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Effects of gibberellin， stevioside and their analogs (rebaudioside， isosteviol) on maturation and growth of gametophytes of Ecklonia cava， 
Eisenia arborea and Undaria pinnat所dawe陀 investigated.The maturation rates of these 3 species w巴陀 reversiblyinhibited by 500μM 
stevioside at 20 oC， 100μmolm・2s". The maturation rate of E. cava was 2.4% in the stevioside added medium， while it reached 79.4 % after 
the stevioside removed. The growth rates of the female gametophytes of E. cava were not affected by stevioside. Rebaudioside indicate the 
inhibitory effect on maturation of E. cava， but the e汀巴ctwas lower than that of stevioside. Isosteviol had no e仔ecton maturation and growth 
of E. cava. Gibberellin indicated a stimulatory e仔ecton maturation of the 3 species at low light intensity (20・C，IOμmolm" s") and high 
water temperaωre (25・C，I00μmolm" s") conditions. Ancymidol， an inhibitor of gibberellin biosynthesis， inhibited maturation and growth 
of E. cava. These results indicate that stevioside， rebaudioside and gibberellin act as plant growth regulators on the gametophytes of E. cava， 
E. arborea and U. pinllatifida 

Keylnde.λWords: Ecklonia cava. Eisenia白もorea.gametophyte. gibberellill. maturatioll. plallt growth regulator. stevioside. Undaria pinnatifida 

'Graduate school of Bioresources， Mie University， 1577 Kamihama. Tsu， Mie 514-8507， Japan 

2Yamamoto Corporation， 294ト1Ham吋ima，Shima， Mie 517-0404， Japan 

緒言

コンブ目藻類の配偶体の生長や成熟は，水温 (Luning& 

Neushul 1978. 谷口・秋山 1982. Novaczekl984. Bolton 

& Levitt 1985. 桐原ら 2003. Morita et al. 2003. 田中

ら2008. 馬場 2009. 駒沢・坂西2009). 光量 (Luning& 

Neushul 1978. 谷口・秋山 1982. Novaczek 1984. Bolton 

& Levitt 1985. 林田 2002. 桐原ら 2003. 馬場 2009，)，光

質 (Luning& Dring 1975)あるいは鉄 (Motomura& Sakai 

1984)などの影響を受けることが知られている。このような

コンブ目藻類配偶体の生理的特性を利用した生長・成熟の制

御は，養殖や海中林造成に利用されており，配偶体株の保存

や増殖，種苗生産のために必要な技術となっている。一方，

陸上植物において伸長調節や成熟促進のために実用化されて

いる植物生長調節剤 (PlantGrowth Regulator. PGR) は，

海藻で、はバイオテクノロジーの分野を除いて利用されていな

~)。

陸上植物の生長や成熟を制御する PGRである縞物ホルモ

ンは，大型藻類に対しでも作用を持つことが明らかにされて

きている (Bradley1991)。近年ではアブシジン酸 (ABA)

(Nimura & Mizuta 2002)やオーキシンの一種であるインドー

ルー3-酢酸(IAA) (Kai et al. 2006)がマコンブSaccharina

japonica (Areschoug) Lane， Mayes， Druehl et Saunders胞

子体の生長や胞子嚢形成にかかわっていることが明らかにさ

れている。 ABAやIAA. サイトカイニンなどの植物ホルモ

ンは，多くの大型藻類に含まれていることがガスクロマトグラ

フィーや HPLCを用いた分析により示されている (Bradley

1991， Stirk et al. 2003. Kai et al. 2006)。種子植物の伸長

生長を促進するホルモンとして知られるジベレリンについては

大型藻類での研究は極めて少ないが，数種の藻類においてジ

ベレリン様活性を示す物質が抽出されているほか，ジベレリ

ン添加による影響が報告されている{Iwasaki1965， Jennings 

1968， Bradley 1991， Tarakhovskaya et al. 2007)。この中で，

Jennings (1968)はコンブ目藻類である Eckloniaradiata (C. 

