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論 文 内 容 要 旨

【は じめに】 海洋表層生態系内で通常の動物 プランク トンネヅトでは採集で きない、

200μm以 下の微小動物プランク トンが多 く、海洋の物質循環においても重要な役割を

担 っていること、およびその中では繊毛虫プランク トンが卓越 していることが明らかに

されたのは、1960-70年 代であ った。1980年 代になってか らは、それまで従属栄養性

と考えられて きた繊毛虫プランク トンの中に、餌 として摂食 した植物プランク トンから

クロロプラス トだけを消化せずに細胞 内に保持 して光合成せ しめ、その産物からもエネ

ルギーを獲得するものもあることが明 らかになった。そのような混合栄養性繊毛虫プラ

ンク トンの代謝生理を明らかにすることは、海洋生態系の構造と機能を解明するために

重要な知見であ り、それ らに関する研究が行われてきた。

一方、餌である藻類細胞を消化 する過程でクロロブラス トだけを残 して利用するとい

う生態は、植物の起源を探 る上で大 きな鍵 となるため、繊毛虫プランク トンのクロロプ

ラス ト取 り込みは進化学的観点か ら注 目されるに至 った。クロロプラス ト保持機構に関

する研究は主に透過型電子顕微鏡(rEM)に よる細胞形態学的手法 によって行われた

が.ク ロロプラス ト取 り込み過程の研究は、クロロプラス トを保持 していない栄養細胞

を自然群集から入手すること泰極 めて困難であるため、進展 しなかった。

女川湾では混合栄養性の繊毛虫プランク トン5加 励 履μ〃2co耽嫌 が優占 し、海底泥

中にはそのシス トが、大量に存在すること、お よびがそのシス トをexcystさ せる:培養

法がKim(1995)、 紬n&Taniguchi(1995,1997)に よって明らかにされた。従 って、シス

トを十分量入手できれば、excystし た直後のクロロブラス トを持たない初生栄養細胞を

入手することができる。そのような初生栄養細胞に餌料となる植物プランク トンを与え

ることにより、摂食、消化お よびクロロプラス ト取 り込みの過程を観察することができ

ると考えられた。そのためには随時必要量のシス トを入手することが重要であるが、本

種のシス トを人為的に産生させ ることは試みられたことがない。

本研究では、まず5吻 〃め誠脚co耽 嫌 のクロロブラス ト保持状態を観察するための

TEM試 料作成 方法 の確 立 をめ ざ した。次 い で、 シス トを随時入 手 す るために

島o〃伽4伽2coπ 蜘 〃2のencystment誘 導実験を行 った。その過程で、女川湾における自

然群集のencystment誘 導要因が明 らかになったので、併せて報告する。

1.5肋 〃め誠μ〃2coπ蜘 〃2の クロロプ ラス ト保持状態 の観察法

【目的 】 クロ ロプラス トの取 り込 み過程 を明 らかにす るには、シス トか らexcystし た

直後 の初生細胞 に餌料植物 プラ ンク トンを摂食 させ、摂食 、消化、クロロプラス ト取 り
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込み の時 系列 をTEMで 追 跡 す る必要 があ る。 しか し、 本種の細胞 は脆弱 で、 良好な

