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《要旨》

　本研究では、培地中の窒素濃度を 1/10濃度に減少させた場合のミカヅキモとクリプトモ

ナスの各々の藻の増殖動態を解析した。クリプトモナスは、接種後約一週間は指数関数的に

増殖したが、14日後には定常期に入り 21日以後は減少する傾向を示した。一方、ミカヅキモ

は、接種後約一週間指数関数的に増殖した後、一旦増殖を停止し、その後数日の内に再び増

殖を開始して42日後においてさえ増殖を続けた。このことは、クリプトモナスが、増殖に際

しては培地中の窒素源のみしか利用できないのに対して、ミカヅキモは、最初は培地中の窒

素源を利用して増殖するが、この窒素源が枯渇すると、細胞内に蓄積された窒素源や 細胞

内構造を構成しているタンパク質を分解して得られた窒素源を増殖に利用できる代謝経路

を備えていることを示唆した。また、この結果は、培地中の窒素濃度は、クリプトモナスの増

殖時の最大細胞密度を決定する直接的な要因になるが、ミカヅキモの増殖時の最大細胞密

度を決定する直接的な要因にはならないことを示した。

　本研究では、さらに、生態系の一つのモデルとして、ミカヅキモとクリプトモナスを共棲

させた場合の各々の藻の増殖動態の解析を行った。各々の藻を単独培養した場合には、増殖

時の最大細胞密度はいずれの藻の場合にも約 6×104cells/mlに達したが、クリプトモナス

の方がミカヅキモに比べて増殖速度が大きく（クリプトモナスの世代交代時間は 1.02日、

ミカヅキモの世代交代時間は1.27日）、早く最大細胞密度に達した。それに対して混合培養

した場合には、接種後14日後まではクリプトモナスの方が増殖速度が速いために優占種で

あったが、その後クリプトモナスは減少傾向を示し、ミカヅキモは増殖を続けてミカヅキモ

が優占種となった。このことから、ミカヅキモは、おそらく窒素以外の栄養源についても、培

地中の栄養源が枯渇すると、細胞内に蓄積された栄養源や 細胞内構造を分解して得られた

栄養源を利用して増殖・生存に利用できる代謝経路を備えているが、クリプトモナスはこ

のような代謝経路を持たないことが示唆された。



《目的》

　ミカヅキモは単細胞の緑藻で、貧栄養から中栄養の淡水中に棲息する。また、クリプトモ

ナスは単細胞のクリプト藻で、鞭毛により運動し、富栄養水中において突発的に増殖するこ

とで赤潮の一因となる。これら二つの藻は、実験室内で単離株を C 培地中に接種し、適当な

条件下で培養すると、二分裂による栄養増殖を行う。

　本研究では、

・これら二つの藻の棲息する水質の差に注目し、水質評価指標の一つである窒素濃度（特

に C 培地より低濃度にした場合）と、各々の藻の増殖との関係

・生態系の一つのモデルとして、これら二つの藻を共棲させた場合の各々の藻の増殖動態

という二点を明らかにすることを目的として実験を行った。

《材料および方法》

　本研究では、ヒメミカヅキモ（Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex）（車

軸藻綱、緑色植物門）及び クリプトモナス（Cryptomonas）属の一種（クリプト藻綱、クリ

プト植物門）を用いた。（以下、それぞれミカヅキモ、クリプトモナスと呼ぶ　図 1 参照）

培地としては、C 培地（Ichimura 1971 ：組成は表１参照）及び C 培地の窒素濃度を

1/10濃度に減少させた培地（以下、N1/10 培地 と呼ぶ ：組成は表２参照）を調整し、それ

ぞれの培地に以下のような細胞密度で ミカヅキモ か クリプトモナス あるいはその両方

の藻をイージーフラスコ内の10mLの培地中に無菌的に接種した。

1 ミカヅキモ　200cell/mL （単独培養）

2 クリプトモナス　200cell/mL （単独培養）

3 ミカヅキモ　100cell/mL ＋ クリプトモナス　100cell/mL （混合培養）

①～③のそれぞれにつき２個ずつサンプルを作成し、これらのサンプルを

 温度24℃,16:8時間/日の明暗周期,光照度2000 lx(55μmol photon/m2・s)

