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研究成果の概要（和文）：　本研究では、マコンブ配偶体（♀）の細胞内の脂質変化から、生殖生長（卵形成）
に関わる脂質のホルモン作用を検討した。卵形成度合（成熟度）の増加に伴い、フコステロール、C14:0、C18:
1n9、C18:3n3及びC20:3n3の含有量が減少することが分かった。この内、C14:0及びC18:1n9は、TAG中に局在して
おり、卵形成におけるエネルギーとして代謝されたと考えられる。フコステロールは生長シグナル分子として、
ω3系の多価不飽和脂肪酸は性フェロモンとして代謝されたと考えられる。
　なお、細胞外のフコステロールによる生殖生長の誘発は確認されなかった。

研究成果の概要（英文）：Hormonal effect on reproductive growth in a brown macroalga was examined, in
 an attempt to identify the specific lipids that play a role in the oogenesis of female 
gametophytes. After reproductive growth had occurred, the level of fucosterol, C14:0 C18:1n9 and 
omega-3 series PUFAs, such as C18:2n3 and C20:3n3, were significantly decreased with strongly 
related to the percent of mature cells. The decrease in the level of C14:0 and C18:1n9 fatty acids, 
which are mainly localized in the TAG, were due to consumption via energy metabolism associated with
 reproductive growth. Based on genomic knowledge and results of this study, fucosterol and omega-3 
PUFAs appeared to function as signaling molecules or as an enzymatic activator.
 Fucosterol could be trapped by sphingomyeline, and long chain PUFAs can activate sphingomyelinase. 
The sterol added in out of cells was not stimulated on the oogenesis, because that the hormonal 
function of sterol can be regulated by the function of PUFAs.

研究分野：分析化学、藻類学
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１．研究開始当初の背景 
海藻群落である藻場は、沿岸生態系の中で
一次生産者としての重要な役割を担ってい
る。しかし、近年、日本や世界各地での沿岸
で、藻場が消滅する「磯焼け」が深刻な問題
となっており、藻場の修復及び保全が極めて
重要な環境課題の一つとして考えられてい
る。褐藻には 1年を通した生活史の中で、巨
視的形態（胞子体）と微視的形態（遊走子、
配偶体）を繰り返しており、藻場の修復・保
全のためには、配偶体が生殖生長を行うこと
が不可欠である。本村ら（1984）の褐藻の生
活史制御の研究により、配偶体の栄養生長か
ら生殖生長への切換えは、鉄の摂取が条件に
なることが明らかになっている（Motomura 
and Sakai, Jpn. J. Phycol. 1984）。 
申請者は、藻場修復を背景に、堆肥からの
溶出成分が鉄供給へ寄与していることを明
らかにし、堆肥中有機物の利用性を説明して
きた（Iwai et al., Anal. Sci. 2012; Iwai et al., 
Anal. Sci. 2013）。堆肥由来の有機物が鉄に対
し錯形成能を有することから、鉄供給に貢献
する機能性材料として期待され、その機能に
関する研究が産学連携で進められている。一
方で、堆肥から海水中へ溶出する成分は、陸
上植物、微生物及び動物由来のステロール等
の脂質を多く含むこともわかっている（Iwai 
et al., J. Anal. Appl. Pyrolysis 2013）。ステロー
ルは、それ自体、若しくはその代謝物が性ホ
ルモンとして動植物の生殖機能に作用する
ことは良く知られており、海藻への生長阻害
が懸念される。しかし、褐藻の生殖生長メカ
ニズムは未だ不明な点が多く、ホルモン様物
質による生殖生長の誘発は検討されていな
い。 
 
２．研究の目的 
 褐藻の生殖生長メカニズムの解明は、藻場
修復・保全に不可欠な知見となる。 
(1) 本研究では、褐藻の生殖生長に寄与する
細胞内の性ホルモンの作用の解明として、褐
藻のステロール、“フコステロール”の機能
を解明する。また、細胞内の脂質成分の変化
から、細胞内での生長変化を検討する。 
(2) 細胞外のステロールによる生殖生長の
誘発を確かめ、細胞外のホルモン様物質によ
る生長への影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) マコンブ配偶体の培養 
 本研究では、北海道大学フィールド科学セ
ンター室蘭臨海実験所より譲り受けたマコ
ンブ（Saccharina japonica）のメス配偶体の無
菌株を用いた。培養条件は、先行研究に従っ
た（Iwai et al., J. Appl. Phycol. 2015）。培養液
は、ASP12NTA を用い、添加する鉄の量によ
って栄養生長と生殖生長を制御した。培養期
間は、単為発生する胞子体の影響を避けるた
め、12日間とした。培養後の配偶体は、生殖
生長した配偶体の細胞数割合を成熟度（M%）