TEM試 料 を作成 す る方法 は確 立 されていない。そのため、 本研究では まずその方法の

確 立 をめ ざ した。限 られた数 の細胞 か ら良質なTEM試 料 を作成す るこ と、特 に細胞膜

が十分 に発達 して いな い と思 われ るexcystment直 後 の初生 細胞 を高 い確率 で固定 し、

TEM試 料 を作成 す ることを課題 と した。

【材 料 と方法 】 実験 に供 した5加 〃め観 μ〃3coπjc〃〃2は 、女川湾か ら採 集 した海底 泥か

らソー トし培養 した もので あ る。 これか らexcystし た栄養細胞 に餌 と して1汐oc勿 廊

即.を 与 えて飼 育 した。その結果増殖 した栄養細胞 か らTEM試 料 を作 るには、既存の

方法 によれば 、前 固定、濃縮、後 固定、脱水、包埋、切 片作 成、電子染 色 とい う手順が

必要で あ る といわれてい る。本研究では まず この方法に従 い、前固定 を0.1Mカ コジ

ル酸パ フ.アで調整 した2%グ ル タ ール アルデ ヒ ドで、試料 濃縮を500rpmで10分 間、

後固定 を0.1Mカ コジル酸 パ ファで調整 した1%オ ス ミウム酸で行 い、エ チルアルコ

ールで脱水 した後 に、試料 に包埋 剤 を浸透 させ るため、プロ ピレンオキサイ ドに浸漬 し

てか ら、 エ ポ ヅク812ま た は クエ トール812に 包埋 した(作 成 法1)。 しか し、 こ

の方法 では ク ロロプラス トの 微細構造 まで観察す ることは 困難であ ったので、本村泰三

が植 物観 察 に用 いてい る方法 にな らって次 の ような改 良 を施 した。

前固定 は、本村博 士の助 言に従 って まず0.5%グ ル タール アルデ ヒ ドで 固定 を行 っ

た後 、2-3%グ ル タール アル デ ヒ ドで再固定 した。試料濃縮 には、細胞 の破損 を抑 える

ため に手 回 し遠心機 を用い た。後 固定は、 前法 と同様1%オ ス ミウム酸で行 った。試

料 に塩分が 残 ってい ると超薄切 片の表面が滑 らかでな く観察の障害 にな るため、脱水の

前に塩抜 きを行 った。脱 水は、エチル アル コールのかわ りにアセ トンで、 また包埋剤は

スパーで行 った。

500π ∫α雌 はexcystment直 後 に摂食 を開始 しな ければ死ぬ こと、 そ して、植物 プラ

ンク トン を給餌 しクロロブラス トを取 り込 む こ とを避 け るため、バ クテ リア を与 えて ク

ロロブラス トを持たない栄養細胞 を作 ることを試みた。

改 良法 の前 固定 で も破損 す る細胞 がみ られたので、グル タールアルデ ヒ ド濃度 を0.5、

1、2、3、4、5%の6段 階 と し、破損の程 度 を調べた。

【結果 と考 察 】 改良法で得 られ たTEM画 像(Fig1)は 作成法1で 得 られ た画像に

比べ て細胞 の微細構造 の保 存 に勝 っていた。摂食 され る前 と摂食 され た後 の1ぎoc勿 廊

sp.の ク ロロプラス トのラメ ラ構 造や ピレノイ ドが良 く保 存され、前後 の関連 を解析す

るには十分 な水準 が達成 きれ た といえる。すなわち、この水準な らば、繊 毛虫細胞 内に
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取 り込 まれて い るクロ ロブラス トの 由来植 物 プラ ン ク トン分類群 を同定 する ことが 可

能である。

Excystnlent直 後 にバ クテ リアを与 えた ときに得 られた、24個 体の5.coη 蜘 〃2の すべ

ては、ク ロロプラス トを保持せず に24時 間以 上生存 した。その後 も、分裂増殖 は しな

か ったが1週 間以上 生存 した個体 もみ られ た。

前 固定 時 の グ ル ター ル アル デ ヒ ド濃 度 と栄 養 細 胞 の破 損 程 度 を検 討 した結 果 、

0.5-1%の 低 濃度 よ りも4-5%と い う高 濃度 の方 が、破 損 が抑 え られ、成績が良い こ と

がわかった。

【結論 】 以上 の結果 か ら、excy忌tment時 にバ クテ リアを与 えて飼育 した栄養細胞 を使

って植物 プランク トンの摂 食、消化、クロ ロプラス ト取 り込み過程 の時 系列 を観察 する

ことがで きるこ と、 また、その際には、前 固定 を4%グ ル タールアルデ ヒ ドで行 い、

以下改良法 に従 えば良好 なTEM試 料 に も とついた結果が得 られ るもの と考 え られ る。

2.距 α泌誠 ㎜coπ 蜘 〃2に み られ るencystmentの 生物学的意義

【目的】5脚 〃め配加2coη'cμ〃2のexcystmentお よびencystmentを 自由にコン トロール

す ることがで きれば、クロロブラス トの取 り込み過程観 察の ために十分 な数の、クロ ロ

ブラス ト1を持たない初 生栄養細胞 を入手 す るこ とがで きる。 この うちexρystlnentに つ

いての知見はすでに報告 されているが、encystmentコ ン トロール についての知見は全 く

ない。一般 に原 生生物の シス トの役割 は不 適 な環 境 に耐 えるため といわれ、一方で は原

生生物は個体群 の若返 りの ために接合 す るこ とが必要 ともいわれ、接合後 にシス トを形

成する種 も報告 され てい る。本研究 では、鼠coπ 蜘 〃;のencystme皿tを 随時誘導 して十

分量のシス トを入手 す る方法 の確立の た めに、本種のencystmentが 環境悪化 と接 合 の

必要性 とのいずれによ って誘発され るの か を調べ た。

271.外 的環境 とencystme皿tの 関係(室 内実 験)

