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研究成果の概要（和文）：多細胞体制をとる褐藻類には隣接細胞間の物質のやりとりを可能にする細胞間連絡構
造である原形質連絡が存在している。褐藻類の原形質連絡は直径10-20 nmの管状の構造で、発生段階により出
現・分布の異なっていること、細胞質分裂時に形成される一次原形質連絡と成熟した隔壁に新たに形成される二
次原形質連絡が存在していることが電子顕微鏡の観察から明らかになった。蛍光標識デキストランを使用した観
察から、多列形成的な体制をとる褐藻類では20 - 40 kDa、原形質連絡が隔壁の一箇所に集中して存在するピッ
トフィールドを形成している場合は3 - 10 kDaのところに排除分子量が存在していることが示されている。

研究成果の概要（英文）：Brown algae show multicellularity and possess cellular connections called 
plasmodesmata which enable exchange of molecules between the neighboring cells. Plasmadesmata take 
tubular structure with 10 - 20 nm in diameter, and vary appearance and distribution with the 
developmental stages. Some new findings concerning brown algal plasmodesmata were given in this 
study as follows; 1) plasmodesmata are divided into primary and secondary plasmodesmata as in land 
plants, 2) plasmodesmatal size exclusion limit are set between 20-40 kDa in multiseriate species, 
and 3) pit fields in which plasmodesmata concentrate one place on the cross wall pass molecules less
 than 10 kDa to the next cell.

研究分野：藻類形態学
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１．研究開始当初の背景 
緑色植物が持つ原形質連絡は，隔壁に存在す

る小さな細胞質のトンネル	(直径20	-	50	nm)	

であり，小胞体と連結するデスモチューブが

内部を貫通している。原形質連絡は，隣り合

う細胞間のイオン，糖，植物ホルモンなどの

小さな分子の拡散による移動の他，タンパク

質，RNAも選択的に通過している。原形質連絡

を通過可能な分子サイズ	(SEL;	the	PD	size	

exclusion	limit)	に関しては，マイクロイン

ジェクションによる蛍光トレーサー注入によ

る観察結果から，1	kDa以下であるとされてい

る。しかしながら，インジェクションによる

アーティファクトも疑われており，GFP形質転

換体を用いたタンパク質の発現と移動観察よ

り，少なくともGFPの分子量である27	kDaまで

は通過できるのではないかと考えられている。

また，SELはウィルスの感染や核—オルガネラ

とのクロストークによっても変化するとの報

告もある。SELの調節には，原形質連絡周辺に

存在するカロースの合成酵素と分解酵素の関

与，アクチン・ミオシンなどの細胞骨格に加

えて，カルシウム結合タンパク質である

centrinやcalreticulinによる収縮モデルも

提唱されている。	

	

一方，褐藻類の原形質連絡は直径 20	nm 程度

で，内部にデスモチューブが見られない。原

形質連絡の形成過程および出現タイミング

を電子顕微鏡を用いて観察を行うと，(1)接

合子の初期発生における細胞質分裂では原

形質連絡は形成されない，(2)体細胞では原

形質連絡形成を伴いながら細胞質分裂が進

行する	(一次原形質連絡)，(3)多列形成的な

体制を持つものでは原形質連絡が密集して

存在する壁孔域（ピットフィールド）が存在

することが示されていた。褐藻類の SEL は，

ヒバマタの 8	-	12 細胞期の接合子に蛍光標

識デキストランをインジェクションする方

法で確かめられている。その結果，少なくと

も 10	kDa は原形質連絡内を通過できるとい

った報告がなされ，同様の方法で求められた

緑色植物の SEL とは 10 倍の差があることが

わかっている。その他，褐藻類の細胞間物質

輸送は，Macrocystis（マクロキスティス；

ジャイアントケルプと呼ばれ，海底から立ち

上がる長い柄と葉状部をもつ全長 50	m を越

える最大の褐藻類）の柄部分の細胞間には

2.4	-	6.0	µm という通常の原形質連絡よりも

500 倍もの直径をもつ細胞間連絡構造が存在

し，その内部を放射性同位体	(C14)	が移動す

ることで示されている。このように，大型の

褐藻類では物質の長距離移行を可能にする

ために特殊化した細胞間連絡構造が発達し

ていることがわかっている。	

	