という条件下で６週間 無菌的に培養し、７日ごとに細胞密度を測定した。

測定にはフックスローゼンタル計数板を用い、無菌的に行った。なお、クリプトモナスは運

動しているが、基本的には定常円を描く運動であるので、固定せずに生きたまま観察して、

細胞密度の測定を行った。

①～③のそれぞれにつき、２サンプルの計測値の平均値を結果に用いた。



図 1.　ミカヅキモとクリプトモナスの C 培地における共棲像

（ミカヅキモは直径 10～20μm,長さ約100μmの単細胞緑藻、クリプトモナスは直径約20μmの単細胞クリプト藻）

<図 1,6,7,8撮影：中西宏貴氏>

表１　C 培地組成　　　　　　　　　　　　　表２　N1/10 培地組成　

 Ca(NO)2・4H2O              15mg/L
KNO3                                　 10mg/L
CaCl2                                63.5mg/L
KCl                       67.1mg/L
β-グリセロリン酸Na         50mg/L
Mg2SO4・4H2O               40mg/L
Vitamin B12                     1×10-7mg/L
Biotin                   1×10-7mg/L
Thiamine HCl            1×10-5mg/L
Tris緩衝剤                  500mg/L
Na2EDTA              1.5×10-1mg/L
FeCl3・6H2O           1.9×10-2mg/L
MnCl2・4H2O          8.2×10-3mg/L
ZnCl2                             1×10-3mg/L
CoCl2・4H2O             4×10-4mg/L
Na2MoO4　　                     8×10-4mg/L

(medium pH  7.5)

Ca(NO)2・4H2O             150mg/L
KNO3                                　100mg/L

β-グリセロリン酸Na         50mg/L

Mg2SO4・4H2O               40mg/L
Vitamin B12                     1×10-7mg/L

Biotin                   1×10-7mg/L

Thiamine HCl            1×10-5mg/L

Tris緩衝剤                  500mg/L
Na2EDTA              1.5×10-1mg/L

FeCl3・6H2O           1.9×10-2mg/L

MnCl2・4H2O          8.2×10-3mg/L
ZnCl2                             1×10-3mg/L

CoCl2・4H2O             4×10-4mg/L
Na2MoO4　　                     8×10-4mg/L

(medium pH  7.5)



《結果》

　各実験の結果により、ミカヅキモとクリプトモナスの増殖について、以下の図2～図 5の

グラフを得た。

図 2.ミカヅキモ(Closte)とクリプトモナス(Crypto)を
　　 C 培地で単独培養した場合の増殖曲線
（縦軸:細胞密度(log10(cell/ml)),横軸:接種後日数(Day)の片対数グラフ:以下同様）

