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　細胞分裂の微細構造的特徴が緑藻類の類縁をさぐるための重要な

形質であることが認識されてから、ほぼ20年が経過する。この間、

細胞分裂に関して多くの微細構造的研究が行われ、多量の情報が蓄

積されてきた。そして、それら細胞分裂に関する微細構造的情報が

従来の緑藻類の分類とは本質的に異なる、全く新しい分類を構築す

るために大きく寄与してきた。

　緑藻には、核分裂に細胞質分裂が伴わないために多核細胞体制を

とる、いわゆる多核緑藻が知られている。分類学的に多くの未解決

の問題をもっ、アオサ綱に属する多核緑藻（ミル目、シオグサ目、

ミドリゲ目、カサノリ目、イワヅタ目、アクロシフォニア目）では、

栄養細胞が一一般に大型で、同一細胞内、あるいは細胞の特定領域に

含まれる核が高頻度で分裂する例があまり知られていない。そのた

め、核分裂の全過程を電子顕微鏡的に明らかにすることが困難であ

り、類縁を探るために需要な形質の一一っである核分裂に関する微細

構造的研究は殆ど行われていない。

　本研究は、アオサ綱のなかでも栄養細胞の核分裂に関して未だに

報告例のない、ミドリゲ目とミル目の種にっいて、その核分裂の微

細構造的特徴を明らかにすることを目的に行われた。本研究では単

種培養が可能であったマガタマモ（ミドリゲ目）とハネモ（ミル目）

を材料とした。

　尚、本研究の研究組織、研究経費、および研究発表は次頁のよう

である。　　　　　　　’，
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1 緒言

　緑藻は、　（1）真核細胞体制をとり、　（2）多細胞の生殖器官を

形成せず、　（3）デンプンを光合成同化産物として形成し、　（4）

光合成色素としてクロロフィルaとbとを含む一一一群の植物で、現在、

約7，000種が知られている。生活史や体制が著しく多様であるこの緑

藻には、一っの細胞内に多数の核をもっ、いわゆる多核細胞体制を

とり、他の緑藻とどのような類縁関係にあるのか充分に明らかにさ

れていないグループがある（Pi　ckett　一一　Heaps　1975）。この多核緑藻

では、栄養成長期には核分裂のみが行われ、細胞質分裂を伴わない。

　細胞分裂は、核の遺伝情報と細胞小器官とを母細胞から娘細胞へ

と伝達するための重要な現象である。この生命活動の基本現象であ

る細胞分裂における微小管や核の挙動、核の微細構造の比較研究は、

遊走細胞の鞭毛基部装置の比較形態学的研究と共に、緑藻内での、

あるいは緑藻と他の緑色植物との類縁関係を探るために、多くの重

要な情報を提供することが示されてきた（Pickett－Heaps　and　Mar－

ch～lnt　1972；　Pickett－・Heaps　1975；　Stewart　and　Hattox　1975；

Hattox　and　S仁ewart　1984；Hoek虹璽ユ．1988）。多核緑藻の栄養細

胞は一般に大型であり、呈山旦y旦吐U£巫靱（La　Claire　1982）等

の一部の種を除いて、栄養生長期に核分裂が高頻度で見られる例が

殆ど知られていない。そのため、類縁関係を探るうえで重要な情報

を提供することが予想される核分裂の微細構造的研究は少なく
（Sluiman　1989）、　また、　あっても断片的である（14　ugha　’l　and　God－

wa」rd　1973）　o　　　　　　　　　　　J　，

　同じ多核緑藻内での、あるいは多核緑藻と他の緑藻との類縁を明

らかにするためには、先ず、多くの種において、核分裂の過程を詳

細に研究することが必要であると思われる。本研究では、多核緑藻

のなかでも特に研究のなされていないミドリゲ目およびミル目の種

を材料として、その核分裂過程における核の微細構造的特徴を明ら

かにすることを目的とした。
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II 材料と方法
