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石灰紅藻オオシコロとミヤベオコシにおけるウロン酸多糖の局在性と石灰化部位

との関連について(藻類の CaCOs沈着に関する研究 VI)
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OKAZAKI， M.， SHIROTO， C. and FURUYA， K. 1984. Relationship between the location of 
polyuronides and calci自cationsites in the calcareous red algae Serraticardia maxima and 

Lithothamnion japonica (Rhodophyta， Corallinaceae) (Studies on the calcium carbonate 

deposition of algae-VI). ]ap.]. Phycol. 32: 364-372. 

Histochemical and scanning electron microscopic (SEM) observations have been carried 

out to examine possible relationship between the location of polyuronides such as alginate 
and CaCOa deposition in the tissues of the calcareous red algae Serraticardia maxima (Coral司

Iinoideae) and Lithothamnion japonica (Melobesioideae). Acid polysaccharides such as pectin， 
alginate and carrageenan are stained by alcian blue， but cellulose， a neutral polysaccharide 

is not. Methylation of polyuronides such as pectin and alginate blocks their a伍nityfor 
alcian blue， but saponification of the methylated polyuronides restores the affinity. On the 

other hand， sulphated polysaccharide (carrageenan) can not be stained by alcian blue after 
methylation and subsequent saponification treatment. Thus， alginate or alginate-like poly-
saccharides are histochemically distinguishable from sulphated polysaccharides. This tech-
nique has revealed that the acid-insoluble polyuronides such as alginate are localized in 
cuticles and cell walls of epithallial， cortical and medullary cells of decalcified intergenicular 
tissue of S. maxima. In decalci自edprotuberance of L. japonica， cell walls of perithallial 

cells contain similar acid polysaccharides. It is not possible to determine the intercellular 
location of polysaccharide because the intercellular space is almost lacking in S. maxima， 
and because this space becomes dilated extensively by decalcification in L. japonica. SEM 
observations of calcified and decalcified specimens show that CaCOs is deposited in cell walls 
of epithallial， cortical and medullary cells of S. maxima. In perithallum of L. japonica a 

heavy calci自cationoccurs in cell walls and intercellular spaces. These results suggest that 
at least some relationships exist between polyuronides such as alginate and cell wall calci-

fication in these algae. 

Key lndex Words: Acid polysaccharides; Alcian blue-staining; Alginate; Cal-

careous red algae; Calcification; CaCOs deposition; Corallinaceae; Polyuronides; 
RhodoPhyta. 
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紅藻サンゴモ科石灰藻は方解石型の CaCOsを細胞 胞間際において，この様な能力を備えた多糖類として

壁及び細胞間隙に沈着することが知られている 酸性多糖が考え易いが，既に YENDO(1904)， MATTY 

(BOROWITZKA and VESK 1978 1979)。 この藻の石 and ]OHANSEN (1981)はルテニウムレッドを用いて

灰化に関する生理学的研究 (BOHM 1978， BORO- 組織化学的な手法で細胞壁にベクチン様物質が存在す

WITZKA 1979)及び石灰化部位の形態学的研究(BAILY ることを報告している。しかしルテニウムレッドは酸

and BISALPUTRA 1970， GIRAUD and CABIOCH 1979， 性多糖の一般的な染色剤であり，硫駿多糖とカルボキ

MIYATA et al. 1980)はこれらの藻の石灰化機構と石 シル基を有する含ウロン酸多糖とを識別するには適当

灰化部位における Ca結合能を持つ多糖類との密接な ではなしまた上述の研究はその様な目的で行われた

関連を強く暗示している。これらの藻の細胞壁及び細 ものでもない。最近， OKAZAKI et al. (1982)は今回
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用いた実験材料のオオシコロ及びミヤベオコシから Cr検化のための反応液J 1%水般化カリウム・エタノ

