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　　　　　　　　緒　　　　　言

　われわれは檀物性プランクトン，緑藻類，ラン藻類の

増殖因子等について検討している過程において，好温性

ラン藻の一種イデュアイミドリ　（Mα3晦061α∂ω1α〃一

〃05螂一MS）が，生菌のままで光還元活性を示し，また

exogenousなADPの存在下において光リン酸化的に

生成したATPを培地中に分泌蓄積するという極めて特

異的な性質を示すことを見出した．このような性質が他

の藻類について報告された例はなく，したがってこのよ

うな特性の発見は湖沼における植物プランクトン相互間

の生理生態系の考察に関して新たな問題を提起すること

になるかもしれない．以下にこのラン藻イデユアイミド

リーMSの光化学特性について報告し，とりわけその環

境科学的意義について考察を試みたい．なおこの研究の

一部は文部省特別研究「環境科学」R－12（課題番号

403071）の科学研究費によった．

　　　　　　　　案験材料と方法

　好温性ラン藻イデユアイミドリ（”刎玄｛goぐZα3狐

1肋加・舳一MS）は松江温泉の泉源近くより単離された．

表1は松江温泉水の成分表である．ホウ酸含量が高い

（50pPm以上）ことはこの泉水の特徴である．なおこ

の資料は島根県衛生公害研究所より提供されたものであ

る．泉源における泉温は75．7◎C，PH8．04，比重

1．0014，蒸発残溜物208pPm，含ホウ酸フッ素石コウ

ー食塩泉（低張緩和性高温泉）と表示されている．

Tab1e1Ana1yt1ca1Data　of　Matsue　Hot　Sprmg
　Water＊

Ion　Contents（PPm）

　　Amons
C1・

S04・‘

HC03．

C03・i

HSi03－

Si03“

As02‘

B02－
F一

553．8

732，8

70，85

　0．210

　1．260

　0．000

　0．013

　3．135

　4．823

　　Cations

Kキ　　　　13．78
Na＋　　　　　　　507．3

Ca＋斗　　　　127．8

Mlg斗十　　　　　　3，917

Fe糾　　　　　　O．100

Acid　Contents（PPm）

H2Si03　　61．09

HB02　　　53．49

HAs02　　　0．217

略号DPIP，2，6一ジクロロフェノールインドフェノール
　　DCMlU，〔3（3’4’一ジクロロフェニル）〕一1，1一ジメチル尿素

　　PMS，5一メチルフェナジニウム，メチル硫酸塩
　　NBT，ニトロブルーテトラゾリウム

＊　MSは松江温泉より単離された一菌株であることを示す．

辮　生物化学研究室

＊Ana1yzed　by　the　Sanita．ry　Institute　of　Shimane

　Prefec血re　on　the17th　of　Dec．in1971．

　採取されたラン藻はこの松江温泉水を基本培地とし，

泉水14あたりにKN031g，K2HP040．02g，MgS04
・7H200，025g，FeS040．O05gを添加し，KH2p04

でPH8．Oに調整した培養液中に藻体を懸濁し，培養

温度47士2◎C，ルミグリーン（三菱螢光燈FL－20SPG）

2000ルクスの運続的光照射，毎分1．5／の通気条件下に
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
おくことによって容易に増殖させることができる．この

さい培地中に雑菌の混入は全く認められない．これは培

養が高温下であること，本質的にautOtrophicであり

培地中に栄養源となる有機物質を含まぬこと，および非
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
生理的な高濃度のホウ酸の存在下で進められるためと考

えられる．一方人工培地として例えぱGer1off－F1tzge－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
ra1d－Sk00g培地あるいはFitzgera1d改変培地に少量