材料

　ミドリゲ目およびミル目の数種を用いて単種培養を試みたところ、

ミドリゲ目のマガタマモ、旦Ω」er　esenia麺besii（Harvey）Feld－

mann（Fig．1）、　とミル目のハネモ、｝迦旦9腿（Hudson）

C．A9．（Fig．2）、を単種培養することができた。マガタマモは沖縄

県西表島の珊瑚礁から、　またハネモは宮城県宮戸島の岩場からそれ

ぞれ採集した。

単種培養

　マガタマモの場合は、先ず、Enomoto　and　Hirose　（1972）の方法

に従い、栄養藻体に針を刺して多数の細胞質小球体（不動胞子）を

形成させた。それら不動胞子を母細胞から取り出し、滅菌した海水

に移して発芽させ．”単種培養系を確立した。ハネモの場合は、藻体

表面に活性炭を付着させ、　1％寒天中を数度にわたりひきまわして

藻体表面に付着した珪藻等を取り除き、単種培養系を確立した。藻

体は、滅菌した人工海水（Provasoh　ig68）を用い、25C、　12
時間明期（白色蛍光灯、3，000－4，000ルクス）－12時間暗期の条件

下で培養した。

核分裂の蛍光顕微鏡観察
　核分裂の過程は、DNAに特異的な蛍光色素娯6－dia頑dino－2－

phenylindole　（DAPI）で染色し、蛍光顕微鏡で観察した。栄養

細胞を2％グルタルアルデヒド（0．斑リン酸緩衝液で希釈、pH7．6）

で20－30分間固定し、　リン酸緩衝液で洗浄した後、DAPI
（0．1μ9／ml¢）濃度て0．1｝1リン酸緩衝液に溶解）で30分間染色し

た。染色した藻体は、DAPI染色液で包埋して蛍光顕微鏡くニコ

ンXF－EFD、騨フィルターセヅト）で観察した。

電子顕微鏡試料の作成および観察

　栄養藻体を2％グルタルアルデヒド（人工海水で希釈、 pl｛8．0）で、
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20C、　90分間前固定し、人工海水でよく洗浄した。次に1％四

酸化オスミウム（人工海水で希釈、pH8．0）で一晩後固定し、エタノ

ールシリーズで脱水した後、低粘性エポキシ樹脂（Spurr　1969）に

包埋した。超薄切片は酢酸ウランとクェン酸鉛で二重染色をした後、

電子顕微鏡（日本電子JEH　一・　2000　EX、加速電圧80kV）で観察した。

アフィディコリン処理

　ハネモの栄養藻体（配偶体）の分裂指数を上昇させるため、アフ

ィディコリン処理を行った。Mizutani畦旦．（1993）の方法に従って、

アフィディコリンを、先ず5mg畑1の濃度でジメチルスルフォキシド

に溶かし、その後、海水で希釈して最終濃度を5μ9／m1として使用
した。

ノ

III 糸吉果と・考察

A　マガタマモの核分裂

　栄養細胞をDAPI染色して蛍光顕微鏡で観察すると、細胞内に

は多数の核がみられた。核はほぼ等間隔で細胞内に分布していた。

　核分裂の微細構造的特徴を明らかにするためには、多数の分裂核

を含む栄養細胞を用いる必要がある。そこで、マガタマモでは核分

裂が高頻度でみられる時聞帯があるのかどうか、同一細胞内に分裂

核を高頻度で含む領域があるのかどうか、を調べた。不動胞子が発
　　　　　　　　　　　　’
芽して成熟藻体（細胞長2・－3cm）となるまでの、様々な大きさの栄養

細胞をもちいて、分裂核をもっ細胞の出現頻度を調べた。その結果、

細胞長3mm程の細胞で分裂核をもっ細胞の出現頻度が最も高く、また、

分裂指数は明期開始時に高いことがわかった。分裂核を含む成熟細

胞では、分裂核は集まって細胞内にみられた。この分裂核の集合領

域く分裂核領域）の大きさや形は様々で、　同“・一一一一細胞内に1一数箇所

出現した。また、これら分裂核領域は、ほぼランダムに細胞内に出

現した。分裂核領域においては、様々なステージの分裂核がみられ、
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核は厳密に同調的に分裂してはいなかった。細胞長3mm程の細胞では・

