
生生生生分分分分解解解解性性性性フフフフィィィィルルルルムムムム原原原原料料料料藻藻藻藻 PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....へへへへのののの

高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性誘誘誘誘導導導導のののの試試試試みみみみ

高知工科大学大学院

環境システムコース

1045004 田中宣秀



1

生生生生分分分分解解解解性性性性フフフフィィィィルルルルムムムム原原原原料料料料藻藻藻藻 PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....へへへへのののの高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性誘誘誘誘導導導導のののの試試試試みみみみ

高知工科大学大学院

環境システムコース

1045004 田中 宣秀

【【【【 要要要要旨旨旨旨 】】】】

プラスチック製品は軽量で強固、耐久性・透明性があり、水・ガス・電気を

通さないなどの特性のためオールマイティーの如く使用されてきた。しかしそ

の特性が近年深刻な問題を引き起こしている。産業廃棄物として排出されたプ

ラスチックのゴミ公害、不完全な焼却処分によるダイオキシンの発生そして可

塑剤などの化学物質による環境ホルモン問題などがあげられる。またプラスチ

ックは化石資源である石油から製造される。石油が枯渇の危機を迎えつつある

現代において代替素材の開発が急がれている。

このような時代背景のもと、従来のプラスチックが持つ特性を損なわず、自

然界での物質循環に取り込まれ、微生物による分解を受けるよう設計された生

分解性プラスチックの開発が行われてきた。その結果βオキシ酸系化合物やデ

ンプン、セルロースそしてキトサンなどの生物由来高分子による生分解性プラ

スチックが試作され、その一部はすでに製品化されている。しかしながら近未

来に起こりうるであろう世界的な人口爆発やそれに伴う食料危機を考慮すると

デンプンのような食料は食料として利用すべきであろう。

そこで新規の生分解性プラスチック原料として着目した微細藻類は太陽光を

エネルギー源として光合成により少量の無機栄養塩、CO2そして水のみで生育

する。また微細藻類には細胞外被に寒天状の多糖を分泌する種が多く見られる。

そこでこれらの微細藻類を基材とした生分解性プラスチックの開発に着手した。

その結果海産ハプト藻の Phaeocystis sp.と廃パルプを混合して乾燥後、加熱

加圧することでフィルム様シートとすることに成功しつつある。

フィルム様シート原料藻の Phaeocystis sp.を効率的に大量培養するために

は天日開放培養が効果的である。この場合他の微生物が混入しても生育できな

いような環境下で生育可能な変異株を作り出す必要がある。Phaeocystis sp.は

海産の単細胞藻であるのでこれに更に高い塩耐性を導入することで他の微生物

を排除した天日開放培養が可能となると考えた。高塩耐性の誘導法にはコリン

酸化酵素遺伝子や bbc1 遺伝子などの遺伝子導入が挙げられる。しかしこれら

の遺伝子を導入した変異株が既存の生態系に及ぼす影響を考慮して変異を誘導

した高塩耐性株の取得を検討した。高塩濃度海水での馴化、紫外線照射そして
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変異原物質の Ethyl methanesulfonate（EMS；メタンスルホン酸エチル）、

Methyl methanesulfonate（MMS；メタンスルホン酸メチル）そして N-

Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine（MNNG；ニトロソグアニジン）を使用

した高塩耐性誘導の結果 1.5倍海水までの生育が確認できた。
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【【【【 緒緒緒緒言言言言 】】】】
プラスチックは「高分子物質を主原料として人工的に有用な形状に成型され

た固体である。ただし、繊維、ゴム、塗料、接着剤などは除外される。」と JIS

K 6900で 定義されている。

プラスチックの歴史は 1935年塩化ビニルの発見に端を発する。その後ポリ

エチレン、ポリエチレンテレフタレート、ポリスチレン、ポリカーボネート、

アクリル樹脂そしてメラミン樹脂など多くのプラスチック材料が開発されて従

来の天然素材に置き換わり日常生活を便利なものにした。プラスチックはいま

や日常生活に欠かすことのできない材料の 1 つとなった。天然材料は風化や

微生物による分解を受け易い。しかしプラスチック製品は天然材料とは異なり

化学的に極めて安定な化合物と言える。その優れた安定性のため劣化はするも

のの自然界で微生物に分解されにくく物質循環されない。

国内で排出される一般廃棄物の約 15%がプラスチックであり、産業廃棄物

として排出されるプラスチックと合わせると実に年間 900 万 t にのぼる。廃

棄プラスチックのうち約 10%は再利用されるが残りの約 90%は埋め立てや焼

却されている。しかし埋め立て跡地は地盤が安定せず再開発が困難であり、プ

ラスチックを焼却する際に生じる高温による焼却炉の損傷、不完全な燃焼によ

るダイオキシンの発生、また燃焼時に発生する CO2による地球温暖化の促進

などの問題が発生している。石油化学産業の発展に伴い高品質のプラスチック

が全世界で年間約 1.5 億 t 生産され、国内で生産されるプラスチック材料は

1,000 万 t を超える。全世界で生産される年間約 1.5 億 t のプラスチックを全

量焼却するとポリエチレン換算で約 4.7億 tの CO2が発生する。しかし焼却す

る際に石油由来の燃料を使用するため実際は 10-15 億 t の CO2が発生するこ

ととなる。それだけではない、製造過程で添加される可塑剤などの化学物質に

よる生物のホルモン代謝異常、いわゆる環境ホルモンも問題視されている。

このような問題を解決するため従来のプラスチックが持つ特性を損なわず、

自然界での物質循環に取り込まれ、微生物による分解を受けるように設計され

た生分解性プラスチックの開発が行われてきた。現在試作されている生分解性

プラスチックの多くはβオキシ酸系化合物やデンプン、セルロース、キトサン、

プルランそしてカードランなどの各種多糖類が原料であり、一部が製品化され

ている。しかし生物から高純度のプラスチック原料を調製せねばならずエネル

ギーコストが高い製品となってしまう。またジャガイモ、トウモロコシ、デン

プンなどは近未来に起こりうる人口爆発や食料危機を考慮して食料・家畜飼料

として使用すべきである。

新規の生分解性プラスチック原材料を(1)食料として利用されていない、(2)
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安価である、(3)大量に生産できる、という条件で検討した。その結果光合成