Agardh) J. Agardhの配偶体の生長がジベレリンによって促進

されることを報告している。

種子植物においてジベレリンは 120種以上が同定されてい

る。その代謝経路も知られており，メバロン酸経路の中間生

成物であるイソペンテニル二リン酸がカウラン (ent-kaurene)

を経てジベレラン骨格を持つ GA12-アルデヒドになり，それ

から各種のジベレリンにいたる(腰岡 2004)。ジベレリンの

前駆物質であるカウランからは，甘味料として知られるステ

ビオサイドとレパウディオサイドも代謝産物として作られる。

ステビオサイドとレパウディオサイドはキク科植物のStevia

rebaudiana (Beltoni) Beltoniに多く含まれるジ、テルペン配糖

体で，ジベレリンに類似した構造のステビオールをアグリコン

に持つ (Fig.1)。陸上植物においては，ステビオサイドやス

テビオールの PGRとしての作用が研究されており，幼苗の伸

長促進，根の伸長促進・抑制，発芽抑制などの作用があるこ
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とが知られている (Komai& Iwamura 1983， Hershenhom 

et al. 1997， Geuns 2003)。しかし，これらの物質が大型藻類

に与える影響は全く知られていない。

このような陸上植物のPGRによってコンブ目藻類の配偶体

の生長や成熟の制御が可能になれば，養殖や謀場造成のため

の種苗生産が容易かつ高効率になることが期待される。そこ

で，本研究ではジベレリンおよび類似した構造を持つステビ

オサイドとその類似物質が，コンブ目藻類のカジメ Ecklonia

ω問問ellman，サガラメ Eiseniaarborea Areschoug，ワカ

メUndariαpinnat{声dα(Harvey)Suringarの雌性配偶体の生

長と成熟におよぽす影響を明らかにすることを目的とした。

材料と方法

配偶体の培養

実験に用いたカジメ配偶体の母藻は， 2003年6月に三重

県志摩市で採集した。母藻を三重大学藻類学研究室に持ち帰

り，側葉から葉片を切り出した後，これを培養することによ

り子嚢斑を形成させた (Iwaoet al. 2010)。ワカメ配偶体の

母藻は2008年4月に三重県志摩市で，サガラメ配偶体の母

藻は2008年 12月に愛知県南知多町で，それぞれ成熟した藻

体を採集した。それぞれの藻体の成熟部分を研究室内で2-

3時間乾燥させた後，滅菌海水中で遊走子を放出させた。遊

走子懸濁液を直径9cm滅菌シャーレ中に並べたスライドグ

ラス上に滴下してから， 20mLの20%PESI培地 (Tatewaki

1966)を満たして静置した。 2時間後，遊走子のスライドグ

ラスへの固着を顕微鏡下で確認後，シャーレを温度200C，光

周期 12L:12D，光強度5-10μmolm-2 S-Iの条件下で静置培

養した。配偶体塊の直径が 1mm程度になったところでスラ

イドグラスから配偶体を剥離し， 300 mLの20%PESI培地

を満たした 500mLのプラスチック製培養容器に入れ， 20oC， 

12L:12D， 10μmol m-2 S-Iの条件下に移し，実験に用いるま

で保存株として培養した。実験は2007年6月から 2011年3

月にかけて行った。

培地の調整

実験には陸上植物のPGRであるジベレリン (GibberellinA3， 
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Fig_ 1_ Chemical structure of stevioside (A)， rebaudioside (B)， 
isosteviol (C) and gibberelin A3 (D)ー
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ナカライテスク)，ステビオサイド (SteviosideStandard，和光