として算出し、－30 °Cで 24時間以上保管し
た後、透析及び減圧乾燥を経て分析試料とし
た。 
 
(2) 全脂質抽出法 
 乾燥した配偶体試料と適量の海砂を乳鉢
に入れ、クロロホルム・MtOH混液（2:1, v/v）
を加えながら十分に磨り潰し、全脂質を抽出
した。遠心分離（10000 rpm, 10 min）によっ
て懸濁物を除き、エバポレーターによって濃
縮し、全脂質抽出物を得た。 
 
(3) ステロールの分離・精製方法 
 濃縮した全脂質は、50%KOH・EtOH 混液
（1:2, v/v）でけん化（24 h, 室温）させた。
これに純水を 8 – 9 mL加え、不けん化物をヘ
キサンで抽出した。ヘキサン抽出物は、25% 
EtOH と純水で数回洗浄した後、無水硫酸ナ
トリウム（約 4-mL）・Extrelut（約 1-mL）を
充填したカラム（脱水カラム）を通過させ、
脱水した。ヘキサンはエバポレーターで除去
し、全ステロール試料を得た。精製したステ
ロール試料は、イソオクタンに溶解し、内部
標準として 5α-コレスタンを 2 μg添加した後、
N2ガスを吹き付けながら約 100 μLに濃縮し、
ガスクロマトグラフィー（GC）によって定量
定性を行った。 
 
(4) 脂肪酸の分離・精製方法 
 全脂質けん化物に 6N HClを数 mL加え、
pH を 4 未満にした後、脂肪酸をヘキサンで
抽出した。ヘキサン抽出物は、脱水カラムを
通過させ、エバポレーターによって濃縮した。
濃縮した脂肪酸は、14% BF3・MtOH 1mLに
溶解し、メチル化した（100 °C, 5 min）。メチ
ル化後の試料に、飽和ナトリウム水溶液を 8 – 
9 mL加え、ヘキサンで脂肪酸メチルエステル
（FAMEs）を抽出した。ヘキサン抽出物は、
脱水カラムを通し、酸化防止剤としてジブチ
ルヒドロキシトルエンを 1 mg 加え、ヘキサ
ンをエバポレーターで除去し、全 FAMEs 試
料を得た。精製した FAMEs 試料は、ヘキサ
ンに溶解し、内部標準としてノナデカン酸メ
チルエステル（C19:0Me）を 25 μg 添加した
後、N2ガスを吹き付けながら約 100μLに濃縮
し、ガスクロマトグラフィー（GC）によって
定量定性を行った。 
 
(5) 脂質の形態別分離精製 
ステロールの遊離型・エステル型、及びトリ
アシルグリセロール（TAG）の組成の検討の
ため、上記の手法により抽出した全脂質を、
数 100 μLに溶解し、ガラス TLCプレート（20 
× 20 cm, Silica gel 60, Merk）に塗布した。これ
をヘキサン・ジエチルエーテル・酢酸混液
（70:30:1, v/v/v）で展開した。プリムリンを
噴霧し、365 nmの紫外線の下、遊離又はエス
テル型ステロール及び TAG成分を判別した。
これらの成分の判別のため、フコステロール、
コレステロールエステル及びトリオレイン



を標準品として用いた。プレートの該当箇所
をかきとり、アセトンで脂質成分を溶脱した。
遊離型ステロールは、濃縮後、イソオクタン
に溶解し、GC 試料とした。ステロールエス
テル及び TAGは、上記 3.(3)及び 3.(4)に従っ
て精製し、GC試料とした。 
 
(6) GC条件：フコステロール 
 ステロールは、95%ジメチル 5%ジフェニル
ポリシロキサンキャピラリーカラム（DB-5ms、
0.25 mm i.d. × 30m, 膜厚 0.10 μm）を用いた
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ GC-2010, 
Shimadzu）で分離した。キャリアガスは N2、
温度プログラムは、200 °C で 1 min、200 – 
300 °Cまで 6 °C min-1で昇温し、300 °Cで 6 
min 保持した。ステロールは、フコステロー
ルの標準品（Sigma Aldrich）を用いて定性・
定量した。 
 