のホウ酸を加えたものを用いて，本ラン藻を培養するこ

ともできるが，増殖程度は温泉水培地の場合より低くな
　　　　　4）
る傾向がある．

　ラン藻の同定は顕微鏡による形態学的な観察および色

素分析の結果に基づいて行なわれた．このラン藻は幅1

～2μm，長さ数μmの細胞がフィラメント状に連なっ

ており，ところどころに分枝構造が見られることがあ
　5）
る．用いた実験条件下ではヘテロシストに相当するもの

は観察されなかった．色素分析の結果，主要な脂溶性色

素としてはクロロフィルa（クロロフィルbは含まれな

い），β一カロヂンが含まれ，水溶性色素タンパク質とし

てフィコシアニンが含まれている．このラン藻のフィコ

シアニンは，生菌懸濁液を激しく援伴することによって
　　　　　　　　　　6）
溶出してくる性質がある．

　ラン藻の活性測定にさいしては，まず培養液をナイロ’

ン布で濾過して，布上に集菌したラン藻藻体を蒸溜水に

て水洗しつつ，やわらかい絵筆でほぐしてから，一旦遠

心操作により洗浄集菌し，これを反応液に加えて懸濁液

とした．上記のように本ラン藻は生菌のままで光還元活

性，光リン酸化活性を測定することができる．光還元活

性の測定はいずれも40．C，20，000ルクスで行なった．
　　　　　　　　　　　　　1）
　光化学系I（PS－I）活性測定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7）
　PS－I活性はEpe1and　Neumamらの方法に準じ生