【材料 と方法 】 供 試栄養 細 胞は、 女川 湾 の海底 泥 中か らソー トして、F/2-Si培 地 で

excystさ せ、加o勿 傭sp.を 与 えて増殖 させ た ものであ る。この単 一 クロー ンを用 いて、

異なる温度、餌お よび光環 境下 にお け る細胞 群 の動態 を調査 した。また、同時 にexcyst

させ た4つ の クロー ンた っ いて、15℃ にお け るexcystmentか ら6日 後 まで の

gro飢hrateお よび1つ の ク ローンについ ては、excystmentか ら数 えて28日 後 の10,

15,20,22,25℃ にお け るgrowthrateを 測 定 した。
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【結 果 と考察 】 飼育 群 は多 くの場合定常期 に達 してか らも長 く維持 されたが、単一 ク

ロー ンで は、 いずれの条件 下で もencystmentは 起 こらなか った。Excys血nent後28日

経 過 して か ら測定 したgro帆hrateは 、10、15、20、22、25℃ において、それぞれ 一〇.49、

0.42、1.28、0.35、 一2.10μ/dayで あ った。すなわ ち、10℃ と25℃ は&coπ 蜘 〃2に

とって不適水 温 であ った。それ にも拘わ らずencystmentが 起 こらなか った ことは、不

適 水温環境 だ けでは、encystmentが 誘導 されない こ とを示 して いる。また、適水温15℃

お よび20℃ で あ って も、飢餓 あるいは暗条件下 では2-3日 後 にほ とん ど死滅 し、飢

餓条件 お よび暗条件 も極 めて厳 しい不適環 境で あることが分か った。この ときにもまた

encystmentは 起 こ らなか った。以上 のことか ら、 クロー ン飼育 では、水温、餌 濃度、光

琴境 とい った外 的環 境要 甲の悪化 では、encystmentは 誘発 されない といえ る。

2-2齢 とencystmentの 関係(室 内実験)

【材料 と方法 】 異な るシス トか らexcystし た5つ のクロー ン栄養細胞群 か ら各1個

体 をソー トして 同一セ ル 中に入れ、 混合 クロー ン飼育群 を作 った。飼 育条件 は前述 の

実験 と同 じに した。飼 育期 間中毎 日1回 、接合 とencystmentの 有無 のチ ェックを行

った(実 験 、1)。そ の後 同様 の実験 を2回 行 った(実 験2,3)。

【結 果 と考察 】 実験1,2,3で はexcy翫mentか ら数 えて32-36日 後 にencystmentが

起 こった(Fig2,3,4)。 この ことは、encystmentに は複数の クロー ンの混:在が必要である

ことを示 してい る。実際 に実験1で は接合 ペ アが確認 され、その他 にも側面 にコブ状

突起 を持 ってい る単独 栄養細胞 もみ られた(Fig.2)。 後者は実験2で もみ られ た。この

ことは、encystmentの 前 には接合 が起 こるこ と示 唆 している。これ らの飼育群のgrowth

fatoか ら、encystmentが 起 こる までの間 に約12-15回 の分裂 があった と計算 され た。接

合 は、二分裂増 殖 を重 ね、個体群 が成熟 あるいは老化 した ときに起 こるといわれてい る

ので、5.coπ 」α雌 は12-19回 の分裂で成熟 あ るいは老化 に達 した もの と考 えられる。

すなわ ち、5。・o漉 ㎜ のcncystmentに1ま 、複数 の クロー ンの混在お よび個体群の加齢

が必 要 で あ る とい え る 。なお 、実 験3で は、 新 に形成 された シ ス トが2-3日 後 に

cyclosisし て い る ことが確 認 され た。 この ことは、本種 のシス トは、形 成後短 期間 に

excystす る能力 を備 えてい ることを示 してい る。

以上 の成果 を利 用 すれば、実験室 内においてencystさ せ、得 られ たシス トをexcyst

させ るこ・とで初生 栄養細胞 を随時入手するこ とが可能 にな る。この方法 によ り、初生栄

養細 胞 に よるク ロロ ブラス トの取 り込みの過程 あるいは保 持の機 構 に関す る観察 が可

能 にな ると期待 で きる。
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3.5肋 〃め誠μ〃2coπ蜘 〃2自 然群 集 のencystment

