を用 いた。飢餓処

理を行 う前 には、 これ らの細 胞の うち約8割 が共生藻 を保持 して お り、共生藻

を保持 して いる細胞の うちの約半数が凝集 塊を形成 して いた(Fig.9,0day)。

これ らの細 胞 を含 む培養液 を試験管2本 に4mlず つ植え継 ぎ、片方 には毎 日

2mlの 培養 液を加え(fed)、 もう片方にはK-DSを2mlず つ加え ることで飢餓

処 理(starved)と した。共生 藻処 理後のYsa2の 細胞を、(1)共 生藻 を持た

な い 白色 の 細 胞(white)、(2)共 生 藻 を保 持 し凝 集 塊 を形 成 して いる細 胞

(cluster)、(3)共 生藻 を保持す るが凝集塊を生 じていな い細胞(dispersion)、
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の3種 類 に分類 し、飢餓処 理 をか けた もの とか けな いものでその後 の細胞の割

合 を調 べた。そ の結果 、飢 餓処理 をか けた細 胞で は凝集塊 を持つ ものの割合が

時 間の経過 とともに減少 した(Fig,9)。 飢餓処理後10日 までで は、対 照と飢

餓処理 とで共生藻保持率 に差 は見 られ なか った。 この結果 は、凝集塊 を持っ細

胞の割合 の減少が、共生藻 を保持 するが凝集 塊 を持 たな い細胞の割合 の増加 と

連動 して起 って いる事を示 して いる。

考察

感 染実験

ミ ドリゾ ウ リム シの緑色細胞 か ら単離 された共 生藻 とYsa2株 を用 いた感染

実験で、共通 にかつ最 も顕著 にみ られた現象 は、細胞 質内 にお ける共生 藻凝集

塊 の形成で あ った。共生藻 を取 り込んだ 直後 の細胞 の観 察では、対照 に用 いた

白色細胞 と明瞭な差異 は見 られ ず、Ysa2の 細 胞 にお いて も感染 初期の部 分 に

は異常が な いことが考 え られ た。

共生藻 凝集塊 の形成 にっ いては、二通 りの形 成過程が考 え られ る。第 一は、

PVに 単離 された共生藻がその後分裂す るが、分裂 した共生藻が再 び新 たなPV

に単離 され ず、それを繰 り返 す ことによ って 多数の共生藻 を含 む小胞が 形成 さ

れた場合 。第 二は、単離 されたPV同 士が融合 し、凝集塊が形成 された場合で

ある。共生藻処 理後1-2日 とい う短い時間で、多数の共生藻を含 む凝集 塊が形

成 され ている こと、部分的 に融合 したPVが 電子顕微鏡観察で見 られ た ことか

ら、第二 の説 明の妥 当性が まず考 え られた。

再感染 実験 を行 うに際 して は、用 いる共生藻 によ って感染率 が変わ る ことが

知 られて いる(Siegel1960,Weis1978,1979)。 細 胞内共生 が確 立する条件

の う ち の 少 な くな い 部 分 が 、 共 生 藻 の 側 に あ る こ と も 議 論 さ れ て い る
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(KarakashianandKarakashian1973,Weis1978,MeintsandPardy

1980)。Gr3か ら単離 され た共生藻で見 られ た共生藻保持率 の低 下がT316由

来の共生藻 で見 られな か った ことは、それぞれの 共生藻が持つ共生 の再確立 に

寄与する性 質が異な って いた 、 という可能性が ある。T316由 来 の共生藻を用

いた再感染 実験 においては、凝集塊 を持 つ細 胞で も凝 集塊 に含 まれ ない単独の

共生藻が 多 く観察 され たため、Gr3由 来の共生藻で 見 られ たよ うな共生藻凝集

塊の不均等 な分配 による 白色細胞 に出現 が起 こ りに くく、共生藻保持 率 も低下

しなか った ことが考え られ る。

共生藻凝 集塊

透過型 電子顕微鏡での観察 か ら、共 生藻凝集塊 で はPVの 膜 同士が融合 して

いるのが観察 された。 また、凝集塊 中では共生藻の細胞壁の断片が観察 された。

これ らの事 か ら、 まず、凝集 塊 中で共生藻が消 化 され ているので はな いか と考

え られたが 、AOに よる染色 では凝集塊 は食胞 の様 に酸性化 されて お らず、む

しろPVに 近 い性 質を持 つ ことが示 され た。凝集塊 を持 つ細胞のdailyisolation

cultureに よ って も凝集塊 中に含 まれ る共生藻 が消化 され て凝集 塊が消 失する

といった現象 は観察 されなか った。細胞壁の 断片 は、再感 染過 程で食胞 に取 り

込 まれ た共生藻 が消化 され る際 に観察 され るが、共生藻 の分裂 時 にも同様 に観

察 され る(Karakashianetal.1968,MeierandWiessner1989)。 これは、共

生藻 の分裂様 式が4分 胞子(tetraspore)形 成 型であ り、娘細 胞 は常に親細胞

の細胞壁 を壊 して生 じるため である。緑色細胞 で は、4分 胞子 は速やか に個 々

のPVに 単離 され残 った細胞壁 は細 胞内消化か細 胞肛 門か らの排 出によ って除

去 され るが 、凝集 塊中で はこれ が起 こ らず に細 胞壁 が残 った可 能性が ある。 こ

の点 か ら、上述 した凝集塊形成過 程の第一の可 能性、すなわ ち凝集塊 中で共生

藻が分裂 を繰 り返 しその数 を増 す という可能性 も妥 当で あると考え られ た。特

に細胞死 を引き起 こす様な 巨大な凝集塊 においては、緑色細 胞 に含 まれ る数(平
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均350)よ りもはるか に多 くの共生藻(最 大1000以 上)が 確認 され てお り、

あ る凝集塊 中で は共生藻 の過剰な増殖 が起 こっている ことを示唆 して いる。 こ

れ らの ことか ら、感染Ysa2細 胞 にお ける凝集塊の形成 は、単離 されたPV同

士の融合 とその 中での共生藻の分裂 という二つの側面があ ると考え られた。

共生藻凝 集塊 やその 中の共 生藻 は消化 され ず に存続 するが、凝集塊 の形成 と

細 胞 内消化 が関連 している可能性 が考え られ る。AOの 染色性 は細胞外 の栄養

条件の違 い によ って変化 し、 また 、飢餓処 理 によ って凝集塊を持 つ細 胞の割合

が減少 した。 この時共生藻 を持っ細胞 の割合 は変わ って いな い事 か ら、凝集塊

を持つ細胞 の減少 は持たな い細胞 の増加 を伴 って お り、凝集塊を持 つ状 態 と持

たな い状態 が同一の細胞 中で可逆 的に変化 する事が考 え られた。各凝集 塊で膜

融合の度合 が異な って いた とい う電子顕微鏡 の観察結 果 も、 この可逆性 を支持

する と考 え られ る。

pv・と食胞 は、Fig.1に 示 す様 に由来 を同 じく して いるにもか かわ らず前者

は消化過程 を免 れ、後者 は リソソームの 融合 によ り内容物 が消 化 され る。 この

違 いは両者 の膜 の構成成分 の違 いによる と考 え られ ているが、具体 的 に何 が異

な って いるか は現在 の ところ明 らかではな い。 いずれ にせ よ、PV膜 は食胞膜

か ら由来 し、細 胞内共生の成 立過 程の ど こか でその性質 、または膜の構成 成分

を変化 させ て い る と考 え られ て いる(KarakashianandKaralashian1973,

KarakashianandRudzinska1981)。 これまでの研究で得 られ た結 果 と、今回

得 られた結果 の対比 か ら考察 され るYsa2の 凝集塊 に関わ る形質 は以下のよ う

な もので ある。Ysa2で は、共生藻 を認識 しそれ をPVに 単離する作 用は働 いて

いる。 この点 は緑色細 胞や人為的 に得 られた 白色細胞 とYsa2と の 間 に差はな

い。その一方で 、Ysa2はPVの 膜かPVを 維持 する機構 の どこか に変異 を生 じ

て いて、細胞 内で一度単離 され たPVが 融合す る。AO染 色や凝集塊 を持 つ細

胞 の飢餓 処理の 実験結 果か ら、消 化過程 にお いて食胞 に付加 される何 らか のシ

グナルがYsa2に おいてはPVに も付加 され、その影響でPV同 士 が融合 する
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という可能性 が考え られ る。緑 色細胞 において は阻害 されている これ らの シグ

ナル の付 加が、Ysa2で は起 こって いる とする もので ある。感染Ysa2細 胞 にお

いて、通 常の培 養条件 下ではPV融 合 とPVへ の共生藻の単離の機構が 同時 に

働 いて お り、PVの 形成 と凝 集塊 の形成が いわ ば競合 しあ う形 で継続 している

と考 え られ る。 凝集塊 を持 つ細 胞のdailyisolationcultureの 結 果 もこの考え

を支持す る。餌が不足 し飢餓 状態 になる と、消化過程 に伴 って起 こって いたPV

の融合が停 止す る一 方、PVの 形 成作 用は続行 するた め、結果 的 に共生藻 凝集

塊 が消 失 した と考え られ る。 共生藻凝集塊の形 成 と消 失は細胞 内消化過 程を介

してつな が っている可逆 的な ものである ことが示 唆 され た。

野外か ら採集 された 白色細胞 の形質

ミ ドリゾウ リムシ と共生藻 との関係 は安定で相 互的か つ永続 的で あ り、 自然

条 件下 で 常 に共 生藻 を持 った状 態 で あ ると これ まで考 え られ て き た(Siegel

1960)。 従 って、共生藻 を持 たな いミ ドリゾウ リム シ細 胞が野外か ら採集 され

た ことは この考 え に当て はま らな いもので あ り、 自然条件 下にお いて共 生藻を

維持で きな くな ったため にこのよ うな細胞が生 じたのだ と想定 された。単 離共

生藻 を用 いた感染実験で 、Ysa2は 長 期間 にわ た って 共生藻を維持 する ことが

で きたが 、その一 方で共生藻凝集塊 の形成や不等 分配、それ に伴 う白色細胞 の

形成 とい う、 「共生 関係 を安定 に維持で きな い」 とい う性質 も示 した。

ミ ドリゾウ リムシを用 いた感染 実験 にお いて 、藻類の凝集塊 が形成 され る現

象 は過去 にPringsheim(1928)やKarakashian(1963)に よ って報告 され

て いる。また共生藻 を持つgreenhydraに おいて も、同様 の報告 がある(Rahat

andReich1984)。 こ れ らの 研 究 によ る と 、 あ る種 のfree-livingalgae

(Sticochocus,Hormid「ium,Ch/ore〃a)や 緑色下毛類(ミ ドリゾウ リムシ とは別

分類群 に属 し共生藻を持っ繊毛 虫)由 来 の共生藻 を 白色細胞 に感 染させ た場合 、

取 り込 ま れ た 藻類 が ゾ ウ リム シ細 胞 内 で 凝 集 塊 を 形 成 す る。Karakashian
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(1963)は 報 告 の 中で 、 新 た に形 成 され た 共 生 を"infectionwithunusual