Ca結合物質を単離し，これをウロン酸多糖のアルギ ール溶液 (70%ェタノールに 1%になる様に水酸化

ン酸と同定した。さらにこのアルギン酸が Caを特異 カリウムを溶解したもの)。 これにメチル化処理した

的に結合することに注目して，アルギン敗の Ca復を 切片を浸し，案混で20分間反応させる。反応後水洗し

Ca供与体とする石灰化機構を提唱した。 しかしアル て染色する。

ギン目安の組織内分布については不明で、あり， この仮説 2) 標準多相Ifの染色， メ千ノレ化及び鹸化

は充分なものとは言えなL、。 紅藻で知られている数純の多新顔(前田・西浮 1974，

この論文では邸主I~~l:色素のアルシアンフソレーを用い 向洋 1977，OK̂ZAKI et al. 1982)，褐藻アルギン敗

て硫酸多続とウロン敵多機を組織化学的に識別する方 及びミカンのベクチンについてアルシアンフソLーに対

法を検討しさらにオオシコロとミヤベオコシの組織 する染色性を検，I，Jし，組織切H'の染色性と比較した。

におけるウロン問委多糖の分布と石灰化部伎との関連を f標準多糖〕 カラゲナン (IwaiKagaku Yakuhin社，

検討した。 Carrageenan402，硫敵多椴)，セルロース(東洋iJi紙

材料と方法

l.材料 実験には紅藻サンゴモ科有館jサンゴモiJE

科のオオシコロ (Serraticardiamaxima)と無風jサン

ゴモ亜科のミヤベオコシ (Lithothamnionjatonica) 

の2種を使用した。いずれも風乾藻体を実験に用いた

が， ミヤベオコシは北海道大学水産学部のiEii'O:;;太郎

教授並びに1.':{lllr'，彦氏の御J1立により譲り受けた。

2.光顕観察

1)組織切Hーの染色， メチノL化及び i検化

オオシコロは藻体先端部を，またミヤベオコシは総

体表面の突起 (Protuberance)を切り取り，まず 10%

ホルマリン海水 (pH7. 8)にて室温 Fで4811初日悶定し

た。次にこれらの試料を 2N 塩酸で一昼夜脱阪し 'l;~.

法に従ってハラフィン切Jlーを作製した。切)十の染色は

敵性多糖に特異的でかつ鋭敏に反応することが知られ

ている (5TEEDMAN 1950， LISON 1960) アルシアン

フソレー (MCB Manufacturing Chemists社， Alcian 

blue 8GX) を使用した。また硫酸多糖と合ウロン椴

多糖を区別するために FISIIERand LILLlE (1954)， 

LILLm (1958)の方法に従って試料のメチル化 (Methy-

よ1:.Cellulose powder B， 200-300 mesh， '1'1"1=多糖). 

