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    学位論文題名
Studies on the cytoplasmic inheritance of mitochondria
    in isogamous and oogamous brown algae

（同型配偶子接合および卵生殖を行う褐藻の

ミトコンドリア細胞質遺伝に関する研究）

学位論文内容の要旨

    真核生物の有慥生擁纖ま、同型配偶子接合から異型配偶子接合を経て卵生殖へと進化してきたと

考えられ、褐瀉頃では、これらの3つの異なる有陸生殖様式が確認されている。オ′レガネラ細胞質遺箇研究の

多くは、卵生殖の動物制鏖b直物、もしくは同型配偶子接合の緑藻クラミドモナスを対象としたものであり、

有性生罪湘試の進化過程で細胞質遺伝機溝がどのように変化してきたかを考察する上で、褐藻類は興味深いヽ生

物群である。現在までに褐藻類のミトコ，ンドリアの遺伝様式は、同型配偶子接合と卵生殖の種で報告きれてき

/-o分子生物学的手法、すなわちミトコンドリアDNA (mtDNA)塩齣｜Jの異なる種や昧を掛け合わせた胞

子モ輊のmtDNAを調べる手法で，同型酉甜禺子接合と卵生殖の褐藻のミトコンドリアが母陸遍任：ゝすることが幸R告

されてきた。卵生殖の褐藻については、電子顕微鏡によって精子由来ミトコンドリアが受精卵内で分解される

様子が観察され、形態学的にも母性遺伝であることが報告されている。これに対して同型酉酢騎接合では、雄

´幽駈三偶子由来ミトコンドリアの分解は観察されてこなかった。さらに、雄陛酒己偶子滞子）由来のmtDNAが

消失する時期については、どちらの生殖様式でも明らかにされていなかった。本研究では、同型配偶子接合と

卵生殖の褐藻に対して雄陸配偶子由来mtDNAの消失時期を明らかにし、同時にミトコンドリア彡捕翠過程を観

察することで、褐藻のミトコンドリア母性遺伝機購の解明とその進化過程について考察することを目的とした。

    第1章では、カヤモノリ(Scytosiphon lomentaria)を研究材料として用い、同型配偶子接合におけるミ

トコンドリア細胞質遺伝懴隣の解明に取り組んだュ雌雄配偶子と受精後36時間までの接合子について、連院切

片の電子顕微鏡観察を行い、接合子内のミトコンドリア数の変化を確認した。その結果、受精時に雌雄酉醐抒

から持ち込まれたミトコンドリアは約25個で、その数は最初の細胞質分裂まで変化斑す、ミトコンドリア同士

の融合や分裂が接合子では起こらなぃことを確認した。次に.mtDNA塩基酉己歹liの異なるカヤモノりの株を掛け

合せ丶単r発芽体に対してPCR (singlegermlingPCR)を行う方法と、そ加′そ潮’の株のmtDNA塩墓薮汐I亅を認識

するよう設計したプライマーによるPCR法によって、雄I生配偶子由来のrrntDNAが4細胞期以降の胞子体で消失

し始めることを明らかにした。この時期の胞子体の電子顕微鏡観察を行うと、電孑密度が低くクリステが分散

した異常な形態を示すミトコンドリアが観察され、これが分解途中の雄性配f禺子由来ミトコンドリアである可

能陸が示唆された。これらの結果を総合すると、雄陞鋼偶子由来のミトコンドリアとmtDNAは、1細胞期の接

合子内で分解されす4細胞期まで鯏寺されること、そして4細胞期以降の胞子体のそれぞれの細胞内で~JYl~消

失することが考えられk_oミトコンドリア佃刑漸とmtDNAのメチル化の関連について調査するために
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bisulfite法による雌雄配偶子mtDNAのメチル化程度を比較したが、雌雄の配偶子間でメチルf徴に差が見ら