【材料 と方法 】 女川湾 にお ける本種 のencystment期 に相 当す る2003年9月 か ら11

月にかけて、海洋観測、採 水、sed㎞ent旋ap採 集 を毎週 行 った。 また、周年変化 をみ る

ために2003年9月 か ら2004年9月 にわた って毎月1回 同様 の観 測採 集 を行 った。

【結果 と考察 】9月 か ら11月 の シス ト形成期 には、水温、 クロロフ ィル α濃度お よ

び £coη∫α雌 栄養細胞密度 の いずれ もが高 か った。この ことは、次世代 の発生源 を大量

に確保 するための適応だ といわれ て きた。私 はそれ に次 の こ とを付 け加 えたい。それは、

栄養細胞 の ピー ク時には個体 群 の若返 りが必要 にな り、そ の結 果接合 とe塾cystmentが

繰 り返 され るこ と、そ して個 体群 の ピー ク時で あれば異 な ったクロー ンの栄養細胞 どう

しの遭遇率 が高 くなるので有 利 であ る とい うことで ある。その後冬季には、現場水温は

低 下 して1月 か ら4月 まで 全層 の水 温 は10℃ 以 下 に な るが、 本研 究 にお い て

10℃ 以下 では&co耽 ㎜ は ほ とん ど成 長 しな いか死 亡す る ことが明 らか にな った。

過去 の研究 に よれば、底層水 温 が低 下す るに従 ってexcyst凪ent率 が低 くな る遅延型 シ

ス ト群 集へ と変化 するとされ て いる。 した が って、初 冬 に形成 され るシス トは直 ちに

excystす るこ とがな く、結 果 的 に越冬 の機 能 を有 す ることにな ると考 え られ る。以上要

約 する と、5。coπ加 脚 のシス ト形 成 は個 体群 の若返 りの過 程 の1つ であ り、形成 され

たシス トは環境 が悪化すれ ば耐久性 を発揮 する ことがで きる といえる。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

繊毛虫プランク トンの中に,餌 として摂食 した植物プランク トンのクロロプラス トを細胞内に保持

して光合成せ しめる混合栄養者があり,海 洋生態学および植物進化学の分野で興味を引いている。ク

ロロプラス ト獲得保持機構の研究は透過型電子顕微鏡(TEM)に よる細胞形態学的手法で行われるが,

クロロプラス ト未保持細胞の入手が困難なため,そ の取込過程の研究は進展 していない。そのため本

研究は,卓 越す る無殻繊毛虫プランク トン3∫顧o励'伽配coη∫ωη1を材料 とし,TEM観 察試料作成方法

の確立およびクロロプラス ト未保持細胞入手のためのシス ト形成誘導法の解明を目的とした。

この分野では,脆 弱な細胞の破壊損失を招かない固定法 と,細 胞内に取込まれたクロロプラス トの

微細構造観察に適 したTEM観 察試料作成法が必要である。本研究は,原 生動物細胞の観察法に無殻

植物プランク トン細胞観察法を組合せ て試行錯誤 しつっ,確 率の高い固定法 とTEM試 料作成法を開

発 した。これにより,初 生細胞によるクロロプラス ト取込み過程の研究が進展すると期待される。

クロロプラス ト取込み過程の研究にはクロロプラス ト未保持細胞が必要であるが,そ れは自然群集

中にはほとんど存在 しない。そこで,3coη ∫cμ〃2飼育群でシス ト形成 を誘導 し,シ ス トか ら初生細胞

を入手することをめざした。一般に原生生物のシス トは耐久細胞であ り,環 境ス トレスで形成が誘導

されるといわれている。 しか し本研究は,本 種のシス ト形成は,餌 水温,光 の致死 レベルに達する

までのス トレスによっても誘導されないこと,複数クローンの混合群では加齢によって接合が起こり,

その結果シス トが形成 されることを見出した。さらに,新 シス トが2-3目 後にはexcystす ることを確

認 した。これ らのことは,本 種のシス トが本来耐久休眠シス トではなく,個 体群若返 りの一過程であ

ることを示 している。この発見は,原 生動物のシス トの機能に関する新知見であるとともに,実 験室

内で随時シス ト形成を誘導 し,得 られたシス トか ら初生栄養細胞 を入手することを可能にするもので

あ り,将 来の研究に資するところが大きい と評価できる。

さらに,女 川湾において2003年9月 か ら一年間,毎 月1回,う ち鼠coη'c脚のシス ト形成盛期に相

当する9月 から11月 には毎週1回 の頻度で現場観測を行い,シ ス ト形成期には環境条件が好適であり,

本種の栄養細胞群密度 も高いことを再確認し,シ ス ト形成が耐久性獲得よりも個体群若返 りと深 く関

係 し,そ れがこの期間に複数回繰返されることを論 じた。 この期間後半か ら水温が低下するが,そ れ

が形成されたシス トのexcystmentを 阻害遅延させるので,結 果的に耐久越冬が可能になるとい う著者

の推論は,過 去の知見 と本研究の発見 とを矛盾な く説明する論理であると評価することができる。

以上のように,本 研究は卓越する繊毛虫プランク トンの生物学に新知見を加え,か っ,将 来の研究

に資するところが大きいものであ り,審 査委員一同は博士(農 学)の 学位を授与するにふ さわしいと

判定 した。
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