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防 lvoxglobatorの性誘起物質と生理活性特性
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Kochi， S. 1991. A sex-inducing substance in 防lvoxglobatoT and its physiological prope目ies. Jpn. J. 
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A sex-inducing substance (SIS) w副 extractedwith water after homogenization of colonies in the sexual 

reproduction phase of Volvox globatoT， a monoecious species. The substance exhibited an intense 

physiological activity， a remarkable sex-inducing effect not oniy on V. globatoT itself but also on other species 
ofEuvolvox including V. merrilli. It is remarkably stable against heat and organic solvents， and seems to be 
a relatively low-molecu1ar weight protein that is deactivated by acid or base and by proteolytic en勾mepro-

nase. 
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防lvox の性誘起に関する研究は防lvoxaur.加 で

Darden (1966)が， 医師鳩町・でStarrandJaenicke (1974) 

と Tschochneret al. (1987)が，V. Tousseletiiで Mc-

Cracken and St町 (1970)が，いずれも雌雄異体の種を

用いて，その雄性群体を誘起する MIS(male inducing 

subst組 ce)について報告している。

本研究では，雌雄同体の種防lvoxglobatoTの有性生

殖期の群体を破砕し，水によって抽出した物質を用い

て，その生理活性と特性を調べた。

材料および方法

1.材料

実験に用いた材料は VolvoxglobatoT (1974年神奈川県

立教育センターの橋元守氏が神奈川県「子供の国」で

採取したものを1984年 8月に入手)， V. merri・lli(1987 

年5月26日;埼玉県立戸田高校の小川なみ氏が戸田市新

曾の水田で採取したものを入手)， Volvox sp. 1 (1986年

10月12日狭山湖で採取)， Volvox sp. 2 (1987年 7月2日

狭山市下奥富の水田で採取)の Euvolvox節に属する

雌雄同体の 4種と V.au閉 山 (1986年10月10日;埼玉県長

瀞で採取)， V. ca地問・♂(1986年 7月14日一宮市立荻原

中学校の小笠原義和民が愛知県一宮市浅井の水田で採

取したものを入手)である。

なお， Euvolvox節の 2種を sp. としたのは Smith

(1944)の分類に合致しなかったためである。

2. V. globatoTの生殖

(1)無性生殖

玖globatoTの無性生殖群体は球状に近い楕円体形で，

群体を構成する細胞は太い連絡糸で互いに連結し，各

細胞は個体輸をもち，およそ8，000-17，000個の小型

の栄養細胞の他に 5-12個の大型の生殖細胞が散在す

る。生殖細胞 (gonidium)は細胞分裂をくり返しなが

ら群体の中心部へ落ち込み，反転 (inversion) し，娘

群体が完成する。娘群体は母群体内でゆるやかに回転

しているが，その後遊出し，次代の群体となる。

遊出した若い群体が成長し，次代の群体を遊出する

までの過程を 5つの stageに区分し， Table 1とFigs.

1-5に示す。

(2)有性生殖

院 globatoTはホモタリック，雌雄肉体で，同一群体

内に卵と精子束を形成する。卵は通常30-40個，精子

束は 3-7個形成し，卵は受精後，丸みを帯びた三角

形の突起を有する接合子となる。成熟し，燈褐色にな

Table 1. Developmental stages of vegetative 
colonies of 防lvoxglobatoT. 

Time(hr) 
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Stage 1: Gonidia undivided-←ceIIed embryos 

2: 8- - 32-ceIIed embryos 

3: 6←-256-ceIIed embryos 

4: -pre-inversion embryos 

5: Inversion-daughter colonies 
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Figs. 1-5. Developmental stages ofvegetative colonies of Volvoxglobator. 1. Stage 1 (gon凶 aundivided~4-

celled embryos). 2. Stage 2 (8-~32-cell ed embryos). 3. Stage 3 (64-~256・ce lled embryos). 4. Stage 4 (pre-inver-
sion embryos). 5. Stage 5 (in vers ion~daughter colonies). Scale bar， 100μm 

