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Tadao MA  TSUSAKA 1971 Freezing resistance in the trophozoites and the cysts of the 

hypotrichous ciliate， Pleumtricha sp. Low Tenψerature Science， Ser. B， 29. (With 
English Summary p. 118) 

下毛目繊毛虫 Pleurofyz'chasp，の栄養体と嚢子の耐凍性*

松坂理夫

(低温科学研究所)

(昭和46年9月受理〉

I 緒言

原生動物を材料として凍結の問題を扱った報告はこれまでにかなりある。これらのほとん

ど、は寄生性の材料を用いて株の保存を目的としたものである1，2)。自由生活をする原生動物を扱

った報告は少なく， なかで、も栄養体が凍結融解後生存することの知られているのは DMSOの

存在下で ParameciumaureliaとTetrahymenaρ'yriformisが液体窒素温度迄の緩慢凍結に耐

えられるというものだけである3，4)。 一方原生動物の嚢子 (cyst)が低温・高温・乾燥等の悪条件

に強い耐性を持っており，特に乾燥された嚢子で、は不利な温度に対する高い耐性があることが

古くから知られている。最近 Bychenkova等 ('69)5)は繊毛虫の一種 Colpodamaupasiの栄養

体が緩慢凍結にも耐えられないにもかかわらず，同一種の嚢子は緩慢凍結であれば液体窒素温

度迄耐えうると報告している。彼等は乾燥されてない嚢子を用いており， ドライアイス又は液

体窒素での急速凍結には耐えられないことを同じ報告で述べている。

このように同一種内で栄養体と嚢子の聞に耐凍性に大きな差があることが知られている。

一方嚢子形成は比較的短時間のうちに行なわれ，一旦嚢子が形成されると急激に耐凍性が高ま

る。この間の耐凍性の変動を研究するには多数の個体で向調的に嚢子を形成させることが望ま

しい。しかし同調的な嚢子形成のできる種は Acanthamoebαの一種6)以外には知られておら

ず，嚢子形成の機構も Acanthamoe旬以外ではほとんど調べられていなし、。更に嚢子形成に伴

って不利な環境条件への耐性が増大する機構については全く知られていない。

著者は下毛目繊毛虫の一種目eurotrichaspで多数の個体を一定条件下で嚢子を形成させ

る方法を見出し，この方法を利用して嚢子形成に伴う耐凍性の増大の機構を調べている。本報

では栄養体と嚢子の耐凍性を比較し，更に耐凍性に関係すると思われる含水率を比較するため

にそれぞれの等浸透濃度を調べたので報告する。

11. 材料と方法

本研究所の庭で採集し， 一個体から増殖 (cloneculture)させた Pleurotrichasp.の栄養

体及び嚢子を用いた。

この繊毛虫は乾燥レタス粉末の煮出汁中で増殖し，餌となるバクテリアが不足すると自発

ド 北海道大学低温科学研究所業績 第 1171号

低温科学生物篇第29~昨日百和 46 年



114 松坂迎夫

的に嚢子を形成する。しかしこのような場合には嚢子形成率が常に異なっており，全個体が嚢

子形成するとは限らず，極端な場合には嚢子を形成する個体が全くなく全個体が死んでしまう

場合もある。このため一度に得られる嚢子が少なく，脱包嚢 (excyst)率で表わした生存率も一

定しない。 Je妊n巴s('56)7)は P.lanceola却を培養液・から Osterhout液に移すことによって 36

時間以内に 60%以上の虫が嚢子を形成し，生存率も一定であると報告している。著者は彼の

記載に従って径 9cmのペトリ皿に餌動物として Tetrahymenαを加えたレタス煮出汁を入れ，

適当数の Pleurotrichaを加えて 250Cで培養した。その後毎日観察して Tetrahymenaが食べ

つくされ PleurotrichaVこ大きな食胞が認められなくなった時期に虫を十倍の濃度の Oster-

hout液に移し 25
0
Cにおいた。この方法で Osterhout液に移してから 24時間以内に 90%以上

の個体が嚢子を形成する。このようにして得られた形成後 7~10 日目の嚢子を実験に用いた。

尚嚢子を形成させる方法については更に検討を加え別の機会に詳しく報告する予定である O

凍結の方法は径 3cmのプラスチック製のペトリ皿に繊毛虫を含んだレタス煮、出汁を 1ml 

入れ凍結させた。栄養体の場合は氷を浮かせて_lQOCの冷凍箱に入れ凍った状態で 10分間放

置し，嚢子は同様な方法で -20
0Cの冷凍箱に入れ 1時間放置して凍らせた。他に嚢子につい

ては上記の方法で予備凍結した後液体窒素に投入し沸騰のおさまるまでおいたもの，直接液体

窒素に投入し沸騰のおさまるまで凍らせたものの三種類の凍結方法を用いた。融解はどの凍結

