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The ciliate Paramecium species are giant eukaryotic cells of 100-250 μm in length and have been 
used in various researches as model organisms. Successful cryopreservation with DMSO (dimethyl 
sulfoxide) had been reported. However, due to unstable and low survival rate after the thawing, 
these methods could not be put into practical use in long-term preservation programs for large 
numbers of strains. Therefore, majority of Paramecium researchers have prevented senescence by 
culturing paramecia at low temperatures (about 10℃) to suppress the rate of the cell division, 
because the lifespan of Paramecium is determined by the number of the cell divisions after 
fertilization. However, even with this method, clonal death due to aging cannot be avoided. In our 
research, conventional cryopreservation methods using DMSO have been improved and are 
beginning to be put to practical use. This improved method consistently resulted in higher post-thaw 
survival than other previous methods. This method currently yielded viable cells after thawing in P. 
caudatum, P. bursaria, and P. woodruffi, and further improvements are expected to increase the 
number of species that can be cryopreserved.  
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緒     言 
 
 Paramecium 属（繊毛虫綱，Oligohymenophorea）
は，世界中の淡水と汽水に広く生息する繊毛虫で培

養が容易である事からさまざまな研究分野で利用さ

れている．Paramecium 属の凍結保存技術は下記の理

由により必要である． 

・種，syngen，接合型の標準株の保存 

・老化の阻止と老化の特定時期の保存 

・継代培養による変異蓄積の阻止 

・同一株の長期利用と維持の労力削減 

・宿主外培養困難な細胞内共生及び寄生生物の 

宿主ごとの保存  

Paramecium 属にはこれまでに 50 種以上が報告さ

れているが，記載ミスや絶滅した可能性がある種を

除いた 35 種の存在が現在確認されている．その中で

研究材料として特に利用者が多いのは P. caudatum
（和名：ゾウリムシ），P. bursaria（和名：ミドリゾ

ウリムシ），P. tetraurelia（和名：ヨツヒメゾウリム

シ）の 3 種である． 

この総説では，「1. Paramecium 属の特徴」，「2.凍
結保存の技術開発の歴史」，「3. 老化株の凍結保存に

必要な新たな技術開発」を紹介する． 

 

1. Paramecium 属の特徴 

 

Paramecium 属を凍結保存し，解凍後に生細胞を増

殖させて利用するには，その細胞構造と生活環の特

徴の理解が必要である．Paramecium 属の細胞は，「ぞ

うり」の形をしており，細胞長は最小の P. polycaryum
が約 100 μm，最大の P. multimicronucleatum が約 250 
μm1)で，哺乳類の培養細胞に比べて極めて大きく多

様な機能と構造を持つ単細胞の真核生物である．こ

の細胞のサイズと複雑な構造が凍結保存を困難にし

ている最大の要因になっていると思われる．P. 
woodruffi と P. calkinsi は汽水域でも採集できるが，

全種が淡水で培養可能である．つまり， Paramecium
属は低浸透圧環境に適応した種なので，凍結と解凍

の際には浸透圧の変化の影響を考慮する必要がある．

培養に用いるエサは，細菌や小型の藻類で，実験室

では，細菌の Enterobacter aerogenes や Klebsiella 
pneumoniae ，藻類の Chilomonas paramecium や

Chlorogonium elongatum などが使われ，無菌培養も可

能である 2-4)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 に P. caudatum の細胞構造を示した．細胞内