微生物である微細藻類に着目した。

微細藻類は太陽光をエネルギー源として光合成により少量の無機塩、CO2、

水のみで増殖する。微細藻類には細胞表面に寒天状の多糖を分泌する種が数多

く見られる。この細胞周辺に外被として多糖を分泌する微細藻類を利用して藻

体を含んだまま生分解性プラスチック様の基材の開発に着手した。その結果、

沖縄沿岸部で採取された海産ハプト藻 Phaeocystis sp.と廃パルプを混合して

乾燥、加熱加圧することでフィルム様シートの作製に成功しつつある。

FFFFiiiigggguuuurrrreeee 1111 PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの顕顕顕顕微微微微鏡鏡鏡鏡写写写写真真真真

（（（（××××666600000000、、、、外外外外被被被被多多多多糖糖糖糖（（（（矢矢矢矢印印印印））））をををを見見見見ややややすすすすくくくくすすすするるるるたたたためめめめにににに墨墨墨墨汁汁汁汁をををを入入入入れれれれてててて撮撮撮撮影影影影ししししたたたた））））

そこで Phaeocystis sp.を大量に培養する手法を模索した。一般に微生物を

大量培養するための培養装置は密閉タンクと天日開放池に大別できる。

密閉タンクによる培養は酵母やバクテリアなどで行われている。一般にこれ

らは従属栄養生物である。殺菌したタンク内に生育に必要な有機物をいれて pH、

温度、必要とあれば通気をおこない至適条件を人工的に作りだして大量培養を

行う。

天日開放池による培養は微細藻類で行われている。一部を除き微細藻類は光

独立栄養である。先にも述べたが太陽光をエネルギー源として光合成により少

量の無機塩、CO2、水のみで増殖する。世界各地で行われている藻類の商業的

大量培養施設をみると大半が天日開放池である。天日開放池を用いる利点とし

て(1)設営が容易、(2)設営コストが低い、(3)拡張が容易、(4)太陽光が光源な

どが挙げられる。またこのような培養施設を建設するには（1）一年を通して

の日照時間が長い、（2）降雨日数が少ない、（3）広大な敷地を有する沿岸地

域が望ましい。これらの条件に適した地域はイスラエル、西オーストラリア、

バハ・カルフォルニアそしてハワイなどがあり、単細胞緑藻 Dunaliellaや藍藻

5μｍ 5μｍ
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Spirulinaなどの商業的培養施設が稼働している。

しかしながら天日開放池での培養では他の微生物による汚染、コンタミネー

ションが容易に発生するためその防止策を講じる必要がある。Dunaliella や

Spirulinaなどの有価藻類のみを効率的に増殖させるためには至適 pHの調整や

CO2ガスの吹き込みを行い常に優勢を保たせている。しかし完全にコンタミネ

ーションを防ぐことができないのが現状である。

そこで Phaeocystis sp.を他の生物が生育不可能な環境でも生育できるよう

に改良することで問題を解決することとした。そのような環境としては熱水、

強酸性、強アルカリ性、飽和食塩水、高濃度環境汚染物質そして超高圧などが

挙げられる。Phaeocystis sp.は海産性単細胞藻類であるため高濃度海水中での

順応性を誘導するのが最善と思われる。

また先に述べた天日開放池で商業培養を行っている地域は淡水の確保が難し

く多くの海水淡水化プラントが稼働している。これらの施設から排出される廃

濃厚海水は生態系に影響を及ぼさぬよう通常濃度の海水と混合されて海に戻さ

れている。この廃濃厚海水を利用すれば高濃度海水環境を作り出すのに要する

費用やエネルギーコストを節約することが可能となるであろう。

以上のことから生分解性プラスチック様フィルム原料藻 Phaeocystis sp.へ

の高塩耐性の誘導を試みた。
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【【【【 材材材材料料料料 】】】】
採採採採取取取取

ハプト藻 Phaeocystisはハプト植物綱プリムネシウム属に属する。今回研究

に用いた Phaeocystis sp.は沖縄県糸満市米須海岸でプランクトンネットを使

用して採取された。

培培培培養養養養

Phaeocystis sp.は 500ml バッフル付マイヤーフラスコに Provasoli’s ES-

enrichment Seawater medium（PES；Provasoli の栄養塩強化海水培地： 7

ページ参照）を 300ml加えて初期濃度 105cells/mlで接種しレシプロシェーカ

ー（TB-98, 高崎科学器械）にて回転数 120rpmで終日振盪培養した。培養条

件は特に記載がないかぎり次の通りである；光源に白色蛍光灯を使用、照度は

3,000lx、室温は 25℃、明期 16時間：暗期 8時間で人工的に昼夜を設定した。
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Provasoli’s ES-enrichment Seawater stock solution

（PESs；Provasoliの栄養塩強化海水）

NaNO3 350ｍｇ
β-グリセロリン酸ナトリウム 50ｍｇ
Vitamin B12 10μｇ
チアミン塩酸塩 500μｇ
ビオチン 5μｇ
トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン 500ｍｇ
Fe（as EDTA; 1:1 molar）* 25ｍｌ
P-Ⅱ metals** 25ｍｌ

純水 50ｍｌ

* Fe（as EDTA; 1:1 molar）

Fe(NH4)2(SO4)2･6H2O 70.2ｍｇ
Na2EDTA･2H2O 66 ｍｇ

純水 100 ｍｌ

** P-Ⅱ metals

H3BO3 114 ｍｇ
FeCl3･6H2O 4.9 ｍｇ
MnSO4･4H2O 16.9 ｍｇ
ZnCl2 1 ｍｇ
CoCl2･6H20 0.41ｍｇ
Na2EDTA･2H2O 100 ｍｇ

純水 100 ｍｌ

人工海水 980ｍｌに PESs20ｍｌを加えて 1N HClにて pH7.8に調整する
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【【【【 操操操操作作作作とととと結結結結果果果果 】】】】
細細細細胞胞胞胞濃濃濃濃度度度度のののの測測測測定定定定

細胞濃度を計測する手法としては血球計算盤でのカウント、Packed cell

volume （PCV；細胞容積測定）、Optical density（OD；濁度）などがある。

しかし今回のように検体数が膨大で検体あたりの絶対量が少量な場合、血球計

算盤によるカウントでは時間がかかり PCV はある程度の細胞濃度がなければ

測定できない。そこでマイクロプレートリーダーを用いて ODを測定した。

方法は次の通りである；対数期にある Phaeocystis sp.を細胞濃度が 105-

108cells/mlとなるように希釈調整する。各濃度の Phaeocystis sp.を 96wellマ

イクロプレートに 100μl/wellずつ分注する。30分間放置して Phaeocystis sp.