時に、細胞内に含まれる殆どの核が分裂していた。このような細胞

を試料として、核分裂の過程を電子顕微鏡で観察した。

　中間期の核は、直径約6μm、ほぼ球状で、　一っの核小体を含んで

いた（Fig．3）。クロマチンは凝縮しており（Fig．4）、核の近傍に

は二っの中心小体が位置していた（Fig・5）。

　核分裂前期の核内には染色体が現れ、核はやや膨潤するように観

察された（Fig．6）。分裂前中期の核は、極がやや突出していた。

極には微小管が集束し、極付近には二っの中心小体が位置していた。

核内には核小体がみられた（Fig・7）。

　核分裂申期になると、核の両極は突出し、染色体は赤道面に配列

した（Fig．8）。両極にはそれぞれ中心小体が位置し、極付近の核

膜は閉じたままであった（Fig．9）。中心小体周辺には微小管がみ

られたが、微小管形成中心は観察できなかった。核内には核小体が

観察され、染色体上には明瞭な動原体がみられた（Fig・10）。

　核分裂後期の核では、染色体は両極へ非同調的に移動した（Fig・

11）。核の両極には中心小体が位置しており、極の核膜は閉じてい

た（Fig，12）。核は分裂方向に伸長し、両極の距離は徐々に増加し

た（Fig．13）。核内には核小体が残存していた（Fig・14）。

　核分裂終期になると核はその赤道部がくぼみ、亜鈴形となった

（Figs．15，16）。終期中間紡錘体は徐々に伸び、両娘核は互いに

引き離された。終期申間紡錘体には、分裂軸と平行に多数の微小管

が配列し、両極には中心小体が位置していた。終期中聞紡錘体は10

－15μmの長さとなり、続いて両核は回転するように観察された

（Figs．17，　i8）。終期中間紡錘体は、最終的に両核から切り離さ

れた。

　今回の観察から、マガタマモでは比較的若い藻体で核分裂が高い

頻度でみられた。これはSingh　and　Chowdary（1975）の観察結果を支

持する。　また、Singh　and　Chowdary（1975）により指摘されているよ

うに、核分裂に厳密な同調性は認められなかった・
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　アオサ綱に属する多核緑藻では、分裂核の核膜は一般に閉鎖型で

あることが知られている（さエp㎞上旦旦担旦£旦、旦，Hudson　and
Waaland　1974；　甦9」旦旦jL旦　b．．M」巨」旦」⊇L旦旦，　Burr　and　West　1970；1｛ΣζLし旦二