characteristics"と 呼び 、凝集塊 を持 った細 胞 の増 殖が緑 色細胞 と 白色細 胞の

中 間 の 値 を 示 す 事 か ら 、 こ の 共 生 関 係 が 完 全 な 共 生 と 非 共 生 の 間

の"intermediate"な 状態 であ る と して いる。 そ して、 ミ ドリゾウ リム シとあ る

種の"externalalgae"と の間 に見 られ た この現象を 、host-symbjont間 の特異

性で説明 しているが、それ以上 の検証 はな され て いな い。今回Ysa2で 観察 さ

れ た現象 は彼 らの記載 に合致 す るが、決 定的 に異な るのは用 いた共生藻 が ミ ド

リゾウ リム シ由来の共生藻 とい う点で ある。凝集塊 はYsa2を 用 いた全ての感

染実験(共 生藻 は異な る緑色細 胞か ら単離 され た)で 形成 されたた め、凝集塊

の形成 はPringsheim(1928)やKarakashian(1963)の 場合 のよ うに藻類

の側 で はな く、Ysa2の 細胞 自身 にその原 因が ある と考え られ た。すな わち、

本来な ら共生のパ ー トナ ーであ るべき相 手とYsa2は 安 定な共生 関係を維持で

きない、 とい うことを本研究 の結 果 は示 している。凝集塊 形成 とい う、ある種

の外来 藻類 に対する反応 を共 生藻 に対 して行 うことか ら、共生 藻 を認識 する機

構 に変 異が生 じた可能性が考 え られ る。 また感 染初期 の凝集塊 中で 、宿 主の細

胞死 を引 き起 こすよ うな共生藻 の過剰な増殖が 起 きて いた事実か ら、共 生藻の

増殖 を制御 する機能 に変 異が生 じた可能性 も示唆 された。一 方で、Ysa2は 他

の ミ ドリゾウ リムシの細 胞 と同様 培養が可能で あ り、食胞 の形 成や 自身 の細胞

分裂 その もの には異常が 見 られな か った。 この事 実か ら、Ysa2に 生 じた異 常

は 「共生の維持 」 に限定 された変異 であることが示 された。
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第二章

野外か ら採集された白色 ミ ドリゾウリムシ細胞の遺伝学的解析
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序論

第 一章 において、野 外か ら細胞 内 に共生藻 を持 たな いミ ドリゾ ウ リムシの株

(strainYsa2)が 採 集 され た こと、及び この株 を用 いた感 染実験 の結果 を報告

した。実験の結 果、Ysa2は 細胞 内に長期間(40日 以上)共 生藻 を維持 できる

が 、そ の間 に緑色細胞 では決 して見 られな い共 生藻 の凝集塊 を形成す る こと、

凝集塊 を持 った細胞 では分裂 時 に共生藻の不均 一な分配が生 じ、最 も極端な場

合 には共 生藻 を持 っ母細 胞か ら持 たな い娘細胞 が生 じることが 明 らか とな った

(TonookaandWatanabe2002)。 これ らの結果 は、Ysa2が 共生 藻を維持 す

る機能 に何 らかの変異 を持 つ事 を示 した。 また、Ysa2で の凝集塊形 成が全て

の感染実 験(共 生藻 は由来の異な る様 々な緑色細胞 か ら単離 され た)で 観察 さ

れた事実か らも、共生 藻で はな くYsa2の 細 胞 自身 に凝集塊形成や共生藻 の不

等分配を引 き起 こす原 因があ ると考 え られた。

一般 に、ある細胞 に生 じた機能の 変異 はそれ を制御 す る遺伝子 に変 異が生 じ

た結果で ある ことが 多い。 また、 このよ うに して生 じた変異(突 然変 異)を 材

料 と して 用 い、 ある生物 や細胞が持 つ機 能を明 らか にす る方法 は有効 で ある。

実験材料 と しての ミ ドリゾ ウ リムシとその細胞 内共 生の問題は 、共生 の成立過

程や宿主 による共生藻の認 識 に焦点 を当てた研究が 多 く、 これ までは共生の成

立条件や共生成立の形態学的側面が 明 らか にされて きた。 しか し遺伝学 的には、

ミ ドリゾ ウ リム シにとっての性 別で ある接 合型 の遺伝 様式が明 らか にな って い

るのみである(SiegelandLarison1960)。 また、藻類 を共生者 とする共生関

係(Alga-invertebratesymbiosisと 称 され る)に 限れ ば、細胞 内共 生の成 立

や維持 に対 する遺 伝学的な研 究は進んでいない。

野外 か ら採集 された 白色株Ysa2は 、共生 関係 の維持 に変異 を持つ と考え ら

れ た。 も しこの形質が遺伝 子支 配で あるな らば、 これ まで扱 われ て来 なか った

遺伝 学的視 点か らの共生関係 の解 析が可能 にな る。そ こで 、Ysa2が 示 した形
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質 が、あ る遺伝 子座 に生 じた 突然変異 によるものか ど うかを明 らか にす るため

に、Ysa2と 他の ミ ドリゾウ リム シ株をか け合わせ、更 にここで生 じたF1細 胞

同士 をか け合わ せF2細 胞 を得 る遺伝学 的な解析 を行 った。

材料と方法

株、細胞培養法 、感染 実験

遺伝学 的解析 に用 いた株は以下の通 りであ る。Ysa2(接 合型lll)は 野外 か ら

採取 され た 白色細胞 であ り、 山形 県寒河 江市で得 られた。か け合 わせの相 手と

しては緑 色細胞であるT316(接 合型IV),KM2(接 合型1)を 用 いた。Ysa2

は宮城教 育大 学の荒木 多賀子 さんか ら、T316は 茨城大 学の三輪五十二教授か

らそれぞ れ頂 いた もので ある。か け合 わせで生 じた 白色細胞 について は、単離

共生藻 を与え る感染 実験 を行 い共生 関係 を確立 できるか ど うか確 かめた。感染

実験の方法 は第一章で述べた もの に従 った。

Ysa2の 遺伝学 的解析

第一章 で 明 らか にな った 、Ysa2の 持 つ形 質が遺 伝的 に支 配 されて いるか ど

うかを検証 するため に、Ysa2を 他の株 と交配 させてF1を 得、更 にF1同 士 を

か け合わせる とい う遺伝学的解析を行 った。方法 は以下の通 りであ る。

定常期 に入 ったYsa2の 細胞 を、かけ合わせ る相 手の細胞 とデ プ レッシ ョン ・

ス ライ ドグ ラス上で混合 し、24℃ 、5-10時 間置 いた。 この間 に形成 された接

合 対を1対 ずっK-DSに 移 し、二 日後接合過程 を終 了 し離れた接合 完了体細胞

を培 養液 の入 った96穴 マルチ プ レー トに単離 した。細 胞数が増えた ところで

試験管 に移 し、定 常期 に入 った後 、接合活性 を持 った別 の細胞(tester)と 混

合 して接合活 性の有無 をテス トした。有性 生殖が成功 した場合、増殖 した細胞
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は接合 活性 を持 たな い未成熟状 態 とな り交配反 応 を示 さな い。 しか し、 ゾウ リ

ムシにおいては、接合完了体 の 中にも新大核 が分化せず に旧大核 が再 生 し分裂 、

増殖す る場合が ある。 この現象 は大核再生(macronuclearregeneration=MR)

と 呼 ば れ 、 こ う し て 増 殖 し た 細 胞 は 有 性 生 殖 が 成 功 し た 細 胞(new

macronuclearreproduction:NR)と 異 な り接合活性 を示す。 これ らの細胞 は

親細胞 の表現型 を示すため、遺伝 的解析 をす る上で排除す る必 要があ る。有性

生殖が成 功 した細胞 と しなか った細 胞が外部か らは判別で きな いため に、ゾ ウ

リムシの遺伝学 的解析で は この よ うなテス ト(MRtest)が 必要 とな る。未成

熟な期間 は接合後約50分 裂 、試験管培養で は約1-3ヶ 月間で 、接 合活性 が表

れ るまで試験 管での培 養を続 けた。F2に つ いて は共生関係 に関 する形質 に注

目したた め、必ず しも全 ての子孫細 胞を接合活性が 表れ るまで培 養 したわ けで

はな い。SiegelandLarison(1960)に よって 明 らか にされた、 ミ ドリゾ ウ リ

ム シにおける性 の遺伝様 式は次の通 りで ある。 ミ ドリゾ ウ リム シ(syngen1)

の性(接 合型)に は2つ の遺伝子座が関与 してお り、その組み合わせ によ り4

種類の性 が存在する。接 合型はメ ンデル式 に遺 伝 し、優性 の法則 、分離 の法則 、

独立の法 則 に従 う。あ る接合型を持つ細胞 は、他の3つ の接合型の細胞 と交配

反応を起 こ し、生殖が可能 であ る。 各接 合型の遺伝 子型 は、次 のよ うに記載 さ

れて いる。接合型1;遺 伝子型[A-B-]、 接合 型ll;[aaB-]、 接合型Hl;[aabb]、 接

合 型IV;[A-bb]。

結果

雑種 第一代(F1)

第 一章で 述べたYsa2の 示す共生藻の維持 に関する特 性が遺 伝的な ものであ

るか どうかを明 らか にす るため、他 の ミ ドリゾウ リム シとかけ合わせ て遺伝 学
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的解析を行 った。緑色細胞で あるT316(接 合 型IV,遺 伝子型AAbb),KM2

(1,AaBb)をYsa2(Ill,aabb)と 接合 させ 、接 合を完了 した細胞 を単離培養

してその表す形質 を追跡 した。緑色細胞 と白色細胞 の接合 による有性生 殖では、

減数分裂 によ って生 じた半数体核 が一回分裂 し、その うち一個 のみが交換 され

る。一方 で細 胞質 中の共 生藻 は交換 され な い。 よ って通常 この かけ合 わせで は

理論 上遺 伝子 組成 を 同 じくする緑 色細 胞 と 白色 細胞 が生 じる(Siegel1960,

SiegelandLarison1960)。T316とYsa2の か け合わせで は、生 じた全 ての

F1子 孫が接合型IV(Aabb)を 示 した。単離 した細胞 の うち試験管培養 まで生

き残 った ものが9.60/o、MRtestを 経て有性生殖が成功 した と認め られ たもの

がその39%(全 体の3.8%)で あ った(Table1)。 緑色F1細 胞で は共生藻の

凝集塊形成 や 白色細胞の 生成 は観察 され なか った。 この点 にお いて、全ての緑

色F1細 胞 は正常な緑色細胞 である といえる。 白色F1細 胞 につ いては外部か

ら単離共生藻を与える感染実験を行 い、感染能 力の有無を確認 した。そ の結果 、

全ての 白色F1細 胞で共生 関係 が正常 に確 立 した。共生藻 の凝集塊 形成 等Ysa2

で見 られ た現象 は、緑色F1細 胞 同様全 く観察 されなか った(Table1)。Ysa2

とKM2の 組み合わせで は、単離 した接合完了体の うち15%が 生 き残 り、その

中の87%(全 体 の130/o)が 有性生殖 を成功 させた細胞で あった。 この組み合

わせでは、子孫 に全ての接合型(4種 類)が 分離 した。T316×Ysa2のF1細

胞 同様、緑色細 胞 は正常 であ り白色細胞 は外部 か ら単 離共生藻 を取 り込む事 に

よ り正常な共 生関係を形成 した(Table1)。 これ らの結果 か ら、Ysa2の 示す

形質が 白色F1細 胞の細胞質 に引き継 がれる もの ではな い こと、及 び少な くと

も優 性の遺 伝子 によ って支配 されて いるものではな いことが示 された。

F1の 子孫(B1,F2)

