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研究成果の概要（和文）：マコンブ微小世代（配偶体）の多くは連続暗期下で3カ月間生存できるが、その後は
葉緑体機能の低下と共に活性酸素が生じ、生存率の低下を招いた。また弱光の照射は高生残率を長く維持するこ
とから、光照射が配偶体の生残に不可欠であることが分かった。さらに、巨視的世代（胞子体）の生殖器官（子
嚢斑）では活性酸素発生のもとケイ素を細胞外に取り込みポリフェノールと架橋を形成する防御機能に富んでい
ることが示唆された。このことは、子嚢斑はウニの摂食により消化され難く、それを摂餌したウニの消化管内の
糞や放出した糞を培養するとコンブ配偶体や幼胞子体が多数出現した事から、胞子体の配偶体の生残性への貢献
の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Microscopic generation of Makombu (male and female gametophytes) can mostly 
survive for 3 months under continuous dark, and after then the survival rate gradually decreased 
with declining of the functions in chloroplast and with production of radical oxygen species. On the
 other hand, dim light condition contributed to extend the maintenance of high survival rate for 
long times. Moreover, oxidative burst-induced extracellular silicon deposition mechanism is 
suggested to be active in the reproductive organ (sorus) of the macroscopic generation (sporophyte) 
for the successful reproduction. Actually, the sorus tissues were considerably resistant to feeding 
by sea urchins, because the gametophyte and juvenile sporophytes appeared in the feces of sea 
urchins fed the sorus tissues. These observations suggest the contribution of parent generation to 
microscopic stage in Makombu. 　

研究分野： 水産植物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
コンブ類は、巨視的世代と微視的世代との間で世代交代を行い、両世代の量や質は次世代の生物量を大きく左右
する。特に微視的世代は、そのサイズの小ささから藻場における生存性について不明な点が多い。その為、シー
ドバンクとしての微視的世代の生存性やそれを支える生理機構の解明、また巨視的世代と微視的世代の相互関係
や藻食動物との関連性を具体的に把握することは、沿岸域における藻場を形成・維持に有用な知見を提供するこ
とになる。加えて、コンブ微視的世代のストレス抵抗性や生存能力の把握は、養殖の際の種苗生産や種苗保存に
も大きく貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
コンブ類の巨視的世代（胞子体）は大きな藻場を形成し、沿岸域における動植物の生育場の提

供や栄養塩類保持等の様々な機能を果たしている。しかし、これらの機能は藻場の減少や消失に
よって著しく低下し、社会的にも大きな問題となっている。コンブ類は、巨視的世代と微視的世
代（配偶体）との間で世代交代を行い、両世代の量や質は次世代の生物量を大きく左右する。特
に微視的世代は、そのサイズの小ささから実海域における生残性やそれを支える生理機構など
はほとんどわかっていない現状がある。 
 
２．研究の目的 
シードバンクとしてのコンブ配偶体のストレス抵抗性や生存能力を明らかにし、その生物量

と環境との相互関係を把握した上で自然回復力の評価や母藻投入・移植による新規加入量を決
める必要がある。そこで、本研究ではコンブ配偶体の生残特性を把握し、特に光環境との相互関
係を明らかにすると共に、胞子体世代と配偶体世代との相互関係の解明を目指し、藻場の保全や
造成に有用な基礎的知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
３‐１．光制限が微小世代の生残性に及ぼす影響 
シードバンクとしての微小世代の生存能力を把握するためには、特に大きな影響を及ぼすと