褐藻類では，細胞間物質輸送が細胞間連絡構

造を介して行われていることは確かではあ

るが，原形質連絡を通過できる物質の種類

（選択性）や，それを調節する分子機構，組

織分化に伴う原形質連絡の出現・分布と SEL

の変化についてはほとんどわかっていない。	

	
２．研究の目的	

褐藻類の原形質連絡調節機構を解明するた

め，構造と機能を支えるタンパク質の同定，

周辺多糖類の構成，輸送可能な分子サイズの

検討，発生に伴う出現と分布の違いについて，

細胞生物学的手法を用いて明らかにしてい

くことを目的とする。さらに，（狭義の）植

物とストラメノパイルという真核生物の二

つのスーパーグループに属する緑色植物と

褐藻類で，同様の細胞間連絡構造を発達させ

た背景と意義について理解しようとするも

のである。	

	
３．研究の方法	

(1)単列，(2)多列，(3)組織（表層と髄層）

分化の見られる複雑な多細胞体制を有する

褐藻類について，原形質連絡の分布様式を透

過型電子顕微鏡で調べた。さらに，単細胞で

ある接合子から細胞分裂を繰り返し，組織分

化するにあたっての二次原形質連絡の形成

過程と原形質連絡の分布変化について，(3)

の体制を有する褐藻類を材料に調べた。実際

には，接合子の最初の分裂から，１０日目ま

での発芽体に対して，継時的に固定を行った。

なお，固定はすべて加圧凍結装置を使用した。	

	

原形質連絡を通過する分子サイズを調べる

目的で，分子サイズの異なる蛍光標識デキス

トラン(3,	10,	20,	40	kDa)および，組み換

え GFP	(27	kDa)を細胞内にインジェクション

し，その移動を観察することで確かめた。陸

上植物で示唆されているインジェクション

によるアーティストを軽減するため，

0.1-0.5	µmの針先で試薬を細胞内へ注入する

ことを可能にする熱膨張式レーザーマイク

ロインジェクションを用いた。	

	

緑色植物の原形質連絡にはアクチン，ミオシ

ンが存在し，SEL に影響を与えていることが

示唆されている。褐藻類では，微細構造レベ

ルでアクチンを可視化することが困難なた

め，阻害剤を用い，原形質連絡を介した物質

の移動について，阻害作用が見られるかどう

かを検証することとした。合わせて，ミオシ

ン，微小管の阻害剤の影響についても調べ，

拡散速度や移動量の変化について検討を行

った。	

	