緑 色細胞 とのか け合わせで得 られたF1がYsa2の 形質を表 さな か ったため、

F1細 胞 を用 いた更なる遺伝 学的解 析を行 った。上述の通 りYsa2とT316と
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の子 孫は全 て同 じ接合 型(IV)を 示 したため、F1同 士の かけ合わせ に用 いる

ことがで きなか った。そ こで、親細胞で あるYsa2と の戻 し交雑(backcross)

を行 った。一方Ysa2とKM2と の子孫は4種 類全ての接合型を示 したので、F1

細胞 同士のか け合わせ による解析 はYsa2XKM2のF1を 用 いて行 った。

緑色F1細 胞 とYsa2の 戻 し交雑 、緑色F1細 胞 同士のかけ合わ せの 両方で 、

9割 以上の子孫 は正 常な緑色細胞 であ った。そ して この段 階で、F1が 稔 性を持

ち正 常な 子孫 を生 じた ことか ら、Ysa2が 「共 生藻 を持 たな いミ ドリゾウ リム

シの株」で あると改めて確証 された。

緑色F1細 胞(Ysa2×T316)とYsa2に よ る戻 し交雑の結果を、Table2に

示す。 この組 み合 わせでの子孫 の生存率 はF1よ りも更 に低 く、有性生殖 に成

功 した子孫細胞の割合は全体の1.80/oに すぎな か った。F1の 結果 とは異な り、

B1細 胞(戻 し交雑第 一代)の 一部 には培 養過程 で 白色細胞 を生 じる ものが あ

った てTable2)。 これ らの株で は緑色細胞 と 白色細 胞 とが長期 間混在 した。 次

に、Ysa2×KM2の 緑色F1細 胞 同士をかけ合わせ た結果 をTable3に 示す。

このか け合 わせで は、有性 生殖 に成功 した子孫細 胞の割合 は全体 の7.7%で あ

り、戻 し交雑 よ りは生存率が高 か った。 この組み合わせで も、多 くのF2は 正

常な緑色細 胞で あ った が一部 に白色細 胞を生 じるク ローンが現れ た。人為的な

圧力(薬 剤 処理 や暗所 での培養)を 加 えな い限 り、通常の培養条件 下で緑色細

胞が 白色細 胞を生 じる という現象 は報 告 され ていな い。そ こで まず、 白色細胞

の生成が培 養条件 やF1細 胞 自身 に起因す るものか どうかを確かめ るた め、か

け合わせ に用 いた緑色F1細 胞 の単離培 養を行 った。20日 間以上 の培養 期間を

通 じて、緑 色F1の 単離培養(96×2)で は白色細胞 は生成 されなか った。 こ

の ことか ら、 白色細胞 の生成は かけ合 わせ による遺伝 的変化 に起 因す ると考 え

られた。そ こで、緑色 ・白色細胞の混在 するF2株 か ら白色 細胞のみ を単離培

養 し、単離 した共生藻 を与える感 染実験を行 った 。 白色細胞 を生 じた緑色細胞

の形態学 的観察 のた め に、 白色 ・緑色 細胞が混在 する クローン も並行 して維持
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培養 した。

F2で 生 じた 白色細胞 を用 いた感 染実験の結果 を、Fig.10に 示す。用 いた共

生藻 はGr3株 か ら単離 された ものであ り、白色F1細 胞を用 いた感染実験の結

果 も併せ て示 した。全体 的な傾 向 と して、 白色F2は 人為的 に作成 した 白色細

胞や 白色F1に 比べ共生藻の保持率が低 くな った。保持率の低下 は感 染後数 日

以 内 に起 こ った 。 この 中には一 度保持率が低 下 した後緩や かに上昇す る ものが

見 られたが 、反対 に取 り込ん だ全 ての共生藻 を培養 の過程 で失 う株(9-3w株)

も存 在 した。共 生藻 を保持 しな い とい うこれ まで にな い現象 が見 られ たため、

この株 に注 目して更 に感染 実験 を行 った。様 々な緑 色細胞か ら共生藻を単離 し、

それ を与え る感染 実験 を行 った結 果、9-3w株 はGr3,T316,KM2由 来の どの

共生 藻を取 り込 んで も共生 関係 を確立 しな か った。 この時 に共生藻の消 失が早

い段 階で起 こる ことか ら、感染 実験の初期 にお ける共生藻 の動態 を対 照の細 胞

と比較 して追跡 した(Fig.11)。 光学顕微鏡 、蛍光顕微鏡 による細胞 の観察 か

ら、9-3w細 胞 内 に取 り込 まれ た共生藻 は数 時間以 内に死亡 し消 化 され て いる

ことが明 らか とな った。一方 、9-3w細 胞 は共生 藻のPVへ の 単離を対照の細

胞 と同様 に行 っている事 が示 された(Flg.12a,b,Flg.4a)。 すなわ ち、感染直

後の 時点で 、9-3w細 胞 内 には単独 の状態 の 「生 きた」共生藻が多数存在す る。

しか し数 時間後 、 これ らの共生 藻は9-3w細 胞 内で死亡 してその数 を減 じ、や

が ては完全 に消化 された(Fig.12c,d)。

白色細胞 を生 じた緑色F2細 胞 における、細 胞 内の共生藻の状態 をFig.13

に示 す。 白色細胞 を生 じたF2株 の うち、ある細胞で は共生藻 の不均 一な分布

や凝 集塊 の形成 が起 こっていた(Flg.13a,b)。 細胞 内共生 藻数 も細胞 によ っ

て差 があ り、数十個か ら数百個 まで幅が あった。 また、別 のF2細 胞 では共生

藻 が死亡 し褐色 に変色 しているのが観察 された(Fig.13c,d)。 通常 の緑色 細

胞 では、宿主細 胞 内での共生藻 の死亡 は観察 され ず、 この現 象 もYsa2のF2

細胞特有の 現象である と考 え られる。更 に、共生 藻を持 つ9-3株 の細 胞分裂時
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にお いては、共生藻の不均等分 配 による 白色細胞 の形成が確認 され た(Fig,14)。

共生藻 を感染 させたYsa2細 胞(Fig.5)で 見 られたの と同様の現象が、F1を

経たF2細 胞で観察 された。

考 察

雑種第一代(F1)

Ysa2と 他の ミ ドリゾウ リム シ細胞 との間 に生 じたF1細 胞は、Ysa2が 感染

実験で示 した特徴 を全 く表 さな か った。緑色細胞 と白色細胞 のかけ合わ せでは、

殆 どの場合生殖核だ けが交換 され共生藻の移動 は起 こ らな い(Siegel1960)。

このため理論 上 は遺伝 的 に同一の緑色細 胞 と白色細 胞が生 じるが 、 ゾウ リム シ

は単細 胞生物 であるため子孫細 胞 は基本 的 に親 細胞 の細胞 質を受 け継 ぐことに

な る。緑色F1細 胞で共生藻の凝集塊が形成 されず 、 白色F1細 胞 に共生藻を

感染 させ る と正常な共生 関係 を確立 した 事実か ら、Ysa2の 持っ 共生藻維持 に

関する異常 は遺伝的 に優性 な形質 でな いこと、Ysa2の 細 胞質 に生 じた もので

はな いことの二点が併せて示 され た。

F1の 子孫(B1,F2)

Ysa2が 持 つ形質がF1で 表れな かったため、F1細 胞を用 いた遺伝学的解析

を行 った。そ の結 果、緑 色細胞 に由来す る子孫 の一部 に、 白色細 胞 を生 じる株

が 出現 した。緑色F1細 胞の単離培養(20日 間以上)で は 白色細胞 が生 じる こ

とはな く、通常 の培養 条件 下で緑 色細 胞か ら白色細 胞が生 じる という現象 も報

告 されて いな い。 この ことか ら、F2で 出現 した 白色細 胞はF1で は表れなか っ

たYsa2の 持つ形質が表れた もの と考え られる。

白色細 胞を生 じたF2と そ こか ら単離 され た 白色細胞 の特徴 は以 下の通 りで
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ある。(1)こ れ らのF2細 胞 は摂 食や分裂増殖 に関 して は異常が見 られな い。

(2)外 部 か ら緑色細胞 由来の共生藻 を与え ると、それを個 々のPVへ と単離

する。(3)単 離 された共 生藻の大部分 は、取 り込 まれてか ら数 時間以 内に死亡

し宿 主 によ って消化 され る。(4)白 色細胞 を出 した もとの株で は共 生藻 は維持

されるが、凝 集塊の形成、分 裂時 における共 生藻の不均等 分配 によって 白色細

胞が生 じる。

これ らの 事実か ら、Ysa2は 細 胞 内共生の維 持 に関する 自然 突然変異 であ る

と結論 された。現在 まで のと ころ、緑色F1同 士のか け合わ せ による正常な緑

色F2と 白色細胞 を生 じるF2の 分離比 はおよそ10:1で ある。 この数字 は一

遺 伝子 突然変 異、二遺伝子突 然変異の 中間の値 で ある。複 数遺伝子が 連鎖 して

いる可能性 もあ り、現時点で い くつの遺伝子 に変異 が生 じて いるか は明 らかで

はないが 、少な くともYsa2に は劣性の突然変 異が生 じて いる事 が明 らかとな

った。・共生 関係 が安定 であ る事 か ら、Ysa2の 祖 先細 胞 は緑色細 胞で あ った と

考 え られ る。 あ る時点で遺伝子 に突然変 異が 生 じ、 その結 果細 胞 内で安定 して

共生藻を維持 で きな くな り、その後の 世代 の どこか で共生藻を失 い白色細胞 に

な ったのだ と考 え られる。

まとめと今後の展望

細胞内での共生藻の維持は、様々な働きが複合的に関わ り合った機構である。

具体的な共生維持機構の全体像が明らかではないため、今回得 られた突然変異

体がその機能のどこに変異を生 じ、結果 として 「白色細胞を生 じる」という形

質を示すようになったのかは不明である。 しか し、Ysa2や 白色F2細 胞の示 し

た特徴を総合 して、次のように推測することが可能である。この変異体は、共

生藻を長期間にわたって維持するという機能は保持 している。 しか し、安定な

関係を維持するために必要な細胞内への共生藻の分散や共生藻の増殖制御が正

常に機能せず、場合によって細胞分裂の際に白色細胞を生 じる。 これ と連動 し
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て、一度共生藻 を失 った細胞 は共生 関係を回復 しにくいという性質 も併せ持つ。