を完全に沈降させた後マイクロプレートリーダー（Benchmark Microplate

Reader, Bio-Rad）で吸光度を測定した（Flow diagram 1）。

FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 1111 ママママイイイイククククロロロロププププレレレレーーーートトトトリリリリーーーーダダダダーーーーにににによよよよるるるる細細細細胞胞胞胞濃濃濃濃度度度度のののの測測測測定定定定

対数期にある Phaeocystis sp.

↓

細胞濃度が 105-108cells/mlとなるように希釈調整する

↓

96wellマイクロプレートに 100μl/wellずつ分注する

↓30分間放置する

マイクロプレートリーダーで吸光度を測定する

マイクロプレートリーダーの測定原理は単色光フィルターを用いた分光光度

計と同じである。使用した機器（Benchmark Microplate Reader, Bio-Rad）

では測定波長を校正するためリファレンス波長を同時に設定しなければならな

い。今回用いた単色光フィルターは 340nm、405nm、415nm、450nm、570nm

そして 655nm の 6種類である。測定波長とリファレンス波長の組み合わせは

6×5通りとなる。

すべての組み合わせで測定した結果、測定波長λM=450nm、リファレンス

波長λR=415nmのとき（1）式で表される関係が導かれた。

細細細細胞胞胞胞濃濃濃濃度度度度（（（（××××111100005555 cccceeeellll llllssss////mmmmllll））））====111166669999....1111××××（（（（AAAASSSS----AAAA0000）））） （（（（1111））））

このとき、AS=Phaeocystis sp.の吸光度、A0=ブランクの吸光度である。
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以降の実験操作において特に記載がないかぎり細胞濃度は（1）式にて算出

した。

FFFFiiiigggguuuurrrreeee 2222 PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの細細細細胞胞胞胞濃濃濃濃度度度度とととと吸吸吸吸光光光光度度度度のののの相相相相関関関関性性性性
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高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性のののの誘誘誘誘導導導導

高塩耐性を誘導する手法としては遺伝子組み替え、例えばコリン酸化酵素遺

伝子や bbc1 遺伝子などの導入を挙げることができる。これらの遺伝子は

Phaeocystis sp.に存在するという報告はなされていない。仮にこれらの遺伝子

を導入しても発現する確率は非常に低い。また高塩耐性遺伝子を導入された

Phaeocystis sp.変異株が既存の生態系に及ぼす影響も無視できない。

そこで高塩濃度海水への馴化、紫外線照射、変異原物質などで突然変異をお

こし高塩耐性を誘導することとした。

1111.... 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水へへへへのののの馴馴馴馴化化化化にににによよよよるるるる高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性のののの誘誘誘誘導導導導

高塩濃度海水への馴化は PES に含まれる無機塩・ビタミン類および海水の

塩分量を通常の 1.5-3倍まで高めたものを使用した。

方法は次の通りである；対数期にある Phaeocystis sp.を遠心（8,000×g、3

分）、古い培地を取り除き新鮮な PES-3PESに再懸濁する。吸光度が 0.1とな

るよう希釈調整後、50ml マイヤーフラスコで振盪培養した。培養期間は 2 週

間で細胞濃度測定と細胞の状態観察を行った（Flow diagram 2）

結果を Figure 3a-fに示す。マイクロプレートの周縁部で測定結果に大きな

ばらつきが見られた。おそらく中心部よりも乾燥速度が早いため測定値にばら

つきが生じたものと推測される。そこでマイクロプレート周縁部の測定値を棄

却した残り 60サンプルで標準偏差を求めた。

1.5PES と 2PES で良好な結果が得られた。2.1PES は僅かだが増殖が見ら

れたが、2.2PES 以上の高塩濃度では増殖しなかった。同時に顕微鏡で細胞の

状態と長径を計測した（Table 1）。1.5PESで培養した Phaeocystis sp.の細胞

は張りがあり葉緑体も大きくはっきりとしている。しかし塩濃度が高まるにつ

れて葉緑体の退色・減退が観察された。2.3PES 以上では収縮した細胞が至る

所で観察され良好な細胞の割合が激減した。2.9PES 以上ではすべての細胞で

葉緑体の完全な退色・減退と細胞の収縮が観察された。
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FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 2222 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水へへへへのののの馴馴馴馴化化化化にににによよよよるるるる高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性のののの誘誘誘誘導導導導

対数期にある Phaeocystis sp.