純薬)，レパウディオサイド (RebaudiosideA Stan由rd，和光

純薬)のほか，ステビオールの異性体でらあるイソステビオール

(Isosteviol Standard，和光純薬)，ジベレリン合成阻害剤である

アンシミドール(Ancyrnidol，AccuStandard)を{吏用した。

ジベレリン，ステビオサイド，レパウデイオサイドは海水中

に500μMとなるように添加し，オートクレープで滅菌した

後に20%PESI培地とした。実験時には必要に応じて50-0.5

μMに希釈して使用した。対照 (0μM)としてはPGR無添

加の20%PESI培地を用いた。

イソステピオールはエタノールに溶解して 500mMとした

後に， 50μMとなるように20%PESI培地に添加し， 0.2μm 

のフィルターによりi慮過滅菌した。アンシミドールはアセトン

に溶解して500mM溶液とした後に，同様にj慮過滅菌した。

実験の際には必要に応じて50・0.5μMとなるように希釈して

使用した。 500μMの濃度では，イソステビオール，アンシミ

ドールともに培地が白濁したため使用しなかった。イソステビ

オールおよびアンシミドールの実験で、は，対照 (0μM)とし

てエタノールあるいはアセトン濃度が0.1%となるように調

整した 20%PESI培地を用いた。

成熟率および生長の測定

実験に際しては，配偶体保存株を乳鉢で細断してから滅

菌海水中に懸濁した。配偶体の懸濁液を，各セルに 8rnlの

20%PESI培地を満たした6穴培養プレートに滴下し，雌性

配偶体と雄性配偶体を合わせた密度が1cm2あたり 20-30個

体となるようにした。予備培養は，温度20oC，光強度 100μ

mol m-2 S-I，日長 12L:12Dの条件で3日間行った。予備培養

の後， PGRを添加した20%PESI培地に交換した。 PGRの

濃度の影響を調べる実験は，予備培養と同じ条件で、培養を行っ

た。高温条件下における PGRの影響は温度を 250C，また，

低光強度下における影響は光強度を 10μmolm・2S-lとして培

養を行った。本研究で、は培地交換は一週間に一度行った。

成熟率は， 50-200個体の雌性配偶体について，卵形成率を

測定することによって求めた。雄性配偶体については，生長

に伴い精子嚢の観察が困難になる場合があったため測定しな

かった。実験期間は3週間とした。形成された卵あるいは芽

胞体が枯死していた場合は，成熟していないものとした。カジ

メ配偶体の成熟に対するステビオサイドの影響を調べた実験

では，実験終了後も培養を継続した。実験終了後8日目(培

養29日目)にステビオサイド500μM添加区の配偶体を乳

鉢で細断し，再度ステビオサイド500μMおよびOμMの

20%PESI培地に移して4週間成熟率を測定した。いずれの条

件も 3つの実験区を設け値を平均した。

配偶体の生長は， Morita et al. (2003)に従い，雌性配偶

体を 10-12個体識別して，デジタルカメラで撮影した配偶体

の面積から求めた。撮影は 1日おきに2週間行い，卵を形成

した場合は，卵を除いた部分を配偶体面積とした。生長倍率

は培養初日の面積に対する相対値で示し，相対生長速度は以
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率は31.4%に達したが，その後，形成された卵や芽胞体が枯