考えられる光制限下での生残性を明らかにする必要がある。そこでマコンブ配偶体を連続暗期
条件下で培養し、クロロフィル蛍光パラメーターを測定すると共に、シードバンクとして存在し
得る期間を調べた。成熟胞子体の生殖器官（子嚢斑）から生殖細胞（遊走子）を放出させ、角型
シャーレ内に敷き詰めたスライドガラスに着生、発生させた配偶体を水温 10℃、赤色光照射下
（5–10 μmol photons m−2 s−1, 12hr 明暗周期）で成熟を抑制して培養した。次いで連続暗期条件下
で培養するため、配偶体が着生しているスライドガラスをシャーレに入れ、アルミホイルで遮光
し水温 5℃で培養した。その後 1、2、3、6、9、12、16 カ月後にシャーレを取り出し、配偶体を
生物顕微鏡下で観察すると共に、ニュートラルレッド染色で生死判定し生存率を算出した。連続
暗期下で培養した配偶体は、パルス変調クロロフィル蛍光測定装置（Opti-Sciences 社，OS1p）を
用いたクロロフィル蛍光パラメーター（Fv/Fm、Y(Ⅱ)、rETR、NPQ）の測定に供した。また 2’,7’-
ジクロロジヒドロフルオレセインジアセテート（DCFH2-DA）染色により活性酸素種（ROS）の
生成を蛍光顕微鏡下で観察した。加えて、連続暗期培養後の配偶体を、正常な生長や成熟が認め
られる培養条件である 10℃、白色光（5 – 10 μmol photons m-2 s-1, 12hr 暗期：12hr 明期）下で 1 カ
月間培養し、光制限からの回復状況を確認した。さらにマコンブ配偶体及び芽胞体（発生して間
もない顕微鏡レベルの小さな胞子体）計 127–176 個体が付着した種苗糸 1–2cm を 5℃、長日（16hr
明期：8hr 暗期）、6 光量条件（連続暗期，0.1,  0.24,  0.61,  1.06,  91.8µmol photons m−2 s−1）の
もと 12 穴マイクロプレート 10ml 中で 4 カ月間培地の交換を行うこと無しに連続培養し、その
生残率を調べた。 
 
３‐２．配偶体新規加入量とその生残に及ぼす成熟胞子体の影響 
子嚢斑のケイ素含有量が他の部位に比べ高いこと（Mizuta et al., 2012）から、配偶体のケイ素

含有量を測定すると共に、胞子体におけるケイ素の取り込み機構とその意義を調べた。胞子体片
を 2mM 過酸化水素で処理し、ケイ素の取り込みを培地中のケイ酸塩濃度の減少から見積もった。
また、ケイ素の局在を調べるためローダミン 123（R123）を添加した培地中でケイ酸態ケイ素を
取り込ませ蛍光顕微鏡下で観察すると共に、メタノール抽出及びアルカリ抽出を経て得られた
可溶性フロロタンニン画分、細胞壁結合フロロタンニン画分中の R123 濃度を蛍光光度計により
測定した。さらに細胞外ヨードペルオキシダーゼ（IPO）活性を検出する為、培地中に最終濃度
12.5μM となるようフェノールレッドを添加し、21 時間培養前後の吸収スペクトルの変化をモニ
ターした。 
次に、ウニによる子嚢斑組織の摂食が微

小世代の新規加入に及ぼす影響について調
べた。実験開始前に 2 週間絶食させたエゾ
バフンウニとキタムラサキウニに、餌とし
て子嚢斑を形成している胞子体片 1 g を与
えた。その後ウニから排泄された糞を回収
し、その内容物を顕微鏡観察すると共に、
糞を 10℃、50 µmol photons m−2 s−1（中日）
条件下で培養した。また、餌として与えた
子嚢斑の影響を排除する為、ウニの消化管
内にて形成された糞も回収・培養し、配偶
体及び胞子体発生の有無を観察した。 
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図１低温（４℃）連続暗期下で培養したマコンブ配偶体
の生残率の推移．データは平均値±標準偏差で示す．