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌───────┤

培地 藻体

↓PES-3PESを加える

吸光度が 0.1となるように再懸濁する

↓

50mlマイヤーフラスコで振盪培養する

TTTTaaaabbbblllleeee 1111 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの細細細細胞胞胞胞長長長長径径径径（（（（μμμμmmmm））））

1.5 PES
2 PES
2.1 PES
2.2 PES
2.3 PES
2.4 PES
2.5 PES
2.6 PES
2.7 PES
2.8 PES
2.9 PES
3 PES

5.8±0.57
4.7±0.58
4.1±0.45
4.0±0.42
3.9±0.41
3.6±0.36
3.3±0.21
3.2±0.18
3.1±0.16
3.1±0.23
3.1±0.17
3.2±0.13

（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
（n=100）
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 3333aaaa 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの

増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線とととと細細細細胞胞胞胞のののの様様様様子子子子（A）：1.5PES（B）：2PES

（×1,000、図中の矢印は葉緑体）

((((AAAA))))

5μｍ

((((BBBB))))

5μｍ
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 3333bbbb 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの

増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線とととと細細細細胞胞胞胞のののの様様様様子子子子（A）：2.1PES（B）：2.2PES

（×1,000、図中の矢印は葉緑体）

((((AAAA))))

5μｍ

((((BBBB))))

5μｍ
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 3333cccc 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの

増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線とととと細細細細胞胞胞胞のののの様様様様子子子子（A）：2.3PES（B）：2.4PES

（×1,000、図中の矢印は葉緑体）

((((BBBB))))

5μｍ

((((AAAA))))

5μｍ
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 3333dddd 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの

増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線とととと細細細細胞胞胞胞のののの様様様様子子子子（A）：2.5PES（B）：2.6PES

（×1,000、図中の矢印は葉緑体）

((((BBBB))))

5μｍ

((((AAAA))))

5μｍ
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 3333eeee 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの

増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線とととと細細細細胞胞胞胞のののの様様様様子子子子（A）：2.7PES（B）：2.8PES

（×1,000、図中の矢印は葉緑体）

((((BBBB))))

5μｍ

((((AAAA))))

5μｍ
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 3333ffff 高高高高塩塩塩塩濃濃濃濃度度度度海海海海水水水水でででで馴馴馴馴化化化化ししししたたたた PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの

増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線とととと細細細細胞胞胞胞のののの様様様様子子子子（A）：2.9PES（B）：3PES

（×1,000、図中の矢印は葉緑体）

((((BBBB))))

5μｍ

((((AAAA))))

5μｍ
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2222.... 紫紫紫紫外外外外線線線線照照照照射射射射にににによよよよるるるる高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

2222....1111 RRRReeeepppprrrrooooSSSSeeeetttt をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

紫外線照射による高塩耐性変異株の作出は高塩濃度海水への馴化と平行して

行った。

始めに 3PES での馴化期間と紫外線照射時間について検討した。方法は次

の通りである；対数期にある Phaeocystis sp.を遠心（8,000×g、3分）、古い

培地を取り除き新鮮な 3PESに再懸濁する。0.5-7日間の馴化培養後ガラスシ

ャーレに 2ml ずつ分注する。紫外線照射は ReproSet（λ=315-400nm,

amersham pharmacia biotech）にて 0.5-60 分間行った。照射後直ちに暗黒

下（12・ 24時間）に置く。暗期終了後 3PESを加えて 10mlとして二分する。

一方を 96well マイクロプレートに 100μl/well ずつ分注する。残りは遠心

（8,000×g、3 分）、3PES を取り除き新鮮な PES を等容加えて 100μl/well

ずつ分注して静置培養した。培養期間は 10 日間で最終日に細胞濃度を測定し

た（Flow diagram 3a）。

その結果馴化培養 2日目あたりから退色が確認され、4日目には完全に退色

して白色となった。よって 3PES での馴化期間は最長 2 日間とした。この時

点で 3 日目以降のサンプルは廃棄した。0.5-2 日間の馴化培養を終えた

Phaeocystis sp.は紫外線照射を 0.5-60 分間行った。3PES で培養したグルー

プはまったく増殖しなかった。しかし照射後 PES で培養したグループは 60

分間の照射にもかかわらず生存していた。3PESで培養したグループが死滅し

た原因は紫外線照射ではなく高塩濃度と推測した。

紫外線照射により損傷を受けた DNA は可視光により損傷部位を修復してし

まう。これを光修復と呼ぶ。この光修復を防ぐため照射後直ちに 12 時間ある

いは 24 時間の暗期とした。その結果 12 時間の増殖が良好であった。今後の

操作において暗期を 12時間とした。
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FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 3333aaaa RRRReeeepppprrrrooooSSSSeeeetttt をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

対数期にある Phaeocystis sp.

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌───────┤

培地 藻体

↓3PESを加える

馴化培養する 1)

↓

ガラスシャーレ（64mmφ）に 2mlずつ分注する

↓紫外線照射 λ=315-400nm 2)

直ちに暗黒下におく 3)

↓3PESを 8ml加える

5mlずつに分ける

├─────────────┐

↓ ↓遠心（8,000×g , 3分）

↓ ├───────┐

↓ 藻体 培地

↓ ↓PESを 10ml加える

96wellマイクロプレートに 96wellマイクロプレートに

100μl/wellずつ分注する 100μl/wellずつ分注する

↓ ↓

静置培養する 静置培養する

↓10日後 ↓10日後

マイクロプレートリーダー マイクロプレートリーダー

で細胞濃度を測定する で細胞濃度を測定する

1)馴化培養の期間は 0.5-7日間である。

2)光源からシャーレまでの距離は約 15cm、照射時間は 0.5-60分間である。

3) 12時間と 24時間で行った。
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2222....2222 NNNNTTTTFFFFMMMM----22220000 をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

60 分間の紫外線照射にもかかわらず生存していたのでより短波長の紫外線

光源（High Performance Ultraviolet Transilluminator NTFM-20, UVP；λ

=302nm）を用いた。また培地により十分な紫外線が藻体まで到達していない

と考え Phaeocystis sp.をメンブレンフィルターに載せてから紫外線照射を行

った。

方法は次の通りである；対数期にある Phaeocystis sp.5ml をメンブレンフ

ィルターに緩く吸引しながら載せる。直ちに 1.5%寒天平板培地（以下 PES Agar

と略す）にフィルターごと載せて NTFM-20にて 10-600秒間紫外線を照射し

た。照射後直ちに暗黒下に置く。暗期終了後フィルター上の Phaeocystis sp.