方法の場合も凍結している試料に室温の 0.5MNaCl 溶液又はレタス煮出汁を 2ml加えて行

なった。

融解後の生死の判定は栄養体は運動能力の有無で行なった。嚢子の場合は 0.5MNaClで融

解したものは原形質分離の有無で判定し，レタス煮出汁で融解したものはその後 250Cに移し

24時間以内に脱包嚢する個体，即ち栄養体になって包嚢を破って泳ぎ出す個体数を数えた。原

形質分離で生死を判定した場合には原形質分離と原形質復帰を二度繰り返えさせ，脱包嚢を調

べたものでは細胞分裂による誤差を生じなし、ように， 6， 12， 24時間目に脱包嚢している個体を

数え取り除いた。更に脱包嚢後も包嚢の外皮は長時間残っているので外皮の数を数えて脱包嚢

した個体数を確めた。

栄養体と裳子の含水率を比較するためにそれぞれの等浸透濃度を測定した。栄養体では種

によって程度は違うが収縮胞に浸透庄の調節機能があり，その機能が完全な場合には等張溶液

中で博動が止まることが知られている 8)。そこで種々の濃度の NaCl及び出糖溶液中で、の収縮

胞の持動周期を測定して等浸透濃度を得た。嚢子の場合は種々の濃度の NaCl及び庶糖溶液中

での原形質分離を観察して等浸透濃度を測定した。

HI.結果

1. 凍結融解後の栄養体及び嚢子の生存率

栄重体: 栄養体は_lQOCの緩慢凍結にも全く耐えられなかった。融解後の個体を実体顕

微鏡で観察すると融解直後には様々な程度に収縮変形しているが，次第にふくらみ数分後には

自己分解を始めまもなく見えなくなった。凍結保護効果のあることが知られているグリセリン

や DMSO，庶糖等を加えても 0.2M付近以上の濃度になると自己分解を起し凍結以前に死んで
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しまった。 0.2M以下の濃度では凍結保護効果は全く認められなかった。 NaCl溶液で予備脱水

を試みてもグリセリン溶液等の場合と同様濃度が高くなると自己分解を起し死んでしまった。

嚢子: 実験に用いた形成後7-10日目の誕子は表 Iに示したように， -20
o
C 1時間の凍

結後室温のレタス煮出汁で融解すると 250Cでその後24時間以内に約80%が脱包嚢し， -20oC 

l時間の予備凍結後液体窒素に投入したものも約半数が脱包嚢した。しかし直接液体窒素に投

入したものでは融解後脱包嚢した個体はなかった。脱包糞に要する時間も凍結融解のために対

照群より短縮されたり長くなったりすることは見られず，いずれの場合でも 6時間以内に脱包

嚢する個体はほとんどなく多くのものは 12時間前後で脱包嚢した。叉脱包嚢後 12時間以内に

分裂を完了して 2個体になるものも対照群，実験群共になかった。凍結融解後脱包嚢した個体

でもその後培養を続けた場合は正常に増殖し，嚢子も形成した。 0.5MNaCl溶液で融解し，原

形質分離で生死を判定したものも脱包嚢率とほぼ同じ結果が得られた(表II)。しかしこの場合

は直接液体窒素で凍結させたものでも 20%弱が原形質分離を示した。

第 I表 凍結融解後の主連子の生存率(脱包嚢能力による判定)

凍結条件 !使用した嚢子の数 [24時間以内の脱包矧24時間以内の脱包瞬間

主:t 照

-200C 1 時間

-200C 1時間
→液体窒素

液体窒素

100 

134 

122 

120 

94 

104 

う5

O 

試料 1m!，室温のレFス煮出n2m!を加えて融解

94 

77.6 

45 

。

第II表 凍結融解後の幾子の生存率(原形質分離による半IJjE)

凍結条件 l使用した袈子の数 lI}J{ JIク長ミL刀内E し I~

褒子の数

対 照 49 49 

-200C 1時間 66 う5

-200C 1時間 62 21 
→液体窒素

液体蜜素 61 11 

試料 1m!，室温の 0.5MNaCl 溶液を 2m!加えて融解

2. 栄養体及び華子の浸透濃度

原形質分離率 (%) 

100 

83 

33 

18 

i二記の実験から栄養休と嚢子の聞に大きなifI吋凍性の差があることがわかったので，耐凍性

に影響があると思われる含水率をそれぞれの等浸透濃度を測定することによって比較した。

栄養体: 種々の濃度の NaCl及び琉糖溶液中での収縮胞の博動周期を測定した。培養液

中及び 0.0125Mよりうすい NaCl溶液中ではこの繊毛虫の収縮胞は室慌でほぼ 20秒に 1回の

割合でi等動していた。溶液の濃度が増すと博動周期が長くなり， 0.025 M NaCl i容液中では|専動

周期は 180秒以1::となり，全体の 1/4-1/3の個体で細胞の尾部がし、く分収縮した。更に濃度を

上げて 0.05MNaCl 溶液に入れると 5分以上も博動は見られず3 全個体が収縮し液に入れてか
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ら5分後頃には尾部付近でわずかであるが自己分解を起した。自己分解した部分は時聞がたつ