には 1 個の受精核から分化した機能と形が異なる 2
種の核（多細胞生物の体細胞核に相当する大核と生

殖細胞核に相当する小核）が存在する．Paramecium
属ではどの種も大核は 1個であるが，小核の数と形

は種によって異なっている 1)．小核は生活環を通じ

て転写活性の検出が困難であるが 5)，有性生殖過程

では減数分裂を行なって半数体の配偶核と受精核に

なり，その受精核から次世代の大核と小核が分化す

る．一方，大核は細胞周期を通じて転写活性が高く

維持されているが，有性生殖過程で退化消失する一

世代限りの核である．従って，小核を抜きとられて

も大核さえあれば，細胞はその世代を生きることが

できる 6-10)．しかし，小核を抜き取った無小核細胞

は細胞咽頭の長さが 1/3 に短縮し，食胞形成能と細

胞分裂速度も 1/3 に減少するが，小核を移植すると

これらの異常の全てが直ちに回復する．また，小核

を移植しなくても約 1ヶ月後には異常の全てが自然

に回復する 9)．これは，小核は転写活性が不活発で

あるが無性生殖過程では口部装置の細胞咽頭の形態

形成に関与しており，小核が除去されて約 1ヶ月経
つと大核で発現が抑制されていた同機能が復活する

ことを示唆している．  

光学顕微鏡で見える他の大きな構造としては，2
個の収縮胞，細胞口と細胞肛門，トリコシスト（刺

胞），繊毛，食胞などがある．また，多数の核内共生

総説 
[Key words: Protist, Paramecium, Cryopreservation, 
Senescence, Lifespan; 原生生物，パラメシウム，

凍結保存，老化，寿命] 

収縮胞 

細胞先端 

大核（栄養核） 小核（生殖核） 細胞口 食胞 

刺胞（トリコシスト） 繊毛 

細胞肛門 

Fig. 1.  Cell structures of P. caudatum.  
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細菌や細胞質内共生細菌，細胞質内共生藻の存在が

知られ，細胞内共生の成立機構の解明にもよく使わ

れている 11)．細胞の先端を叩くと繊毛を逆転して後

方に泳ぎ，細胞後端を叩くと繊毛運動の速度を早め

て前方に泳ぐので機械的刺激に対するセンサーを持

っており，障害物を避けるために遊泳方向を変更す

る時や天敵から逃げる時に役立っている． 

さらに，P. bursaria はクロレラなどの細胞内共生

藻の光合成に適切な照度に集まる機能を備えている
12)． P. caudatum では，温度勾配をつけた水槽に移

すと以前に培養されていた水温に集まるが，以前と

異なる水温に移すと時間経過に伴って前の水温の記

憶を捨てて，新たな水温を学習した行動を示す 13). 