をかきとり PES30ml に再懸濁して振盪を行った。培養期間は 20 日間で最終

日に成長の有無を培養物の色調で確認した。（Flow diagram 3b）

その結果 10-600 秒間の紫外線照射を行ったところすべてにおいて PES で

の生育が確認できた。とりわけ 600秒＞300秒＞180秒の順で生育が良好であ

った。これら生育の良好であった 3株をそれぞれ UM180株、UM300株、UM600

株とした。

UM180 株、UM300 株、UM600 株をそれぞれ PES、1.5PES、2PESで静置

培養して増殖速度を測定した。

方法は次の通りである；UM180株、UM300株、UM600株を遠心（8,000×

g、3 分）、古い培地を取り除き新鮮な PES-2PES10ml に再懸濁する。96well

マイクロプレートに 100μl/wellずつ分注して静置培養を行った。培養期間は

8日間で細胞濃度を測定した（Flow diagram 3c）。

その結果 302nm で紫外線照射したサンプルのなかでとりわけ UM180 株、

UM300株、UM600株は生長がよかったことから突然変異が起こったのではな

いかと推測したが 2PESでは生育不可能であった（Figure 4a-c）。

この段階で Phaeocystis sp.が高塩濃度海水で馴化しなくても 1.5PES で十

分生育することが判明した。よってこれ以降の検討はすべて 1.5PESで培養し

た株で行った。
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FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 3333bbbb NNNNTTTTFFFFMMMM----22220000 をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出----1111

対数期にある Phaeocystis sp.5ml

↓メンブレンフィルター 1)で緩く吸引濾過

┌────────┤

培地 藻体

↓

PES Agarにフィルターごと載せる

↓紫外線照射 λ=302nm 2)

直ちに暗黒下におく

↓

フィルター上の Phaeocystis sp.をかきとる

↓50mlマイヤーフラスコに PESを 30ml加える

かきとった Phaeocystis sp.を懸濁する

↓

振盪培養する

↓20日後

色調による生長の確認

1) ADVANTEC MIXED CELLULOSE ESTER MEMBRANE FILTER(Poresize:1.0 μ m,

Diamater:47mm)

2) 光源からシャーレまでの距離は約 1cm、照射時間は 10-600秒間である。

FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 3333cccc NNNNTTTTFFFFMMMM----22220000 をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出----2222

UM180, UM300, UM600 10ml

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌────────┤

培地 藻体

↓PES-2PESを 10ml加える

マイクロプレートに 100μl/wellずつ分注する

↓

静置培養する

↓

マイクロプレートリーダーで細胞濃度を測定する
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 4444 紫紫紫紫外外外外線線線線照照照照射射射射にににによよよよりりりり得得得得たたたた UUUUMMMM111188880000 株株株株（（（（AAAA））））、、、、UUUUMMMM333300000000 株株株株（（（（BBBB））））、、、、

UUUUMMMM666600000000 株株株株（（（（CCCC））））をををを PPPPEEEESSSS（（（（●●●●））））、、、、1111....5555PPPPEEEESSSS（（（（▲▲▲▲））））、、、、2222PPPPEEEESSSS（（（（■■■■））））

でででで培培培培養養養養ししししたたたたととととききききのののの増増増増殖殖殖殖曲曲曲曲線線線線
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2222....3333 GGGGLLLL----11115555 をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

更に短波長の紫外線光源として殺菌灯（GL-15, NEC；λ=240-260nm）を

用いて 1-90分間照射した。

方法は次の通りである；1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis sp.5ml

をメンブレンフィルターに緩く吸引しながら載せる。直ちに 1.5PES Agar に

フィルターごと載せて GL-15 にて 1-90 分間紫外線を照射した。照射終了後

直ちに Phaeocystis sp.が PES Agar と接するようにフィルターを裏返し暗黒

下（12時間）に置く。暗期終了後静置培養した（Flow diagram 3d）。

その結果 1分間の紫外線照射ではコントロールと大差なく生長した。3分間

を越えると生存率は激減した。生存率は 3分で約 20%、10分で 10%以下とな

った。30 分以上の照射ではすべて死滅した。これらのことより殺菌灯を用い

た紫外線照射は 3分とした。

方法は次の通りである；1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis sp.5ml

をメンブレンフィルターに緩く吸引しながら載せる。直ちに 3PES Agar にフ

ィルターごと載せて GL-15 にて 3 分間紫外線を照射した。照射終了後直ちに

Phaeocystis sp.が 3PES Agarと接するようにフィルターを裏返し暗黒下に置

く。暗期終了後静置培養した（Flow diagram 3e）。

約 200 プレートを用いて高塩耐性株のセレクションを行った。しかし高塩

耐性変異株は得られなかった。
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FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 3333dddd GGGGLLLL----11115555 をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出----1111

1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis sp.5ml

↓メンブレンフィルター 1)で緩く吸引濾過

┌────────┤

培地 藻体

↓

1.5PES Agarにフィルターごと載せる

↓紫外線照射 λ=240-260nm 2)

藻体が 1.5PES Agarと接するようフィルターを裏返す 3)

↓

直ちに暗黒下におく

↓

静置培養

1) ADVANTEC MIXED CELLULOSE ESTER MEMBRANE FILTER（Poresize:1.0μm, Diamater:47mm）

2)光源からシャーレまでの距離は約 50cm、照射時間は 1-90分間である。

3)藻体を乾燥から防ぐために行った。

FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 3333eeee GGGGLLLL----11115555 をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出----2222

1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis sp.5ml

↓メンブレンフィルターで緩く吸引濾過

┌────────┤

培地 藻体

↓

3PES Agarにフィルター 1)を載せる

↓紫外線照射 λ=240-260nm 2)

藻体が 3PES Agarと接するようフィルターを裏返す 3)

↓

直ちに暗黒下におく

↓

静置培養する

1)光源からシャーレまでの距離は約 50cm、照射時間は 3分間である。
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2222....4444 VVVVLLLL----6666CCCC をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