前J:務アノレギン般 (OI<̂ %̂KIet al. 1982 の方法で紅

泌オオシコロから }ii再mしたもの，ウロン酸多糖)，総

務アルギン酸 (KeJco社，精製アルギン酸ソーダ，ウ

ロン酸多糖).ベクチン (WacoPure Chemical社，

Pectin from citrus， ウロン f後多糖)。 これらの標準

多糖の 1%水治液を卵子lアルブミンの塗布しであるス

ライドグラス上にi肉Fし， これを乾図した。これを前

述の組織切Jl-の場f?と同様にして染色または処理(メ

チル化及び鹸化)して観察した。

3，走査型電顕観察

行灰化部位を検討する日的で，脱灰及び未脱灰試料

の2種類を作成した。 まず常法に従って乾燥試料を

5%グルタルアノLデヒドと 2%オスミウム散で 2重固

定した。これを 511IM̂D̂ et al. (1976) の方法でi来

品惜|脚iし， 臨界点乾燥後， 定ft型電子顕徴鏡(J5M

F15. 15 KV)で観察した。また脱灰試料は2重固定後

の義体を 2N出酸で処理!して完全に CaC03を溶解除

去したものからliiJ述と同様の方法で作製した。

結 果

lation)及びその後の鹸化 (5aponification)処FI¥を行 l.原準多糖のアルンアンブルー染色

い，その後アルシアンブルーで染色した。次に染色液 一部の紅藻に特有の調II!J包間多担Ifのカラゲナン (Car)• 

及びその使用法について簡単に述べる。 セルロース (Cel).ベクチン (Pc) ，紅藻アルギン酸

〔染色液J 1%アルシアンフソレー液(蒸御水 97mlに (Ah)及び潟藻アルギン椴 (AI2)の計5種の標準多糖

氷酢酸 3mlを加え，これにアルシアンブルー 8GX について，アルシアンフソLーに対する染色性を調べた

Igを溶解したもの)。脱ハラフィンした切Jlーを本1M (Fig. 1)0 1正1'1'にはそれぞれの物質を直接染色したも

で30分間染色する。染色後水洗して観察する。 の(閃中最左列)，またはメチル化 (M)及び鹸化 (5)

〔メチル化のための反応液J 100 mlのメタノールに 後，染色したものを示してある。 MCはメチル化処理

0，8 mlの淡組問責を加えたもの。これに脱ハラフィン の対照を示す。

した切片をも止し約 600Cで61時間反応させる。 l反応後 'Irff/:多特!fで‘あるセルロースは般的:~さをもたないので，

水洗して染色する。反応の対照として，li.(般を合まな アルシアンフソLーでは全く染色されなかった (Cel)。

いメタノール'1'で同条件ドで処llHしたものを作製するの 七ノレロースの微~~iPが観察されるのは，額約向身が幾
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Fig. 1. Staining of various polysaccharides by alcian bllle. The following polysac 

charides w巴rellsed as standard; pectin (Pc)， alginate from coralline red alga (Alj)， alginate 

from brown alga (AI2)， carrageenan (Car) ancl celllllose (Cel). Series of left colllmn ancl a 

symbol i¥IIC show staining without any treatme口tof the sections ancl staining of the sec-

tions after m巴thylationin日 Illecliumolllittecl I-ICI (control for methylation treatment)， re-

spectively 

分コントラ ス トを示すためで， 色素で染色されたため ン椴はアノレシアンプノレーに対する染色性をほぼ回復 し

ではなし、。 酸性多拙はアノレシアンプ ノレーによ り強 く染 た (Pc-S，AI，-S， AI2-S)。 これに対して， 硫酸多紙

色されたが (Pc，AI" A12' Car)， ¥， 、ずれもメチノレ化 のカ ラゲナンの場介には， メチノレ化処A二に続く鹸化後

すると その染色性は著しく低下 した (Pc-M，AI，-M， もアノレシアンプノレーに対する染色セlは回復せず低下し

AI2-i¥II， Car-M)。 一方メチノレ化の対照では/-チノレ たま まであった (Car-S)。この様にウロンi唆多糖と!ii1E

化を触媒する嵐般が反応紋I二l'に含まれていないため， 間俊多 ~)，!iが出合化処JW.後にアノレ γ アンフソレ一 色素に対して

未処理の場合と同 じ様に強く染色されている (Pc-MC， 兵なった反応を示すのは次の様に説明されている。

Alj-MC， AI.-MC， Car-MC)。 メチノレ化処耳目したウロ (1) ウロン円安多加はメチノレ化処理に よりカノレボキシノレ

ン酸多11il¥にl織化処Jii!をほとこすと ，ベクチン，アノレギ 基がメ チノレ化されて封鎖されるのに対 して，硫酸多糖
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はその硫酸基が加水分解により脱離する (FISIIERand 