れなかった。っまり、同型配偶子接合で起こる雄性配偶子由来ntDNAの選択的消失には、mtDNAのメチル化

は関与していないことが示唆された。

    第2章では、卵生殖を行う褐藻について研究を行った。ヒバマタ(Fucus distichus)、エゾイシゲ

(Silvetia babingtonii)、ワカメ（ひ繊aria pinnatifida)を材料として、抗DNA抗体を用いた食渡電：テ顕微鏡観察

とmtDNAを対象とした精子のsingle ce11HニR法により、精子ミトコンドリアにDN．Aが存在していることを確認

した。次に、受精卵内に持ち込まれた精子間tDNAの消失時期を特定するために、ワカメを材料としてmt隣IA

塩基錘歹0の異なる株を掛け合わせた接合子に対する楊球鰰なsiTlglegermlingPaR法を確立し、精子のmtI）NA

が受精直後の1細胞期接合子の間に消失することを明らかにした。ワカメの1細胞期接合子の電子誘襁嚇龍ゑ察

では、精子ミトコンドリアが分解されていることを確認することができた。これらの結果から、精子ミトコン

ドリアとTTTtDNAは、受精時に卵細胞内に持ち込まれ、受精後の早い時期にミトコンドリアとm餅IAがともに

分解されると示唆された。一方、精子と卵のmt［｝NAのメチル化程度をウガノモク魍眦珊ね脇ぬ励弸めを

用 い て 調 査 し 、 精 子 と 卵 の 間 で mON・ Aの メ チ ル f臨 呈 度 に 差 が あ る 可 能 陸 を 見 出 し た 。

    第1章の同型配偶子接合、第2章の卵生殖におけるミトコンドリア細胞質遺鬪矧冓に関する研究か

ら、どちらの；舒陸生殖様式においても雄陸配偶子（または精子）由来のミトコンドリア分解とn缸）NAの消失

が同時朔に起こる司1艶陸が示された。しかし雄陸酉甜禺子由来のmtDNAの消失については、卵生殖のほうが同

型配偶子接合よりも早い段階で起こる。ミトコンドリアの分解にっいて注目すると、卵生殖ではミツイシコン

ブ（＆珊紘鹹“傭轡鰤鋤で報告されているように、精子ミトコンドリアは、小胞体様膜構造で囲われた後に

ライソゾームで分解されるオートファジーー経路によって分解されている可詣陸が示唆される。これに対して同

型配偶子接合で観察されたクリステの分散したミトコンドリアの近傍には、その様な膜構造は確認できておら

ず、雄配f禺子由来のミトコンドリア分解にオートファジーが関与するかどうかは不明であった。むしろ同型

酉酢翳接合の褐藻では、真性粘菌で報告されているような、雄性配偶子由来！t隣J4の選択的分解が最初に起

こり、研nを失ったミトコンドリアが後に分解、排除される可能陸も考えられる。卵生殖へと進化してゆく過

程で、オ｀ートファジーによる精子由来ミトコンドリアの選択的彡朔豬鯏冓と、mtDNAのメチルイ匕によるi馨択的

rnONA分解淵冓が獲得され、同型配偶子接合よりも早い段階で精子由来ミトコンドリアと1TTONAが消失きれ

るようになった可能陸も考えられる。これらの可能陸を証明するためには、どちらの有性生殖様式についても

ミトコンドリアとmtDNAの分解のH諺胡と過程をi聯田に明らかにする必要がある。今後は、本研究によって明

らかになったmONA分解時期に焦点をおき、この時期のミトコンドリアとmONAの分解過程を、電子顕微鏡

とミトコンドリアと皿乢亀の特異的染色法を用いた螢光顕微鏡観察を中心に明らかにしていく必要があると考え

られる。

    ；本刃f究は、singlegeImuDgPC法を中´心とした分子生物学珀勺三手法と電孑鷽襁繃察を細み合わせるこ

とで、褐藻におけるミトコンドリアとmONAの受精後の挙動を明らかにした。さらに、同型配偶子接合と卵

生殖におけるミトコンドリア糸聞包質遺伝黼を具体的な実験結果から比較することにより、；争陸生殖の進化と

オルガネラ細胞質遺伝の関連について考察できたと考えている。
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    学位論文題名
Studies on the cytoplasmlclnheritanCeofmitOChondria
    I  ●
    1n1SOgamouSandOOgamouSbrOWnalgae
    （ 同型 配 偶子 接 合お よ び卵 生 殖を 行 う褐 藻の
    ミ ト コ ン ド リ ア 細 胞 質 遺 伝 に 関 す る 研 究 ）