死していったため 3週間目の成熟率は 12.0%に低下した。

ステビオサイ ド500μM添加区で培養していたカジメ配偶体

を培養29EI後に制|析し，再びステビオサイド 500μM添加区

および対照区 (0μM)に移して培養した結果を Fig.3に示す。

ステビオサイド添加区での配偶体の成熟率は最大で4.4%，培

地変更Il~f には 2 .4 %であったが，対照区に移すと成熟率は6

日後に 56.2%に増加し， 27日後には 79.4%に達した。一方，

ステビオサイド 500μM添加区における成熟率は0-1.2%と

低いままであった。

Fig.4にステビオサイド濃度がカジメ雌性配偶体の面積生

長と成熟に与える影響を，個体別に示す。ステビオサイド濃

度が高い実験区ほど成熟は遅くなり， 0-5μM添加区では培養

6日目には 66.7-85.7%の個体が成熟していたのに対し， 50 

μM添加l区では 36.4%， 500μM添加区では 0%であった。

いずれの濃度においても，配イ肉体の面積は卵を形成するとお

おむね減少する傾向が見られた。卵形成が見られなかった4

日目までの配偶体面積の相対生長速度は，対照区 (0μM)が

0.167:t0.OI3 (mean:t SE)， 0.5μM添加区が0.134:t0.018， 

5μM添加区が0.152:t0.015，50μM添加区が0.132:t0.021，

500μM添加区が0.121:t0.014で高濃度ほど生長速度が低い

傾向があったが，有意差は見られなかった (P=0.39)。培養

14日後の面積は，対照区 (0μM)の配偶体では楕養開始時

の 1.02:t0.38倍であったのに対し， 0.5μM添加区は 3.43:t

1.89倍， 5 pM添加区は 1.33士0.71倍， 50μM添加区は 3.13

:t 1.06倍， 500μM添加区では 4.68:t0.64倍に達し， 500 μM 

添加区では而積が有意に大きくなった (P<O.OI)。

Fig.5にサガラメとワカメ配偶体の成熟率に対する培養3

週間後のジベレリンとステビオサイドの作用を示す。サガ

50 

Fig. 2. E仔ectsof PGRs on mat山ationrates 01' gall1etophytes 
of Ecklollia c(/vιPESI medium lVas lIsed as control fOI 
gibberellin， sl巴viosid巴andreballdioside tr巴日lments.PESI 
mediull1wilh ethanol (0.1%) and acetone (0.1%) was lIsed as 
conlrol for isosteviol and ancYll1iclol tl巴atll1enls，respeclively. 
Data are expressecl as mean :!: SE 

ただし， N，:培養t日目の配{肉体面積， No:培養O日目の面積，

t :培養日数である。

成熟率の値は，逆正弦変換した後に PGR濃度別の実験では

One-way Factorial ANOVAとDunnet検定，その他の実験

では t検定により対照区との差を検定した。生長は KruskaI-

WaIIisおよびste巴It巴stにより，対JI.償区との差を検定した。

コ

相対生長速度 (da{l)= logc ( N， / No ) / t 

0005550003 
(control) (conlrol) 
PGR concentration (p M) 

下の式によって求めた。

結果

Fig.2にカジメ配偶体の成熟率に対する培養3週間後の植

物生長調節剤 (PGR)の作用を示す。対照区ではいずれも 95

%以上の雌性配偶体が成熟した。ジベレ リン，イソステビオー

ル添加|区で、はどの濃度においても 94%以 ヒが成熟し，対照区

に対する有意差は認められなかった。ただし， ジベレリン添加|

区ではやや早く卵を形成する傾向が見られた。ステビオサイド，

レパウディ オサイド 500μM添加区における成熟率はそれぞ

れ 1.9%，24.4 %と対照区よりも有意に低くなった (P<O.OI)。

50μM以下の濃度ではいずれも 94%以上の高しミ成熟率を示

した。アンシミドール50μM添加区では培養 12日目に成熟
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ラメでは対照区，ジベレリン500μM添加区ともに成熟率

は100%であったが，ステビオサイド500μM添加区では

63.3 %と低くなった。ワカメでは対照区の成熟率が56.2% 

であったのに対し，ジベレリン添加区の成熟率は 100%であ

り，逆にステビオサイド添加区では2.19もと有意に低くなった

(pく0.001)。

低光強度条件(10μmolm-2 S-I， 20 OC)あるいは高温条件(100

μmol m-2 S-I， 2SOC)において，ジベレリンが3種の配偶体の

成熟率におよぼす影響を Fig.6に示す。カジメ，サガラメの

対照条件(100μmolm-2 S-I， 20 OC)を除き，ジベレリン500

μM添加区の方が成熟率は有意に高くなった(カジメ，サガラ

メ高温条件，ワカメ p<O.OI;サガラメ低光強度条件pく0.05)。
特に高温条件下のワカメでは，ジベレリンOμMでは全く卵

形成が認められなかったのに対し， 500μM添加区では24% 

の雌性配偶体が卵を形成した。

考察

コンブ目藻類のカジメ，サガラメ，ワカメの配偶体におい

ては，ジベレリンが成熟の促進作用，ステビオサイドとレパ

ウディオサイドは成熟抑制作用を持つPGRであることが明

らかとなった。他の大型藻類においては，紅藻アサクサノリ

PO中hyratenera Kjellmanのコンコセリス(lwas北i1965) 
や緑藻スジアオノリ Ulvaprolifera (Muller) J. Agardh 