LILLlE 1954) 0 (2) メチル化処理したものに鹸化処理

をほどこすと，ウロン酸多糖から脱メチル化が起こり

再び塩基性色素に対する染色性を回復するが，硫酸多

糖は既に硫酸基を失っているため染色性の回復は起こ

らない (SPICERand LILLIE 1957)。この染色法は動

物組織中の酸性多糖を組織化学的に識別するために確

立されたものであるが KANTOR and SCIIUBERT 

(1957)は単離したコンドロイチン硫酸を用いてLILLlE

ら(前述)の組織化学で適用されたとほぼ同じ条件下

で上記(1)， (2)の反応が起きることを証明している。

今回，著者らは酸性多糖に特異的でかつ鋭敏に作用し，

さらに染色液の pHを調整する必要のないアルシアン

ブルー(塩基性色素の一種) (STEEDMAN 1950)を用

いたが， Fig.1の結果からウロン酸多糖を硫酸多糠か

ら組織化学的に比較的明瞭に区別出来ることが明らか

になった。今回はウロン酸多糖で・あるアルギン酸の石

灰藻組織中の分布を知ることを目的にしているが，こ

の物質は酸不溶性であるのでパラフィン切片作製時の

酸による脱灰処理でも溶出することはあり得ないこと

も指摘しておきたL、。

2.組織切片のアルシアンブルー染色

オオシコロの先端節間部の縦断切片に見られる構造

を Fig.2Aに示した。藻体は多軸構造を示し，藻体

中心部の髄 (Me，MeduJIa) と藻体外層の皮層 (Cx，

Cortex)から成る。 Fig.28はその皮層部分の拡大像

で，皮層細胞の外側には一層の表皮細胞 (E，Epithal. 

B 

lial ceJI)が存在し， クチクラ (Cu， CuticJe)がそれ

を被っている。 Fig.2Cはミヤベオコシの突起 (Pro.

tuberance)周辺部の構造を示す。数層の表皮細胞が

重なった表層 (EpithaJIium)とそれによって被われた

中層 (P，PerithaJIium)から成り，中層では細胞の融

合も観察された。クチクラは観察されなかった。

次に2種の藻体組織のアルシアンプルー染色の結果

について述べる。オオシコロの皮層(縦断切片)と髄

(横断切片)については，それぞれ Fig.3A及び 38

に示した。藻体組織を直接アルシアンプツLーで染色す

ると，クチクラと表皮細胞，皮膚細胞及び髄細胞の細

胞壁が良く染色された (A-No，B-No)。またこれらの

細胞の細胞間際はほとんど存在しなかった。組織切片

をメチル化すると，クチクラ及び前述の各細胞の細胞

壁に見られたアルシアンフツレーに対する染色性は著し

く低下することがわかった (A-M，8-M)。 しかしこ

のメチル化した切片を鹸化して染色すると，これらの

部分の染色性に明らかな回復が認められた (A-S，B-

S)。この様な結果は，これらの細胞壁にウロン酸多糖，

例えば紅藻のアルギン酸の存在を示すものである。

Fig.3C， Dはミヤベオコシについての染色結果で，

Cは突起周辺部の中層細胞の縦断面像を， Dは突起中

央部における中層細胞の横断面像を示している。いず

れの細胞もその細胞壁がアルシアンフツレーによって良

く染色されていることがわかる (C-No，D-No)。脱灰

により糸状の細胞列が互いに分離し，間際が異常に拡

大しており，この部位には好アルシアンブルーの物質

E 

Fig. 2. Diagrams of tissue sections. A. organization at the apex of Serraticardia maxima; B. 
detaiIed structure of region “a" shown in A; C. detailed structure of perithaJIum in protuberance 
of Lithothamnion japonica. Cu. cuticJe; Cx. cortex; E. epithaJIial ceJI; Me. meduJIa; P. perithaJIum 

Scale=100μm (A)， 25!1m (B， C). 
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Fig. 3. Alcian blue-slaining of seclions of S. 1Ilaximαancl L. jajJollica. A-B. sections of inter-

geniculum of S. 1Ilαxima; C D. s巴ctionsof perilhallum of L. jajJollica ; 八ーC.longituclinal sections; 

B-D. transverse sections; 八 symbolNo日ho¥Vsstaining without any trC'atment of tissue s巴clions. For 

other symbols see Fig. 2. Not巴 blockacle of basophilia by melhyl:ltion (tv!) allll resloralion of it by 

sapolll日cation(S). Scale=20μm 
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は認められなかった。またオオシコロの細胞ぼと同僚 にメチノレ化した切Hーを般化すると，明らかに染色刊の