また，他の繊毛虫の Tetrahymena thermophila とは異

なり（菅井俊郎氏，私信）， Paramecium 属では活発

な原形質流動が見られる． 

 Paramecium 属はその細胞質に比べて浸透圧が低

い環境に棲んでいるため，細胞内に流入する水を細

胞外に排出する必要がある．細胞の前後に一個ずつ

ある収縮胞が交互に開閉してその機能を担っている
14)．そのため，収縮胞の機能が低下すると，細胞は

膨潤して死ぬ．食胞は細胞口の奥の細胞咽頭が膨ら

んで切り離されることで作られ，それにアシドソー

ムとリソソームが融合して食胞内に取り込んだエサ

の消化が行われる 15, 16)．食胞内に残った未消化物は

食胞が細胞肛門に融合することで細胞外に排出され

て沈殿するので食胞形成活動は水の浄化の役割も果

たしている．増殖曲線の定常期初期の細胞は飢餓状

態初期のために食胞数が少ない．したがって，凍結

保存を成功させるためには収縮胞の機能維持だけで

なく，高いリソソーム酵素活性を持つ食胞が少ない

定常期初期の細胞 16, 17)を使うか，食胞膜の損傷を防

ぐ対策が重要になる． 

 Paramecium 属には，形態では識別できない遺伝的

に隔離された syngen18)と呼ばれるグループが存在す

る種がある． P. caudatum ではかつては 16 種の

syngen が保存されていたが，凍結保存技術が開発さ

れる前にインキュベータの故障事故でその多くが失

われ，現在，生体保存されている syngen は 7 種類だ

けになっている．この 7 種の syngen は今は著者らに

よって液体窒素で安全に凍結保存されている．

P. caudatum の各 syngen には O 型と E 型と呼ばれる

2 種の性が存在し，形態では識別できないので接合

型と呼ばれている．増殖曲線の定常期初期に O 型と

E 型の接合型細胞を混合すると，細胞口がある側の

繊毛同士の接着（交配反応）で細胞凝集塊ができ，

25℃で約 45 分後に細胞先端で緩く接着した接合対 

(holdfast union)が形成され，さらに約 45 分経過する

と接着域が細胞口付近まで広がった強固な接合対 

(paroral union)が形成される 19)．交配反応は異なる

syngen の接合型細胞間では起こらないが，接合対は

同じ接合型や異なる syngen の細胞間でも接合型に

非特異的に形成される．接合対を形成した細胞では

G1 期の小核が減数分裂前 S 期を経て減数分裂を行

って 4個の半数体核を作るが，細胞口近くの 1個の

半数体核だけがさらに DNA を複製して 2 個の半数

体核（移動核と静止核）になり，接合した細胞間で

移動核を相互に交換して自分の細胞に残っている静

止核と融合して 1個の受精核を作る．接合対は 25℃
で約 13 時間後に解離し，各接合完了体の受精核は分

裂して次世代の大核と小核に分化し，この間に親世

代の大核（旧大核）は退化消滅する．  

接合型 E の細胞は飢餓状態になりすぎるとクロー

ンを構成する細胞の一部がO型に一時的に性転換す

るので，クローン内で接合（自系接合）が行われて

子孫が誕生する．一方，O 型細胞は性転換をしない．

接合完了体は， 50-60 回（25℃での培養期間 17-20
日）の細胞分裂を行うまでは未熟期と呼ばれる交配

反応能力を発現できない時期にあり．それが過ぎる

と成熟期になって，増殖曲線の定常期初期に O 型か

E 型の接合型を発現して相補的接合型細胞と混合さ

れると交配反応が行われる．子孫の接合型はメンデ

ルの遺伝の法則に従って決定され，前述のように，

成熟期の E 型細胞は飢餓状態になりすぎると一時的

に O 型に性転換するようになる．この自系接合能力

は E 型のみでも子孫の作成を可能にする生存戦略で

あるが老化の初期症状でもある 19)． 

 一方，P. bursaria には，6 種の syngen と各 syngen
に 4 種または 8 種の接合型があり 20)，同じ syngen
内の異なる接合型細胞を混合すると交配反応の後に

接合対が形成される 20-22)．P. bursaria の交配反応活

性の発現にはサーカディアンリズムがあって，明暗

周期を 12 時間：12 時間で培養すると明期でだけ交

配反応活性を発現して接合する 21)．また，P. 
bursaria には光センサーの存在が示唆されている 12, 

23)． 



 

 4 

 P. tetraurelia には相補的な接合型が 2 種存在する

が，この種は飢餓状態になると交配反応活性を発現

して接合するだけでなく，接合せずに 1 細胞だけで

小核が減数分裂を行って受精核を形成して次世代の

大核と小核を分化させる自家生殖能力も持っている．

自家生殖による子孫は全ての遺伝子型がホモ接合体

になる．性転換や自家生殖は，1 種類の性だけでも

子孫の作成を可能にする生存戦略で，Paramecium 属

では P. jenningsiも自家生殖能力を持っている．自家

生殖能力を持つ種を凍結する場合には，その培養に

自家生殖による子孫が混入している可能性があるの

で凍結前に培養の再クローニングが必要である．接

合完了体が自家生殖能力を発現する前に凍結すれば

子孫の混入の心配は無い． 

 Paramecium属の1細胞周期に要する時間と細胞分

裂回数／日は種によって異なり，25℃では，P. 
caudatum が約 8 時間（3回／日）で，P. bursaria が

約 24 時間（1回／日），P. tetraurelia が約 6 時間（4
回／日）である．Paramecium 属には老化と寿命があ

ることに注意が必要である．接合完了体や自家生殖

完了体は，その後の細胞分裂回数に依存して老化し，

種ごとの限界細胞分裂回数（寿命）に達するとクロ

ーン死する 24)．P. caudatum の限界細胞分裂回数は

600-750回，P. tetraurelia は 250-330回である 25)．ち

なみに，P. tetraurelia では，老化してもテロメアの長

さが短縮しないことが明らかにされている 26)．この

ことは，P. tetraureliaだけでなく Paramecium 属の限

界細胞分裂回数（寿命）がテロメアの長さ以外の未

知の方法で決定されていることを示唆している． 

P. bursaria の限界細胞分裂回数は未解明のままで

あるが， 30 年以上も前に採集や寄託で受け入れた

複数株が現在でも増殖を継続し，寿命の記録を更新

中である（藤島政博，未発表)．この種では性転換に

よる自系接合や自家生殖能力が報告されていないの

で長寿命の可能性がある． 

老化が進行すると，P. aurelia 種では細胞分裂速度，

DNA 合成能，RNA 合成能，DNA 修復機能，食胞形

成能，稔性，核小体の体積などが減少し，形態異常，

染色体異常，リソソーム数・リソソーム酵素活性，

U V感受性が増加する 24)．P. caudatum では老化によ

って交配反応活性，稔性，細胞分裂速度，細胞のサ

イズなどが減少し，クローン内に核分裂異常で出現

する無小核細胞が増える．老化株を接合させると退

化途中の旧大核の再生 (Macronuclear-regeneration, 
MR)を行う接合完了体数が増加する．これは受精核

からの新大核の分化に異常が生じたためと考えられ

ている．増殖曲線の定常期初期の細胞の大核と小核

は顕微分光測光法で測定したDNA量からはG1期 27)