菌懸濁液を用いて測定した．反応液の組成は以下の通り

である．リノ酸緩衝液（PH80）　380／lmo1　アスコ

ルビン酸ナトリウム50μmo1，DPIP2．5μmo1，メチ

ルヒオローゲノ1μmo1DCMU30nmo1，NaN310

／mo1，およぴ約40μ9のクロロフィルに相当する生

菌懸濁液1．2m1，全量10m1．これを暗所で10分間プ

レインキュベーションし，さらに1分問暗所で空気を吹

込んだ反応混合液に光照射を行ない，反応液中の溶存酸

素の減少をYSI溶存酸素計により追跡定量した．
　　　　　　　　　　　　　　1）
　光化学系■　（PS－II）活性測定

　PS－II活性の測定はKatoh　and　San　Pietroらの方法
　　　8）
に準じた．反応液の組成は次の通りである．リン酸緩衝

液（PH7．0）200μmo1，DPIP　O．5μmo1および上記

のラン藻懸濁液O．5m1，全量5．O　m1．この反応混合

液を暗所にて10分間プレインキュベーション後一定時間

光照射した．光照射後，遠心操作にて菌体を除去し，そ

の上澄液についてDPIPの光還元に基づく610nmの

吸光度の滅少を定量した．このさいアルミフォイルで完

全に遮光した同じ反応混合液を同時に併行させ比較標準

試料とした．

　　　　　　　　　9）
　光リン酸化活性測定

　光リン酸化反応の基本反応システムは以下の通りであ

る．　トリス緩衝液　（PH8．O）150μmo1，MgC1230

μmo1　KH2P0430μ皿o1，ADP6μmo1，　PMS40

nmo1および約10μgのクロロフィルに相当する生菌

懸濁液を加えて全量3．0㎜1．上記渥合液を暗所，45◎C

にて10分間プレインキュベーションした後，同温下で10

分間65，O00ルクスの光照射を行なった．反応後遠心分離

機にて菌体を沈澱除去し，その上澄液について生成した

ATPを2種類の方法により定量した．
　　　　　　　　　　　　10）
（その1）：Asadaらの方法に準じ基本反応液に1μCi

の32piを加えて反応後，生成したATPを未反応リ

ン酸と分離抽出し，ATP申にとりこまれた32pの放

射活性をヂェレンコフ発光法によりA1oka液体ソンチ

レーションカウンターLSC－602を用いて計測した．こ

のさいプランクとして，ADPを含まぬものおよび／ま

たは光照射のみ行なわないものを併行させた。

G1

吋　　　　　ムTP

　　　　　ADP
　　G1　　　　・6－P

一払；lx；二：：1：lxllxllデ

　　G1ucon◎・6・1act◎ne－6－P

F1g　1Pr1nc1p1e　of　ATP　Deter㎜mat1on　w1th
　HK　and　G＿6－PDH

（その2）：この方法は図1に示すように酵素法に基づ

くものである．すなわち生成したATPは，ヘキソキ

ナーゼおよびグルコースー6一リン酸脱水素酵素の存在

下でNADPHに転換され，　このNADPHはPlMS，

溶存酸素の存在下で自発的に02一に導かれる．02■は

直ちにNBTを還元し，ここで生じた還元型NBTす

なわちブルーフォルマザンの量をトリトンX－100の存

在下，560nmの吸光度測定によって求めた．この方法

では放射性32Pを用いる煩雑さを避けることができる

だけでなく，NADPHによる定量法より感度が約2倍

も高く，かつ迅速なATP定量に適している．ただし実

験においては既知のATP標準試料を同時に併行し，必

要に応じて補正を行なった．反応システムは表2の通り
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Tab1e2Assay　System　of　ATP　Determ1nat1on
　wlth　Hexokmase　and　G－6－PDH

Tris－HC1buffer（pH7．5）

MgC12

NADP
PMS
NBT
G1ucose

Triton　X＿100

hexok1nase

G＿6＿PDH
Sa皿p1e

108μmo1

　20μmo1
　1μmo1
02μmo1

01μmo1

150μmo1
0．15％

1．80U／m1

462mU／m1

Tota1　3．O　m1

である．反応時問は室温で10分間である．なお（その

1），（その2）の方法は何れも完全に比例関係にある．

　クロロフィルの定量ではまず生菌をテフロンホモソナ

イザーで摩砕後，80％アセトノで処理し，Mack1mey
　　11）
の方法により吸光度測定を行なって求めた．

実験結果と考察

環境物質の還元が行なわれうることを示唆するものであ

ろう．このような性質は現在までに報告された例がな

く，ちなみに生物化学研究室にて保存していたラン

藻PZθ吻〃〃〃sp．およびん〃6ツ3眺sp．さらに緑藻

C”0ブ”αについて調べた結果，生菌状態ではPS－I，

PS－II活性は何れも検出されなかった．

　したがってこの好温性ラン藻イデュァイミドリーMS

は，極めて特殊な細胞壁，細胞膜構造を有しているもの

と考えられる．このことはこのラン藻が，現代生化学の

中心課題の一つとなっている「膜透遇」の研究のための

一つの恰好な実験材料となりうることを示唆する．しか

しいずれにしても，このような膜機能をもった藻類，植

物プランクトン類は他にも存在する可能性は十分考えら

れ，それらが環境物質の光生化学的酸化還元に直接関与

するということもありうるからには，今後このような観

点からの調査研究も必要であろう．

Tab1e4Photophosphory1at1on　Act1▽1ty　of　the
　Intact　B1ue－Green　A1ga1Ce11s

　　　　　　　Specific
System　　　　　　　Acti▽ity＊

Re1atiYe
Act1vlty

表3にイデュァイミドリーMS生菌の光化学活性を示1
）

す．

Comp1ete　　　37．6

－ADP　　　　　　O

＿PlMS　　　　　　　13．2

－L1ght　　　　O

100

　0

35

　0

Tab1e3．Photosystem　Activity　of　the
　Thermoph111c　B1ue－Green　A1gae
　m　Intact　Ce11s

