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1.　はじめに

葉緑体はシアノバクテリア細胞内共生によって誕生した．

シアノバクテリアを含む原核生物の細胞分裂では，分裂面

で細胞壁が内部へ向かって合成されて隔壁を形成し，最終的

に細胞壁溶解酵素により隔壁が分解されて，2 つの娘細胞に

分離する．隔壁の形成過程では，種々のタンパク質が分裂面

へとリクルートされて，分裂装置を形成することが知られて

いる1）．FtsZ はその一つでチューブリンに構造的相同性のあ

る GTP 結合タンパク質である．分裂に先立って分裂面細胞

膜直下にリングを形成して収縮し，細胞分裂で最も重要な働

きをしていると考えられる．

葉緑体は，独自のゲノム DNA をもち，半自立的に分裂し

て増殖する．その際，FtsZ を始めとする原核生物由来の分

裂装置と，葉緑体の内外にある二重の Plastid-dividing ring（PD

リング）やダイナミンといった真核生物由来の分裂装置が，

協調して働いていることが近年の研究で明らかになってき

た2,3）．紅色植物と緑色植物の葉緑体では，そのうち真核生物

由来の分裂装置が，分裂の原動力となっていると考えられて

いる．

灰色植物門は 4 属からなる小さな分類群であるが，葉緑体

の進化を考える上で極めて興味深い存在である．灰色植物は，

紅色と緑色植物と同様に，一回の細胞内共生（一次共生）に

よって誕生した系統で，淡水産の単細胞藻類である．灰色植

物の葉緑体は，シアネレ（cyanelle）と呼ばれ，葉緑体包膜

にペプチドグリカン層を維持している．ペプチドグリカン層

はシアネレ以外の葉緑体では既に失われており（図 1），シ

アネレの機能と動態を観察することで，シアノバクテリアか

ら葉緑体への進化過程の一端を明らかにできると考えられ

る．本稿では，灰色藻の一種 Cyanophora paradoxa（図 2）の

シアネレ分裂過程について，蛍光顕微鏡と電子顕微鏡を用い

て，これまでに行った解析結果について紹介する．

2.　シアネレ分裂における FtsZの動態

2.1　FtsZリング形成過程の観察

葉緑体二重包膜の間にペプチドグリカン層が維持されてい

るシアネレでは，他系統の葉緑体分裂に比べ，原核生物型の

分裂装置の機能が重要であることが考えられた．そこで原核

生物の細胞分裂面にリングを形成し，原核型分裂装置の基盤

を構成する FtsZ タンパク質に着目し，シアネレでの FtsZ の

局在を，抗 FtsZ 抗体を用いた間接蛍光抗体染色により調べ

た（図 3）．C. paradoxa では，葉緑体分裂に関わる FtsZ 遺伝

子（CpFtsZ-cy）が既に単離されている4）．

細胞を 3％パラフォルムアルデヒドで 30 分間固定し，ポ

リリジンコートしたカバーガラスに貼付けて以降の処理を

行った．貼付けの際に，細胞を押し潰すことでシアネレを

細胞外に放出させ，抗体の反応性を高めた．図 3に示した

蛍光顕微鏡像は，細胞外に単離されたシアネレを示してい

る．一次抗体には単細胞微細緑藻ナノクロリスの抗 FtsZ 抗

体を，二次抗体には Alexa Fluor 488 標識抗ウサギ IgG 抗体

を用いた．

クロロフィルの自家蛍光からシアネレの分裂過程を 4 つの

ステージに分けた（図 3，ステージⅠ – Ⅳ）．シアネレは，

片側がくびれた腎臓型（ステージⅠ），くびれが分裂面全周

に広がったダンベル型（ステージⅡ）を経て，分裂面の隔壁

形成が完了し（ステージⅢ），分裂する（ステージⅣ）．また，

各ステージの頻度は，ステージⅠ：21％，ステージⅡ：

32％，ステージⅢ：32％，ステージⅣ：15％で，ダンベル

型の状態が 6 割を超えていた．抗体染色の結果から，FtsZ

が分裂面にリングを形成すること，分裂が進むにつれて

FtsZ リングが収縮することが確かめられた（ステージⅡ a–

Ⅲ a）．さらに，1）分裂初期に FtsZ が分裂面片側に弧を描

くように局在していた（ステージⅠ）．これを FtsZ アークと

呼ぶことにした．FtsZ アークが見られるシアネレは分裂面
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リカン層をもち，原始的な特徴を残している．シアネレ