で同調して停止しており，細胞質内の食胞数も少な

い．したがって，凍結保存を行う際には，老化の程

度や増殖曲線のどの時期の細胞を凍結するかによっ

て同一株でも解凍後の生存率に違いが出ることが予

測される．解凍後の細胞を長期間使用するためには，

受精後の細胞分裂回数が少ない若い細胞を凍結する

ことが望ましい．しかし，凍結保存したい重要株が

すでに老化している場合には，この総説の 3 に記載

した新たな技術開発が必要になる． 

 

2.凍結保存の技術開発の歴史 

   

 Paramecium 属では，DMSO (Dimethyl sulfoxide)を
使用した凍結保存技術の開発が行われてきた． 

Simon (1971)28)と Simon and Schneller (1973)29)は 7.5% 
(v/v) DMSO を含む凍結保護剤と液体窒素を用いて

P. aurelia の 4 種で凍結解凍後に生細胞を増殖させる

ことに成功したが，増殖できた細胞数は解凍された

細胞数の 1.4%程度であった．また， Daggett and 
Nerad (1992)30)も 7.5% (v/v) DMSOを含む凍結保護剤

と液体窒素を用いて P. aurelia, P. jenningsi, P. 
polycarium, P. sonneborni の凍結保存に成功し，その

方 法 の 一 部 を 変 更 し て P. caudatum と P. 
multimicronucleatum の凍結保存にも成功した．その

後，孫ら(1996)31)は 5% (v/v) DMSO を含む凍結保護

剤と液体窒素を用い, Krenek and Berendonk (2009)32) 

は 7.5% (v/v) DMSO を含む凍結保護剤と液体窒素を

用い, Sasaki ら(2010)33) は 5% (v/v) DMSO を含む凍

結保護剤とディープフリーザーを用いて P. 
caudatum の凍結保存に成功した． Krenek and 
Berendonk (2009)32)はプログラムフリーザーを使用し，

Sasaki ら(2010)33)は，長さ 90 mm（内径 1 mm）のガ

ラス管に対数増殖期の細胞を入れて凍結した．しか

し，Krenek and Berendonk (2009)32)の方法は特殊な設

備が必要であり，Sasaki ら(2010)33)の方法は簡易で極

めて再現性が高いが，長いガラス管を使用するので，

凍結サンプル数が多い時の整理方法と液体窒素タン

クの利用が難しい．そこで，我々は，凍結保存の実
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用化に必要な４要件 (1.簡単な設備と方法で凍結保

存と解凍が可能，2.小スペースに凍結細胞の保存が

可能， 3.解凍後に増殖を再開する細胞数が安定して

多い， 4.多くの種と株に利用可能な方法）を満たす

方法の開発を目指した．4 の「多くの種と株に利用

可能な方法」を満足するにはまだ不十分であるが，

我々は Sasaki ら(2010)33)の方法を液体窒素タンクの

利用にも対応できるように部分的に変更した．その

結果，P. caudatum については液体窒素で全 7 種の

syngen の標準株の凍結保存を完了した． 

以下にその凍結と解凍の方法の概要を紹介する．  

 
1) 試験管培養の若い定常期初期の細胞を手回し遠

心機で濃縮 
2) 等量の凍結保護剤［最終濃度 5% (v/v) DMSO, 

1.5% (w/v) BSA（Bovine Serum Albumin）, Dryl
氏液 34) (2 mM Sodium citrate, 1.5 mM CaCl2, 2 
mM Na-K リン酸緩衝液, pH 7.2)］と混合 

3) 10 μL ガラス管 (Hirshmann, 32 mm)に毛細管現

象で 2)の細胞浮遊液を吸引 (100-200 cells/tube) 
4) ガラス管をナイロン袋に入れ，4 隅をポリシー

ラーで閉じる（ガラス管 5本/袋） 
5) ディープフリーザー(−80〜−85℃)で急速凍結 
6) ナイロン袋を 35℃の温湯で解凍 
7) 実体顕微鏡で遊泳細胞数/各ガラス管をカウン