(Jennings 1968)の生長がジベレリンの添加により促進され

ることが報告されているo Jennings (1968)は，カジメの近

縁種である Eckloniaradiataの配偶体をジベレリン添加培地

で培養し，ジベレリン濃度0.01mg L-1 (=0.029μM)で最も

よく生長し， 0.1 mgL-1 (=0.29μM)以上ではほとんど生長は

促進されなかったとしている。本研究ではカジメ，サガラメ，

102 
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ワカメの配偶体の卵形成はジベレリン濃度500μMで促進さ

れたが，卵形成に伴って栄養細胞が少なくなるために，生長

はむしろ抑制されることが顕微鏡下で観察された。したがっ

てコンブ目藻類の配偶体は，低濃度のジベレリンで生長促進，

高濃度で成熟促進・生長抑制されると思われる。

これまでに，褐藻ヒパマタ目のFucusvisiculosus L.とF.

spiralis L. (Radley 1961)や，コンブ目のEckloniarαdiata 

の胞子体(Jennings1968)から抽出された物質がジベレリン

活性を持つことが示されている。また今回の結果において，コ

ンブ目の配偶体ではジベレリンは成熟を促進する PGR，外生

ホルモンとして作用していた。そこで，配偶体内でジベレリン

が代謝合成されているのかを調べるため，ジベレリン合成阻

害剤であるアンシミドールを添加して成熟率を測定した。アン

シミドール濃度50μMでカジメ配偶体の成熟阻害作用が認め

られたことから，ジベレリンが配偶体内で生合成されているこ

とが示唆された。しかし，アンシミドールは陸上植物の腔軸生

長や根の伸長に対しては0.12μMや1μMという極めて低い

濃度で阻害作用を持つことが知られている (Tanimoto1987， 

1994)。また， 100μM以上の高濃度のアンシミドールは陸上

植物のセルロース合成阻害剤として作用することが報告され

ており (Hofmannovaet al. 2008)，カジメ配偶体においては

成熟率が低下する一方で卵や芽胞体が枯死したことから，ア

ンシミドールが配偶体に対して毒性を持っているために成熟

率が低下した可能性もある。今後，配偶体がジベレリンを産

生していることを確認するためには，パクロブトラゾールやウ

ニコナゾールなど他のジベレリン合成阻害剤の作用を確認し

た上で，配偶体抽出物によるジベレリン活性試験やジベレリ

ン分離を行う必要がある。

Hershennhom et al. (1997)は5種の陸上植物の発芽と根
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Fig. 4. Growth and maturation of female gametophytes of Ecklonia cava at various concentrations of stevioside. Dashed 
Iines indicate all cells of the gametophytes became oogonia and no vegetative cells remain巴d.
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の伸長に対して，ステビオール，ステビオサイドおよび 15種

類のイソステビオール誘導体がおよぼす影響を調べた。その

結果，物質と植物種の組み合わせによって作用が異なり， 同

じ物質でも植物種によっては全く反対の作用を示すことがあ

ること を明らかにした。その理由としては，物質の構造がジ

ベレ リンと類似しているためにジベレリン様活性を示す場合

と，逆に類似しているためにジベレリン受容体との結合を競

合してジベレリン阻害活性を示す場合があるためではないか

としている。一方， Komai & Iwamura (1983) はイネOryza
sαtivαLとレタス LactucasatIlほしについて，ステビオサイ
ドやレパウディオサイド等のステビオール配糖体にジベレリン