の分裂様式を明らかにするため，原核生物の細胞分裂タ

ンパク質 FtsZ の動態を間接蛍光抗体染色法で調べ，走

査電顕と透過電顕を用いて微細構造を観察した．シアネ

レでは他の植物の分裂機構とは異なり，シアネレの外側

からの力ではなく，ペプチドグリカン隔壁形成にともな

うシアネレ内側で発生する力が分裂の原動力となってい

る．
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の片側のみがくびれているもので，くびれの位置と FtsZ の

局在は一致していた．2）分裂の最後に，FtsZ リングが分裂

面に対して平行に分離していた（ステージⅢ b）．これら二

つの特徴は，シアネレが分裂時にペプチドグリカン隔壁を形

成することに起因していると考えられ，他の葉緑体には見ら

れないものである．

2.2　ペプチドグリカン合成が FtsZアーク・リング形成に

およぼす影響

原核生物の細胞分裂では，最初に FtsZ が分裂面に足場と

なるリングを形成し，続いてペプチドグリカン合成に関わる

分裂装置のタンパク質複合体がリクルートされる5）．C.

paradoxa ではペプチドグリカン合成酵素（Penicillin binding

protein: PBP）の存在が生化学的研究から示唆されている．

シアネレにおける FtsZ アーク・リング形成と PBP との関係

を調べるため，PBP の活性を阻害する β- ラクタム系抗菌薬

アンピシリンを用いて阻害剤実験をした（結果未掲載）．シ

アネレでは分裂終了後すぐに次の分裂が開始されるため，分

裂周期を通してくびれの入ったシアネレが観察される．しか

し，アンピシリン処理の結果，くびれのない球形のシアネレ

が見られるようになった．くびれのないシアネレで FtsZ を

抗体染色すると，FtsZ アークまたはリングが形成されてい

た．このことから，FtsZ の局在化は PBP とは独立に起こる

ことがわかった．またペプチドグリカン合成阻害条件下では

図 1　原核生物から葉緑体へと至る膜系の変化の模式図．

図 2 Cyanophora paradoxaの微分干渉像．2本の鞭毛（flagellum，

黒矢頭）と，通常 2 つの葉緑体（cyanelle，白矢印）をもつ．

Bar は 5 μm．

図 3　抗 FtsZ 抗体による間接蛍光抗体染色像．シアネレの分

裂過程に沿って並べた．左から微分干渉像，クロロフィル a の

自家蛍光像，FtsZ の抗体染色像，自家蛍光と抗体染色の合成像．

Bar は 5 μm．（文献 7）から改変して引用）
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FtsZ の収縮・分離が阻害されていた．このことから，FtsZ