Ysa2の 感染 実験 において、共生 藻の過剰な 増殖 やそれ に伴 った宿主の細 胞死

とい った 現象は、感染初期の数 日間に集 中 して起 こった。感染か ら40日 以上

経 過 した細胞集 団の観察で は、細胞死 を引き起 こす よ うな 巨大 な凝集塊 を持 つ

ものは殆 ど見 られな い。感染初期 には共生藻の増殖が通常 よ り活発 にな るが(第

三章参照)、 この時点での共生 藻を制御 する働 きがYsa2で は異常 にな って いる

可 能性 も考 え られ る。 いずれ にせ よ、 「共生 関係 を安 定 して維 持で きな い」 と

い うYsa2の 形質は、 自然条件下 において共生藻 を持 たな い白色細 胞が存続 し

て来 た ことの説 明 ともなる。 つ ま り、何 らか の機会 に 白色細胞 が共生 藻を取 り

込 む機会 を得 て も(死 亡 した緑色細 胞 に接 す るな ど して)、 そ こか ら安定 した

共 生関係を構築 できな いため に、共生藻 を持 たな い細胞 が常 に生 じて来たのだ

と考え られ る。

ミ ドリゾウ リム シにおける共生の研究で は、宿主 と共 生藻の特異性 という観

点 か ら、主 に共生藻の側 に焦点 を 当てた研究が行われて きた。Free-livingの ク

ロレラのあ る株 が ミ ドリゾ ウ リム シに共 生可 能で ある こと、人為 的に共生藻 を

除 いた 白色細 胞 に他の生物(細 菌 や酵母)が 感染 する ことな どか ら、宿主 によ

る認識 には共生藻側の 因子(表 面構造 な ど)が 重要 である と議論 され 、様々な

共 生 者 と 宿 主 の 組 み 合 わ せ が 試 さ れ て き て い る(Karakashian1975,

KarakashianandKarakashian1964,Bomford1965,Goertz1982,Rahat

1985,RahatandReich1984,1985)。 共生の維 持機構 に変異 を持 つYsa2の

存在 は、共生 の研究 に新たな 視点 か らの解析 を行 うための有用な材料 とな りう

る。今 後は この突然変異体 を用 い、differentialdisplayな どの手法で原 因遺伝

子を特定 して、 ミ ドリゾ ウ リム シにおける共生藻 の維持 機構を明 らか に して い

くことが望 まれる。
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第三章

ミ ドリゾウリムシにおける共生藻増殖の制御機構の解析
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序 論

細 胞 内共 生 は 、 宿 主 細 胞 中 に共 生 者 が存 在 し、 双 方 に実 質 的 な 利 益 が あ り、

安 定 で 永 続 的 な 関 係 で あ る と 定 義 さ れ て い る(Siegel1960,Karakashian

1963)。 共 生 関 係 の 維 持 に お い て は 、 宿 主 によ る共 生者 の 増殖 制 御 が そ の 永 続

化 に は 必 要 で あ る と考 え られ て い る(Weis1969,McAuley1981,1994,

Reisseretal.1983,BossertandDunn1986)。 藻 類一無 脊 椎 動 物 間 の共 生 に

お い て は 一 般 的 に 、 共 生 藻 の 方 が 潜 在 的増 殖 能 力 が 高 い(McAuley1994)。

宿 主 が 何 らか の 方 法 で共 生 藻 の 増 殖 を 抑 制 し、更 に宿 主 の 分 裂 に 共 生 藻 の 分 裂

が 同調 す る こ と によ って 、 宿 主 内 共 生 者 の 細 胞 数 が 一 定 に保 た れ て い る と考 え

られ て い る(Dunn1987,McAuley1982,McAuleyandDarrah1990)。 宿

主 によ る 共 生 藻 の 増 殖 制 御 は主 に海 産 無 脊 椎 動 物 やgreenhydraな ど で研 究 さ

れ て お り、 これ まで に次 の こ とが 明 らか にな って い る 。(1)宿 主 細 胞 中の 共 生

藻 は光 合 成 に よ り炭 素源 は 得 られ る が 、 窒 素 源 が 不 足 した 状 態 で あ る。 この た

め に、 共 生 藻 は分 裂 が抑 制 され て い る(Rees1990)。(2)宿 主 が 餌 を 食 べ る

と 、老 廃 物 で あ る ア ンモ ニ アが 生成 され 、共 生 藻 が そ れ を ア ミ ノ酸 へ と同化 す

る。 この 結 果 共 生 藻 の 分 裂 が 可 能 とな る(McAuley1990)。(3)こ れ らの 制

御 と は 別 に 、 繊 毛 虫 類 に 属 すEup'o亡esdaidaleo5(下 毛 類)やS亡entor

polymorphus(ラ ッパ ム シ)な ど にお け る 共 生 で は 、 定 常 的 に共 生 藻 が消 化 さ

れ 一 方 で は 共 生 藻 が 増 殖 す る こ と に よ り 共 生 者 の 数 が 維 持 さ れ る と い

う、・digestiveregulation"と い う現 象 が 報 告 され て い る(ReisseretaL1983)・

慢 性 的 に貧 栄 養 状 態 で あ る 熱 帯浅 海 域 の 共 生 にお いて は 、窒 素 源 の 欠 乏 で 共

生 藻 の 増 殖 制 御 が 説 明 で き る。 造 礁 サ ン ゴの い くつ か の 種 で は 、 外 部 か らの 窒

素 源 の 添 加 に よ り共 生 藻 が 増 加 す る こ と を 支 持 す る 報 告 が あ る(Hoegh-

GuldbergandSmith1989,MuscatineetaL1989,Stambleretal.1991)。

しか し、 前述 のgreenhydraで 共 生 藻 の 分裂 が 宿 主 の 細 胞 分 裂 に 同調 して い る
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とい う現 象は、窒素源の 欠乏で共生藻 の分裂が抑制 されて いる とい うだ けで は

説明できな い。McAuley(1985a,b)は 更 に一歩踏み込んで 、greenhydraで

は宿主 によ る共生 藻の分裂制 御 に成長因子(growthfactor)が 存在 する こと

を議論 しているが、その 実体 は未だ 明 らかでな い。 ミ ドリゾウ リムシ にお いて

も、共 生藻 の増 殖制 御が行 われ て いる ことは 以前 か ら言 及 され て いる(Weis

1969)。 形態 学 的な観 察 か ら、少な くともその制 御が"digestiveregulatioバ

ではな いことが これ まで に明 らか にな って いる(KarakashianandRudzinska

1981,Reisseretal.1983)。

第 一章、第 二章 にお いて、共生藻の維持 に関す る ミ ドリゾウ リムシの 自然突

然変異体が単 離 された ことを報告 した。 これ は、 ミ ドリゾウ リム シの正常な細

胞 には共生藻 を維持す る機構 が存在 する こと も併せ て示 して いる。 しか し、今

までの ところ、共生 関係の制御 や維持 に関する具体 的な機構は 明 らか にな って

いない。そ こで、 ミ ドリゾ ウ リム シによる共生 関係 の維持がな され て いるのか

どうか、 も しあるな らばそ の実体 はどのよ うな もの であるのか を明 らか にす る

ため に、宿主 によ る共生藻 の増殖制御 に注 目 して実験 を行 い、そ の結 果を解析

した。実験 にあた って は、 ミ ドリゾウ リムシの 「共 生関係 の再確 立」 という系

を利 用 し、感 染初期の細胞 系を作成 して、その後の 共生藻の分裂 ・増 殖を様 々

な条件下で追 跡 した。そ して、細胞 内共生 藻の維持 に関す るミ ドリゾ ウ リム シ

の役 割を議論 した。

材料 と方法

株 、細 胞 の 培 養 お よ び 感 染 実験

実験 には ミ ドリゾ ウ リム シParameciumbursari∂(syngen1)の 緑 色 、 白色 細

胞 を 用 い た 。緑 色 細 胞 と して はGr3株 を、 白色 細 胞 と して はSj2w株 を 用 いた 。
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白色細胞 は野 外採集 の緑色株 か ら、暗所 での培養 によ り共生藻 を除いた株で あ