４．研究成果 
４‐１．光制限が微小世代の生残性に及ぼ
す影響 
（１）連続暗期下での生残性 

5℃、連続暗期下で配偶体を 3 か月培養
したところ、雌性及び雄性配偶体の生残
率は共に 80%以上の高い値を維持してい
た（図１）。この間、葉緑体は細胞全体に
分布しており、雌雄間に差は認められな
かった。同条件で 6 カ月間培養すると、
細胞数の増加傾向が認められたものの、
雌雄配偶体の平均生残率は 68.4%に低下
し、9 カ月目には 40.0%まで低下した。そ
の後時間が経過するほど生残率は低下し
た。6 カ月培養した配偶体の中には、葉緑
体が細胞壁に沿って局在する細胞を持つ
ものが観察され始めた。生残率の低下に
伴い、雌雄配偶体共に葉緑体の縮小と局
在および液胞の肥大化が顕著になった。
9 カ月以上培養した配偶体において、そ
れ以前に認められなかった葉緑体での強い ROS の生成が認められた（図２）。また、1 – 6 カ月
間連続暗期下で培養した配偶体のクロロフィル蛍光パラメーターFv/Fm 値と NPQ 値は、培養前
とほぼ変わらなかったが、9 カ月培養した配偶体の Fv/Fm 値は培養開始時の約 70%に、NPQ 値
は約 50%に低下した（図３）。その後、両値は培養期間が長くなるにつれて徐々に低下した。同
条件下で 1－3 カ月培養した配偶体の Y(Ⅱ)値と rETR 値はほとんど変化しなかったが、6 カ月培
養すると低下し始め、12 および 16 カ月間培養したものではいずれも検出限界以下となった。連
続暗期下で培養した配偶体の Fv/Fm 値と NPQ 値は生残率との間に正の相関が認められたこと
から、配偶体の生残性を評価する指標としてクロロフィル蛍光パラメーター、特に Fv/Fm 値ま
たは NPQ 値が有用であることが分かった。また、連続暗期条件で培養した雌性および雄性配偶
体の中には、12 カ月間生残するものも存在していた。12 カ月間生存した雌雄配偶体をその後 1
カ月間正常な成長が進行する光・栄養塩環境下で培養すると、正常に成長し、成熟・受精を経て
胞子体が出現した。 
 

 
（２）低光量照射が微小世代の生残性に及ぼす影響  
４カ月の連続暗期培養では 40～60％の雌雄配偶体が生残したものの、芽胞体の生残率は著し

く低かった（約 10％）。このことから、雌雄配偶体が芽胞体に比べ連続暗期に対する耐性が高い
ことが分かった（図４）。長日かつ高光量条件下で培養した雌雄配偶体は成熟し、その後受精を
経て胞子体が出現したものの、その後栄養制限を受けて死滅した。一方、0.24～1.06µmol photons 
m−2 s−1 の光量条件下で培養した雌雄配偶体は 95％以上の高い生残率を示した。この光量は、ジ
ャイアントケルプ（Macrocystis pyrifera）雌性配偶体が 10℃で、年 1 回の換水を行った培養で少
なくとも 5 年間生存したと報告している光量（5 µmol photons m−2 s−1）（Barrento et al., 2016）より
1 オーダー低い値であった。連続暗期下で培養した芽胞体は、脱色が進み、やがて全ての個体が
死滅した。高光量（91.8µmol photons m-2 s-1）下で培養した芽胞体も脱色し死滅した。このことは、
成長に十分な光量がある場合には、培地中の栄養分を吸収し尽くし、栄養制限を受けて脱色死滅
したことを示している。一方、低光量（0～0.15 µmol photons m-2 s-1）での低い芽胞体生存率は、
その生存にもある程度の光照射が必要であることを示している。以上のことから、配偶体の長期
間にわたる生存には、0.27～1.06µmol photons m−2 s−1 の極めて低い光量条件が好ましいと考えら
れた。一方、芽胞体は成長を抑えて長期生残する可能性があるが、光量の増加は即成長を導くこ
とや、配偶体に比べ相対的な栄養要求性が高いため栄養塩の枯渇による枯死が起こる可能性が
あることから、芽胞体が微視的サイズのまま生残するためには、上述した低光量条件と適度な栄
養塩の供給が必要であると結論された。 
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図３低温（４℃）連続暗期下で培養したマコンブ配偶体のクロロフィル蛍光パラメー
ター（Fv/Fm及びNPQ）の推移．データは平均値＋標準偏差（n=4-6）で示す．
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図４異なる光量下で4カ月培養したマコンブ芽胞体及
び雌雄配偶体の平均生残率
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４‐２．配偶体新規加入量と生残に及ぼ
す成熟胞子体の影響  
（１）胞子体の細胞外ケイ酸態ケイ素
取り込み機構 
子嚢斑から遊走子を放出させた海