と修復されたが細胞は収縮したままの状態であり，更に時間がたつと細胞内に数個の大きな液

胞状のものが認められるようになった。 wt~糖溶液の場合もそれと等張の NaCl 溶液の場合とほ

とんど同じ結果を示した。 ただし 0.05M溶液中での惇動周期が約60秒とこの濃度と等張の

NaCl溶液に於けるものよりかなり短かかった。又 O.lM溶液中で細胞内に出現する液胞状の

ものがNaCl溶液中より顕著に認められた。以上の結果からこの実験で用いた Pleurotrichasp. 

の栄養体は NaClで 0.025M， it!;糖で、 0.05M付近が等張と考えられる。

嚢子: 栄養体の場合と同様に種々の濃度の NaCl及び庶糖溶液を用いて，それぞれの溶

液中での原形質分離の有無を調べた。この結果0.2MNaCl及びO.4M煎糖溶液中では全部の嚢

子が原形質分離した。しかし 0.15MNaCl溶液中では原形質分離を示す嚢子はほとんどなかっ

たし，原形質分離したものでもごく軽度のものであった。これに対して煎糖溶液の場合は0.15M

NaClと等張の 0.3M溶液中でもほとんどの嚢子がごく軽度ではあるが原形質分離した。これ

以下の濃度では NaCl溶液でも庶糖溶液で、も原形質分離した嚢子はほとんどなかった。このこ

とからこの実験に用いた裳子は NaClで 0.15M，庶糖で 0.3M付近が等張であり，栄養体の約

6倍もの浸透濃度を持っていることがわかった。

IV.考察

この実験に用いた PleU1'otrichaspの栄養体は細胞外凍結と思われる_lQOCの緩慢凍結

にも耐えられなかった。これに対して同一種の嚢子は凍結条件さえ選べば液体窒素温度までの

凍結にも十分耐えられることがわかった。栄養体の場合は先に著者が報告したゾウリムシに於

けるように9)，細胞内オルガネラが凍結によって損傷を受け，このことが凍死の一つの要因にな

っているのかも知れない。又この実験で用いた Pleurotrichaの栄養体は O.lMNaCl 溶液のよ

うな高張溶液に入れると脱水され収縮し，ごく短時間のうちに自己分解を起して死んでしま

う。このことは凍結による溶液の濃縮の結果細胞が脱水されることも栄養体の凍死の要因のー

っとして考える必要があるのではなかろうか。

嚢子の場合には，直接液体窒素に投入して急速凍結させた場合以外は脱包嚢した。即ち

-200C 1時間の凍結後融解したものは約80%が脱包嚢し，予備凍結後液体窒素に入れたものも

融解後約半数が脱包嚢した。凍結前に乾燥させた葉子もやはり液体窒素による凍結後 1/3から

半数が脱包嚢した10)。急速凍結後脱包嚢できなくなるのは細胞内氷晶の形成によって障害を受

けたためと考えれば，予備凍結又は乾傍によって細胞内凍結を起しにくくすると Pleurotricha

の嚢子が液体窒素温度での凍結にも十分耐えられるようになることは説明される。

原形質分離法で生死の判定をした場合に，液体窒素による急速凍結後も 20%弱ではある

が原形質分離した嚢子があった。このことは嚢子の場合にはこの実験で用いた程度の急速凍結

には耐えられるものがあることを示しているようである。しかし脱包嚢はできないので生きて

いるとしても何らかの障害は受けているものと思われる。又嚢子は死んでいてもこの時間には

まだ原形質II更に大きな害を受けていなかったため原形質分離をしたとも考えられるが， この点

は更に研究する必要があろう。
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原生動物の収縮胞には，種によって程度は違うが浸透圧の調節機能があると考えられてお