った接合子を乾燥，保存し， 1 ~ 2か月後に水を加え 陥lvoxglobatorの有性生殖群体から次のようにして性

ると発芽し，細胞分裂をくり返し，その後反転して新 誘起物質を抽出した。

しい群体 が誕生する。(1)有性生殖群休(受精卵を形成しはじめた|時期のも

Figs. 6~12 ~こ V. globatorの有性群体と他のEuvolvox の)およそ1，000群体を水 10ml とともに密絵 したノミ

節 3種の接合子を示す。 イアノレビン中に 650C で241時間保ち，その上清を 2

3 培養条件 40Cに保存する。

培養は， VT培地 (市村1972)のう ち Glycylglycine (2)娘群体遊出寸前の無性生殖群体を培地 25mlを加

を HEPESに変えた培地を用い， 6，0001uxの照度で16 えた径 18mmのネジ口試験管50本に l群体ずつ入れ

時間明・ 81時間暗， 230C 恒温(市村1975)で行なった。 7日間培養すると 1;本中の群体数は600となり， 50本

また，培地，ガラス器具類はすべて滅菌して用いた。 の総数は 3万に達する。

培地の組成は次の通りである。 (3)この無性生殖群休をナイロンメッシュ (150 MS) 

Ca(N03)，.4H，O 11.8mg， MgSO，.7H，O 4.0mg， KCI 上に集め，培地でビーカーに洗い込む。

5.0 mg， C3H，Na，06P.5HO (Sodium-s-glycero- (4)培地 11を加えた容器10本に (1)の上清を 1mlず

phosphate) 5.0 mg， Thiamine HCI 1.0μg， Vitamin BI2 つ加え，これに (3)の無性生殖群体を均等に加えて 6

0.01μg， Biotin 0.01μg， HEPES 50 mg， P IV metals 0.3 日間さらに培養を続けると，無性生殖群体は次代にお

ml， H，O 99.7 ml (lN NaOHで pH7.5とした)。 いてほとんどすべて有性化し，群体内に受精卵を形成

また， P IV metalsの処方は次の通りである。 する(群体総数およそ20万)。

FeCI3・6H，O 97 mg， MnCI，・4H，O 41 mg， ZnCI， 5 mg， (5)この有性生殖群休をナイロンメッシュ上に集め，

CoCI，.6H，O 2 mg， Na，MoO， 4 mg， Na，EDTA 750 mg， 300 mlの水と ともにビーカーに洗い込む。

H，O 500 mlo (6) これを家庭用 ミキサーに移し，細胞を破砕してジ

4.性誘起物質の抽出 ユースとし，200ml容のビーカーに 50mlずつ分注し，
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8. Egg and 
Scale bar， 

Figs. 6-12. Sexual colony and zygotes of Volvox. 6. Sexual colony. 7. Egg and sperm packet 
sperms (v. globator). 9-12. Zygotes (9， V. globator; 10， V. merrilli; 11， Volvox sp. 1; 12， Volvox sp. 2) 
100μm in Fig. 6， 10μm in Figs. 7-12 

有性化率は母群体から遊出した群体総数のうち有性化

した割合で示 した。

1. SISの生理活性

(1)無性生殖群体の stageの違いと有性化率

V. globatorの無性生殖群体を Table1とFigs.1~5 に

示す 5の stageに区分し，SIS濃度 10-3gllの培地に

各区 1容器あたり l群体入れて 15回実験した結果を

Table 2に示す。 Stage1と2の群体は100%に近い有

性化率を示し，その後， stage が進むにつれて有性化

率の低下が見られた。

結果と考察

Table 2. E汀ect of SIS on developmental 
stages of Volvox globator 

No.of 
colonies 

1，045 

1，284 

1，328 

1.301 

1，149 

1，232 

Sexual colonv 
(%) 
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98.5 

91.3 

74.1 

27.5 
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(SIS 10-3 gl。
日olvoxmedium 
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650C に保った定温器中でゆるやかに水を蒸発させつ

つ，細胞中に含まれる性誘起物質を水に抽出 し，乾因

物とする。

(7)この乾固物に水 50mlを加えて懸濁液とし，これ

を遠心分離 (5，000rpm， 10分)して得た上清をビーカー

に移して再び 650Cで乾固する。さらに水 10mlを加

えて溶解，遠心， 乾固する。この操作を再びくり返し

て得た帯黄色透明な上清をパイアノレビソ中で乾固，秤

量し，低温で保存した。

この乾因物質を本研究では性誘起物質 (sex-indu口ng

substance， SIS)とした。 10万の有性生殖群体から上記

の方法で抽出し得る SIS 量は1O~20mg であ っ た。

以下に述べる実験並びに以後の SIS抽出のための有

性生殖群体の形成は SIS1 mgを Imlの水に溶解して

原液としこれを培地で希釈して用いた。

5 実験方法

実験は培地 10mlを加えた径 18mmのネ ジロ試験

管を各区10本ずつ用いて行なった。また 1容器に加え

た群体数と SIS量は実験ごとに後述の通りである。

有性化の有無と群体数は，供試群体の次代すなわち

母群体から遊出した娘群体が24時間経過した時点で 1

容器中の群体を培養液とともに径 90mm の時計皿に

移し，ノレーベ (X2)を用いて調べた。この時期の有性

生殖群体 (Fig.6)は群体内に多数の卵が点状に見え，

無性生殖群体と容易に見分けることができた。なお，
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Fig. 13. Relationship betw田 nsexual induc-
tion and exposure time to SIS in 防lvoxglobator. 