る。Sj2wは 茨 城大学の三輪五 十二教授か ら頂 いた もので あ り、Gr3は 野外か

ら採集 した株 同士 をか け合 わせて得 られ た子 孫で ある。 ゾウ リム シの培 養法 お

よび感染 実験 は、第一章で述 べた もの と同 じである。

共生 藻の分裂 に対する環境 条件 の影響

宿 主 ミ ドリゾ ウ リム シによる共生藻 の増殖 制御 を検証 す るため に、外部環境

が共生藻の増殖 に与え る影響 を調べた。宿 主 に対 しては栄養(餌)条 件 、共生

藻 に対 しては光条件 に着 目 し、それぞれ の条件 を変化 させ ることによ って共生

藻の分裂 が どのよ うに影響 を受 けるかを解析 した。

実験 に先 立ち、 白色細胞 と単離共生藻 を用 いて共 生成 立初期の細胞 を作成 し

た。 前述 の方法 で 白色細胞 に共生藻を感染 させた後、2日 間K-DSに 入れ て細

胞を飢餓状態 に した。 この間 にゾ ウ リム シの細胞 内では、取 り込 まれ た ものの

共生を確 立 しなか った共生 藻は消化 され 、確 立 した ものだ けが残 る。 これ らの

細胞 を(光 ・餌)(光 ・飢餓)(暗 ・餌)(暗 ・飢餓)の4っ の 培養条件 に分割

して培養 した。環境条件の設定 は以 下の通 りである。光条件 にっ いて は、24℃

に設定 した光源の ある恒温 器(光)と 無 い恒温器(暗)で 細胞 を培 養 した。栄

養条件 につ いて は、通常 の培養 に用 い られるバ クテ リア入 り培養液(餌)と 培

養液の代 わ りに同量のK-DS(飢 餓)を それぞれ 加え て富栄養 状態 、貧栄養状

態を作成 した。 これ らを組み合わせて、上記の4っ の培養条件 を作成 した。

共生藻の増殖 の指標 を、長 期 間 ・短 期間のそれ ぞれ にっ いて設定 した。長期

間の指標 と して はミ ドリゾ ウ リムシ細胞 内共生藻数 の平均値 とそ の推 移を、短

期 間の指標 と して は細胞 内の全共生藻 数 に対す る分 裂 中の共生藻 の割合(分 裂

指数、Divisionindex)を 用 いた。長期 間では1日 毎、短期 間で は各条件 にお

いてか ら24時 間まで数 時間毎 に細 胞を採取 し、細胞 内の共生藻数 、分裂指数

等を測定 した。
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窒素源の添 加

上 記 実験 の(光 ・飢 餓)条 件 にお いて 窒素源 を添加 し、(光 ・餌)条 件 との

比 較 を行 った 。窒素源 と して は硝酸 ア ンモ ニ ウム(NH4NO3)を 用 い、濃 度 は

100μM,10μMと した。窒素源の濃度 はgreenhydraで 用 い られた もの を参

考 に した(McAuley1990)。

1.5mlチ ュー ブにゾウ リム シ約1000細 胞 を含 む1mlの 処理液 を調製 し、

24℃ 、 恒 明 条 件 下 の 恒 温 器 中 に置 いた 。 餌 も窒 素 源 も加 え な か った もの

(negativecontrol)、 窒素源 を加 えた もの、バ クテ リアを含むculturemedium

を加 え た もの(光 ・餌 条件;positivecontrol)の 三者 につ いて 、短期 間の共

生藻分裂指数 を測定 した。 また、 ゾウ リムシが食胞経 由で細胞 内に物 質を取 り

込む事か ら、栄養分のな いポス ターカラーを 同時に添 加 し、 ゾウ リム シに食胞

を形成 させ なが ら窒素源 を与え る実験 も行 った。 ポスター カラーを加 え るとゾ

ウ リム シはそれを取 り込ん で食胞 を形成 するが 、消 化吸収 はされ ず に一定 時間

の後排 出され る ゾウ リムシを含む培養液 にポス ターカ ラー を加 えて も、細胞の

生存 には影響 がな いことが予備実験 によ り確か め られて いる。対 照 と してボ ス

ターカ ラーのみ を与えて分裂指数 を計測する実験 も行 った。

炭素源の添加

窒素 源 の影響 に加 えて、 共 生藻 の分 裂 にへ の炭 素源 の影響 を 見 るた め に、

(光 ・飢餓)条 件 において硝酸 アンモニ ウム とともに濃度10mMの 酢酸 ナ ト

リウム(CH3COONa)を 加え 、共生藻の分裂 に与え る影響 を調 べた・用 いた酢

酸 ナ トリ ウム 濃 度 はgreenhydraの 研 究 で 用 い られ た もの を 参 考 に した

(McAuleyetal.1996)。(光 ・飢餓)条 件 に酢酸ナ トリウムのみ を与える実

験 も合わせて行 った。
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タ ンパ ク 質 合 成 阻 害 剤 の 影 響

ゾ ウ リム シ の 摂餌 後10-12時 間 にお ける 共 生 藻 の 分 裂 誘 導 が 、新 規 の タ ン

パ ク質 合 成 を必 要 とす るか ど うか を 明 らか に す るた め に、 タ ンパ ク質 合 成 阻 害

剤 で あ るcycloheximide(cyc)とpuromycin(puro)を 上 記 実験 系 に用 い た 。 窒

素 源 添 加 の 実験 と 同様 の 処 理 液 に終 濃 度100pt9/mlのcyc、500μ9/mlのpuro

を そ れ ぞ れ 餌 と 同 時(Oh)、 餌 を 与 えて か ら2,4,6,8時 間後 に添 加 し、10時

間 後 の 分 裂 指 数 を 対 照(noinhibitor)と 比 較 した 。 各 薬 剤 に よ る 処 理 濃 度 は

AyalaandWeis(1987)の 研 究 を参 考 に した 。

結 果

長期間の影 響

感 染初 期の ミ ドリゾ ウ リム シをそれぞれ4つ の条件 におき、ゾ ウ リム シ1細

胞 当た り共生藻数 の平均値の推移 を計測 した(Fig.15)。 光のあ る条件 下で比

較 した ところ、(光 ・餌)で は共生藻数 が増加 し10日 後 には1細 胞 当た り300

まで 達 したの に対 し、(光 ・飢 餓)で は緩 やかな増 加 しか見 られ なか った。 光

のな い条件 にお いて も、(暗 ・餌)で は共生 藻数が 増加 し(暗 ・飢 餓)で は増

加 しな いとい う傾 向が見 られたが 、(暗 ・餌)で の増加 は5日 程で頭打 ちにな

りその後は変化 しなか った。

上記 実験 にお いて、餌のあ る条件 で ゾウ リムシ細胞 は分 裂増 殖 し飢餓 条件 で

は殆 ど増殖 しな い。 この点 を考慮 して、細胞 当た り共生藻数 を培 養液 中 に含 ま

れ る全共生藻数(populationsize)に 換算 し、その推移 をFig.16に 示 した。

共生藻のpopulationsizeは 、光の有無 にかかわ らず飢餓条件で はほぼ同様の

推移 を示 したが 、(暗 ・餌)条 件 で は飢餓条件 よ りも高 い増加 を示 した。 この

場 合で も、(光 ・餌)条 件 に比べ(暗 ・餌)条 件 の 増加 は早 い段 階で頭 打 ちに

33



な るとい う傾 向が見 られた。

(光 ・飢 餓)条 件 では植物細胞 の成長 ・増殖 に必要な光が ある にもか かわ ら

ず共生藻 は増殖 せず、反対 に(暗 ・餌)条 件で は光合成 に必要な 光な しで共生

藻が増殖 した。 そ こで、個 々の共 生藻の細胞成長 に着 目し、ゾ ウ リム シ細胞 内

に存在す る共生藻の平均サイズ を実験前 と各条件下 で5日 間培養 した もの とで

計測 ・比較 した(Table4)。 サ イズの指標 と して は共生藻の体積 を用 い、共生

藻を 完全 な球体 と仮定 して直径 か ら算 出 した。 その結 果、5日 後 における共生

藻サ イズは(光 ・飢餓)が 最 も大 き く(暗 ・餌)が 最 も小 さか った。実験 前 と

の比 較で は、(光 ・餌)条 件 の ものが統計 的 に有意 な差 を示 さなか ったの に対

し他の3条 件 の ものは有意差 を示 した。長 期間の実験の結 果か ら、 ミ ドリゾウ

リムシ細 胞 内にお いては、 ゾウ リム シが餌 を摂 取 して いる条件 で共生藻 が増殖

し、飢餓 条件で は増殖 しな い ことが明 らか にな った。(暗 ・餌)条 件 で も共生

藻が増 殖 した ことか ら、共生藻 の増殖 には、光 条件 よ りも宿主 ゾウ リム シの栄

養条件の方が重 要である ことが示 され た。

短期 間の影響

宿 主 ゾウ リムシの栄養条件 の変化が共生藻 の増殖 に与える影響 を明 らか にす

るた め に、短 期 間で の分裂 指数(全 共 生藻数 に対 する分 裂 中の もの の割合;

Divlsionindex)を 餌 ・飢餓それ ぞれの条件 下で計測 した(Fig.17a)。 細胞 内

共生藻数 の平 均値 も合わせ て示 した。 この実験 によ り、飢 餓条件で は共生藻の

分裂 が期間を通 して殆 ど見 られな いの に対 し、餌 を与えた条件 では10時 間以

後 に明瞭な分裂の誘導が見 られ た。分裂指数 は10時 間か ら18時 間までが最

も高 く、その後低下 した。それ に合わ せて18時 間以降 に細胞 内共生藻数 も増

加 した。 ゾ ウ リム シ側 に着 目す る と、餌 を与え る前 に分裂 中の共生藻 を持 って

いる ものは全体の10%に 満たな いの に対 し、10時 間後 にはほぼ100%の ゾウ

リム シが細 胞 内に分裂 中の共生藻を細胞 中に持 って いた(Fig,17b)。 反対 に ミ
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ドリゾ ウ リム シ細胞 自身は、 この期間 内に殆 ど細胞 分裂 を起 こ さなか った。 こ

の結果 は、共生藻 を持つ刺胞動物Hydrav'ri(Yis(greenhydra)に おいて共生藻

の分裂 と共生藻 を含 む宿 主細胞の細胞 質分裂が 同調 して いるとい う報告 とは異

な る(McAuley1982)。 細 胞質の 分裂 では同調が見 られなか った ため核の分裂

に注 目 して 同様 の観察 を行 った ところ、餌を与えてか ら18時 間後 にゾ ウリム

シの核分裂の極大が見 られた(Fig.17c)。 極大の位 相が ずれて はいるが、共生

藻の分裂 と宿 主の核分裂(ま たはそれ に至 るDNA合 成)は 関連 して起 こ って

いる とい う可能性が示唆 された。

材料 と方法の項で述 べたよ うに、 ゾウ リム シの培 養液 は レタス ジュースを含

む塩類溶液 にバ クテ リアを植え た ものであ る。 共生藻の分裂誘導 が、宿 主が栄

養分 を得 た結果 であるか培養液 中 に含 まれ る何 らかの 因子 の影響 であ るかを確

かめ るため に、 ホル マ リン固定 したバ クテ リア(104-106cells/mlま で細胞 密

度を変え た)をKDSに 懸 濁 した もの とバ クテ リアを含 まない レタス ジュース

培養液 をそれ ぞれ与 える実験 を行 った。その結 果 、12時 間後 にお いて は レタ

ス ジュース と密度 の低いバ クテ リアで は共生藻 の分裂誘導 が見 られな か ったの

に対 して、105,106cells/mlの バ クテ リアで は12時 間後 に明瞭な共生藻の分

裂誘 導が見 られ た(Fig.12)。 この結果か ら、共生藻 の分裂誘導が レタス ジュ

ース中の因子が 引き起 こ した ので は無 く、バ クテ リアその ものを栄養分 とした

結果 である事 が示唆 され た。 レタス ジュースについては、21-24時 間後 にバ ク

テ リアを与えた時よ りも低 い分裂誘 導の極大が見 られた。

窒素源添加 の影響

藻 類 と無脊椎 動物 との細胞 内共生 関係 にお いて は、窒 素源の欠乏 によ って共

生藻の細 胞分 裂が抑制 され て いるとい う報告 があ る(McAuley1994)。 共生

藻の分裂誘導 が、餌の消化 によ るアンモニア排 出の影 響か どうか を明 らか にす

るため に、(光 ・飢餓)条 件 の細 胞 にア ンモニアを添加 し12時 間後 における共
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生藻の分裂 を計測 した(Fig.19)。 その結 果、 ア ンモ ニアを添加 して も共生藻

の分裂 は誘導 されなか った。 ポス ターカラーを ともに与え食胞を形成 させた場

合 で も、分裂の誘導は見 られなか った。更 に、過 剰の アンモニアの添加(10mM)

も分裂 を誘導 せず(12時 間後の分裂指数O.Ol23)、 外部か らの無機窒素源の

添加 は ミ ドリゾ ウ リムシ における共生藻 の分裂 を誘 導 しな い事が示 され た。

炭 素源添加 の影 響

ミ ドリゾ ウ リム シ細胞 内の共生藻は、光合成 産物のmaltoseを 細胞外 に放 出

している事 が知 られている(BrownandNielsen1974)。 このため、宿主細胞

内の共生藻 は窒素源だ けでな く炭素源 も不足 し、それ が細 胞の分裂 を抑 制 して

いる と指摘 され て いる(Rees1990,McAuleyetal.1996)。 そ こで 、窒素源

添加 の実験 にお いてC3化 合物で ある酢酸ナ トリウムを同時 に添加 し、共生藻

の分裂を計 測 した(Fig.21)。 アンモニアの添加 に比 べて、酢酸 ナ トリウムの

添加 では24時 間まで緩 やかな 分裂指数 の上 昇が見 られたが、 これ は酢酸 ナ ト

リウムのみ の添加で も観察 された。 いずれの場合 も、餌を与えた 時 に見 られ る

分裂の誘 導よ りも低 い値 を示 した。

タ ンパク質合成阻害剤の影響

感染初期 ミ ドリゾ ウ リム シの細胞 では、 ゾウ リム シに餌 を与 える と共生藻 の

分裂が誘導 された。 しか しgreenhydraや 海産無脊椎動物 とは異な り、無機 窒

素源で あるア ンモニ アの添 加 も補助 的炭素源の添加 も共生藻の分 裂を餌 を与 え

た時 ほどは誘導 しな かった。 した が って ミ ドリゾ ウ リム シで は、 これ まで考 え

られ てきたよ りも積極 的 に、宿主 が共生藻の分裂 を制御 している ことが考 え ら

れた。そ こで 、一連のfeeding-divisioninductionに ゾウ リムシ、共生藻それ

ぞれ の新規タ ンパ ク質の合成が 必要か ど うか を確 かめ るた めに、タ ンパ ク質合

成阻害剤のcydoheximide(cyc)とpuromycin(puro)を 用い共 生藻の分裂 に与
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える影響 を解析 した。AyalaandWeis(1987)に よ って、cycは 共生藻の'H-Leu