水を濾過したものと、通常の濾過海水
中でそれぞれ配偶体を培養したとこ
ろ、前者の海水中で微生物の増殖が抑
えられていた。このことは、子嚢斑組
織から抗菌物質が放出されているこ
とを示唆するものである。また、胞子
体片を過酸化水素で処理し酸化スト
レスを与えると、培地中のケイ酸態ケ
イ素濃度が減少し、胞子体が酸化スト
レス下でケイ素を吸収することが明
らかになった。このケイ酸態ケイ素の
取り込みは、ヨードベルオキシダーゼ（IPO）阻害剤である臭化カリウムにより阻害され、IPO が
取り込みに深く関与していることが示された。さらに、取り込まれた R123 の蛍光は細胞外のア
ポプラスト領域において検出され、可溶性フロロタンニン画分と細胞壁結合フロロタンニン画
分に配分されていた。このことは、細胞外に取り込まれたケイ素がフロロタンニンと架橋構造を
構成し、組織の強化に寄与していることを示唆するものである。これらのことを踏まえ、胞子体
にはオキシダティブバーストが起こるとフロロタンニンの存在下で IPO の作用を受けてケイ酸
態ケイ素を細胞外に取り込み、細胞表面を強固にすることで様々なストレスに対する防御する
仕組みを備えていることが提唱された（図５）。この機構は、他の部位に比べケイ素を高含有す
る子嚢斑で顕著に働き、子嚢斑内の遊走子保護機能を有していることを示唆するものである。加
えて、細胞外の IPO の存在は、オキシダティブバーストで生成した ROS を用い、ヨウ化物を反
応性次亜ヨウ素酸や分子状ヨウ素に酸化し、海水中への放出を引き起こしていると考えられ、そ
れらの抗菌作用が、遊走子が着底し配偶体に分化するまでの間、生物ストレスからの保護に貢献
していると考えられた。さらに、配偶体でも 0.14±0.00%DW −1（n＝４）のケイ素含有量を示した
ことから、配偶体でも類似のケイ酸態ケイ素取り込み機構が存在し、生残性に貢献していること
が予想された。 
（２）被食に対する子嚢斑組織の抵抗性 
エゾバフンウニに子嚢斑を有する胞子体ディスクを摂食させた後に排泄された糞中には子嚢

斑組織が含まれ、生殖細胞である遊走子を作る遊走子嚢とそれを保護する側糸の構造がそのま
ま残っていた。消化管から回収した糞を培養したところ、配偶体だけでなく胞子体の発生する様
子が観察された（図６）。放出された遊離遊走子由来の雌性配偶体では１，2 細胞で成熟するの
に対し、ウニの糞からは多細胞の配偶体が多数観察された。これらの現象は、エゾバフンウニだ

けでなくキタムラサキウニでも高
頻度で観察された。多細胞配偶体
の出現は、より多くの胞子体を生
産させることを可能とするだけで
なく、時間的な遅延も生じさせ、
多様な胞子体再生産パターンの存
在が予想された。以上のことから、
子嚢斑はウニなどの植食性動物の
摂餌に対する抵抗性を持ち、微小
世代の新規加入量を維持する仕組
みを有していると結論された。ま
た、植食性動物の摂餌に対する高
い抵抗性を支える主要な機構の 1
つに、図５で示したオキシダティ
ブバーストで誘導される細胞外ケ
イ素取り込み機構があると考察さ
れた。 
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図６マコンブ子嚢斑を摂餌したエゾ
バフンウニ糞（a）からの培養2週間
目及び5週間目にそれぞれ発生した配
偶体（b:矢尻）及び胞子体（c:矢尻）
の様子．スケールバー： 100 µm
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図５コンブ胞子体のオキシダティブバースト依存性細胞外ケイ素取り込み機構
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