様活性があることを示し，それは構造的な類似によるものでは

なく ，植物体内でジベレ リン様物質に転換されるためではない

かとしている。本研究において，ステビオサイ ドとレパウディ

オサイドは，カジメ，サガラメ，ワカメの配偶体の成熟に対し

てジベレ リンと逆に抑制作用を持っていた。このことから，こ

れらが構造的な類似によりジベレリンと競合していることが示

唆された。しかし，よりジベレリ ンに類似した構造を持つイソ

ステビオールには活性がみられず ステビオサイドが持つグ‘ル

コース部分が活'11を持っている可能性もある。

低光量下(10μmolm-2 S-I)ではサガラメ配偶体の成熟率

はジベレリ ン1n~添加区の 11 % から添加区の 24 %に，カジメ

配偶体では 26%から 73%に，ワカメ配偶体では24%から

84% になった。コンブ目謀類配偶体の成熟下限光量としては，

サガラメがふ12μmolm-2 S-I (林田2002)，アラメが500

1000 lux (約ふ12μ molm-2 S-I) (谷口 ・秋山 1982)である

ことが報告されている。ジベレリンは，低光量下においてコン

ブ目藻類の成熟を促進する作用を持つと考えられる。

田中ら (2008)によれば，カジメ配偶体を25
0

Cで 18日間

培養した後の芽胞体形成率は 母fj~の産地によって 20 %以

下から 85%以上までの聞きがみられた。本研究において，カ

ジメ配偶体を 250Cで3週間培養した後の成熟率は，ジベレリ

ン 1!l~添加区では 52 %であったのに対し，添加区では 94%と

多くの個体が卵を形成した。サガラメ配偶体の 25
0Cでの成熟

率も 1!l~添加 l区の 56 %から添加区の 94%になった。カジメ不|

蹴類配偶体において 25OCは成熟上限温度に近く，卵形成に

は不適な環境と考えられるが(谷口 ・秋山 1982，Novaczek 

1984， Bolton & Levitt 1985， E日中ら 2008，馬場 2009，駒

沢 ・坂西 2009)，ジベレリ ン添加lによりほぼすべての個体が
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卵を形成するようになった。ワカメにおいては，配偶体の成熟

上限温度は230CであることがMoritaet al. (2003)によって

明らかになっているが，ジベレリン添加培地でワカメ配偶体を

培養すると， 250Cにおいても 24%の雌性配偶体が卵を形成

した。このことから，本来は配偶体が成熟し得ないような環境

においても，ジベレリン添加によって成熟させられるようにな

ると考えられる。

本研究により，ジベレリンにより高温や低光量下でのコン

ブ目藻類配偶体の成熟が促進されること，ステビオサイドに

より配偶体の成熟が可逆的に抑制され生長を続けることが示

された。今回はジベレリンのうち広く使用されているジベレ

リンA3のみを実験に用いたが，他のジベレリンファミリーに

はより大きな作用があるかもしれない。したがって，より適切

なPGRを探索することにより，コンブ目藻類配偶体において

PGRを用いた配偶体の維持管理が可能になると考えられる。

PGRによりコンプ目藻類の生活環全体を制御するために

は，それらが胞子体に与える影響を知ることも重要である。マ

コンブの胞子体については， ABAが子嚢斑形成促進と生長抑

制 (Nimura& Mizuta 2002)， IAAが子嚢斑形成抑制と生長

促進 (Kaiet al. 2006)の作用を持つことが明らかにされてい

る。しかし，本研究で使用したジベレリンやステピオサイド

が胞子体に与える影響は研究されていない。今後はこれらの

物質を含めた様々な PGRの作用を明らかにしていく必要があ

る。

一般に大型藻類の養殖や藻場造成のための生長，成熟の制

御には，水温，光量等の環境条件の管理が必要である(三浦

1992)。ジベレリンやステビオサイドのような PGRを利用す

ることにより，これらの作業が容易かっ効率的になることが期

侍される。
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