の取 り込み を阻害 す るが ゾ ウ リム シによる取 り込 み は阻 害 しな い事、 反対 に

puroは ゾウ リム シの3H-Leu取 り込みを阻害するが共生藻 による取 り込みは阻

害 しな い事が 明 らか にされて いる。それぞれ の薬品 を餌 と同時、餌を与 えて後

2時 間毎 に8時 間まで添加 し、添加 時間への依存性 も同時 に調 べた。その結果、

cycの 添加 は餌 を与えてか ら6時 間後 までは高 い阻害効果(80%以 上)を 示 し、

その効果 は8時 間後 の添加で は300/oま で低 下 した(Table5)。 一 方puroは 、

餌 と同時 に与え た時には高 い阻害効 果(80%以 上)を 示 した が、2,4時 間後 に

投与 したので はその効果 は半減 し、6時 間後 には20%程 度 まで低下 した(Table

6)。 各薬剤の相対 的な 阻害効果 とその推移 をFig.22に 示 した。宿主、共生藻

それぞれ に特異 的 に作 用す ると されるタ ンパ ク質合成 阻害 剤は、共生藻 の分裂

誘導 に対 して異 なる阻害効果 を示 した。

考 察

長期 間の影響

感 染初 期の ミ ドリゾウ リム シは、異な る光 や餌 の条件 下で異 な る共生 藻の増

殖 を示 した。光 ・餌 ともに十分 な条件で はゾ ウ リム シ も共 生藻 もとも によ く増

殖 した。 ゾウ リム シが飢餓条件 に置かれ ると、光の有無 にかかわ らず共 生藻の

増殖 は低 下 した 。 この結果 は、共生藻の増殖 には共生藻 自身 に対す る光 条件 よ

りもゾ ウ リム シの栄養条件の方 が支配的な役割 を持つ事 を示 唆 した。 この推 測

はまた、暗黒条件 下で もゾウ リム シの餌が あれ ば共生藻 は増殖 する事 か らも支

持 され る。Populationsizeの 増 大 も(光 ・餌)条 件 が最大で、(暗 ・餌)条 件

が それ に続 き、ゾウ リム シの餌が無 い条件では光の有無 にかかわ らず低か った。

共 生藻サイズ の測定結果か ら、暗条件下 での共生藻の増殖 は細 胞の成長 を伴 っ
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てお らず、反対 に(光 ・飢餓)条 件下で は、分 裂を伴わな い細胞 の肥大成長 が

起 こる ことが 明 らか にな った。 ゾウ リム シが餌 のあ る条件 におかれ ると共生藻

の分裂増 殖が誘 導 され、飢餓条件 では誘導 され な い事が示 され た。感染初期 ミ

ドリゾウ リムシの系では、細胞 当た り共生藻数が数10で 通常の緑色細 胞 に比

べ て遙 か に少な く、細胞 質が共生 藻 によ って 「飽和 した状態」 ではな い。 に も

かかわ らず(光 ・飢餓)条 件で共 生藻が分裂 しなか ったの は、ゾ ウ リムシによ

る分 裂抑制 の結 果で ある と考 え られ る。(光 ・飢餓)条 件 下で細 胞 内の共生藻

数が漸増 して いる とい う結果か ら、 この抑制 は共生藻が全 く分裂 で きな いよ う

な阻害的効果で はな いことが示唆 され る。 この事 は、greenhydraに お いて宿

主の飢餓処理 が緩やかな共生藻 のDNA量 増加 を伴 うという報告 とも一致 する

(McAuley1986b)。 反対 に、(暗 ・餌)条 件 下で の共生藻 の増殖 が初期 の段

階で は(光 ・餌)条 件 と同様の推移 を示す こと、共生藻の増加 に伴 って そのサ

イズ が小 さくな る こと、(光 ・餌)条 件 とは異な り共 生藻の増殖 が頭 打 ちを示

す ことか ら、 この条件 下の共生藻 は分裂で きる限界 まで分裂 し、その後 は細 胞

内で維持 され る とい うことが考 え られた。実験結 果 を総合 して、宿主 ゾ ウ リム

シによ って共生藻 の増殖 が促進 ・抑制の両方 向 に制御 され ている とい う事が明

らかにな った。 ミ ドリゾウ リムシ細 胞 は、 自身の餌 条件 に応 じて共生藻 の分 裂

を制御す ることで 、安定な共生 関係 を維持 して いるの だと推 測され た。

短期 間の分裂誘導

長期 間の影響 の実験 か ら、 ミ ドリゾウ リムシの栄養条件 が共 生藻の増殖 に反

映 され る事が 明 らか とな った。一 方、短期 間で の分裂指数 の推移 を計測 した結

果 、 ミ ドリゾ ウ リム シが餌 を取 り込む とい う刺 激が 、10時 間後 にお ける共 生

藻 の分裂 誘導 へ とつなが った。バ クテ リアを含 まな い レタスジ ュース培養液 を

与えた場合 には、12時 間後ではな く24時 間後 に共生藻 の分裂誘導が見 られた。

レタス ジュース にもある程度の 栄養分が あ り、共生藻 の分裂が 遅れて誘 導 され
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た ことが示 唆 され る。12時 間まで にミ ドリゾ ウ リム シの細胞分裂 や核分裂 は

起 こって お らず、共生藻の分裂 が宿主の細胞分 裂その もの に同調 して いるので

はな い ことが 明 らか とな った。 これ はgreenhydraに おいて共 生藻の分裂が宿

主細胞の分裂 と同調 するとい うMcAuley(1985a)の 報 告 とは異な ってお り、

ミ ドリゾ ウ リムシではgreenhydraと は異な った制御機 構が働 いて いる ことを

示 している。一方、 ゾウ リム シの核分裂 は餌を与えて か ら18時 間後 に極大を

示 してお り、宿 主DNAの 合成やG2期 における シグナルの放 出な どが、共生

藻 の分裂誘導 と関連 して いる可 能性が ある。 この系 における細 胞周期 間の関連

性 や相互作用 は、今後の研究課 題で ある。感 染初期 の細胞 は緑 色細胞 に比べ共

生藻 の増殖が早 く、 いわ ば 「共 生藻の増殖 」が強調 され た系であ る。 共生藻の

分裂指数 は、餌 を与えてか ら10時 間後 に0.1(全 体 の100/o)程 度 にまで達 し

て お り、greenhydraに 比 べ て も かな り高 い 同調 的な 分 裂誘 導 が見 られ た

(McAuley1985a,b)。 これは また、 ミ ドリゾウ リム シの感染初期細胞 とい う

系が、共生藻 の分裂制御 を研 究す る上で有用 な材料 である とい う事 を示 して い

る。

窒素源添加 の影響

共生藻 は細胞外 か らア ンモニア(NH4+)を 取 り込 み、グル タ ミン酸合成酵素

一グル タミ ン合成 酵素の働 き によ り無機窒素をア ミノ酸へ と同化 して利用 してい

る と考え られて いる。(McAuley1987,1990,Rees1990,McAuleyetal.

1996)。 基本 的に独立栄養で ある植物細胞で は、無機 窒素源(ア ンモニ アな ど)

と炭素源(二 酸化炭素)が あれ ば生存 と増 殖が可能 である と考 え られ 、利用で

きる窒素源 と炭素源 のバ ラ ンスが これ ら植 物細胞 の成 長 と増殖 を規定 して いる

と考え られ て いる。一般 に、藻類 と無 脊椎 動物 間の細 胞 内共生 において は、共

生藻 は常 に窒素源が 不足 した環境 下におかれて お り、窒素源の有無 が共生藻 の

成 長 を規 定 して いる(N-limited)と 考 え られ て い る(Hoegh-Guldbergand
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Smith1989,McAuley1994)。 ミ ドリゾウ リムシの共生 で も窒素源が 共生藻

の増殖 を制御 しているか どうか を検証 した結果 、外 部か らのア ンモニ ア添加 は

共生藻 の分裂 を誘 導せず、 これ まで他の系で考 え られて きたモデ ルで はミ ドリ

ゾ ウ リム シの共生藻制御 を説 明できな い事が 明 らか にな った。無機 窒素源の添

加が共生 藻の分裂 を誘 導 しなか った ことか ら、 ミ ドリゾウ リムシ内の共生藻の

分裂 はいわ ゆる単純な"N-limited"で はな く、未知の別 要因が制御 して いるのだ

と考え られ る。

炭素源添加の影響

ミ ドリゾウ リムシ細胞 内の共生藻 は、細胞外 に光合成産物 由来のmaltoseを

多量 に放出 して いる(BrownandNielsen1974,Weis1979)。 共生藻 が光合

成産物を細 胞外 に放 出す るとい う性質 は藻類一無脊椎動物の共生で は共通 に見 ら

れる ものであ るが(McAuley1994)、maltose放 出 によ り宿主細胞 中の共生

藻で は窒素源だ けでな く炭素源 も不足 して いる と指摘 され ている(Rees1990,

McAuleyetal.1996)。 すなわ ち、無機窒 素を有機物 へ と変換 する には炭素骨

格が必要で あ り、maltoseの 放 出は無機窒素の固定 に必要な炭素源の不 足 につ

なが るとい うものであ る。Greenhydraの 共生藻 は酢酸 ナ トリウムの添加 でア

ンモニ アの取 り込みが増大す るが(McAuleyetal.1996)、 ミ ドリゾ ウ リムシ

で は炭 素源 の添 加 も共生藻 の分裂 を誘導 しな か った。12時 間後の分 裂指数 は

飢餓処 理 、硝 酸 ア ンモニ ウム添加 、硝 酸 ア ンモニ ウム+酢 酸 ナ トリウムの添加

とい う三つの処理 を くらべ ると、いずれの処理 も餌 を与えた ときよ りも低 い値

を示 した。炭素源 の添加 は緩や かな分裂指数の上昇 を もた らしたが、 これ は窒

素源無 しで も見 られ た。 ア ンモニ アのよ うな無機 窒素 とは異な り、炭 素源(こ

の場合酢 酸イオ ン)は 宿 主 も直接利 用でき る物質 であ ると考え られ る。 レタス

ジュースを与え た時 と同様 、添加 された炭素源 が宿 主 によ って利 用 され 、そ の

結果共 生藻の分裂 が誘導 された 可能性が考え られ る。 これ らの事 実か ら、 ミ ド
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リゾ ウ リム シにお ける共生藻の分 裂制御 は、共 生藻 にとっての炭 素源や 窒素源