この結果は若い群体ほど SISに対する感受性が強

いか，あるいは性誘起をうながすためには一定時間以

上SISの作用が必要なことを示唆していると考えら

れる。

(2) SISの作用時間と有性化率

ごく若い群体 (stage1で生殖細胞が未分化の群体)

をSIS濃度 10-3g/lの培地で培養し，設定した時間

(12， 24， 48， 72時間)後，群体を SISを含まない培

地で数回洗った後， SISを含まない培地に移して培養

し，その有性化率を調べた。なお SISで96時間培養

した区は，その時点ですでに有性化の有無を判別でき

る状態に達していたので， SISを洗い流すことなく，

そのまま判定した。

実験は各区 1容器あたり 3群体入れたもので回，

5群体入れたもので2回実施した。その結果を Fig.13

に示す。この図から， SISの作用が48時間までの有性

化率は極端に低く， 10%以下で推移し， 72時間後では

96%と急激に上昇し， 96時間後ではほぼ100%有性化

したことが分る。

したがって性誘起をうながすためには，かなり長い

時間 SISの作用を必要とし，ほとんどの群体が有性

化するには72時間以上SISの作用が必要なことが分
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Fig. 14. Effect ofSIS concentration on sexual 
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globator;ーー，防lvoxm即rilli;…，防lvoxsp. 1;ーー，
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かった。

(3) SIS猿度と有性化率

SISを 10-3g/lから10倍ずつ希釈した濃度で含む培

地に stage1の無性生殖群体を各区 I容器あたり 1群

体入れて， 25回実験した結果を Fig.14に示す。 SIS

濃度 10-3g/lで99%，10→g/lで94%と高い有性化率

を示し， 10-5 g/l以下では漸次低下がみられたが，

10-7 gllにおいてもなお生理活性が認められた。

しかし，医師teri(Starr and Jaenicke 1974)のMIS

が 10-10g/lで100%の有性化率を示したのと比較する

と格段に低く，この段階の SISは不純物を多く含む

ものと推定される。

(4) Euvolvox節の他種に対する SISの効果

V. globatorのSISが他種の有性化に及ぼす影響につ

いて， Euvolvox節に属する 3種(防lvoxmerrilli，附抑X

sp. 1，防lvoxsp. 2)を用い容器に 1群体入れて 6回

実験した結果を Fig.15に示す。 SISは V.globatorばか

りでなく，これら 3種に対しても同様の効果を示すこ

とが明らかとなった。しかし， Euvolvox節以外の v.
aureusおよび V.cartenにはまったく効果を示さなかっ

た。

Table 3. Effect of heating (30 min.) on SIS. 

Medium T(e。mCp). Sexua(9l 6c) olony No.of 
colonies 

99.2 733 

60 100 704 

SIS (10-3 g/l) 80 99.4 723 

100 100 689 

120 64.6 527 

防lvoxmedium 
。 891 

(Control) 
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Table 4. Effect of organic solvents on S1S 