一度におよそ 1,000サンプルを紫外線照射しようとするとメンブレンフィル

ターに載せてから照射を行っていては時間も手間もかかりすぎる。そこでマイ

クロプレートを用いて紫外線照射を行った。培地による紫外線の吸収を考慮し

て 20μl/wellで照射を行い暗期解除後に 3PESを加えて 100μl/wellとした。

また紫外線光源も更に短波長（VL-6C, VILVER LOURMAT；λ=254nm）を

用いた。方法は次の通りである；1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis

sp.2mlを遠心（8,000×g、3分）、古い培地を取り除き 2mlの新鮮な 3PESに

再懸濁する。96wellマイクロプレートに 20μl/wellずつ分注して VL-6Cにて

3分間紫外線を照射した。照射終了後直ちに暗黒下に置く。暗期終了後静置培

養した。培養期間は 10日間で最終日に細胞濃度を測定した（Flow diagram 3f）。

約 10,000 サンプルに対して高塩耐性のセレクションを行ったが生長したサ

ンプルはなかった。

FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 3333ffff VVVVLLLL----6666CCCC をををを用用用用いいいいたたたた高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性変変変変異異異異株株株株のののの作作作作出出出出

1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis sp.2ml

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌────────┤

培地 藻体

↓3PESを 2ml加える

96wellマイクロプレートに 20μl/wellずつ分注する

↓紫外線照射 λ=254nm 1)

直ちに暗黒下におく

↓ 3PESを 80μl/well加える

静置培養する

↓10日後

マイクロプレートリーダーで細胞濃度を測定する

1)光源からの距離は約 1cm、照射時間は 3-7分間である。
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3333.... 変変変変異異異異原原原原物物物物質質質質にににによよよよるるるる高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性のののの誘誘誘誘導導導導

変異原物質には亜硝酸、ヒドロキシルアミン、アルキル化剤そしてアクリジ

ン誘導体などがある。一般に亜硝酸やヒドロキシルアミンは Escherichia coli

（E.coli；大腸菌）などの原核生物に対しては非常に有用な変異誘発剤である。

しかし Phaeocystis sp.のような真核生物には反応に必要な化学的条件を作り

にくいとされている（Malacinski, G.M. and Freifelder, D. 1998）。

本研究においてはアルキル化剤である Ethyl methanesulfonate（EMS；メ

タンスルホン酸エチル）、Methyl methanesulfonate（MMS；メタンスルホン

酸メチル）そして N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine（MNNG；ニトロ

ソグアニジン）を使用した。方法は Dolling, J.A.らが酵母 Saccharomyces

cerevisiaeを用いて行った操作方法を一部改編した（Dolling, J.A. et al. 1999）。

方法は次の通りである；1.5PESで培養した対数期にある Phaeocystis sp.を

遠心（8,000×g、3分）、古い培地を取り除き 20mM Phosphate buffer solution

（pH=7.0、塩濃度 4.5%）（PBS；リン酸緩衝液）9.9mlに再懸濁する。それを

50mlマイヤーフラスコにとり Dimethyl sulfoxide（DMSO；ジメチルスルホキ

シド）に溶解した変異原物質を 0.1ml 添加して 24 時間の振盪を行う。振盪終

了後に遠心（8,000×g、3 分）、変異原物質が入った 20mM PBS を取り除き

10%(w/v)Na2S2O3･5H2O（塩濃度 4.5%）10mlにて変異原物質を中和・無毒化

する。5-10分間室温にて放置した後遠心（8,000×g、3分）、10%(w/v)Na2S2O3･

5H2O（塩濃度 4.5%）を取り除き 20mM PBS（pH=7.0、塩濃度 4.5%）10ml

にて Phaeocystis sp.を洗浄する。5-10 分間室温にて放置した後遠心（8,000

×g、3 分）、20mM PBS（pH=7.0、塩濃度 4.5%）を取り除く。この操作を 2

回繰り返した後、新鮮な 3PES10ml に再懸濁する。96well マイクロプレート

に 100μl/well ずつ分注して静置培養した。培養期間は 10 日間で最終日にマ

イクロプレートリーダーで吸光度を測定して生存率を算出した。（Flow

diagram 4）。

Phaeocystis sp.の初期濃度は吸光値が 0.2となるように調整した。コントロ

ールは変異原物質を添加せずに同様の操作を行った。生存率は(2)式にて算出

した；

生生生生存存存存率率率率((((%%%%)))) ====((((AAAASSSS----AAAA0000))))////((((AAAACCCC----AAAA0000))))××××111100000000 ((((2222))))

このとき、AS=Phaeocystis sp.の吸光値、AC=コントロールの吸光値、A0=ブ

ランクの吸光値である。

まず始めに操作方法の正確性を確認すべくコントロールと空試験で行った。
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コントロールと空試験それぞれの生存率において有意差検定を実施した。検定

法は Student’s t-testと Welch’s t-testである。その結果両群間に有意差は見

いだされなかった。

変異原物質を添加して同様の操作を行った。変異原物質の添加濃度は終濃度

で EMSと MMSが 0.1mM-300mM、MNNG が 1μM-1mM とした。変異原物

質は DMSOに溶解、DMSOの終濃度は 1%である。

その結果を Figure 5に示す。EMSは 0.1-10mMまでの生存率にかなりのば

らつきが見られた。とりわけ 1-3mM 添加したときの生存率が 100%を超える

値となった。EMSが 10mM以上存在すると Phaeocystis sp.の生存率は有意に

減少した。MMSも EMSと同様の傾向が見られた。しかし MMSが 3mM以上

存在すると Phaeocystis sp.の生存率は有意に減少した。MNNGの場合 30μM

まではコントロールとの間に有意差は見いだされなかった。MNNG が 30μM

以上存在すると生存率が有意に減少した。変異原物質をどれくらい添加すれば

突然変異株がもっとも多く取得できるか未知である。そこで生存率が 20%と

なる濃度を変異原物質による処理濃度に設定することとした。言い換えれば

80% Lethal concentration (LC80；80%致死濃度)である。Figure 5より各変異

原物質の LC80は EMSが 30mM、MMS が 20mM そして MNNG が 150μM で

あった。この濃度でそれぞれ約 10,000 プレート処理したが 3PES はおろか

2PESで生育する変異株の取得にも至らなかった。
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FFFFlllloooowwww ddddiiiiaaaaggggrrrraaaammmm 4444 変変変変異異異異原原原原物物物物質質質質にににによよよよるるるる高高高高塩塩塩塩耐耐耐耐性性性性のののの誘誘誘誘導導導導