ト 
8) １本のガラス管内の細胞浮遊液を約 1 mL のレ

タスジュース培養液に押出し，遊泳細胞を個別

に培養 
 
上記の5)と6)の代わりに下記の5)’と6)’も行った． 

5)’  4)のガラス管入りナイロン袋を 1.8 mL クライ
オバイアル(Nalgene)に押し込み，1 本のクライ

オケーン(Nalgene) に 5 本のバイアルを取り付

け，さらにクライオスリーブ(Nalgene)をケーン

に装着して液体窒素タンクの気相と液相で急速

凍結 
6)’  クライオバイアルから取り出したナイロン袋

を 35℃の温湯で解凍 
 

また，上記 5)’の後にディープフリーザーで凍結し

てから，液体窒素タンク内の気相と液相で凍結し，

その後	 35℃の温湯で解凍する方法も行った．	

 
 これらのいずれの方法でも凍結解凍後に遊泳細胞

が 8%以上（株によって 30%以上）得られ，その約

10%が増殖してクローン化した．液体窒素タンクの

液相と気相に 1年間保存後に解凍しても凍結直後に

解凍した場合と同様の遊泳細胞数と増殖クローン数

が得られた． また，P. bursaria の syngen B1 と P. 
woodruffi の各 1 株も凍結解凍後に細胞を増殖させる

ことができた． P. bursaria では細胞内共生クロレラ

も増殖して宿主内に維持された．しかし，解凍直後

に遊泳細胞が得られたにも関わらず増殖しなかった

種が 8 種（P. multimicronucleatum, P. trijenningsi, P. 
nephridiatum, P. triaurelia, P. tetraurelia, P. putrinum, P. 
duboscqui, P. calkinsi）と，解凍後に遊泳細胞も得ら

れずに死んだ種が 12 種 (P. primaurelia, P. biaurelia, 
P. pentaurelia, P. sexaurelia, P. septaurelia, P. octaurelia, 
P. novaurelia, P. decaurelia, P. undecairelia, P. 
tredecaurelia, P. quqdecaurelia, P. sonneborni)あった． 

 他の生物で用いられている凍結保護剤も試したが

良好な結果は得られなかった．特定株しか解凍後に

増殖できない原因としては，使用した株の老化の可

能性を排除できない．したがって，老化株でも凍結

保存を可能にする新たな技術開発が必要である．  

 
3. 老化株の凍結保存に必要な新たな技術開発 

 
 老化が原因で凍結後に増殖細胞を回収できない場

合には，凍結前にその株の子孫を作成して凍結すれ

ば良いが，老化が進行すると子孫が取れなくなる 24, 

35)．しかし，小核は転写活性が抑制されているので，

老化株でもその小核が老化を免れているか，または

老化が遅延していれば，若い細胞から小核を抜き取

った無小核細胞に老化株の小核を移植し，次にその

細胞に自系接合か自家生殖を誘導して移植小核由来

の大核と小核を持つ若い細胞を作成して凍結するこ

とで，解凍後に増殖細胞が得られる可能性がある． 
Paramecium の小核移植は，Fujishima and Hiwatashi 

(1978)7)によって可能になり，その後，syngen間で小

核を入れ替えた細胞を作成して接合させると，移植

された小核が減数分裂や移動核の核交換などを正常

に行えることが確認されている 6)．老化した細胞の

小核を利用した新たな凍結保存の試みは，著者らに

よって早期実現を目指してこれから実施される． 
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ま  と  め 
 

Paramecium 属の凍結保存技術の歴史と問題点に

ついて，低温生物工学会第 68回大会での我々の発表

の概要を解説した．Sasaki ら(2010)33)の方法を改変し

た方法を用いて，P. caudatum については，7 種の

syngen の全てで解凍後に増殖能力を持つ細胞の回収

が可能な凍結保存が完了し，現在，島根大学と山口

大学の液体窒素タンクに保存されている．  P. 
bursaria と P. woodruffi でも各 1 株が同じ方法で解凍

後に生細胞を回収できた．解凍後に遊泳細胞は得ら

れるが増殖させることができなかった種が 12 種類

ある．凍結保存の不成功の原因が株の老化の場合に

は，小核の移植技術を使用して老化細胞の小核由来

の大核と小核を持つ細胞を作り直すことで解決でき

る可能性がある． 
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