R．lh1s｝一1rg史旦§エ旦虹1，　Liddle鉱aユ．1976；⊆a旦㎏ヱ題≧』6，

Ho．ri　1981；　旦1旦」戯1虹9旦題　 虹』L｛二二L旦，　Mughal　and　Godward　1973；　C－．

9ユ」皇』｛堕£篁」鎚，　McDonald　and　Pickett－Heaps　1976；　C．．．　£L旦独」旦旦蔓，

Scott　and　Bullock　1976；　D．工⊆t上Ω＿iミP」㎏巳ria　q旦y」皇r」旦旦≦…旦，　Hori　and

Enomoto　1978a；　k↓r－－p．E］2LqLr－q．　P＿ggユ」匹｛…旦，　Lokhorst　and　Star　1983；

至違ユ」□L］辺y皇旦上エェ鯉旦g，H◎ri　and　Enomoto　1978b）。　しかし、　Uエ⊇二

聰旦エ」堅s辿旦旦iユと鍍⊇塾ular題堅週旦旦コ塁姐隻週は例外的である。前

者においては、核分裂のあいだ核膜はしばしばある程度崩壊する

（Lokhorst　and　Star　1983）。　また、　後者においては、　核膜は、　シス

ト形成に伴う核分裂の場台は閉じた状態であるが（Woodceck　and

Miller　1973）、二次核の形成期においては断片化する（Berger旦

aユ．1975）。マガタマモの分裂核は閉鎖型であった。アクロシフォニ

ア目の種では、核分裂中期と後期の間、各々の極の核膜は開放部

（”窓”）を形成することが知られているが（Hudson　and幅aland

1974；Lokhorst　and　Star　1983）、マガタマモでは”窓”は認められ

なかった。

　上述したアオサ綱に属する多核緑藻では、q旦LL鯉鯉h憩旦h⊥腿§．

（Hori　1981）と旦旦LΩ且h旦⊇鯉型iΣ已一dL↓（Liddle鉱口．1976）を除いて、

分裂核の両極に中心小体が位置することが報告されている。マガタ

マモでも分裂核の両極に中心小体が位置していた。

　ミドリゲ目とシオグサ且の種では、現在まで報告されている限り、

染色体上に明瞭な動原体が形成され、，分裂後期における染色体の分

離は非同調的に進行する（McDonald　arid　Picketし一Heaps　1976；Sco　一一

tt　and　Bullock　1976；Heri　and　Enomoto　1978a，1978b）。マガタマ

モでも同様に、染色体上に明瞭な動原体が形成され、染色体は非同

調的に分離した。

　マガタマモの中間期の核は核小体を一っ有していた。核小体は核

分裂前期にやや不明瞭となるが、核分裂期をっうじて核内に存在し

た。このような、核小体が核分裂期をっうじて核内に残存する特徴
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はシオグサ目の数種でも知られている（Hughal　and　Godward　1973；

McDonald　and　Pickett　“’Heaps　1976；　Scott　and　Bullock　1976）o

　Hoek（1984）と0’Kelly　and　Floyd（1984）は、　ミドリゲ目とシオグサ

目は、従来から重要な分類形質として考えられてきた遊走細胞の鞭

毛基部微細構造、細胞壁の構造と構成壁物質の組成、生活史、等で

著しい類似性が認められることから、両目を単…の目としてまとめ

るべきであると提案している。Fig．19に示すように、マガタマモの

核分裂は次のような微細構造的特徴がみられた。　（1）閉鎖型核分

裂で、分裂中期一後期に極付近の核膜は開放部をもたない。　（2）

染色体上に明瞭な動原体がみられる。　（3）分裂核の両極には中心

小体が位置する。　（4）染色体の分離は非同調的である。　（5）分

裂核内には核小体が残存する。これら核分裂の微細構造的特徴はミ

ドリゲ目の種のみならずシオグサ目の種の核分裂の微細構造を特徴

ずけるものである。このことは、核分裂の微細構造という点からみ

ても、ミドリゲ目とシオグサ目は近い類縁関係にあることを示唆す
る。最近、Zechman　e．ltL　a．一．i－．（1990）は、核にコードされたrRNAの塩基

配列の分岐論的解析に基ずいて、両者の高い類縁性を支持している。

B　ハネモの核分裂

　ハネモの栄養細胞内には、多数の核がほぼランダムに細胞内に分

布していた。核分裂の頻度は、暗期開始時にやや上昇する傾向はみ

られたが、一一一日を通じて核は分裂しており、分裂指数は約3であっ

た。分裂核は細胞内の特定領域に特に高頻度で出現することはなく、

細胞全体に現れた。核は細胞の長軸に対してはほぼランダムに分裂

する傾向を示したが、細胞表面に対してはほぼ平行に分裂した。

　通常の培養条件下では分裂指数が低いため、核分裂の全ステージ

を電子顕微鏡により詳細に観察することは困難であった。アフィテ

ィコリン（濃度5μ9／m1）で二日間処理をした後、アフィディコリ

ンを含まない培養液にうっして9時間程経過した藻体では・藻体全

体にわたって、比較的高い頻度で核分裂がみられた。分裂指数は・
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処理停止後9時間目に約20にまで達した。このような藻体を用い