対数期にある Phaeocystis sp.10ml

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌──────┤

培地 藻体

↓20mM PBS（pH=7.0 , Salinity 4.5%）*を 9.9ml加える

↓Mutagen（in DMSO）*を 0.1ml添加する

振 盪（24時間）

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌──────┤

Mutagen in 20mM PBS 藻体

↓10%(w/v) Na2S2O3・ 5H2O(Salinity 4.5%)*を 10ml加える

中和・無毒化する

↓遠心（8,000×g , 3分）

┌──────┤

10%(w/v) Na2S2O3・ 5H2O 藻体

↓20mM PBS（pH=7.0 , Salinity 4.5%）*

↓を 10ml加える

洗浄する

↓遠心（8,000×g , 3分間）

┌──────┤

20mM PBS 藻体

↓1.5PESを 10ml加える

再懸濁する

↓

96wellマイクロプレートに 100μl/wellずつ分注する

↓10日後

マイクロプレートリーダーにて吸光度を測定する

↓

生存率を算出

*空試験では人工海水を使用して同様の操作を行った。

2回繰り返す
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FFFFiiiigggguuuurrrreeee 5555 アアアアルルルルキキキキルルルル化化化化剤剤剤剤をををを添添添添加加加加ししししたたたたととととききききのののの PPPPhhhhaaaaeeeeooooccccyyyysssstttt iiiissss sssspppp....のののの生生生生存存存存率率率率
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【【【【 考考考考察察察察 】】】】
一般に植物は浸透圧に関係する溶質を細胞質や液胞内で合成する速度調節を

細胞膜に存在する膨圧検出器で行っている。この合成速度はかなり遅いが極端

な浸透圧下や浸透圧が変化しやすい環境に置かれた植物が膨圧を調節するのに

は重要である。例えば極めて高い塩濃度で生育する植物は膨圧を維持するため

細胞内の溶質濃度を非常に高く保つ。これは Na+や K+が高濃度に蓄積される

ことで生命維持に必須な酵素の活性に影響を及ぼすのを防ぐためである。植物

は適合溶質と呼ばれる特殊な有機化合物をつくる。適合溶質にはポリヒドロキ

シ化合物（グリセロール、マンニトール、ソルビトール、オノニトールそして

トレハロース）、アミノ酸のプロリンそしてアミノ酸の N-メチル化誘導体で

あるグリシンベタインなどが知られている。これらの適合溶質は細胞内に高濃

度(0.5M)存在していても細胞の代謝には影響を及ぼすことはない(Alberts, B.

et al. 1991)。

単細胞緑藻 Dunaliellaはイスラエルの死海、アメリカのグレートソルト・レ

イクそして西オーストラリアのピンク・レイクなどに生息する。その生息環境

は一般の生物が生存することができない飽和塩湖である。しかし Dunaliellaは

細胞内に適合溶質として乾燥重量あたり 80%のグリセロールを蓄積する。同

時に折りたたまれた細胞膜を伸縮して細胞容積を変えることで急激な浸透圧変

化に対応する。これにより 0.5Mから 3M までの広範囲の塩濃度でも生育する

ことが可能である(Ben-Amotz, A. and Avron, M. 1980)。

本研究において Phaeocystis sp.への高塩耐性誘導を目的として高塩濃度海

水への馴化、紫外線照射そして変異原物質を用いて実験を行った。

高塩濃度海水への馴化による高塩耐性の誘導で海水の 1.5倍の塩濃度で生育

する Phaeocystis sp.変異株を取得した。しかし 2 倍以上の塩濃度では塩濃度

と比例して葉緑体の収縮・減退・退色が確認された。Phaeocystis sp.を含む光

合成生物は太陽光エネルギーを葉緑体内で電気化学エネルギーに転換して生命

活動に利用している。その葉緑体が退色・減退することは生命活動の停止を意

味する。単細胞紅藻の Porphyridiumや Rhodellaは塩濃度の変動に対して順応

性を示す。これらの単細胞紅藻は海岸の岩肌、マングローブ林の砂地や汽水域

などに広く分布する。その分布域は潮間帯上部にあるため干潮時には天日にさ

らされる、また岩肌では潮だまりができる。このような環境下で生育している

ため遺伝情報に塩耐性がエンコードされていると推測されている。一方

Phaeocystis sp.は沿岸部に分布しており赤潮の原因藻の一種とされている

（Bode, A. et al. 2002, Chen, Y.Q. et al. 2002, Madhupratap, M. et al.

2000）。その生育環境において乾燥や急激な塩濃度の変動は皆無である。推測
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するに Phaeocystis sp.は進化の過程で Porphyridium や Rhodella が持つのと

