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研究成果の概要（和文）： 
褐藻類の細胞質分裂に関わる平板小嚢 (flat cisternae; FC)とゴルジ体由来小胞 (Golgi derived 
vesicles; GV) の融合過程について、エゾイシゲ接合子において透過型電子顕微鏡を用いた電子線ト
モグラフィー法により調べた。また細胞質分裂期のヒバマタ接合子とアクチン重合阻害剤で細胞質分
裂の進行が抑制されている接合子からそれぞれタンパク質を抽出し、二次元電気泳動を行った。スポ
ット解析を行った結果、細胞質分裂が阻害されている接合子ではコントロールと比較して 31 個のタン
パク質で発現量が低下し、2 個のタンパク質では増加していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, a three dimensional analysis was performed by electron tomography in zygotes of Silvetia 
babingtonii, for understanding the transitional membrane configuration during cytokinesis. The analysis 
revealed that a complicated architecture with fringes (TA; tubule-like appendage) were formed by 
fusion of Golgi derived vesicles to flat cisternae (FCs). Each FC was connected by TAs, thus forming 
the membranous network (MN). At advanced cytokinesis, the MN grew into broad membranous sac 
(MS). To turn the 3D image to arbitrary angle indicated a stratification of membrane fusion process 
from the MN to the MSc. Moreover, proteins extracted from zygotes of Fucus distichus on cytokinesis 
and cytokinesis blocked zygotes treated with latrunculin B were separated by two-dimensional gel 
electrophoresis (2-DE). From a total of about 600 spots reproducibly separated on gels, 2-DE from 
cytokinesis blocked zygotes showed 31 under-expressed and 2 over-expressed proteins in comparison 
with control.   
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１．研究開始当初の背景 
褐藻類の細胞質分裂は、1970 年代と 80 年代に
行われた微細構造観察から、細胞膜のくびれ込
みによって行われていると考えられてきた。しか
しながら、褐藻類の微細構造観察に急速凍結
置換法が導入されるようになると、多くの褐藻類
の細胞質分裂は細胞内部からの隔膜の形成に
よって行われていることが明らかになった。現在
のところ、細胞膜のくびれこみによって細胞質分
裂が完了する褐藻は 1 種類のみ報告されている
が、いずれの場合も隔膜の構築には平板小嚢 
(flat cisterna; 短軸方向が 20 - 60 nm、長軸方
向が 600 nmの電子密度の高い円盤状の構造で
急速凍結置換法を導入することにより初めて可
視化された構造)とゴルジ体由来が関わっている
ことが示されている。さらに隔膜形成過程に見ら
れる膜構造の変化、細胞壁沈着タイミングにつ
いても次々に明らかになってきた。これらの結果
は、陸上植物で見られる細胞板形成との類似点
を示すと同時に、特異性も明確にしている。 
 
２．研究の目的 
褐藻類の細胞質分裂に関与する平板小嚢は、
特異的な膜構造であり、一般に細胞壁合成成
分を運搬すると言われているゴルジ体由来の小
胞とは機能が異なると予想される。本研究では
特性の異なる平板小嚢とゴルジ体由来小胞が
融合し隔膜を形成する仕組みを明らかにするた
めに、三次元透過型電子顕微鏡／電子線トモ
グラフィー解析を行った。さらに細胞質分裂に関
与するタンパク質の探索を行うために、細胞質
分裂時の細胞と細胞質分裂阻害が生じている
細胞からタンパク質を抽出し二次元電気泳動の
スポットパターンを比較した。 
 
３．研究の方法 
電子線トモグラフィー解析 
褐藻エゾイシゲ (Silvetia babingtonii) の接合子
は急速凍結置換固定法（浸漬法）により試料作
製を行った。電子線トモグラフィー用試料は、0.3 
- 1.0 µm の切片を調整し、フォルムバール支持
膜を張ったスロットグリッドに載せた。切片は酢
酸ウランと鉛による二重染色を施した後に、反対
側の面にも支持膜を貼り、三次元再構成におけ
る座標合わせのため、直径 15 nm もしくは 20 nm
の金粒子を両面に添加した。さらにカーボン蒸
着を両面に施した。観察は H-9500（使用加速
電圧 300kv）、H-3000（使用加速電圧 2000kv）
で行った。一つの試料に対して、試料面を 90°
回転させる 2 軸連続傾斜像（傾斜角度±60°、
1°刻み）を取得し、データセットは IMOD 
software を用い、三次元再構成像を作成した。 