が不足 して いる ことに起 因す る 「消極的な抑制 」で はな く、宿主 がよ り積極 的

に共生藻の増殖 を制御 して いるとい う積極的な もので ある可能性が示唆 された。

タ ンパク質合成阻害剤の影響

窒素源 ・炭 素源の外部 か らの添加 は、 これまで報告 されて いるよ うな共生藻

の分裂を誘導 しなか った。 そ こで ミ ドリゾウ リム シで は、宿主が更 に積 極的 に

共生藻の増殖 を制御 して いる事 が考え られ た。 餌を与 える事で誘導 され る共生

藻 の分裂が新規 タ ンパ ク質の合成 を必要 とするか ど うか明 らか にす るため に、

2種 類の タ ンパ ク質合成 阻害剤(cyc,puro)を 感染初期 ミ ドリゾウ リム シに作

用 させ た 。AyalaandWeis(1987)に よ って 上 記 阻 害 剤 の特 異 的 な 効 果

(cyc=algae,puro=paramecia)が 明 らか にされ ている。 この特異性 を利 用 し

て、共生藻の分裂 に対するそれぞれの 阻害剤の効 果を解析 した。Cycの 結 果か

ら、共生藻 の分裂 には共生藻 自身のタ ンパ ク質合成 が必要で あ り、その合成 は

ゾウ リム シに餌 を与えて6時 間後 にはまだ完了 してお らず8時 間後付近 で完了

する事が考え られた。一 方、puroの 阻害効果 とその 時間経過 はcycと は異な

り、高 い阻害効果 は餌 と同時 に与 えた時 に しか見 られなか った。餌 を与え て6

時間後 に注 目す ると、共生藻 の分裂 に必要な共生藻 自身のタ ンパ ク質合 成 は完

了 して いな いが ゾウ リムシ側 のタ ンパ ク質合成 は完 了 に近 い。 この結果 か ら、

共生藻の分裂 には まず宿主 のタ ンパ ク質合成 が必要で 、それが完了 した後 に共

生 藻の タ ンパク質合成 が起 こ り、10時 間後 に共生 藻の細胞質分裂 が起 こる事

が 示唆 された。 ここで どの様な タ ンパ ク質合成 が共生藻 の分 裂 に必要か は現在

の ところ明 らかではな いが、共生 藻側で は細胞 分裂 に必要な細胞 内繊維 系の再

構築 や分裂装置 の形成が考え られ る。共生藻の分 裂 に 自身 のタ ンパ ク質合成 が

必要な のは本実験 の結 果か らも明 らかであ るが 、 この分裂 にゾ ウ リム シ側 のタ

ンパ ク質合 成が 必要 である事が今 回新た に明 らか とな った。 ゾ ウ リム シ側で合
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成 され るタ ンパ ク質 には、McAuiey(1985a,b)が 指摘 したよ うな共生 藻の

分裂因子や シグナル物質が考 え られ る。 阻害剤の作用 の時間的な変化か ら推測

され る制御 の流 れは次の通 りである。 ゾ ウリム シが餌 を消化 して 自身の維持 や

分裂 に必要な タ ンパ ク質が合成 され る一方 、共 生藻の分裂 に必要 また はそれ を

促す物 質が合成 され る(Fjg.22)。 それ を受けて、共生藻が 分裂 に必要な タ ン

パ ク質合成 を行 い細胞分 裂を行 う。今後 は、具体 的 にどの よ うな タ ンパ ク質が

合 成 され 、 どの よ うな相 互作 用(も し存 在す るな らば)を 経て最終 的な共生藻

の分裂が誘 導 されるのかを明 らか に して いくことが必要である。

ミ ドリゾ ウ リム シ によ る 共生 藻 の 増殖 制 御

細 胞 内 共 生 関係 にお いて 、 宿 主 に よ る共 生 藻 の 増 殖 制 御 、 安 定 な 共 生 関 係 を

維 持 す る上 で 欠 く こ との で き な い 機 能 で あ る と考 え られ て い る(Karakashian

1969,Weis1969,1977,Karakashian1975,McAuley1981,1982,1985a,

b,1986a,b,1994,Rejsseretal.1983,1985,BossertandDunn1986,

Dunn1987,McAuleyandDarrah1990,McAuleyetal.1996)。 自然 条件 下

で の 環 境 変 動 を 考 慮 に入 れ る と 、宿 主 は 共 生 藻 の増 殖 に対 し促 進 と抑 制 の 制 御

を す る必 要 が あ る。 熱 帯浅 海 域 の よ うな 慢 性 的 貧 栄 養 環 境 下 で は 、 共 生 藻 の 増

殖 抑 制 の 必 要 性 は低 い と考 え られ 、そ の た め に これ らの 共 生 で は外 部 か らの 栄

養 源 添 加 が 共 生 藻 の 増 加 に つ な が る(Hoegh-GuldbergandSmith1989,

Muscatineetal.1989,Stambleretal.1991,McAuley1994)。 一 方 ミ ドリ

ゾ ウ リム シで は 、 環 境 の 栄 養 条 件 は大 き く変 動 す る 事 が 考 え られ る。 大 き く分

け て 共 生 藻 は独 立 栄 養 で あ りミ ドリゾ ウ リム シ は従 属 栄 養 で あ る た め 、 あ る環

境 の栄 養 条件 は宿 主 共 生 藻 そ れ ぞ れ に と って 必 ず しも一 致 しな い。 無 機 栄 養 分

が 少 な くて もバ ク テ リア な どの 微 小 生物 が 多 けれ ば ゾ ウ リム シ に と って は 「富

栄 養 」 で あ り、 反 対 に無 機 栄 養 分 に富 み 微 小 生 物 が 少 な い環 境 は ゾ ウ リム シ に

は 「貧 栄 養 」 とな る。 外 部 か らの 窒素 源 の添 加 や 補 助 的 な 有 機 物 の添 加 が 共 生
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藻 の分 裂を誘 導 しなか った事実 か ら、 ミ ドリゾ ウ リムシに とっての 「貧栄養 」

条件 で は共 生藻 の分裂が抑 制 され て いる と考 え られ る。(光 ・飢餓)条 件下 に

お いて も共 生藻の増殖 を抑 制 している ことの意義 は、宿主 にとって共生者 を統

御下 に置 くことの方が制御 を離れて増殖 しそれ によ って得 られる利益 よ りも優

先する ことを示 唆 している。 この点 において宿主細胞 内の共生藻の増殖 は単純

な"N-limited"で はな く、ゾ ウリムシ側 の栄養条件 が規定 していると結論 され る。

宿主側の 「富栄養」条件は、共生藻の増殖促進 につなが る(McAuley1985a,

BossertandDunn1986,Dunn1987)。 ここで も促進の効果 は、宿主 の代謝

による老廃物 の生成 と共 生藻 によ るその利用 とい う受動的な促進効果 と、宿主

が共生藻の分 裂 に必要な物質 や シグナル を与え るとい う能 動的な促進 効果が考

え られ る(Karakashian1975,McAuley1994)。(暗 ・餌)条 件下での長期間

の培養 の結果か ら、 ゾウ リム シに とって の栄養 分が ある条件 では共生藻 の分 裂

はその細 胞成長 に優 先す る事が 明 らか にな った。 これ は この系 にお ける能動 的

な促進効果の存在 を示 して いる。 また同条件下で 共生藻 のpopulationsizeが

増大 した事 か ら、光合成 を行えな い共 生藻 に対 して、 ゾウ リムシか ら少な くと

も細胞の分裂 と維持 に必要 な物 質が与 え られ て いる ことが示唆 され た。 ゾウ リ

ム シの細胞が持 つ機能 と して、餌が十分 に得 られ る条件 下で は、 ゾウ リム シは

共生藻 の分裂 に必要な物質 を合成 し、それ を受 けて共生藻 は 自身の分裂 に必要

な タ ンパ ク質合成 を行 い分裂す る と推察 され る。 今 回明 らか にな ったの は 「宿

主の摂食」 とい う刺激が 「両者のタ ンパ ク質合成 」を経 て 「共生藻 の細胞 分裂」

を引き起 こす とい う宿主一共生藻間の制御機構の一端で ある。今後 は両者 の細胞

周期間の関わ り合 いや分子生物学的手法 を用 いた宿主一共生藻 間相互作用の 実体

の解 明が必要 となるだろ う。
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総合考察

ミ ドリゾ ウ リムシとその共生藻 は、 自然界 において安定な共生 関係 を結んで

いる。共 生関係が永続 するため には、適 当な数の共 生藻が細胞 内 に保 持 されて

いる必要が ある。少な すぎれ ば細胞分裂 を経 る うち に共生関係が失われ る可能

性があ り、多すぎれ ば細胞死の原因 とな る。多 くの藻類一無脊椎 動物間共生 と同

様 、 ミ ドリゾ ウ リム シで も共生 藻の増殖 を宿主 が制御 し、それ によ って安定な

共生 関係 を維持 して いるのだ と考 え られ てきた が、そ の実体 は不明で あ った。

本研究 では感染初期 の細 胞 と野外 由来の 白色細胞 をモデル として用 い、共生 関

係の維持機構の解析 を試みた。

宿 主 に よ る 共 生 藻 の 制 御 に は 、 大 き く分 け て 質 的 な 制 御(Qualitative

controDと 量的な制御(Quantitativecontro1)の 二 つが考 え られ る。質 的な

制御 には、共生藻 を他 と識別 し、PVと い う特殊 な 小胞 に単離 して消化過 程か

ら守る機能 、PVに 入 った共生藻 を宿主細胞質 内 に均等 に分配 する機能な どが

考 え られる。一 方、量的な制御 には、細胞 内の共生藻数 に応 じて増殖 を促進 抑

制 する機 能等が挙 げ られる。初期 感染系細胞 を例 に取 ると、宿 主細 胞 は取 り込

んだ共生藻 をPVへ と単離 し(質 的制 御)、その数 を増すため に分裂を促進 し(量

的制御)、分裂 した共生藻は新たなPVへ と単離 され て細胞 質内 に分 配 され る(質

的制御)。 質 的制御 と量 的制御が この様 に細胞 内で 関わ り合 いなが ら、共 生 関

係 は維持 され て いる と考 え られ る。本研究 で明 らか にな った共生 関係 の維 持機

構 を、 これ まで明 らか にされた もの、議論 され て いるもの と合わ せてFig,23

に示 した。

本研究 の結果か ら、少な くと も一 つの遺伝子座 が安定な 共生 関係の維持 に関

与 して いる ことが まず明 らか にな った。Fjg.23に 示す ように、感染初期Ysa2

で見 られた異常 は、質的 ・量 的制御 の複数の部分 に関与 している可能性が ある。

これが複数 遺伝子 に生 じた変異 による ものか、それ とも一つの統御 的遺 伝子の
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変異 による ものか を明 らか にす る ことは、今後の課題 であ る。 また第二章の結