図 3.ミカヅキモ(Closte)とクリプトモナス(Crypto)を
　　 N1/10 培地で単独培養した場合の増殖曲線



　これらのグラフより、以下のことが示された。

１、C 培地において単独培養した場合（図 2）

　ミカヅキモもクリプトモナスも一週間程度は 指数関数的に増殖した。この期間において

は、ミカヅキモの世代交代時間は1.27日、クリプトモナスの世代交代時間は1.02日であっ

た。クリプトモナスは21日後に定常期（増加も減少もしない状態）に入った。ミカヅキモは 

高見(2003),添田(2004)らの実験によれば、約 50日後に定常期に入った。

２、N1/10 培地において単独培養した場合（図 3）

　C 培地の場合と同様に、ミカヅキモもクリプトモナスも一週間程度は指数関数的に増殖し

た。この期間においては、ミカヅキモの世代交代時間は1.35日、クリプトモナスの世代交代

時間は1.05日であり、C 培地の場合と比べて大きな差は見られなかった。クリプトモナスは

14日後に定常期に入り、21日後からは減少に転じた。ミカヅキモは7～14日の間に一旦増殖

を停止し、その後数日の内に再び増殖を開始して42日後においてさえ増殖を続けた。

３、C 培地において混合培養した場合（図 4）

図 4.ミカヅキモ(Closte)とクリプトモナス(Crypto)を
　　 C 培地で混合培養した場合の増殖曲線

図 5.ミカヅキモ(Closte)とクリプトモナス(Crypto)を
　　 N1/10 培地で混合培養した場合の増殖曲線



　接種後14日後まではクリプトモナスの方が増殖速度が速いためにクリプトモナスが優占

種であったが、その後クリプトモナスは減少傾向を示し、ミカヅキモは増殖を続けてミカヅ

キモが優占種となった。

４、N1/10 培地において混合培養した場合（図 5）

　C 培地において混合培養した場合と比べ、クリプトモナスが優占している期間が 3日間ほ

ど長いが、その他は C 培地の場合と比べて大きな差は見られなかった。

また、以下のことが観察された。

１、培養開始後、日数が経過するにつれ、細胞質が不完全な形になったり、完全に抜けてしま

った（いわゆるゴースト）ミカヅキモが増加した。（図 6 から図 8 参照）このようなタイプ

のものは C 培地よりも N1/10 培地で、また単独培養よりも混合培養で多くみられた。　

　　　　　　　　 　　　　　　　　　

図 6 正常なもの　　　　　　　図 7 細胞質が異常なもの　　　　　　　　　図 8 ゴースト化したもの

２、C 培地,N1/10 培地ともに、混合培養したクリプトモナスは単独培養したものに比べ、運動

が鈍くなったり、突発的に不規則な運動を行うものが増加した。この傾向は、接種後７日後

においてさえ顕著に観察された。

《考察》

１、培地中の窒素濃度と藻の増殖との関係

　図 3 で、N1/10 培地において21日目以降クリプトモナスが減少に転じたのに対し、ミカヅ

キモは7～14日の間に一旦増殖を停止し、その後再び増殖を開始して42日後においてさえ

増殖を続けた ということは、クリプトモナスが一つの代謝経路しか用いていないのに対し、

ミカヅキモが7日目までの増殖と、10日目以降の増殖において、異なった代謝経路を用いて

いることを示唆している。すなわち、クリプトモナスは増殖に際して、培地中の窒素源のみ

しか利用できず、このため、培地中の窒素濃度は、クリプトモナスの増殖時の最大細胞密度

を決定する直接的な要因となると考えられる。これに対し、ミカヅキモは、最初は培地中の

窒素源を利用して増殖するが、この窒素源が枯渇すると、細胞内に蓄積された窒素源や 細

胞内構造を構成しているタンパク質を分解して得られた窒素源を増殖に利用できるため、

培地中の窒素濃度は、ミカヅキモの増殖時の最大細胞密度を決定する直接的な要因にはな

らないと考えられる。接種後、日数が経過するにつれて細胞質の形態が異常なミカヅキモが



増加したことは、ミカヅキモが細胞内構造を構成しているタンパク質を分解して得られた

窒素源を増殖に利用できるという見解を支持している。

２、共棲下での藻の増殖動態

　図 4 と図 5 で、C 培地でも N1/10 培地でも増殖型に大きな差が見られなかったことより、

ミカヅキモは、おそらく窒素以外の栄養源（例えば リン、硫黄やビタミン類などのどれか、

あるいは複数のもの）についても、培地中の栄養源が枯渇すると、細胞内に蓄積された栄養

源や 細胞内構造を分解して得られた栄養源を利用して増殖・生存に利用できる代謝経路

を備えているが、クリプトモナスはこのような代謝経路を持たないと考えられる。

　また、共棲下におかれたクリプトモナスが、単独培養下に比べ、運動機能の低下や、普段見

られない動きを早い時期から示したことは、ミカヅキモがクリプトモナスの運動を阻害す

るような物質を分泌している可能性があることを示唆している。この点に関しては、さらな

る検討が必要とされるだろう。

《結論》

１、培地中の窒素濃度は、クリプトモナスの増殖時の最大細胞密度を決定する直接的な要因

になるが、ミカヅキモの増殖時の最大細胞密度を決定する直接的な要因にはならない。

２、ミカヅキモとクリプトモナスが共棲するような生態系では、ミカヅキモが優占種となる。

これは、ミカヅキモが細胞内に蓄積された物質や 細胞内構造を分解して得られた物質を栄

養源として増殖・生存に利用できる代謝経路を備えていることに起因する。
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