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海産緑藻 Dunαliellatertiolectαの生育に及lます Mnの影響
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The effects of Mn at various concentrations on the growth， protein， carbohydrate and 
chlorophyll of Dunaliella tertiolecta BUTCHER have been studied. The cells were grown 
in batch culture in a medium used by JOHNSON et al. (1968). Th巴 cultureswere kept at 

20・C，12: 12 LD and 5，000 lux. The cells were analysed during the stationary phase of 
growth. Significant differences in growth and cell contents appeared at various levels 

of Mn. The growth was optimal between O. 1 and O. 5 ppm. The toxic effect on the 
growth became apparent above 10 ppm and the addition of Mn at the concentration of 

16 ppm resulted in the rapid death of the cells. The cells grown at Mn less than O. 1 

ppm decreased in growth rate and cell length. Carbohydrate and protein also decreased 
in contents， while chlorophyll contents remained unaffected under this experimental 
condition. Chlorosis arose as a result of the reduction of chlorophyll contents when 
grown in medium lacking both Fe， which is known as hydrogenase activator， and Mn. 
It is interesting to know that the occurrence of this phenomenon was manifested exclu-
sively under the depletion of these two elements. As a result， it is suggested that D. 
tertiolecta is a hydrogenase・containingalga and its chlorophyll is stable in contents under 
the depletion of Mn alone. 

Tadahide Noro， Laboratory 01 Marine Botany， Faculty 01 Fisheries， Kagoshima 
University， Kagoshima， 890 Japan. 

藻類にとってマンガン (Mn)は微量必須元素であり

(REISNER and THOMPSON 1956)，低 Mn海域では

藻類の生育が抑制される可能性があると言われている

(HARVEY 1947)。務:JJiの生理及び代謝に及ぼす Mn

の影響については多くの報告があり (武田 1970; 

O'KELLEY 1974)， その役割としては，種々のリン酸

転移酵素や脱炭酸酵素を賦活することと，光合成の酸

素発生系に必要であることが知られている (BOWEN 

1966 ;岩崎 1967)。

海産の単細胞緑藻Dunaliellatertiolecta BUTCHER 

については，種々の微量元素の栄養生理学的研究が行

われているが， HARVEY (1974)は，本種 (Chlamy-

domonas sp.として)の生育に低濃度の Mnが必要
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であることを調べ， 一方 RILEYand ROTH (1971) 

は，本種に含まれている Mn量を分析している。し

かし本種における Mnの栄養生理学的側面について

は不明の点が多い。

筆者は本種の Mn吸収機構を解明するため研究を

行なっているが， 今回，培地中の Mnが本種の生育

及び代謝に与える影響について若干の知見を得たので

報告する。

材料と方法

実験には北海道立栽桔漁業センターより保存種の分

与をうけ，藻体をマイグロピペット洗浄法によって無

菌化して溶養を行った。 t音養液は JOHl"SONet al. 

(1968)の培地を一部改変し (Table1)，無菌テスト
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Table 1. Composition of culture medium*. 

NaC1 2.4 E 

MgC12・6H20 1.5 E 

MgS04.7H20 0.5 E 

XC1 0.2 E 

CaC12 0.2 E 

KN03 1.0 E 

NaHC03 0.043 g 

TRIS 2.45 E持勢

K2HP04 0.045 g 

Fe-EDTA 3.64 mg 

El1l'A・2Na 1.89 mg 

ZnS04・7H20 0.087 mg 

H3B03 0.61 mg 

CoC12・6H20 0.015 mg 

CuS04・5H20 0.06 mg 

MnC12 0.23 mg後骨骨

(即4)6M07024・4H20 0.38 mg 

H20 1，000.00 m1 

* Modified from medium used by ]OHNSON et 

a1. (1968). 
料 Adjustedto pH 8.0 with HC1. 

判事 Stockmanganese solution: Dissolve 1. 000 g 

of manganese metal (99.99;引 inthe minimum 
volume of HNOa (40%). After evaporating 

to dryness on a water bath， again dissolve 
in 10 ml of conc HCl and di1ute to 1，000 ml 
with H20. 