Experiment 
Sexual colony NO.of 

(%) colonies 

S1S (10-3 glり 99.9 780 

S1S treated with chloroform 98.6 766 

S1S treated with ethanol 97.7 795 

Volvox medium 。 879 

2. S1Sの特性

(1) S1Sに対する加熱の影響

S1Sを 10-3gll含む培地を 60，80，100， 1200Cでそれ

ぞれ30分加熱した後，各区 l容器に5群体入れて 2回

実験した結果を Table3に示す。 1000Cまでは有性化

率に変化が見られず，加熱の影響は認められなかった。

また， 1200Cの加熱により ，有性化率は65%に低下し

たものの，なお高い生理活性が認められた。この結果

と 1200Cで完全に失活した V.au町山の M1S(Darden 

1966)を比較すると，玖 globatorの S1Sは極めて熱に安

定な物質であるといえる。

(2) S1S に対する有機溶媒の影響

S1Sの原液 1mlにエタノーノレまたはクロロプォノレ

ムを 9mlずつ加え，振渥混和した後，密栓して 650C

で2時間放置し，その後乾回した。これを培地で希釈

し(S1S濃度 10-3glf)， 1容器に 5群体入れて 2回実験

した結果を Table4に示す。 S1SはエタノーノレやPロ

ロフォノレムなどの有機溶媒に対し極めて安定であった。

(3) S1Sに対する酸・塩基の影響

S1Sの原液 1mlに 1NHClまたは 1NNaOHを9ml

ずつ加え，密栓して 650Cに2時開放置 し， その後，

栓をとり，そのまま乾固し， 1N NaOH または 1N

HClを加えて pH7.0に調整し，培地で SIS濃度が

10-3 gllになるように希釈して， 1容器に 5群体入れ

て実験した結果を Table5に示す (培地中には pH調

整により生成した NaClが含まれたままであるが，脱

塩せず，そのまま実験した)0 SISの酸または塩基に

よる失活が認められた。

Table 5. Effect of acid and base on SIS 

Experiment Sexua! colon y No.of 
(%) colonies 

S1S (10-3 gl。 99.4 361 

S1S treated with HCl 。 358 

S1S treated with NaOH 。 342 

Volvox medium 。 329 

Table 6. E町ectof proteolytic enzymes on S1S 

Experiment 
e 10(0m。 )Sexual N f llT】~.J colonv 1'10.0 

at C(9-6) Y 

SIS 30 98.6 1，449 

SIS treated with pronase 30 0.8 1，456 

SIS treated with trypsin 30 82.0 1，620 

S1S treated with chymotrypsin 30 95.4 1，504 

Volvox medium 。 。 1，575 

(4) SIS に対するタンパク分解酵素の影響

SIS 1 mgを含む培地 10mlにプロナーゼ， トリプシ

ン，あるいはキモ トリプシンを 10ml ずつ加え，

230Cで24時間処理した後，櫨過滅菌器 (Corning社製，

45μm)を通し， -20oCで保存した。

実験は上記酵素処理液を S1S濃度が 10-3gllになる

よう培地に希釈し，酵素を失活させるため 1000C で

30分間加熱した後 1!容器に 5群体入れて 2回実施し

た。その結果を Table6に示す。 SISはプ ロナーゼの

作用を強く受け失活した。これは Darden(1966)およ

び Tschochneret al. (1987)の結果と一致する。ただし，

本実験では操作の過程で酵素を洗い出していない。

(5)ケソレ電気泳動による S1Sの分子量の推定

SDS処理した S1Sを MWMarker (オリエンタノレ酵

母社)とともにポリアタリノレアミドケツレ (ATTO社，

5 -20%濃度勾配ゲノレ)で泳動し，クマッ γ ーブリリ

アントブノレ-R 250で染色した結果を Fig.16に示す。

SISのバンドは MWマーカーの分子量12，400(チトク

M.W 

73800ーラ

49600 -， 

37200-， 
24800一 三

12400ー

A B 

Fig. 16. SDS polyacrylamide gel electro-
phoresis of S1S. A， Mol wt standard (Cytochrome 
c monomer~hexamer) ; B， S1S. Stained with Com-
assie brilliant blue 
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ロム C モノマー)より下に現われ，かなり低分子の 謝 辞

タンパク質であることをうかがわせる。

なお， M1Sの分子量は V. aUTeusでは200，000以上

(Darden 1966)，玖 ca出 riでは27，OOO~30 ，OOO (Starr and 

Jaenicke 1974)，院 Tousseletiiでは10，000(McCracken and 

Starr 1970)との報告がある。本研究の S1Sは V.aUTeus 

および V.caTteri・の有性化にまったく効果を示さなかっ

たことと，分子量の違いから，両者の M1Sとは異な

る物質であると考えられる。また，V. globatoTと同じ

Euvolvox節の V.Tousseletii (雌雄異体)の M1Sと分子

量は近いと恩われるが，V. Tousseletiiに対する S1Sの

効果はまだ調べていない。

摘要

雌雄同体の種防lvoxglobatoTの有性生殖群体を破砕

し，水で抽出し，乾閉した物質、1S.は強い生理活性

を示し，V. globatoTをはじめ，V. merrilliなど Euvolvox

節の種の性誘起に箸しい効果を示した。また， S1Sは

熱や有機溶媒に極めて安定で，酸または塩基やタンパ

グ分解酵素プロナーゼで失活する比較的低分子のタン

パク質であると推定される。

この実験に関し，終始懇篤なご指導を賜り，論文校

関の労をとられた楠元 守博士に深く感謝いたします。
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