に， メチル化処J!JIにより細胞壁のアノレシアンプソレーに l旦l彼が見られること (C-S，O-S)から，オオシコロの

対する染色i"i=.1主著しく低下した (C-M，O-fVl)。さら 場合と同係ウロンf唆多相Ifの存花を示している。しかし

同位において メチル化切nの験化後の染色性は未処型

の切片と比較して幾分劣り ，f検化処理で‘染色性が完全

に回復しているとは言えなL、。これは際準物質の結果

(Fig. 1)についても言えるが， 組織切片の場合には

硫酸多糖の共存を示すとも考えられる。

3.走査型屯顕観察

ト:V~t本のわ!灰化部{立を知る日的で，酸による脱灰試料

と木脱灰試料について走.u型FE顕で観察した。 Fig.4 

はオオゾコロの表JJ(， l土居及び悩ggの電顕像である。

Fig. 4A (未l悦灰像)と 48(脱灰像)の比較から， I脱

灰像での表皮及び1え別府11胞の調IIJJ包壁及び到11)]包間際が苦

しく収縮し CaC03 の消失をうかがわせる。 同様に髄

においても悩細胞~及び細胞間際が石灰化しているこ

とがわかる (Fig.4C， '10)。脱灰像 (40)において，

細胞壁または間隙から剥離したと思われる繊維状物質

が確認された。

次にミヤベオコシについての観察結果を Fig.5に

示した。 Fig.5Aは突起周辺部の未脱灰中屈指11胞の屯

lllJif象(縦断而l像)で 58はその脱灰{象，また Fig.5C

は突起中央部の*脱灰rl-'府細胞(横断面像)を示し，

50はその)1見灰像である。これらの未脱灰， I悦灰像を

比鮫すると，オオゾコロの場イ?と同様に脱灰[象 (58，

50)では却UJ包間際及び怪が著しく j収縮しており，これ

らの苦fH立が石灰化 していたことを示している。また~

'1-'の CaC03 ~:，'j ，j'!:，は III~h11伎とも細胞表面に対して垂直

で欣射状に配列していると忠われる (Fig.5A， 5C)。

これらの 2磁の石灰泌で得られた石灰化部位の知見は，

既に報告されている他のサンゴモ科石灰務の知見と良

く一致するものである ( 80 1~O\\，TZKA and ¥ESK 

1978 1979)。

考察

五J:藻虻1物の制1111包岱及び細胞制限の多1法線としては，

今 ;11 1の実験に t~~iW物質としてmいたカラゲナン，セル

ロースの他に匁天，キシラン，マンナン，フノラン，

Fig. 4. Scanning electron micrographs of the 

fractured slIrface of calci fied and decalci日edtip 

segments of S.maJ:ima. A， C. calcified specト

mens; B， D. d巴calci自巴dspecimens; A， B. longi-

tudinally fracturecl epithallum and cortex; C， D 

transversely fracturecl mecllllla. For symbols see 

Fig. 2. Scale = 5μm. 
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ポノレフイラン型ガラクタン等が知られている(前EEI• いが，酸性iIiliをもたぬキゾラン，マンナン及びほとん