て電子顕微鏡試料を作成し、核分裂の過程を観察した。

　中間期の核は球状あるいは楕円体状で、一っあるいは二っ核小体

を含んでいた（Figs．20a，21）。観察した限り、中聞期の核の周辺

には中心小体は認められなかった。

　核分裂前期の核には、染色体が現れた（Figs．2◎b，22）。前中期

になると核の両極が突出するために核は紡錘形となった（Fig．23）。

染色体上には明瞭な動原体は認められず、　また、微小管が集束する

極付近には中心小体はみられなかった（Figs．24，25）。核内には

核小体が認められた（Fig．23）。

　分裂中期の核では染色体は赤道面にほぼ・一一列に配列した（Fig，

20c）。極付近の核膜は閉じており、開放部（窓）はみられなかった

（Fig．26）。また、両極に中心小体は認められなかった（Fig．27）。

　核分裂後期の染色体の分離は、ほぼ同調的に進行した（fig．20d）。

両極の核膜は閉じており、極に中心小体は観察されなかった。

　核分裂終期の核では終期中間紡錘体が発達し、両娘核は引き離さ

れて亜鈴形となった（Fig．28）。核膜は閉じており、極に中心小体

はみられなかった。

　既に述べたように、ご．旦㎜立Lg⊥1旦L工と鯉旦し遜也旦垣£趨坦皇d二

旦旦遮旦塾を除いて、アオサ綱に属する多核緑藻では、分裂核の核膜

は一一般に閉じている。ハネモでも分裂核の核膜は閉じていた。アク

ロシフォニア目の種ではピ核分裂中期と後期の間、両極の核膜は開

放部（窓）を形成することが知られているが（liudsOll訓d　l↓aaland

1974；L◎kherst　and　Star　1983）、ハネモでは”窓”は認められな

かった。

　アオサ綱に属する多核緑藻のうち、イワゾタ目のE姐！鯉鯉h£虻

血Et旦｛Hori　1981）とカサノリ目の熟麺1典旦U旦鍍旦．t旦己L工（Liddle

旦旦1，1976）では分裂核の両極に中心小体が付着しないことが知ら

れている。今回観察した限り、ハネモでも分裂核の極に中心小体は

観察できなかった。
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　ハネモでは、染色体に明瞭な動原体は認められなかった。また、

核分裂後期に染色体は同調的に分離した。これらの特徴はアオサ綱

に属する多核緑藻のうち、　シオグサ目、　ミドリゲ目に属する種では

みられず、アクロシフォニア目、イワヅタ目、カサノリ目の種でみ

られるものである。

　ハネモ8．山旦Q旦旦の分裂核内にはしばしば核小体が認められた。

このような核小体が分裂核内に残存することは、同じハネモの昆

㎏胆辿旦でも報告されている（Burr　and擁est］970）。分裂核内に

核小体が残存する現象はシオグサ目とミドリゲ目に属する種でも知

られている。

　ハネモの核分裂の微細構造的特徴は次のようであった。　（1）核

膜は分裂期間中閉じた、いわゆる閉鎖型核分裂である。　（2）分裂

核の極に中心小体が付着しない。　（3）染色体上に明瞭な動原体が

みられない。　（4）分裂後期の染色体の分離は同調的に行われる。

これらの諸特徴はイワヅタ目とカサノリ目に属する種の核分裂にお

いてもみられるものである。核分裂の微細構造的特徴という観点か

らみると、　ミル目のハネモはイワヅタ目とカサノリ目に属する種と

高い類似性を示す。

　Burr　andWest（1970）は婁．已触d旦の配偶子形成過程における

核分裂では、分裂核の極に申心小体が付着すると報告している。　し

かし、今回の旦．虞旦旦墾鎚での観察では、分裂核の極に中心小体は認

められなかった。シオグサ目に属する9⊥旦鯉p旦gじag．担旦旦：a上皇では栄

養生長期の核分裂と生殖細胞形成期のそれは、光学顕微鏡レベルで

はあるが、異なるることが知られている（List　1930）。底bven1二

遮と旦．担旦胆q旦の核分裂における中心小体の有無は、種の違いを

反映している可能性は否定できないけれども、生活史のなかでの栄

養生長期と配偶子形成期という相違を反映している可能性は充分に

考えられる。この点は今後、検討すべきものと思われる。
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IV 才商要

　緑藻アオサ綱の多核緑藻マガタマモ（Boer　esenia　forbesli、ミ

ドリゲ目）とハネモ（BL．11uvgt．s－1一旦R21mpsg、ミル目）の栄養生長を行

っている藻体における核分裂を、それぞれ電子顕微鏡で観察した。

　マガタマモの分裂核は次のような微細構造的特徴を示した。　（1）

核分裂の様式は、核膜が核分裂の間中保持される閉鎖型核分裂であ

り、極に開放部は形成されない。　（2）分裂核の両極に中心小体が

付着する。　（3）核小体は分裂核内に残存する。　（4）染色体上に

明瞭な動原体が認められる。　（5）核分裂後期の染色体の分離は非

同調的である。これらの観察結果は、シオグサ目とミドリゲ目を統

合して単一の目として扱うとする、最近の見解を支持するものであ
る。

　ハネモの分裂核は次のような微細構造的特徴を示した。　（1）核

分裂は閉鎖型核分裂様式であり、極に開放部は形成されない。　（2）

分裂核の極には中心小体は認められない。　（3）染色体に明瞭な動

原体は見られない。　（4）分裂後期の染色体の分離は同調的である。

（5）分裂核内に核小体が一部残存する。　これら分裂核の微細構造

的特徴は、イワヅタ目およびカサノリ目の分裂核のそれと類似する

ものである。

　　　　　　　　　　　V　　　言射辞

　　　　　　　　　　　《　　，

　本研究を行うにあたり、有益な御助言をいただいた和田俊司博士

（共立女子大学教授）に深く感謝します。　また、研究に協力いただ
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V皿 図表説明
Fig．1　マガタマモの栄養藻体。

