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要旨 

 私たちは、ミドリムシ（Euglena gracilis）が化学走性を示す物質とそのときの走性の強度を

調べるために、寒天を使った実験装置を用いて数種類の化学物質について調査した（寒天法）。そ

の結果、グルコースやエタノールに対する化学走性が観察されたが、より明確な結果を得るため

にポリジメチルシロキサン（PDMS）を加工したマイクロ流路¹)を使い、顕微鏡下でさらに化学走性

を観察した（マイクロ流路法）。その結果、二酸化炭素に対し正の走性が、アンモニアや 1.0％エ

タノールに対し負の走性が観察された。 

       

１．研究背景・目的 

 ミドリムシのもつ化学走性についての研究

は光走性に比べて少なく、詳細が判明していな

い。そこで私たちは、ミドリムシが化学走性を

示す物質と、そのときの走性の強度を調べるこ

とにした。 

材料となるミドリムシは、2年前に(株)島津

理化より購入した Euglena gracilisを植え継

いできたものだが、植え継ぎ直後の低密度時、

有機物として入れた米粒にミドリムシがたく

さんついている状態が観察され、ミドリムシに

は化学走性があると考えた。 

そこで、生命に必要な糖やアミノ酸の化学走

性から調べることとした。 

 

２．仮説 

 私たちは、ミドリムシは二酸化炭素、グルコ

ース、グルタミン酸に関して正の化学走性を持

つと仮説を立てた。二酸化炭素に関しては、ミ

ドリムシは葉緑体を持ち、光合成をするため必

要と考えた。また、グルコースは呼吸基質とし

てエネルギー源になるため、グルタミン酸はタ

ンパク質合成の材料として必要であり、これら

に対しては、正の化学走性を持つと考えた。逆

に、ミドリムシにとって害になる物質には負の

走性を示すと考えた。また先行研究２⁾のエタ

ノールは高濃度(5％)で負の走性を示すという

事実を本研究と比較し、実験の正当性を確保す

るためにエタノールを用いた。 

 

３．ミドリムシの培養方法 

 市販のミネラルウォーター(SUNTORY 奥大山

の天然水)に液肥(ハイポネックス)を 1000 倍

希釈になるように加え、さらに 400ml当たり米

粒を 1 個入れ、25℃4000lux(蛍光灯 PPFD51.6

μmol/m2/s)、12L12D で培養した。ミネラルウ

ォーターを用いたのは微量元素の確保のため

である。 

 

４．実験１ 

４-１ 方法 

 実験対象の化学物質を含んだ寒天を作成し、

シャーレの中央部に置き、その後ミドリムシ培

養液を流し込む。培養液中に寒天からの化学物

質を拡散させて濃度勾配をつくり、ミドリムシ

の走性を調べる。 

 走性を調べる方法として、①タイムラプスを

用いた撮影と、②吸光度法を使ってミドリムシ

の密度測定を行った。密度の測定はミドリムシ

培養液を流して 1時間後、2つの仕切りを設置
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し、シャーレを区切り（図 1）、各区域のミドリ

ムシ培養液を採取し、590nmの吸光度３⁾を測定

した。 

 この実験では、グルコース、グルタミン酸、

エタノール、炭酸水素ナトリウムについ 

て調べた。 

 なおこれらの実験では、光の影響を避けるた

め、暗室にて蛍光スタンドに赤セロファンを巻

き、赤色光のもとで撮影ならびに実験を行った。

赤色光を用いたのはミドリムシが赤い光に対

し光走性を示さない４⁾からである。 

 

４-２ 結果と考察 

①タイムラプスでの撮影を行った結果、ミドリ

ムシが寒天の周りに一度集まり、その後やや離

れる様子が観察された。この行動については、

ミドリムシが一度走性を示した後に、寒天から

溶出した濃度勾配がなくなった結果、集まった

ミドリムシが再び分散したことが理由と考え

られる。 

②吸光度法によるミドリムシの密度の測定で

は、すべての化学物質においてミドリムシはシ

ャーレの壁面に集まる負の走性が観察された。

これは、ミドリムシがシャーレの端でうまく方

向転換を行うことができず、とどまってしまっ

たことが原因だと考えられる。 

 同じ実験装置を用いた観察でも 18時間 

かけてのミドリムシの位置の変化には共通性

が見られなかった。このことは、実験の再現性

の低さを示しており、とりわけミドリ 

ムシが壁面に集まり、方向転換ができない状況

を改善する必要が出てきた。 

 

５．実験２ 

５-１ 方法 

 実験１では正確な結果が得られなかったた

め、実験装置を図 2のように改良した。 

寒天を２つ、シャーレの中に設置し、1時間

後その間のミドリムシの密度（分布）を測るこ

とで、ミドリムシが端に寄ってしまうという特

性が測定に影響されないようにした。 

 この実験では、炭酸水素ナトリウム、エタ

ノール、グルコースについて調べた。  

 

５-２ 結果と考察 

図 3 各化学物質に対するミドリムシの分布 

 

結果は図 3の通りである。実験２ではコント

ロール（左右ともに化学物質の入らない寒天を

図１ 実験装置 

寒天 
シャーレ 

仕切り 

仕切り 
寒天 

シャーレ 

図 2 実験装置 
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設置した場合）に対して、ミドリムシは均一な