(7) GC条件：FAMEs組成 
 FAMEsは、90%ビスシアノプロピル 10%シ
アノプロピルフェニルシロキサンキャピラ
リーカラム（SP-2380, 0.20 mm i.d. × 60m, 膜
厚 0.25 μm）を用いたガスクロマトグラフィ
ー（GC-2010, Shimadzu）で分離した。キャリ
アガスは N2、温度プログラムは、50℃で 1 min、
50 – 120 °Cまで 5 °C min-1、120 – 240 °Cま
で 3 °C min-1で昇温し、240 °Cで 2 min保持
した。FAMEs は、Supelco 37 FAMEs mix 
(Sigma Aldrich)を基に定性し、C19:0Me のピ
ーク面積を基に定量した。 

 
(8) フコステロールの抽出・精製と細胞外フ
コステロールによる生殖誘発試験 
 生殖誘発試験に用いたフコステロールは、
マコンブ胞子体乾燥粉末（道南伝統食品協同
組合）から、3.(2),(3)及び(5)に従って抽出精
製したものを使用した。精製度を高めるため、
TLCによる分離（3.(5)）は 2回行った。 
 生殖アッセイの条件は、3.(1)の条件に従い
行った。フコステロールは、MtOH に溶解し
たものを培養液に添加した。なお、このMtOH
は、オートクレーブ（121 °C, 20 min）によっ
て除去される。この実験では、鉄による成熟
反応を防止するため、HBEDを鉄のマスキン
グ剤として加え、3.(1)に従って成熟アッセイ
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) マコンブ配偶体（♀）の脂質組成 
 Table 1に、マコンブ配偶体（♀）の栄養生
長及び生殖生長時の脂質組成をまとめた。 
栄養生長及び生殖生長共に、ステロールは
フコステロールのみが検出された。また、フ
コステロールは、生殖生長後には大きく減少
することが確認された。 
脂肪酸の組成は、生長状態による大きな変
化は見られなかった。飽和脂肪酸では、C16:0
及び C18:0が主成分としてあげられ、他には
C14:0 が少量含まれていた。一価の不飽和脂

肪酸は、C18:1n9 及び C16:1n9 で構成されて
いる。多価不飽和脂肪酸は、炭素数 18 及び
20の不飽和脂肪酸で構成されていた。全脂肪
酸含有量（μg mg-1-dry sample）は、生長状態
による大きな変化は見られなかったが、生殖
生長した配偶体では不飽和脂肪酸の含有量
が減少していた（Table 1）。これは、C18:1n9、
C18:2n6、C18:3n3及び C20:3n3の大きな減少
に起因する。 

 
(2) 生殖生長に寄与する脂質 
 生殖生長に寄与する脂質成分を検討する
ため、各々の配偶体株につき、栄養生長時の
脂質含有量に対する各脂質の含有量を比含
有量として、その増減と成熟度の関係を検討
した。脂質の比含有量変化と成熟度の関係は、
ピアソン相関係数によって判断した。 
 フコステロールは、成熟に伴い明らかに減
少し、その間には良い相関が得られた（r =  – 
0.880, p < 0.001）。 
 C14:0 は、成熟度に伴い減少する傾向がみ
られた（r =  – 0.704,  p < 0.001）。一方、C16:0
及び C18:0では、比含有量が分散し、成熟度
との間に相関は見られなかった（r =  0.113 ~ 
0.184,  p > 0.4）。一価の不飽和脂肪酸では、
C16:1n9 は生殖生長との深い関わりは無いよ
うに見えるが（r =  – 0.311,  p >0.1）、C18:1n9
と成熟度の間には良い負の相関が得られた（r 
=  – 0.921,  p < 0.001）。多価不飽和脂肪酸で
は、ω6系では C18:2n6が成熟に伴い減少する
傾向がみられたが（r =  – 0.779,  p < 0.001）、
C18:3n6 及び C20:4n6 は成熟と強い関係は見
られなかった（r =  – 0.257 ~ 0.322,  p > 0.1）。

Fucosterol (μg mg-1 dry sample)

1.32 ± 0.92 0.84 ± 0.66

FAs (relative are to ISTD mg-1 dry sample)
C14:0 15.2 ± 3.5 11.4 ± 2.7
C16:0 179 ± 87 188 ± 71
C16:1n9 4.31 ± 1.58 3.60 ± 2.19
C18:0 117 ± 64 133 ± 53
C18:1n9 24.7 ± 5.2 15.2 ± 3.5
C18:2n6 4.69 ± 3.38 1.95 ± 1.44
C18:3n6 2.08 ± 0.50 1.74 ± 0.48
C18:3n3 4.17 ± 3.75 1.07 ± 0.97
C20:3n3 4.60 ± 1.60 2.36 ± 1.53
C20:4n6 2.02 ± 0.85 1.76 ± 0.63

Total FAs*

Total SFAs*

Total USFAs*

Lipids

Table 1
Total lipid compositions (mean ± S.D., n  = 18) for immature
and mature female gametophyte (Saccharina japonica )
cultured for 12 day

† Cultured in Fe-free medium. Maturity (%) was 2 ± 2.
‡ Cultured in Fe-added (20 μM with 1:1 EDTA) medium.
Maturity (%) was 85 ± 8.
* The sum of the average values.