2) タンパク質解析 
第 1 回目の細胞質分裂時にあたる受精後 20 時
間のヒバマタ接合子と受精後 14 時間から 20 時
間まで1µM latrunculin Bを投与し細胞質分裂阻
害が起きている接合子から全タンパク質を抽出
し、二次元電気泳動を行った。スポット解析は
PD Quest (BIO RAD) を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)電子線トモグラフィー解析 
褐藻エゾイシゲ接合子は同調的に発生が進行し、
第一回目の細胞質分裂は受精後20時間で行わ
れる。最初の分裂により葉状細胞と仮根細胞が
形成されるが、第二回目の細胞質分裂は受精後
24時間で両細胞において同時的に観察される。
本解析では第二回目の細胞質分裂が行われて
いる細胞を対象とした。 
通常の透過型電子顕微鏡による観察から褐藻エ
ゾイシゲの細胞質分裂では①平板小嚢とゴルジ
体由来小胞が付加することによって厚みと直径
を増した小嚢 (EFCs; expanded flat cisternae) 
が形成される、②各EFCの融合により網状膜構
造 (MN; membranous network) が出現する、③
MN内に存在する網目部分が徐々に縮小・消失
し，嚢状膜構造 (MS; membranous sac) が形成
される、④ 分裂予定域に数ヵ所にわたり形成さ
れたMSは融合しながら拡張し母細胞壁に到達
する、という一連の膜構造変化が存在しているこ
とが示されている。このような細胞質分裂過程に
見られる複雑な膜構造変化について透過型電
子顕微鏡（使用加速電圧300kV，2,000kV）を用
いた電子線トモグラフィー法により3次元構造解
析を行った。 
① 隔膜形成初期；FCとGVの融合 
細胞質分裂はFCとGVの融合により開始されるが、
細胞質分裂面に見られる多くの平板小嚢がその
縁辺部分よりチューブ状の付属構造 (TA; 
tubule-like appendage) を発達させていた。TAは
平板小嚢を核として次々に付加するゴルジ体由
来小胞によって形成されている構造と考えられる 
(図1)。近接するFCは互いのTA部分を交差させ
MNを構築していることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
② 立体再構築を行い細胞質分裂面の横断面を
観察することでMNからMSといった膜融合過程の
階層化が存在していることが確かめられた。膜融
合の進行は細胞質分裂面の数ヶ所で見られるが、
隣り合うMS同士が融合する際、MSの凹凸が顕著
になり突部の内部には多くのギャップ、表面には
被覆ピットが頻度よく観察された。MSの融合と拡
張が進むと内部のギャップは小さくなり、完成し
た隔膜には膜孔は存在していなかった。 

被覆ピットが頻度よく観察された。MSの融合と拡
張が進むと内部のギャップは小さくなり、完成し
た隔膜には膜孔は存在していなかった。 

③ MSの出現から融合、細胞質分裂が完了し、
繊維状の細胞壁成分が蓄積するステージにお
いて 1×1×0.1µm3当たりのMS/隔膜の体積と表
面積をトモグラフィーのデータを基に数値化した。
各ステージにおいて 3 か所ずつ解析を行い、平
均と標準偏差を求めた。その結果、MS同士の連
結部分で、一時的に体積、表面積ともに増加す
るが、エンドサイトーシスにより、ギャップ部分か
らの膜の回収が行われると、MSの体積が 1/3 程
度、表面積は1/2程度に減少していることが明ら
かになった。このステージ以降は繊維状の細胞
壁成分が蓄積する時期にむけて再度、体積、表
面積が増加していく事が明らかになった。 
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④ これまで明確にされていなかったFCの形成

過程について関連する構造が捉えられた。核分
裂後の娘核間に発達する小胞体群の近傍に電
子密度が高く細長い不定形構造が存在しており、
一部から平板小嚢が出現している様子が観察さ
れた。この平板小嚢の中間構造には、沿うよう微
小管が配向していることから、平板小嚢形成と微
小管との相互関係についても新たに示唆された 
(図3)。 
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(2)タンパク質解析 (2)タンパク質解析 
褐藻類では、アクチン重合阻害剤を用いると核
分裂は進行するが細胞質分裂が抑制されること
が明らかになっている。ヒバマタ受精後 20 時間
の接合子と受精後 14 時間から 20 時間までアク
チン重合阻害剤である latrunculin B (LB) 処理
をした接合子からタンパク質を抽出し、2 次元電
気泳動を行った (図 4)。 
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図4. バマタ受精後
20 時間の接合子
（左）と受精後14 – 
20 時間 LB 処理を
した接合子（右）
より抽出したタン
パク質の 2 次元電
気泳動  
サンプル添加量：

約 175µg
一次元目： 
ImmobilineDrystrip 

11cm (pH 4-7)
二次元目： 

SDS-PAGE (10%)
染色：   CBB 

 
図 1. 隔膜形成初期の立体再構成モデル図 

図 2. MS の形成と融合 
MN から MS が形成される (上)。MS 同士の連結部
分には多くのギャップと被覆ピット (CP) が観察さ
れる（中）。融合と拡張が進むと内部のギャップは消
失する（下）。 

a.小胞体 (ER) に並行して見られる平板小嚢 (FC) 
にはチューブ状付属構造 (TA) が発達している。ゴ
ルジ体由来小胞 (GV) が TA 周辺に存在している。b
と c はモデルを x 軸、y 軸方向へ回転させた像。各
FC は TA を介して連結し、MN を構築している。 

図 3.小胞体近傍に見られた平板小嚢の中間構造。平
板小嚢 (FC) の端に細長い不定形膜構造が広がる。
平行して微小管 (矢印) が配向する。 



が低下しており、2 個のタンパク質で増加してい
ることが示された (図 5)。 

これらのタンパク質に関しては、LC/MS/MS によ
る同定を試みている。 
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