４．研究成果	



Halopteris	congesta（クラガシラ目・巨大

頂端細胞を有し，3-4 列目以降の細胞は多列

形成的，図 1）の細胞に蛍光標識デキストラ

ン	(3	kDa,	10	kDa,	20	kDa,	40	kDa	FD)，

組換え GFP	(rGFP,	27kDa)	を頂端部分から注

入し，2時間後に観察を行なった。その結果，

3,	10	kDa	FD では頂端から 5 列目以降の細胞

まで蛍光プローブが移動していたのに対し

て，20	kDa	FD，rGFP では 5 列目でとどまっ

ていることがわかった。40	kDa	FD では二列

目の細胞へ移動していなかった。蛍光プロー

ブを球形粒状と考えた時のストークス半径

を考えると 10,	20,	40	kDa	FD	および GFP で

は 2.3，	3.3，4.5，2.82	nm となる。FD で考

えると SEL は 20	-	40	kDa の間にあることが

わかった。また，3,	10	kDa	FD を用い，隣接

細胞への移動時間，距離，移動量を蛍光プロ

ーブを注入した頂端細胞での蛍光強度と比

較することで求めたところ，分子サイズが小

さいほど，早く移動し，サイズが大きくなる

と移動量にも制限があることがわかった。	

次に，3,	10	kDa	FD を頂端より 3 列目の細胞

へ注入し（図 2），物質移動の方向性につい

て調べた。3,	10	kDa	FD 共に頂端とは反対側

の隣接細胞へ先に移動し，時間経過と共に頂

端側へも蛍光が見られるようになることが

明らかとなった。3	kDa	FD では 1 時間経過す

ると注入した細胞が特定できないほど，すべ

ての細胞がほぼ同じ蛍光強度を示している

のに対して，10	kDa	FD では注入から 10	時

間経過したのちも他の細胞と区別できるこ

とから，分子サイズが大きくなるにつれて移

動量が制限されていることが確かめられた。	

原形質連絡の細胞骨格による調節機構を調

べるため，(1)アクチン阻害剤	(latrunculin	

B,	rhodamine-phalloidin)，(2)ミオシン阻

害剤(BDM)，(3)微小管阻害剤	(nocodazole,	

taxol)	について，あらかじめ藻体を阻害剤

で処理をし，10,	20	kDa	FD を細胞内に注入

する，もしくは阻害剤と FD を同時に注入す

ることで調べた。その結果，これら阻害剤に

よる SEL への影響は顕著には見られないこと

から，褐藻類の原形質連絡には，陸上植物の

ようにアクチンなどの細胞骨格は存在して

いないこと，調節機構が存在しないことが示

唆された。	

	
	

ヒバマタの藻体は，表皮，皮層，髄層に分化

した体制をもち，褐藻類の中では複雑な多細

胞体制を有する。これらの隔壁にはピットフ

ィールドが見られる。しかしながら，単細胞

である接合子の 1 回目，2 回目の細胞質分裂

を詳細に観察しても，原形質連絡につながる

構造は全く観察されない。接合子の発生のど

の段階で原形質連絡が出現するのか（二次原

形質連絡存在の確認），ピットフィールドの

ような原形質連絡の分布変化はいつから生

じているのかを電子顕微鏡で観察を行なっ

た。その結果，まだ未分化ではあるが，細胞

分裂を繰り返し，10 細胞以上になっている時

には，第一，第二細胞質分裂面に原形質連絡

が存在していることが確かめられた。葉状部

が分裂を繰り返し，表層細胞と髄層細胞へ分

化を始める頃に，原形質連絡はピットフィー

ルドを形成し，単列形成的な仮根部では，分

散したまま存在していることがわかった。そ

して，3,	10	kDa	FD を細胞内に注入したとこ

ろ，仮根部では SEL は 10	kDa 以上であるの

に対して，葉状部では 3	–	10	kDa の間であ

った（図 3）。このことは，褐藻類にも緑色

植物と同様に二次原形質連絡が存在するこ

と，そして，ピットフィールドを形成した場

合では，SEL が小さくなり，より厳密な分子

篩として物質移動の選択性が増すのではな

いかと考える。なお，一次原形質連絡と二次

原形質連絡の形態比較を行ったが，両者はほ

ぼ同様であることがわかった。	



	

SEL の調整に関与すると考えられる原形質連

絡周辺の多糖類の性質について調べるため

に，原形質連絡が分散，もしくはピットフィ

ールドを形成している場合についてアルギ

ン酸，フコイダン，カロースに対する抗体を

用いて免役電子顕微鏡法で解析を行った。そ

の結果，いずれの抗体も原形質連絡周辺に陽

性を示さなかった。今後は他の硫酸化多糖類

の局在についてレクチンなどを使用して調

べて行く必要がある。	

	

緑色植物における原形質連絡の SEL と比較し

て，褐藻類の原形質連絡は直径サイズが小さ

いにもかかわらず，大きな分子量を通過させ

ていることが明らかとなった。褐藻類の原形

質連絡は，細胞質内の小胞体と連結するデス

モチューブがないことにより単純な構造を

とっており，このことから，口径が小さくて

も大きな分子が通過しやすくなっているの

ではないかと考える。一方，電子顕微鏡で原

形質連絡の内部構造を詳細に調べていくと，

中に車輪用の構造が観察されることがある。

この構造と物質移動の方向性，選択性との関

連性について調べることは，褐藻類の原形質

連絡の特性を理解するのに役立つと考えて

いる。	
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