46.6
311
358

27.7
332
360

Reproductive‡Vegetative†

Growth stages of gametophytes



一方、ω3 系不飽和脂肪酸、C18:3n3 及び
C20:3n3、では、共に成熟度と良い負の相関関
係があらわれており（r =  – 0.888 ~ 953,  p < 
0.001）、生殖生長との深い関係がある脂肪酸
と考えられる。 
 これらの実験及び解析により、褐藻配偶体
（♀）の生殖生長には、フコステロール、C14:0、
C18:1n9、C18:2n6、C18:3n3 及び C20:3n3 の
代謝が深く関わっていることが明らかにな
った。 
 
(3) 脂質の局在と生殖生長に伴う脂質代謝 
 脂質の代謝を考察するため、TLCによる遊
離・エステル型ステロール及び TAG の分離
を行い、その組成を確かめた。Table 2に、栄
養生長及び十分に生殖生長した配偶体に含
まれていた遊離型及びエステル型のフコス
テロール含有量、及び TAG の脂肪酸組成を
まとめた。生長状態にかかわらず、フコステ
ロールは遊離型で存在していることが分か
った。また、TAGは、生殖生長した配偶体で
は栄養生長したものと比べ、その含有量が減
少した。これは、主に C14:0及び C18:1n9の
減少によると考えられる。 
 フコステロールは、褐藻に特異的なステロ
ールであるが、その機能については明らかに
なっていない。しかし、褐藻のゲノム情報で
は、ステロールの生長シグナル分子としての
機能が示唆されている（ Esi_0339_0015, 
Esi_0217_0002, Esi_0239_0013）（Cock et al., 
Nature 2010）。本研究でのフコステロールの
生殖生長に伴う減少は、フコステロールが生
長シグナル分子として使用されたためと考
えられる。また、遊離型のステロールは、細
胞膜マイクロドメインのスフィンゴミエリ
ンに局在する。褐藻では、スフィンゴミエリ

ンの存在は未だ不明なままだが、スフィンゴ
ミエリン合成酵素の遺伝子は見つかってい
る （ Esi_0217_0007, Esi_0157_0035. 
Esi_0383_0007）。このことから、フコステロ
ールは、遊離型で存在し、遊離型のままでシ
グナル分子として働くことができると考え
られる。通常は、細胞膜マイクロドメイン中
のスフィンゴミエリンに局在しており、その
機能が制御されていると考えられる。 
 TAG中の C14:0及び C18:1n9の含有量及び
生殖生長による減少は、Table 1の値の変化と
同様の変化を示している（Table 1 and 2）。こ
れは、C14:0及び C18:1n9が TAGに局在して
おり、また、生殖生長（卵形成）に伴うエネ
ルギー源として代謝されたことを示してい
る。 
 C18:2n6 及び ω3 系多価不飽和脂肪酸など
の多価不飽和脂肪酸は、一般にエネルギー源
としての優先度は低く、生殖生長に伴うそれ
らの含有量の減少は、エネルギー代謝からは
説明できない。C18:2n6 及び C18:3n3 は、褐
藻配偶体（♀）において、性フェロモンの前
駆体となることが知られている。C18 及び
C20の多価不飽和脂肪酸が性フェロモンなど
の 生 理 活 性 物 質 へ 代 謝 す る 遺 伝 子
（Esi_0060_0078, Esi_0111_0095）があること
から、生殖生長に伴う性フェロモンなどの生
理活性物質への代謝により減少したと考え
られる。また、長鎖多価不飽和脂肪酸は、ス
フィンゴミエリン分解酵素を活性化させる
ことが知られており、マイクロドメインから
のフコステロールの解放にも寄与している
と考えられる。 
 
(4) 細胞外フコステロールによる生殖誘発
の検討 
 4.(2)及び(3)より、遊離体のフコステロール
が生殖生長のシグナル分子として働くと考
えられた。そこで、細胞外での生殖活性を確
認するため、フコステロール（0 ~ 1000 μg L-1）
を添加した培養液を用いた成熟アッセイを
行った。しかし、フコステロールの添加によ
る生殖生長の誘発は、どの濃度のものでも確
認できなかった。これは、4.(3)で示唆したよ
うに、フコステロールの機能がスフィンゴミ
エリンと PUFAs で制御されているためと考
えられる。 
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Vegetative† Reproductive‡
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