の収縮・分離はペプチドグリカン隔壁形成にともなって起こ

ることが示唆された．

これらの結果は，シアネレにおいて FtsZ とペプチドグリ

カン合成の関係が，原核生物同様に維持されていることを示

している．

3.　シアネレ分裂装置の微細構造

C. paradoxa のシアネレでは，化学固定法による透過電顕

観察により，葉緑体内包膜のストロマ側にシアネレリング

（cyanelle ring，他系統の葉緑体の Inner PD リングに相当す

ると考えられる）が観察されている6）．高分解能走査電顕と，

構造保存性の高い凍結固定法を用いた透過電顕法により，さ

らに詳細な観察を試みた．

3.1　走査型電子顕微鏡を用いたシアネレ外包膜表面の分

裂装置の探索

シアネレ包膜を外側から絞り込む分裂装置が存在するかを

調べるため，シアネレをフレンチプレス処理により無傷単離

し，表面の微細構造を観察した．単離シアネレを 1.5％グル

タールアルデヒドで固定の後，1％ OsO4 による後固定，エ

タノール上昇系列で脱水，酢酸イソアミル置換，臨界点乾燥，

Pt-Pd コーティングを経て，フィールドエミッション型走査

型電子顕微鏡（FE-SEM, Hitachi S-5000）で観察した．

SEM で観察したシアネレ外包膜表面構造を，図 4に分裂

過程に沿って示した．包膜の陥入はシアネレ表層の一箇所に

できる溝から始まる．シアネレは，深い溝をもつハート形に

なってから，くびれが拡大してダンベル状になる．くびれた

表層に Outer PD リングが観察されることはなかった．これ

までに SEM で観察されている他の葉緑体に比べ，分裂面は

鋭い角度で陥入しており，バクテリアの分裂面と類似してい

た．分裂面の最初のくびれの位置と長さとはアーク状の

FtsZ と一致している．包膜陥入には，FtsZ リングを含むシ

アネレ内部の分裂装置が関与すると考えられる．

3.2　透過型電子顕微鏡を用いたシアネレ内部の分裂装置

の解析

従来の化学固定法に加え，急速凍結と加圧凍結固定法で細

胞を固定し，分裂面内部の微細構造を TEM で観察した．

TEM 観察には，化学固定法 2 種：① 2.5％グルタールアルデ

ヒドと 1％ OsO4 の二重固定，② 2.5％グルタールアルデヒ

ドと 1％ KMnO4 の二重固定）と，凍結固定法 2 種：①急速

凍結固定（浸漬法，Leica EM CPC），②加圧凍結固定（Bal-Tec

HPM010），で作製したサンプルを用いた．凍結固定後のサ

ンプルは 2.5％グルタールアルデヒド・アセトン溶液で凍結

置換し（Leica EM AFS），−80°C から室温まで温度を上昇さ

せた．その後，2％ OsO4・アセトン溶液中で 40°C，4 時間反

応させた．Spurr 樹脂を徐々に濃度を上げながら浸透させた

後（1, 2, 4, 6, 8, 10, 12.5, 25, 50, 75, 100％），包埋し，60°C で

3~6 日間重合させた．超薄切片は，3％酢酸ウランで 2 時間，

クエン酸鉛で 10 分間電子染色し，透過型電子顕微鏡（Hitachi

H-7600）で観察した．

化学固定法と凍結固定法の両方でシアネレリングが観察で

きた．化学固定法では，シアネレリングは内包膜陥入部にドッ

ト状の電子密度の高い構造として確認できた（結果未掲載）．

凍結固定法では，シアネレリングは陥入部に沿うようなバン

ド構造をしていた（図 5）．シアネレリングは，シアネレ分

裂初期には現れず，内包膜の陥入が進んだシアネレで観察で

きた．また TEM 観察においても，外包膜の上に Outer PD

リングに相当する構造は観察できなかった．

図 4 単離シアネレの走査型電顕像．分裂初期のシアネレ（a）と，ダンベル型のシアネレ（b）の全体像．シアネレの分裂面

の拡大像を，分裂過程に沿って c–f の順に並べた．Bar は 1 μm．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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5.　おわりに

これまでの研究から，ペプチドグリカンを維持した葉緑体

である灰色藻シアネレ分裂装置の微細構造を明らかにした．

シアネレ分裂は分裂面全周で同時に起こるのではなく，分裂

面の片側に形成される深い溝より始まっていた．抗 FtsZ 抗

体による間接蛍光抗体染色の結果から，シアネレの FtsZ リ

ングは FtsZ アークを経て形成され，これは SEM で観察され

るくびれの位置と一致すると予測される．また TEM 分裂面

の微細構造の観察から，陥入した内包膜の下にシアネレリン

グが観察できた．細胞内構造の保存性が高いとされる凍結固

定法を用いた TEM に加え高分解能 SEM で観察したが，シ

アネレの外包膜の上に Outer PD リングに相当する構造は確

認できなかった．以上の結果から，シアネレでは外側からの

力ではなく，ペプチドグリカン隔壁形成をともなうシアネレ

の内側で発生する力が，シアネレ分裂面を収縮させる原動力

となっていると考えられる．これは，Outer PD リングやダ

イナミンが分裂の原動力となっている他の植物の葉緑体とは

異なっており，様式の上ではむしろバクテリアの細胞分裂に

近い．葉緑体包膜におけるペプチドグリカン層の有無が，葉

緑体分裂様式の進化に重要な役割を果たしたと考えられる．
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