分布を示したので、各化学物質に対する結果は

有効と考えられる。 

この実験では、1.0mol/L のエタノールに対

しては正の走性を示し、2.0mol/L のエタノー

ルや 0.1mol/L のグルコースに対しては負の走

性を示す傾向が見られた。 

これらの結果は仮説とは異なるものとなっ

た。さらに、各物質の濃度の違いにおける結果

についても解決しにくいものとなった。 

 寒天法による化学走性の解析には寒天濃度

の違いと、化学物質の寒天からの溶出速度の関

係など曖昧さを排除できなかった。 

 

６．実験３ 

６-１ 方法 

 実験３では、さらに正確なミドリムシの化学

走性の検出を行うため、化学走性の研究におい

て新しい手法である、PDMS 製のマイクロ流路５

⁾を用いて実験を行った。PDMSとはポリジメチ

ルシロキサンというシリコンの１種で、多孔質

であるため低分子の物質を透過させることが

可能である。 

 

図４ マイクロ流路のイメージ図 

 

図４のようにマイクロチャネルを通し、その

内部にミドリムシが自由に動くことのできる

マイクロアクアリウムと呼ばれる空間を作る。

片方のマイクロチャネルに目的の化学物質の

水溶液（または気体）を、もう片方に比較対象

として純水（または空気）を流した。そして、

マイクロアクアリウム内にはミドリムシを入

れることでミドリムシの化学走性の検出を試

みた。なお、マイクロアクアリウムに入れる試

料ミドリムシは、以下の方法で培養液より採取

し、観察した。 

① 培養液を 40ℊ10分間遠心分離にかける。 

② 上澄みを捨て、純水を加える。 

③ 再び 40ℊ10分間で遠心分離をする。 

④ 沈殿したミドリムシを回収する 

⑤ マイクロピペットを用いて、適量を図４の

マイクロアクアリウム内に流し込む。 

⑥ スライドガラスを⑤の状態のマイクロ流

路にかぶせる。 

⑦ 顕微鏡の光源に赤色のフィルムをかぶせ、

赤色光で観察を行う。 

②で純水を用いたのは、培養液中に含まれる

物質の影響を受けないようにするためである。

また、赤色光下で観察を行ったのは、ミドリム

シが光の影響を受けないようにするためであ

る。 

 

６-２ 結果と考察 

 エタノール(1．0mol/L)に関しては負の走性

を示したため先行研究と一致した。グルタミン

酸ナトリウム(0.1mol/L)に関しては反応を見

せなかった。アンモニア（気体）には忌避反応

を、二酸化炭素（気体）には誘引反応を示す様

子が観察された。また、アンモニアの実験を行

った後のミドリムシはほぼ全てが死滅してい

た。二酸化炭素については、尾笹先生らの実験

でミドリムシは 15%以上の濃度の二酸化炭素

に対して負の走性を示すことが確認されてい

る。この結果は本研究の結果とは異なるもので

あるため、研究方法の改善を検討している。グ

ルコースに関しても実験を行ったが、断定でき

ない結果のため省く。 

 下の写真は実際の実験結果を示すマイクロア

クアリウムの画像である。中の黒い粒はミドリ

ムシである。画像の下側のチャネルからは目的

の化学物質の水溶液(または気体)、上側のチャ
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ネルからは対照として純水(または空気)が流

れている。 

 エタノール(0.1mol/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アンモニア(気体)(100％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

グルタミン酸ナトリウム(0.1mol/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 これらの結果から、グルコースやグルタミン

酸ナトリウムはエタノールや二酸化炭素に比

べ分子量が大きいため、マイクロアクアリウム

への拡散が遅くなり、その間に水側のマイクロ

チャネルから水がマイクロアクアリウムに入

り、濃度勾配が十分にできていなかった可能性

が考えられる。 

 

７．結論 

 ミドリムシの葉緑体は三重膜であり、元々は

従属栄養性の単細胞生物に単細胞の緑藻類が

共生したことで進化したものと考えられてい

る。 

 そのもともとの従属栄養性から、グルコース

やグルタミン酸に対し正の走性があると仮説

を立て、実験を行った。より正確な結果を得る

ため、何度か改良を加えた結果、現在は PDMS

法にたどりついている。 

 我々は化学走性に影響を与える要因となる

培養液中の米粒や液肥についてその影響を抑

えるため、測定前に蒸留水へミドリムシを移し
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実験を行っているが、十分に健全な状態をまだ

維持できていない。 

 

８．今後の課題 

①これまではミドリムシの培養液の条件を変

えることで従属栄養化を考えていたが、暗所に

置きながらも健全な状態を保ち、従属栄養化さ

せる培養法を確立する。 

②マイクロ流路を用いて定量化すること。この

定量化に関しては、実験の様子を撮影した動画

を時間ごとに区切り、ミドリムシの数を数える

ことを予定している。また、実験中はマイクロ

流路に調べたい物質を流し続ける必要がある

と考えている。さらに、実験後に調べたい物質

と反応を示さない物質（水や空気）を入れ替え

て同じ反応がみられるかといった、結果の正確

性を確かめる実験を行う必要があると考えて

いる。 
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