Fig．2　ハネモの栄養藻体（配偶体）。

Fig．3　マガタマモの中間期の核の光学顕微鏡像。核小体が一・－t・一つみ

　　　　られる。　X2，160。

Fig．4　マガタマモの中間期の核の電子顕微鏡像。申心小体（c）

　　　　が核の近傍に位置する。核小体（r11）。　x15，600。

Fig．5　マガタマモの申間期の核の電子顕微鏡像。中心小体が二っ

　　　　みられる（矢印）。x57，200。

Fig．6　マガタマモの分裂前期の核の光学顕微鏡像。×2，160。

Fig，7　マガタマモの分裂前中期の核の電子顕微鏡像。極に微小管

　　　　が集束する。中心小体（c）、核小体（nユ）。　x16，400。

Fig．8　マガタマモの分裂中期の核の光学顕微鏡像。　x　2，160。

Fig．9　マガタマモの分裂中期の核の電子顕微鏡像。両極に中心小

　　　　体（c）が一・一一組ずっ位置する。極の核膜は閉じている。

　　　　x20，800。

Fig．10　マガタマモの分裂中期の核の電子顕微鏡像。動原体（k）

　　　　が明瞭にみられる。×31，900。

Fig．ユ1　マガタマモの分裂後期の核の光学顕微鏡像。　X2，160。

Fig．12　マガタマモの分裂後期の核の電子顕微鏡像。極付近の核膜

　　　　は閉じている。中心小体（c）。　x16，100。

Fig．13　マガタマモの分裂後期の核の光学顕微鏡像。　x2，16B。

Fig．14　マガタマモの分裂後期の核の電子顕微鏡像。両極に中心小

　　　　体（c）が位置する。核小体（nユ）。　×13，200。

Fig．15　マガタマモの分裂終期の核の光学顕微鏡像。　x　2，160。

Fig．16　マガタマモの分裂終期の核の電子顕微鏡像。　x　10，600。

Fig，17　マガタマモの分裂終期の核の光学顕微鏡像。両娘核は捻れ

　　　　るように観察される。×2，160。

Fig．18　マガタマモの分裂終期の核の電子顕微鏡像。終期中間紡錘

　　　　体が著しく伸長する。　x8．100。

Fig．19　マガタマモの核分裂の模式図。
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Fig．20　ハネモの核の光学顕微鏡像。　a中間期の核、　b分裂前期の

　　　　核、　c分裂中期の核、　d分裂後期～終期の核。　x1，500。

Fig．21　ハネモの中間期の核の電子顕微鏡像。核の周囲に中心小体

　　　　は認められない。核小体（nl）。　x12，500。

Fig．22　ハネモの分裂前期の核の電子顕微鏡像。　×21，800。

Fig．23　ハネモの分裂前中期の核の電子顕微鏡像。核の両極は突出

　　　　する。x17，800。

Fig．24　ハネモの分裂前中期の核の中央付近の電子顕微鏡像。染色

　　　　体上に動原体は認められない。　×31，200。

Fig．25　ハネモの分裂前中期の核の極付近の電子顕微鏡像。微小管

　　　　は極に集束する。極の核膜に開放部はみられない。

　　　　x62，5000

Fig．26　ハネモの分裂中期の核の電子顕微鏡像。核小体（n！）が

　　　　残存する。x20，500。

Fig，27　ハネモの分裂中期の核の電子顕微鏡像。極付近の核膜に開

　　　　放部は認められない。極に中心小体はみられない。

　　　　X36，400。

Flg．28　ハネモの分裂終期の核の電子顕微鏡像。核は亜鈴形をして

　　　　いる。　X22，100。
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