には 2216E及び STP培地を用いた。培養は 15ml 

容のねじ口試験管に 5mlの培地を入れ， 20.C， 5，000 

lux，明暗周期 12:12時間で静置t音養した。添加した

Mnは，片状金属 Mn(純度 99.99%)1. 000 gを少

量の硝酸 (40%)に溶かし蒸発乾回したのち 10ml濃

庖酸で溶出し，塩酸濃度が 0.1Nになるよう再蒸留

水で希釈し， 1，000 mlの保存液とした。細胞数はト

ーマ血球計数盤により測定し，グロロフィル量のiJllJ定

には ]EFFREYand HUMPHREY (1975)の方法を用

いた。叉，粗蛋白呈は 1N 7.K酸化ナトリウムで3時

間室温で抽出し， LOWRY変法 (HARTREE1972)に

よってアルブミン量に換算した。粗炭水化物は細胞懸

濁液をそのまま DUsOlSet aI. (1956)の方法によっ

て分析しグルコース量に換算して求めた。尚，細胞の

生長及び成分合有量は倍養開始10日後に測定した。

結果

細胞分裂速度及び細胞の長さ。培地中の Mn濃度

を変化させて培養し， 10日後(定常期)の細胞数を求

めたのが Fig.1である。また， Table 2は格養開始

3-5日後(対数増殖期)の細胞分裂速度と添加 Mn量

の関係を示している。それによれば本種は 0.1-0.5

ppmMn付近で最大分裂速度を示し， 16 ppm Mnで

は完全に生長が阻害された。更に細胞の長さも 0.1-

0.5 ppm Mn 添加域で最大となった (Fig.2)。

∞
 

E
、a-Bも
-u

ム 1-寸
~-3 

iso 

Fig. 1. Effect of Mn on the growth of Duna-
liella tertiolecta kept at various levels of Mn in 
batch cuIture for ten days. Cells were incubated 

at 20.C， 12: 12 LD， 5，000 lux. 

Table 2. Mn effects on the growth rate 

constant (K) of Dunaliella tertiolecta incu-
bated at 7 concentrations from 0-16 ppm Mn 

at 20・C，12: 12 LD， 5，000 lux. K is calculated 
1 N 

from K= T2':::'TてlogN:' where N is the 
cell number at the early period during the 

exponential phase， and N1 and N2 are the 
numerical values at 3-day (T1) and 5-day 

(T2) growth， respectively. 

Conoen主rationof Mn 

in medium (ppm) 
K 

0.00 0.08 

0.01 0.22 

0.10 0.38 

0.50 0.38 

1.00 0.30 

10.00 0.26 

16.00 0.00 

粗蛋白及び組炭水化物量。培地への Mn添加量と

細胞中の粗蛋白・粗炭水化物量との関係を Figs.3， 4-

に示した。それによれば細胞中の各成分合有量は会Mn

欠乏の影慢を受け， 0.01-0.1 ppm Mn 添加域で比較
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Fig. 2. Effect of Mn on the cell enlargement 
of Dunaliella tertiolecta kept at various levels of 
Mn in batch culture for ten days. Cells were 
incubated at 20・C，12: 12 LD， 5，000 lux. 
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Fig. 3. Protein content of Dunaliella tertiolecta 
grown at various levels of Mn in batch cultu問

for ten days. Cells were incubated at 20・C，
12 : 12 LD， 5，000 lux. Protein was analysed using 
the method of HARTREE (1972). 

的高い1直を示した。

クロロフィル量。細胞中のグロロフィル量と添加

Mnとの関係は，上記の組蛋白や粗炭水化物量とは様

相を異にする。即ち細胞中のグロロフィル量はMn欠

乏培地においても殆んど低下しない (Fig.5)。一方，

Table 3は培地中の Fe及び Mnの有無がグロロフ
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Fig. 4. Carbohydrate content of Dunaliella 
tertiolecta grown at various levels of Mn in batch 
culture for ten days. Cells were incubated at 

20・C，12: 12 LD， 5，000 lux. Carbohydrate was 
analysed using the method of DUBOIS et al. 
(1956) . 
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Fig. 5. Chlorophyll a content of Dunaliella 
tertiolecta grown at various levels of Mn in batch 
culture for ten days. Cells were incubated at 

20・C，12: 12 LD， 5，000 lux. Chlorophyll a was 
analysed using the method of JEFFREY et al. 
(1975) . 