μmol　ATP　formed／mgChl．Per　hr

React1on　　　　　　　　　　　Spec1f1c
　　　　　　　　　　　　　Act1v1ty＊

PS－I
PS－II

　　”（十DCMU3μM）

NADPキReduction（H20→NADP＋）

446

332

　0

　0

＊e1ectron，μequiva1ent／mgChl．Per　hr

　表よりこのラン藻生菌が，高等植物の葉緑体標品と同

じ程度の光還元活性を有していることがわかる．PS－II

活性が3μMのDCMUの共存下で完全に押えられる

こともホウレン草の葉縁体標品の場合と全く同じであ

る。なお表に記したように常法により測定した結果，生

菌でのNADP＋還元活性は全く兄出されなかった。

　このようにラン藻が生菌状態でeXOgenOuSに与えら

れた電子受容体一このさいにはメチルビオローゲンおよ

びDPIP一を光生化学的に還元することができるという

事実は，当然，白然環境下においてもこのような形での

　表4はイデュアイミドリーMS生菌の光リン酸化活性

の測定結果である．

　表よりexogenousなADPの存在しない時および光

照射のない時には，全くATP生成は認められないこと

がわかる．光化学系Iにおける循環的電子運搬体pMS

を除去するとATP生成は約3分の1に低下する．この

ことはこのATP生成が主として循環的光リン酸化反応

に依存するものであることを示すものである．

　表5の結果はこのことを確認したものである．

Tab1e5．Effect　of　DCMU　on　ATP　Accumu1at1on

ATP
Accumu1at1on　　　　　PS－II）b

S．Aa）（％）

Contro1　　　32．6　　　100　　　　　　　　　　332

十DCMU　　　　　　26．5（10μM）
81．3　　　　　　　0

a）μmo1ATP　for甲ed／mgCh1．per　hr
b）e1ectron，μequlva1ent／mgCh1per　hr



落合。沢・加藤。金山：好温性ラン藻イデユアイミドリの特性 一79一

　反応系に10μMのDCMU　を添加した場合には，

ラン藻のPS－II活性は完全に消失するが，ATP生

成能は80％近く保存されている．すなわち少なくとも

PMS・存在下ではPS－Iを中心とした循環的光リン酸化

反応が主反応である．ところでラン藻細胞における光電

子伝達系の詳細は，正確にはなお不明な点も多いが，現

在のところ，高等稿物のものに類似していると考えられ

ている．さらにラン藻細胞内のヂラコイドにおいては光

電子伝達系と呼吸電子伝達系とが交錯しているとも言わ
　　　12）
れている．このような機構がこのイデュァイミドリーMS

細胞においても存在しているとすれぱ，DCMUの存在

下でPS－Iに供給される電子の供与体として多種類の細

胞内還元性物質一例えば呼吸系より生成されるNADH

など一を考えることができよう．

Tab1e6．Effects　of　Various　Buffer　Reagents
　on　ATP　Accumu1at1on

Buffer Specific　　　Re1at1ve
Act1v1ty＊　　Va1ues

None（med1um）
Tris＿HC1，

Tricine＿NaOH
Tr1s・ma1ate＿NaOH

K．Phosphate

Borate

53，5

78．6

103．0

141，5

72．6

161．4

1．O0

1，47

1，93

2，64

1，36

3．02

＊μmo1ATP　formed／mgChI　per　hr　Each　buffers　were
used　at50mM（PH7．5）．The　reaction　mixture　was

　preincubated　forユO　min　in　the　dark　before1O－min
illumination．

（他⑪
誤

）

＞
←

＞

←

暑

掌5◎亘
1
妻

d匡

　　◎
　　　2◎　　　　　3◎　　　　　4◎　　　　　5⑪　　　　　6◎

　　　　　　　　TEMPERATuRE（0C）
F1g2ATP　Accumu1atlon　by　the　Intact　Ce11s
　at　Various　Temperature．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9）
　図2は反応温度との関係を調べたものである．生菌の