り，等張溶液中ではその機能が完全であれば博動を止めることが，また機能が不完全でもその

周期が長くなることが知られている8)。 この実験に用いた Pleurotrichasp.の栄養体は細胞が

やや収縮する 0.025MNaCl 溶液中でも収縮胞は博動を続けていた。しかし博動周期は培養液

中の 20秒に 1回に対して 0.025MNaCl 溶液中では 180秒に1回と 10倍近くも長くなってい

た。このことからこの虫では細胞の収縮が始まり収縮胞の博動周期が長くなった 0.025MNaCl 

付近の濃度が等張なのであろう。この値はこの実験で用いた方法を含む色々な方法で測られて

現在迄に知られている数種類の淡水産の原生動物の栄養体のものと同じかごく近いもの11)であ

る。嚢子は Pleurotrichaにごく近縁の Stylonychiaで 0.175MNaClと等張であるという古い

報告があり 12)，この実験で得られた 0.15M NaClという値にごく近い。このことはこの実験に

用いた Pleurotrichasp.では栄養体と裳子の聞に約6倍もの浸透濃度の差があることを示して

おり，従って嚢子形成の過程で、浸透濃度に反映される溶質の量によほど大きな変動がない限

り，嚢子の方が含水率もかなり低いと考えられる。嚢子形成の際に細胞内の物質量に変動があ

ることは 1-分考えられ，この点については後にふれるが 6倍もの浸透濃度の差を細胞内の溶

質量の変動だけで説明できるとは思われない。叉同一条件下で固定染色した試料の切片像が光

学顕微鏡でも電子顕微鏡でも常に嚢子の方が濃く染まる等13)，嚢子の方が含水率が低いことを

意味するような事実が他にもある。このように栄養体に比べて嚢子はかなり含水率が低いと思

われ，このことが嚢子の方が高い耐凍性を示すことの一つの要因になっていると思われる。し

かし高張溶液での脱水が栄養休の耐凍性を高められないだけでなく，むしろ有害で細胞を死に

五らせるという結果は，合水率の差だけでi耐凍性の差を説明できないことを示している。

この実験で用いた嚢子は，酸素消費量が栄養体よりかなり低く 14)休眠状態にあると思われ

る。このため生理的な条件が栄養体とは相当異なっているものと忠われる。又裳子形成の研究

が進んでいる Acanthamoebaの一種では嚢子形成の際に核酸や蛋白質が減少し，一方では包

裳を作っている蛋白質やセルローズのように，新たに合成されるものもあることが知られてい

る15)。この実験に用いた Pleurotrichaでも嚢子形成の際に全体の形はもちろんミトコンドリア

や大核にも大きな形態的変化があり 13)，Acanthamoeba iこ於けるような物質的な変化が起こっ

ていることが予測される。栄養体と嚢子の聞に見られるこのような物質的，生理的な違い及び

含水率の差が両者の耐凍性の差の要因となっているものと思われる。又昆虫や植物で耐凍性の

高まりと平行したグリセリンや糖類等の増加があることが知られている16，17)ように，この虫で

も嚢子形成時に新しい物質が合成され，或いは既存の物質の分解産物が畜積され，そのことに

よって嚢子の耐凍性が高められることがあるかも知れない。しかしこれらのことはいずれも想

像の域を出ず，嚢子形成そのものの研究を進めることに嚢子形成に伴う耐凍性の変動を知る鍵

があると思われる。

V.摘要

ド毛目繊毛虫 PleurotrichaSp.の裳子形成に伴う耐凍性の変動を調べるために栄養体と嚢

子の耐凍性を比較した。この結果栄養体は_lQ
O
Cの緩慢凍結にも耐えられないが，同じ種の
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嚢子は -20
0C1時間の予備凍結をすれば液体窒素温度での凍結にも耐え約半数は脱包嚢でき

た。しかし直接液体窒素に投入し急速凍結させたものは脱包嚢できなかった。

栄養体と嚢子の浸透濃度を測定したところ栄養体は 0.025MNaClと，嚢子は 0.15M NaCl 

とほぼ等張であることがわかった。このことから嚢子の方が栄養体より含水率が低いと考えら

れる。またこの実験に用いた嚢子は休眠状態にあり，酸素消費量も栄養体より低く細胞内の物

質も性質，量共に栄養体とは異なっているものと思われる。このような含水率の違いを伴った

生理的な条件の違いが，栄養体と嚢子の間の耐凍性の差に影響を及ぼしているのではなかろ

うか。
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Summary 

To investigate the mechanism of fr巴ezingresistance obtained by cyst formation， 

freezing resistance of the hypotrichous ciliate， Pleurotricha sp. was studied. The 

trophozoites of this ciliate were invariably killed even by slow freezing down to -lOoC 
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and underwent autolysis shortly after thawing. The cysts excysted after deep freezing 

down to liquid nitrogen temperature when they were previously froz巴nto -20oC， how開

巴ver，no excystment was observed after direct immersion into liquid nitrogen. 

It was estimated by th巴 measurementof osmolarity that the isotonic concentrations 

of the trophozoites and the cysts were 0.025 M and 0.15 M in NaCl solutions， respectively. 

This suggests that the proportion of water may be lower in th巴 cyststhan in th巴

trophozoites. The cysts used in the present study were in a dormant state and， 

therefore， might be different in their physiological conditions from the trophozoites. It 

was conjectured that such di任巴rencesin physiological conditions including th巴 proportion

of water between the the trophozoites and the cysts may give rise to the di妊巴renceln 

their freezing resistance. 