果か ら、細 胞 内の共生藻の増殖 は宿主の栄養条件 に規定 され ることが示 された。

共生藻の増殖制 御 は促進 ・抑制 の両方 向 に働 いてお り、特 に餌 を取 り込 んだ こ

と による共生藻 の分裂促進効果 は、窒素源や炭 素源の不足 に由来 す る受動 的な

促進で はな く、宿主側 の新規 タ ンパ ク質合成 を必 要 とする能動 的な ものである。

ここで 、感 染初期の よ うに共生藻数 が少な い場合 と緑 色細胞の よ うに細 胞質が

「飽和 した」状 態 とで は共生藻 の分裂速度 ・頻度が異 なるが、 これが 限 られた

成長 因子を分 け合 った結果で あるのか、 それ とも宿主が細胞 内の共生藻数 を把

握 してそれ に応 じた分裂誘導 を行 って いるか は現在 の ところ不 明であ る。飢餓

条件 における共生藻 の増殖 抑制 につ いて も宿主側 の作用の 実体 は不明で あ り、

今後 明 らか に して いく必要が あ る。 いずれ にせ よ、Ysa2で の結 果 と同様 、第

三章の結果 も共生藻の制御 に宿 主細胞 の働 きが必要 である ことを示 した。 ミ ド

リゾ ウ リム シにお ける共生藻の 制御 は、宿主が積 極 的 に関与する強 い制御機 構

で あると結論 され た。

細胞 内共 生の維持機構 は、様 々な 反応が重な り合 った複合 的な 機能で ある と

考え られ る(Fig.23)。 本研究 で明 らか にな った 制御 機構の一端 が、それぞれ

どのよ うな 関連 を持 って いるか は現在 の ところ不 明で ある。 しか し、 これ まで

焦点が 当て られ なか った遺伝 学的な解析 の可 能性 を示 した こと、餌の取 り込み

とい う 「刺激の 受容」が 「共生藻 の分裂誘導 」へ とつなが る反応 系 を明 らか に

した ことは、共生 関係 の解析を進 める上での新 たな 端緒であ ると考 え られ る。

今 回明 らか とな った結果 を基礎 と して、今後 は更 に詳 細な共生 関係維 持機構の

解 明が望 まれる。
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要旨

ミ ドリゾ ウ リム シParameciumbursariaは 細胞 内に多数の共生藻を持 ち、 両者

の 関係 は細 胞 分裂 や有 性生 殖 を経 て も保 たれ る安定 で永 続 的な もので あ る。

1997年 に野外 か ら共 生藻を持 たな い白色の ミ ドリゾウ リム シ細胞(Ysa2)が

採集 され た。共 生関係 が安定で ある ことか ら、 この細胞 は共生藻 を維持 する機

能 に変異 が生 じ、結果 と して 白色細胞 にな った のではな いか と考 え られた。 こ

の可能性 を検 証す るた めに外 部か ら単離 共生藻 を与 える感染実験 を行 った とこ

ろ、Ysa2は 共生藻 を細胞 内 に保持 で きるが、共生 関係 を安定 して維持 する こ

とができず、細 胞 内での凝集塊 の形成や分裂 時の不均等分 配な どによ り共生藻

を持 った細胞 か ら白色細胞 が生 じる とい う形質 を示 した。Ysa2細 胞 はまた、

感染時 にお ける共生藻の過剰な増殖等、共生 関係の維持 に関する特徴 を示 した。

Ysa2が 示 した これ らの形質が 、遺伝子 に支配 され た ものか どうか を明 らか に

するため に、他 の ミ ドリゾ ウ リム シ細胞 とかけ合わせ て子孫を得 る遺伝 学的な

解析 を行 った。 その結果、緑色細 胞 とYsa2と の か け合わせで生 じた緑色F1

細胞で は、感 染Ysa2細 胞 で観察 された凝集塊な どは観察 され ず全 て正常な緑

色細胞で あ った。 また 白色F1細 胞 を用 いて感染 実験 を行 った ところ、全 ての

子孫細胞が正常 に共生関係を確立 した。Ysa2が 表 した形質がF1で は表れなか

ったため、F1同 士をかけ合わ せてF2を 得 、その表 す形質 を追跡 した。緑 色F1

細胞 同士 のかけ合 わせの結 果、多 くのF2細 胞 はF1と 同様正常な緑 色細胞で

あ った。 しか し緑 色F2細 胞の一部 には、培養 の過 程で 白色細胞 を生 じる株 が

存在 した。ここで生 じた 白色F2細 胞を単 離培養 して感染実験を行 った ところ、

人為 的に緑色細胞 か ら得 られた 白色細 胞や白色F1細 胞 に比 べ共生藻 を保持 す

る能力が低 いとい う傾向を示 した。 中で も全 く共生関係 を確 立 しない株(9-3w

株)に つ いて更 に詳 しく感染過 程 を追跡 した ところ、細胞 内 に取 り込 まれた共

生藻が 短時間 の うち に死亡 し消 化 されて いる ことが 明 らか にな った。 白色細 胞
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を生 じた緑色F2細 胞では、長期間にわたって共生藻は維持 されていたが、共

生藻の凝集塊形成や細胞質内での不均等な分散が観察された。またこれ らの細

胞の分裂時には、共生藻の不均等な分配 による白色細胞の生成が起 こることが

示された。 白色細胞を生 じたF2細 胞で見 られたこれ らの現象は、Ysa2細 胞が

示 した形質 と共通の ものであ った。実験結果を総合 して、Ysa2細 胞は共生藻

の維持機構に異常を持つ 自然突然変異であると結論 された。

共生関係を安定に維持するためには、宿主による共生藻の増殖制御が必要で

あるとこれまでに議論 されてきている。共生関係の維持機能に変異を持っYsa2

の存在 も、この考えを支持 している。 しか しミ ドリゾウリムシの細胞内共生に

おいては、どのように共生藻の増殖制御が成されているか これまで明 らかにさ

れていなかった。そ こで、宿主内での共生藻の増殖 に着 目し、感染初期のミ ド

リゾウリムシの細胞を用いる事 によって、どの様な因子が共生藻の増殖 に影響

を与えるかを解析 した。その結果、光の有無 にかかわ らずゾウリムシが飢餓条

件 に置かれると共生藻の増殖は低 く、反対にゾウリムシに餌を与えると光が無

くても共生藻は増殖することが明らかになった。短期間での動態の観察か ら、

飢餓状態に置かれたゾウリムシに餌を与えてから10時 間後に細胞内で共生藻

の分裂が誘導 されていることが明 らかになった。この分裂誘導は窒素源や炭素

源の不足に由来する受動的な ものではな く、ゾウリムシ側のタンパク質合成を

必要 とする能動的な ものであることが示唆された。タンパク質の合成という宿

主細胞の働きが必要であるというこれ らの実験結果か ら、ミ ドリゾウリムシに

おける共生関係の維持は宿主が共生藻の分裂を積極的に制御する強い制御機構

であると結論 された。
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Symbioticrelationship

betweenP.bu・rsariaandalgae

Fromhost

N-source?

DivisiOncontro1?

Digestive

vaCUole

Digestion

銑

Fromalgae

Releaseofmaltose

＼ 。/Av。iding

● ●digestion●

モLy蓉oSOr鴨 奪s

Photosynthesis

Symbiotic

algaeinPV

Fig.1aSymbioticrelationshipbetweenParameciumbu・rs∂riaanditssymbiotic

algae・Eachalgaisenclosedbyperialgalvacuole(PV)inhostcelLAIgaeinPV

avoidlysosomalfusionandhostdigestion,whilematerialsindigestivevacuole

(DV)aredigestedbyfusionoflysosomes.Algaereleasephotosynthetically

producedmaltosetohostparamecia.ltisdiscussedthatN-sourceisgivento

algaeandaigalpopulationiscontrolledbyhostparamecia,whichsubstances

arestillunknown.



Re-establishmentofsymbioticrelationship

(lnfectionprocess)

ALIVE

Escapefromhostdigestion

Adaptationtohostcell

Establishnewsymbiosis.

◎

・回

誰

Lsosomes

8●

LysosomefusiontoDV

Hostdigestion

PerialgaI

vacuoles

(PV)

● ●
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lsolationof

algae

Cytopharynx

Feeding

Digestivevacuole(DV)

Fig.1bRe-establishmentofsymbioticrelationshipofP.加rsaria.Whenpotential

symbioticalgaeareingestedintodigestivevacuole(DV)ofparamecia
,manyof

themaredigestedbynormaldigestionprocess.However,somealgaeisolated

intonewvacuoles(PV)escapefromdigestionprocess,AlgaeinPVarenever

digestedbyhost,increaseinnumber,andthenthenewsymbioticrelationshop

arere-established.
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Fig.2StrainYsa2(a),anaturalaposymbioticcellofParamec九imbt/rsaria.

ltmateswithanormalgreencell(strainGr3,b).Magnjfication:x200.
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Fig.3NuclearstainingofarlartificiallyobtainedaposymbioticcellofP.

bursaria(a,Sj2w)andanaturalaposymbioticcell(b,Ysa2).One

macronucleusandonespindle-shapedmicronucleusareseeninboth.

Magnification二x320
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Fig.4MicroscopicobservationsofirlfectedSj2wandYsa2、(a,b)Cellsjust

afterexposuretoalgae.ThereislittledifferencebetweenSj2w(a)and

Ysa2(b).Singlealgaeprobablyisolatedintoperjalgalvacuoles

(arrowheads)andalgaeinDV(arrows)areseeninboth.(c,d)Micrographs

ofparameciafourdaysafterinfectjon.AlgaeinSj2waredispersedinthe

cytoplasm(c),whilethereareclustersofalgaeininfectedYsa2(d,

arrowheads).(e-h)VariouskindsofclustersininfectedYsa2.Thenumber

ofclustersandalgaecontainedinaclusterdifferfromcelltocell.Each

figureshowssmall-sized(e),middle-sized(f),andlarge-sizedclusters(h).

UnequaldistributionofalgalclusteroccurredinacellwithIargeclusters

(h).Magnification=x200..
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Fig.5Unequaldistributionofsymbioticalgaeatthetimepointofcell

divisionininfectedYsa2,ThecelldMsionwouldproduceacellthatretains

wholeclusters(posterior,B)andawhitecellthathasnoalgae(anterior,

A).Magnification:x340.
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Fig.6ElectronmicrographsofclustersofalgaeininfectedYsa2cells.(a)
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PVarepartiallycontinuous(arrowheads),OnePVwhichmembranedoes

notfusewithotherPVisseen(arrow).(b)Aclu$tercontainingsixor

sevenalgaewithcontinuousmembrane.(c)AIargecluster.Manyalgaeare

involvedinthecluster.Themembraneoftheclusteriscontinuous.(d)

Fragmentsofalgalcellwallinacluster(cw).sa=symbioticalgae,mac=

macronucleusofhost.Magnification=ax6800,bx6300,cx7300,d

x12200.
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algaeperparameciumwas1.0(110inSj2w).
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