四津 1974，西i宰 1977)。今回は後者の 5物質につい ど統駿基をもたず(1% 以下)，敵性多糖とは言い難い

てはアノレシアンプソレ ーに対する染色性を検討していな 京天は今回の実験対象から除いた。またフノランとホ

ノレフイラン型ガラクタンは，それぞれ硫酸基を約19%

及び 8%を含有する硫酸多糖であるため，アルシアン

フソレー染色に陽性であると考えられるが， メチノレ化処

趨!後の|検化処~!でも染色性の回復は認められないはず

である。

今回の実験から2磁のサンゴモ科石灰藻の組織には

アノレシアンフソレー染色に陽性の敵位多糖が存花するこ

と，またメチノレ化処理後l検化処理によりアノレシアンブ

ルーに対する染色怖を著しく回復する物質が存在する

ことが切らかになった。この様な染色傾向を示す多1誌

をサンゴモ利石灰蕊の 1-1コで傑すと， 現時点では OKA-

ZAKI et al. (1982)が単縦したアノレギン敵の存在が最

も有力である。今回のアノレゾアンプノレー染色法によっ

て，このアノレギソ敵あるいはそれを主体とした敵性多

糖は，オオシコロではみ:体表面1のクチクラ庖と節間部

を構成する各種細胞の創1I胞壁，またミヤベオコシにお

いては中間細胞の細胞墜に分布することが強 く示唆さ

れた。既に MATl・Yand JOHANSE:'i (1981)はサンゴモ

(Corallina olJicinalis)のク チクラj習及び上述の細胞

壁にノレテ ニウムレッドに陽性のベクチン様物質の存在

を，また YENDO(1904)もカ ニノテ服の 一種 (Anト

戸hiroatuberculosa)の皮庖及び髄部の細胞壁が同色

素で染色されることを報告している。これらの研究で，

ノレテニウムレッドで染色される物質はベタチン様物質

と呼ばれているが，サンゴモ科にベクチンが存ギEする

ことは未だitiEl]fjされていなし、。OKAZAKIet al. (1982) 

がサンゴモ科石灰藻で発見したアノレギン散はウロン敗

多糖という点ではベタチンと似ており ，従って従来か

らサンゴモ本|の組織化学的研究でベタチン様物質と呼

ばれている物質はこのアノレギン阪である可能性が高L、。

次にこのアノレシア ンフソレーで染まるアノレギン敵もし

くはそれに類似した敵性多1)，~の組織における分布と石

灰化部位との関連について考察したい。既に結果の項

で述べた様に， 走査~~ 'I12顕による脱灰及び未脱灰試料

の比般観察から， 2革fiの石灰務において節rH'j細胞(表

皮，IJ<.};;;J， 髄の各細胞を含む)の細胞壁(オオ‘/コ

Fig. 5. Scanning electron micrographs of the 

fractured surface of calci日edand decalcilied pro-

tuberance of L. ja戸onica. A， C. calcili巴d speci-

mens; B， D. decalci日巴dspecimens; A， B. longi-

tudinally fractured perithallum; C， D. trans-

versely fractur巴d perithallum. For symbols se巴

Fig.2. Scale=5μm 
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ロ)，または中層細胞の細胞壁，細胞間際、(ミヤベオ

コシ)に CaCOsが沈着していることが明らかになっ

た。この 2つの石灰化部位のうち，細胞壁にはウロン

酸多糖が局在していることは上述の通り明らかである。

またクチクラ謄にもこの酸性多糖が含まれていること

がわかったが，GIRAUD and C.-¥BIOCH (1979)はこの

部位も石灰化していることを報告しており大変興味深

い。ただ今回の研究では石灰藻の主要な石灰化部位の

1つである細胞間隙には酸性多糖の存在を認めること

ができなかった。これはオオシコロの細胞間際は光顕

切片では認め難い程狭く，またミヤベオコシにおいて

は脱灰処理によって細胞間隙が異常に拡張するので，

この部位での物質の存在を組織化学的に検出し難いた

めと，脱灰に伴うま引l離に対する疑問が残るためである。

しかし今回得られた結果は少なくとも，アルギン散を

主体とした酸性多糖が存在する部位では必ず石灰化が

見られることを示すもので， OKAZAKI et al. (1982) 

が指摘した様に紅藻のアルキt ン酸と石灰化機構の聞に

は何らかの関係があることを暗示するものである。

OKAZAKI et al. (1982)はサンゴモ科石灰藻から抽

出したアルギン酸は Caを特異的に結合するので， Ca 

の供与体として CaCOs沈着に関与するか，また同時

に CaCOs結品の核としてその結晶型を決定する鋳型

として働くものと考えている。褐藻にアルギン酸が存

在することは周知であるが，褐藻ではウミウチワ属の

数種のみが石灰化することが知られているに過ぎない

(BOROWITZKA 1982)。 これは石灰化機構にはアルギ

ン酸等の有機基質 (Organicmatrix)以外の要悶，例

えば藻の構造，炭酸イオンの供給及び CaCOs結晶成

長の阻害物質(フエノール化合物等)の有無等が密接

に関連していることを意味する。

最後に，稿を終わるにあたり，英文要旨の御校閲を

賜わった南カロライナ大学電子顕微鏡センターの渡部

哲光教授に厚くお礼申し上げる。
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