培養温度は47◎CであるがATP生成もやはり45℃附近

が最適であることを示している．この高温側でのATP

収量の低下傾向はこのラン藻のPS－Iの耐熱性プロフ

ィルよりもむしろPS－IIのそれと相似している．しか

しこの実験結果を，表4，表5の結果と共に考察する

と，循環的光リン酸化系のうちATPアーゼ系機能の

耐熱性プロフィルがPS－IIのそれに近いことを示唆し

ているものであろう．

　表6はATP生成に対する各種緩衝液の効果を調べた
　　　　13）
ものである．

　いずれの場合も緩衝液濃度は50mM，PH7．5，プレ

インキュベーション時間10分，そして光照射時間10分で

の測定結果である．全く緩衝液を含まない培地のみでの

生成率を1として他の緩衝液効果を比較表示している。

有機性，無機性を問わず緩衝作用物質の共存によって，

ATP蓄積能が上昇することは興味深い。とりわけホウ

酸緩衝液の存在によってATP分泌能が異常に高まる事

実は注目に値する．これらの結果は緩衝作用物質によっ

て，イデュァイミドリーMSの膜透遇系が影響をうけた
　　　　　　　2）
ためと考察される．この点に関しては目下検討中であ

る．いずれにしても細胞外のいわゆる環境物質によっ

て，このようにATP生成機構，そして分泌機構が大き

く影響されるということは，その菌体自身の生育・増殖

に対してのみならず，共存する他種の藻類，檀物プラン

クトン類の生理生態にも大きな影響を与えることになり

うると考察される．

　以上のように今回われわれは，好温性ラン藻イデュァ

イミドリーMSについて，このものが生菌の状態で環境

物質を光生化学的に還元しうること，またeXOgenOuS

なADPの存在下で光リン酸化的にATPを生成し，

これを細胞外に分泌蓄積する性質のあることを認めた。

この種の性質は前例のない特殊なものであるとはいいな

がらも，決してイデュァィミドリーMSにのみ限られた

ものではないであろうし，また分泌しうる物質も決して

ATPのみに限られたものではないであろう。いずれに

しても環境物質のこのような形での酸化還元反応，リン

酸化反応等がおこるということは，自然環境条件下、と

りわけいろいろな種類の藻類，プランクトン類の共存状

態での生態系の推移，異常増殖の動的因子などを考えて

いく上で，見逃すことのできない問題点として認識して

おかねばならないであろうし，このような観点からの今

後の幅広い調査研究が待たれるゆえんである．

要　　　　　約
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　松江温泉源より採取された好温性ラン藻イデユアイミ

ドリーMSは生菌の状態で，光化学系I，光化学系工1の

活性を示す．すなわち細胞外の電子受容体を光生化学的

に還元する性質を有する．またこのラン藻はeXOgenOuS

に与えられたADPを光リン酸化的にATPとして細
胞外に分泌する性質を有している．しかもこの性質は培

地中に存在する緩衝作用物質の種類によって，大きく影

饗されるということが認められた．これらの現象はラン

藻肋6肋6舳sp．，ルα6ツ∫眺sp．および緑藻0〃o－

rθ”αでは観察されなかったけれども，さらに他種の藻

類，植物ブランクトン類の中には，　イデユアイミドリー

MSと同様な性質を持つものもあることが予想され，し

たがって白然条件下でも積極的な環境物質の光生化学的

酸化還元反応，リン酸化反応などが起されていることも

考慮しなければならないであろう．すなわちイデユアイ

ミドリーMSで見出された特性は環境動態の諸因子の一

っとして認識されなければならないと思われる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S㎜㎜蹴y

　A　stra1n　of　thermoph111c　b1ue－9reen　a1gae1so1ated　from　Matsue　hot　spmgs，肋3加一

g06Zα∂〃3Zα：肋閉o醐5－N征S，　exh1b1ted　both　photosystem．I　and　photosystem　II　act1y1t1es　1n

1ts　mtact　state・E1ectron　acceptors　such　as　methy1v1o1ogen　or2，6－d1ch1oropheno1

1nd．opheno1were　photo－b1oche皿1cauy　red．uced　by　the　mtact　a1ga1ce11s　Moreover，

these　a1ga1ceus　accumu1ate　photosynthet1c　ATP　m　the　cαhure血ed1um1n　the　presence

of　exogenous　ADP　p1us　orthophosphate，un1que　c1rcu皿stances　as　compared　to　the

genera1exper1ence　w1th　b1ue＿green　a1gae　such　as〃κ彦o肌榊αsp　and．Aηκツ3れ3sp　or

green　a1gae　as　C〃oブθ〃αsp　Such　an　ATP　synthes1s　was　remarkab1y　a妊ected．by　some

buffer　reagents

　These　resu1ts　suggest　that　photo－b1ochem1ca1red．uct1on　or　phosphory1at1on　of　surro－

undmg　substances　by　mtact　orgamsms　shou1d　be　noted　as　a　poss1b1e　factor　of
en∀1rOnn11enta1　dynarmCS