イル量に与える影響を見たものである。その結果，細

胞中のグロロフィル量は Mn欠乏の影響を受けない

が， Mnとともに Feをも欠いた場合，細胞中のクロ

ロフィル量は減少し， その量は Feのみを欠いた場

合よりも低く，白化(グロロシス)状態を呈した

(Table 3)。

Table 3. Chlorophyll a and b of Dunaliella tertiolecta grown in batch culture in 1 ml of media 
with and without Mn and Fe for ten days. Cells were incubated at 20・C，12: 12 LD， 5，000 lux. 
JM culture medium shown in Table 1， JM-Mn=Mn-deficient JM medium， JM-Fe=Fe deficient JM 

medium， JM-Mn=Mn-and Fe-deficient JM medium. 

(1) ( 2) (3) (4) ( 5) (6) 

E・diWD Ce11 BO./ml Chl.a/ml Chl.a/ce11 Chl.b/m1 Ch1.b/ce11 Chl.a/Chl.b 

(x104ce11s/ml) (酔d叫} (xlO-3酔8'，/104ce118) (同:lm1) (xlO'・3μ&/1040e118)

3M 452土63 0.63土0.08 1.39 0.15土0.02 0.33 4.21 

3M-Mn 331土26 0.49土0.03 1.45 0.13土0.01 0.39 3.11 

3M・Fe 349士35 0.31土0.03 1.06 0.09土0.01 0.26 4_08 

3M圃，Mn，Pe 353土27 0.30士0.02 0.85 0.07土0.01 0.20 4.25 

(3)=(2)/(1)， (5)=(4)/(1)， (6)ー(3)/(5)，土 3.D_
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考察

藻類が生育する際に微量の Mnを必要とすること

は既に述べたが， HARVEY (1947)は本種 (Chlamy-

domonas sp.として)の増殖が 0.5-2.0mg Mn/m3 

(0.5-2.0 ppb Mn)で促進するとした。しかし今回の

結果から本種を静置培養する際には， 0.1 ppm程度

の Mn添加が好ましいことが， その細胞分激速度と

細胞内成分含有量から推察された。 I肖，この 0.1ppm 

Mnとは，これまで藻類の培養に使用されてきた人工

培地中の Mn量にほぼ一致するものである。

種々の海産植物プラングトンや微細藻類の蛋白質や

炭水化物量が調べられた例は多い (PARSONS et aI. 

1961)。しかし培地中の Mnが細胞中の蛋白や炭水

化物量に与える影響についての報告はない。今回の実

験により本種細胞中の粗蛋白と粗炭水化物量が Mn

欠乏の影響を受けていることが明確になったが，これ

は各種酵素~jの賦活剤としての機能を Mn が有する

ことを考えれば当然のことと思われる。

本種のクロロフィル含量については ]EFFREY

(1961)の報告がある。 しかし， これについても培地

中の Mn添加量との関係を調べた例は少ない。 CON-

STANTOPOULOS (1970)によれば Mnは Euglena

gracilisの生長を促進するが，クロロフィル量には影

響を与えないことが知られている。本種においても，

Mn欠乏によるクロロフィルの減少は見られなかった

(Fig_ 5) 0 KESSLER (1968)は， Mnが欠乏しでも白

化が起きない藻類には hydrogenaseが存在すると述

べている。そこで本実験において hydrog己naseを賦

活すると言われている Fe(W ARING and WERKMAN 

1944)を Mnと共に培地中から除去して培養したと

ころクロロフィル量が減少し明らかに白化が見られた

(Table 3)。従って，これらの結果から本種には hy-

drog巴nas色が存在する可能性も示唆された。

終りに本稿の御校関を賜った北海道大学，lE置富太

郎教授，ならびに貴重な材料を提供して下さった北海

道立栽培漁業総合センター，四浜雄二階士に厚く御礼

申し上げる。
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