同じ塩耐性を取得した。しかし生育環境に変動が少ないことからその遺伝情報

が発現することはなかった。今回 1.5PESで馴化したことがトリガーとなりそ

れが発現したのであろう。

紫外線照射による高塩耐性の誘導は波長 315-400nm、302nm、240-260nm

そして 254nm で行った。しかしどの紫外線光源においても 1.5PES 以上で生

育する Phaeocystis sp.変異株の取得には至らなかった。Phaeocystis sp.が生

産する外被多糖により大半の紫外線が吸収されたためかもしれない。紫外線に

よる突然変異のメカニズムは次の通りである；紫外線照射を受けると DNA 鎖

中の隣接しているピリミジン残基内の 5-6 位の二重結合が外れて 5 位、6 位

どうしで結合してシクロブタン環を形成しシクロブタン型二量体となる。また

は隣接するピリミジン残基内の 6-4 位で結合して(6-4)光生成物となる。その

結果二本鎖構造がゆがめられる。1,000J/m2以下の低線量の紫外線照射による

DNA 損傷は 80-90％がシクロブタンピリミジン二量体である。とりわけチミ

ン二量体が多い。照射線量の増加にともない(6-4)光生成物の割合が多くなる。

50,000J/m2ではチミン二量体と(6-4)光生成物の割合が等しくなる。中でもチ

ミン-シトシン(6-4)光生成物の生成が多くなる（Drake, J.W. 1970, 石川辰夫

1985, Malacinski, G.M. and Freifelder, D. 1998, 八木孝司・武部啓 1993,

Stanier, R.Y. et al. 1986, Tamarin, R.H. 1988, Willett, K.L. et al. 2001）。

変異原物質による高塩耐性の誘導はアルキル化剤である EMS、MMSそして

MNNG を用いても 2PES以上で生育する Phaeocystis sp.変異株の取得には至

らなかった。アルキル化剤による突然変異のメカニズムは次の通りである；ア

ルキル化剤は DNA の多くの部位をアルキル化する。アルキル化剤は他にニト

ロサミン、N-メチル-N-ニトロソ尿素そしてエタンスルホン酸エチルなどが

ある。変異誘発という観点で最も重要なのは、プリン-ピリミジンの水素結合

に関与する酸素にアルキル基（メチル基やエチル基）を付加することである。

その結果 O-6-アルキルグアニジンや O-4-アルキルチミンが作られて正常な

水素結合ができなくなる。よってアデニン-チミン塩基対がグアニン-シトシ

ン塩基対に、グアニン-シトシン塩基対がアデニン-チミン塩基対にトランジ

ションする。またアルキル化剤は DNA 鎖中のプリン環を多段階反応によって

除去する。この反応はプリン環のアルキル化に始まりプリン-デオキシリボー

ス結合の加水分解で終了する。その結果 DNA 鎖中に間隙が生ずる。仮にアル

キル化剤によってアデニンが除去されたとする。DNA の複製・修復が開始さ

れると修復酵素はこの間隙を相補してアデニン、チミン、グアニンそしてシト

シンのいずれかを自由に挿入する。挿入される塩基がアデニンであれば DNA
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鎖は回復、チミンまたはシトシンであればトランスバージョンそしてグアニン

であればトランジションが発生する（Drake, J.W. 1970, 石川辰夫 1985,

Malacinski, G.M. and Freifelder, D. 1998, 関口睦夫 1993, Stanier, R.Y. et al.

1986, Tamarin, R.H. 1988）。

MNNGの LC80がμMオーダーであったのに対して EMSと MMSの LC80は

mMオーダーであった。確かに EMSや MMSと比較して MNNGは強力な変異

原物質である。近年 Phaeocystisに関する興味深い調査結果が Prospero, L.M.

らなどによって報告された（Prospero, L.M. et al. 1995, Smith Jr, W.O. and

DiTullio, G.R. 1995, Tuener, S.M. et al. 1995, 1996, van Duly, F.C. et al. 1998,

Noordkamp, D.J.B. et al. 2000, Wolfe, G.V. et al. 2000）。Phaeocystis pouchetii

が Dimethylsulfide（DMS；ジメチルスルフィド）とその前駆体である

Dimethylsulfoniopropionate（DMSP；ジメチルスルフォニオプロピオネート）

の主要な発生源であるとするものである。地球全体での硫黄化合物の循環を考

える上で特に海洋からの生物起源による硫黄の放出量が比較的多いことが最近

注目されている。海水中の硫酸イオンは植物プランクトンに取り込まれ体内で

DMS に還元される。生理作用により排出された DMS は難溶性・揮発性であ

るため海水から大気へ放出される。そして海洋大気中に放出された DMSは OH

ラジカルと反応し SO2 及びメタンスルホン酸に酸化され、さらに硫酸に酸化

される。最終的に生成された硫酸は蒸気圧が小さく大気中で粒子化し雲の生成

に必要な凝結核となる。着目すべきはアルキル化剤である DMSを Phaeocystis

pouchetiiが細胞内に蓄積して正常に生息しうる点である。DMSの変異原性は

EMSや MMSとほぼ同じであり EMSと MMSの LC80が高くなったものと推測

される。

植物中でグリシンベタインは二段階の反応により合成される。第一段階とし

てコリンが Choline monooxygenase（CMO；コリンモノオキシゲナーゼ）に

よってベタインアルデヒドとなる。第二段階でベタインアルデヒドが Betaine

aldehyde dehydrogenase（BADH；ベタインアルデヒドデヒドロゲナーゼ）

によりグリシンベタインが合成される。E.coli などの微生物でも二段階の反応

によってグリシンベタインが合成される。植物と異なるのは第一段階に使用さ

れる酵素が CMOではなく Choline dehydrogenase（CDH；コリンデヒドロゲ

ナーゼ）である。この酵素は betA 遺伝子により発現する。土壌細菌

Arthrobacter globiformis は Choline oxidase（COD；コリンオキシダーゼ）

により植物や他の微生物が二つの酵素で行う反応を一つの酵素で触媒すること

ができる。CODを発現する codA遺伝子を導入した Alabidopsisでは高いベタ

イン蓄積能とそれに伴う耐塩性や低温耐性、高温耐性、強光耐性の向上が観察
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された（Sakamoto, A. and Murata, N. 2000）。しかし得られた塩耐性は 200mM

までであって、本研究で目標とした 3M以上には程遠い。

また海産単細胞緑藻 Chlamydomonas sp. W-80株からは耐塩性への関与が

注目される bbc1遺伝子が見つかっている（Tanaka, S. et al. 2001）。この遺

伝子を導入した E.coliは本来持ちえなかった塩耐性を発現した。この bbc1 遺

伝子に関してはまだ発現系が解明されておらず現在研究が進められている。

本研究は海産単細胞藻類 Phaeocystis sp.を高塩濃度海水による馴化、紫外

線照射そして変異原物質により突然変異を人為的に引き起こし、一般の生物が

生育不可能な塩濃度でも生育できる変異株の取得を目的に行われた。その結果

今回検討した手法では海水の 1.5 倍までしか生育しなかった。しかし

Phaeocystis sp.はおそらく塩耐性をつかさどる遺伝子を持っていると推測され

るので今後の研究の展開が期待される。
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