  有性生殖におけるオルガネラの細胞質遺伝に関する研究の多くは，卵生殖を行う動物・陸

上植物やモデル生物である単細胞性緑藻クラミドモナスを中心に行われてきており，それら

と系統を異にする他生物群を材料とした研究は極めて少なしゝのが現状である。真核生物の有

性生殖様式は同型配偶子接合から異型配偶子接合を経て卵生殖へと進化してきたと考えられ

ており，これらの3つの異なる有性生殖様式が確認されている褐藻は，有性生殖様式の進化

過程で細胞質遺伝機構がどのように変化してきたかを考察する上で興味深い生物群であると

言える。本研究では，同型配偶子接合と卵生殖を行う褐藻数種を材料に，分子生物学的手法

と電子顕微鏡による超微細構造観察から雄陛酒己偶子由来ミトコンドリアDNA (mtDNA)の消失

時期とミトコンドリア分解過程を明らかにし，褐藻のミトコンドリア母性遺伝機構の解明と

その進化過程について考察することを目的に研究を行った。

  最初に，カヤモノリ(Scytosip]iori lomentaria)を研究材料として用い，同型配偶子接合

におけるミトコンドリア細胞質遺伝機購の解明に取り組んだ。雌雄配偶子と受精後36時間ま

での接合子の完全連続切片の電子顕微鏡観察から，受精時に雌雄配偶子から持ち込まれたミ

トコンドリアは約25個であること，その数は接合子の最初の細胞質分裂まで変化しないこと

から，接合子内ではミトコンドリア同士の融合や分裂が起こらないことを確認した。次に

mtDNA諺語己歹IJの異なるカヤモノりの雌雄株を掛け合せ，単・う著芽体に対してPCR (single

germling PCR)を行う方法と，それぞれの株のmtDNA塩基配列を認識するよう設計したプラ

イマーによるPCR法によって，雄’幽己偶子由来のmtDNAが4細胞期以降の胞子体で消失し始め

ることを明らかにした。この時期の胞子体の電子顕微鏡観察を行うと，電子密度が低くクり



ステが分散した異常な形態を示すミトコンドリアが観察され，これが分解途中の雄性配偶子

由来ミトコンドリアである可能性カゞ強く示唆された。ミトコンドリア母l生遺伝とmtDNAのメ

チル化との関連について調査するためにbisulfite法による雌雄配偶子mtDNAのメチル化の程

度を比較したが，雌雄の配偶子間では差が見られなかった。

  次に，卵生殖を行う褐藻ヒパマ夕(Fucus distichus)，工ゾイシゲ(Sil ve tia

ぬbingtonil)，ワカメ(Undarぬp血鰡′/〃鋤を材料として，抗DNA抗体を用いた免疫電子

顕微鏡観察とmtDNAを対象とした精子のsinglece11PCR法により，成熟した精子のミトコン

ドリアにDNAが存在していることを確認した。さらに，ワカメのmtDNA塩基配列の異なる株を

掛け合わせた接合子に対して行った株特異的なsinglegermlingPCR法から，精子のmtDNAは

受精直後の1細胞期接合子の間に消失することを明らかにした。詳細な電子顕微鏡観察から

は，精子ミトコンドリアは小胞体様膜構造で囲われた後にライソゾームで分解されているこ

とを確認することができた。これらの結果から，精子ミトコンドリアとmtDNAは，受精時に

卵細胞内に持ち込まれ，受精後の早い時期にミトコンドリアとmtDNAが同時に分解されるこ

とが示唆された。一方，精子と卵のmtDNAのメチル化程度をウガノモク（伽ゞ′甜P/朋

加めカ′凹灯みを用いて調査し，精子と卵の間でmtDNAのメチル化程度に差がある可能性を

見出した。

  以上の結果から，同型配偶子接合，卵生殖ともに雄性配偶子（または精子）由来のミトコ

ンドリア分解とmtI）NAの消失が同時期に起こる可能性が示された。しかし，これらの消失に

ついては，卵生殖のほうが同型配偶子接合よりも早い段階で起っていた。ミトコンドリア自

体の分解について注目すると，卵生殖では精子ミトコンドリアは小胞体様膜構造で囲われた

後にライソゾームで分解されるオートファジー経路によって分解されているのに対して，同

型配偶子接合では観察された内部クリステ構造の分散したミトコンドリアの周辺にその様な

膜構造は確認できておらず，雄性配偶子由来のミトコンドリア分解にオートファジーが関与

するかどうかは不明であった。むしろ褐藻の同型配偶子接合では，雄陸三酉己イ禺子由来mtDNAの

選択的分解が最初に起こり，DNAを失ったミトコンドリアが後に分解，排除される可能l生も

考えられた。有性生殖の進化において同型配偶子接合から卵生殖へと変化してゆく過程で，

オートファジーによる精子由来ミトコンドリアの選択的分解機構が獲得され，同型配偶子接

合の場合よりも早い段階で精子由来ミトコンドリアとmtDNAが消失されるようになった可能

性を示唆するに至った。また，卵生殖における精子由来ミトコンドリアの選択的消失には，

卵と 精 子 間でのmtDNAのメチル化 の程度差も ーつの要因 であること を示した。

  本研究は，singlegermlingPCR法を中心とした分子生物学的手法と電子顕微鏡観察を組

み合わせることで，褐藻におけるミトコンドリアとmtI）NAの受精後の挙動を明らかにした。

さらに，単一系統群を用いた具体的な実験結果から同型配偶子接合と卵生殖におけるミトコ

ンドリア細胞質遺伝機構を比較することにより，有Jl生生殖の進化とオルガネラ細胞質遺伝の

関連について考察できたものと考えてられる。

  審査委員一同は，これらの成果を高く評価し，また研究者として誠実かつ熱心であり，大

学院博士課程における研鑽や修得単位などもあわせ，申請者カ粃（環境科学）の学位を受

けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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