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研究成果の概要（和文）：シガテラは、海産魚類に起因する食中毒であり、沿岸表層(水深0～3 m)におけるその
原因生物Gambierdiscus属の種組成や発生状況が検討されてきた。本研究は、これまでに検討例の無い0～30 m地
点に発生する本属藻に注目しその生理・生態を検討した。まず、水深30 m地点より本属培養株を確立しこれをG.
 silvaeと同定した。次に本種は強いマウス毒性を示すこと、さらに本種の至適増殖水温・塩分・光条件を解明
した。さらに本種は本邦沿岸域の表層から深い層まで幅広く分布・発生することを解明した。また、メタ18S解
析によりこれまでに報告が無い本属新奇種が本邦沿岸域に存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Toxic dinoflagellates genus Gambierdiscus are the causative agents of 
ciguatera fish poisoning. It has been analyzed that occurrences and cell densities of Gambierdiscus 
species in shallow waters of Japanese coastal areas. However, those in deeper waters has not been 
analyzed yet. This study assessed the occurrences in the deeper waters (> 10 m depth). A strain of 
Gambierdiscus was isolated from a deep water (30 m depth). The strain was identified as G. silvae 
based on the morphological features as well as the phylogenetic position. The strain showed mouse 
toxicities. The optimal temperature, salinity, and light intensity for G. silvae was 25°C, 30 PSU, 
and 115 micromol photons/m2/s. It was clarified that the species distributed from shallow waters to 
deep waters in the areas by using qPCR assay. Finally, using meta-analysis based on 18S rDNA V8/V9 
sequences, Gambierdiscus species including G. silvae as well as a novel clade/species were found in 
the Japanese coastal areas.

研究分野： 海洋環境微生物学

キーワード： シガテラ　有毒渦鞭毛藻　地球温暖化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまで未検討であった本邦沿岸における水深10～30 m層に存在するシガテラ原因藻
Gambierdiscus属に注目し、太平洋からは初報告となるGambierdiscus silvaeを見出した。さらに、本種の生
理・生態を解明し、本種が本邦におけるシガテラ発生に深く関与している可能性を指摘した。また、本研究では
次世代シーケンサーを活用することにより、本邦沿岸域にて発生するGambierdiscus属の群集組成を網羅的に明
らかにすることに成功し、これまでに報告の無い新奇種を見出した。本研究により得られた結果は、沿岸魚類の
毒化予察やシガテラへの対策法の策定にも役立つものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 シガテラ(Ciguatera Food Poisoning: CFP)は、海産魚類に起因する食中毒の 1 種であり、熱
帯・亜熱帯域にて年間 5～50 万人もの中毒被害をもたらす、世界最大規模の海産食中毒として
知られている (Fleming et al. 1998)。本中毒は、近年地球温暖化の進行と共に、本邦も含めた
‘温帯域’への広域化や、それらの地域における発生頻度の上昇が懸念されている(Dickey and 
Plakas 2010)。本中毒の原因生物は、付着性有毒渦鞭毛藻 Gambierdiscus 属と考えられており、
これまでに海外では沿岸表層(水深 0～3 m)から採取された試料を用いて、その種組成や増殖特
性が検討されてきた(Chinain et al. 1999; Skinner et al. 2013)。本邦においても、沿岸表層に
おける調査により、本属藻の 1 種 Gambierdiscus toxicus と 2 つの系統型 (Gambierdiscus sp. 
type 1 および同 type 2)が報告されたが(Kuno et al. 2010; 石川・倉島 2010; 畑島ら 2011)、分
析試料数が少ないことから、その種組成の解明には至っていない。さらに、沿岸の水深 3 m 以
深における本属藻の発生状況については、国内では全く調べられておらず、海外においても殆
ど調べられていない。僅かに行われた海外の研究では、水深 10～15 m の層よりも 0～3 m 層
に本属藻が多いことが報告されている(Richlen and Lobel 2011; Xu et al. 2014)。また、近年海
外の沿岸表層から分離された本属藻の水温・塩分・光強度に関する増殖特性が検討され、種に
よりその特性は異なることが報告されたが(Kibler et al. 2012)、国内株に関する検討は殆ど行
われていない。この様な状況の下、著者らは本邦沿岸における表層(水深 0～3 m)より多くの本
属株を分離し、それらの種同定を試みた。さらに、これらの株の増殖に及ぼす光強度の影響を
検討した。その結果、これらの株は約 10μmol photons/m2/s の極めて弱い光条件下でも増殖
し、これらの増殖至適光強度は 192-427μmol photons/m2/s であることを明らかにした。これ
らの光強度は、晴天時に土佐湾沿岸域において求めた光減衰曲線に基づくと、水深 13-21 m の
光強度に相当する。本結果は、これまで本邦沿岸域にて全く調査が行われてこなかった水深 10
～30 m の海底において、Gambierdiscus 属藻類が発生する可能性を示唆するものである。 
また、これらの報告に関連して、国内におけるシガテラ原因魚種として知られているバラハ

タやイシガキダイは、その棲息水深がそれぞれ 3～250 m と 3～135 m とされ、成熟個体は水
深 10 m 以深に多いことが報告されている(FishBase: http://www.fishbase.org/search.php)。以
上のことから、これまで調査されてきた本邦沿岸の水深 0～3 m 層よりも、10～30 m 層におい
てシガテラ原因藻が高密度で発生している可能性と、これらがイシガキダイ等を毒化させてい
る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
熱帯・亜熱帯域における海産食中毒「シガテラ」は、底生性渦鞭毛藻 Gambierdiscus 属によ

り引き起こされるとされ、温暖化の進行と共に、本邦でもその発生が懸念されている。これま
でに、本邦沿岸の表層 0～3 m において本属藻が発生することが報告されてきたが、より深い
～30 m 層における発生調査は全く行われていない。著者らは、本邦表層より分離した本属藻
を用いて培養試験を行うことにより、それらは沿岸の水深 10～30 m 地点にて観測される弱光
条件下にて活発に増殖可能であることを解明した。また、シガテラにより毒化する大型魚類が
通常棲息する 10～30 m 層にて、表層に比べより多くの本属藻が発生することも見出した。そ
こで本研究は、シガテラ発生機構の全容解明を目指し、10～30 m 地点に発生する本属藻に注
目し、その生理・生態を網羅的に解明しようとした。 
 
３．研究の方法 
1) Gambierdiscus 属の発生状況ならびに本属藻の単離・培養株の確立  
高知県幡多郡大月町沿岸定点にて、表層、水深 10 m、20 m および 30 m から、3 ヶ月に 1 回

程度スキューバダイビングにより海藻試料を採取する。これにより得た試料より、Nishimura et 
al.(2013)により報告された手法に従って付着している微細藻画分を調製し、これらに含まれる
Gambierdiscus 属藻を観察・計数する。また試料採取時に、船上から光量子計による光量子束
密度(以後、光強度と呼ぶ)を測定することにより、鉛直的な光強度分布を明らかにすると同時
に、それぞれの深度から海水試料も同時に採取し、水温および塩分を測定する。また、沖縄市
沖縄本島東海岸の表層、水深 10 m、20 m および 30 m において、海藻試料を定期的に採取して、
これらを研究室に送付した後、上記と同様に本属藻の観察・計数を行う。上記の方法により調
製した微細藻画分を顕微鏡の下にて観察し、これに含まれる Gambierdiscus 属細胞をガラスキ
ャピラリーにより単離する。単離した細胞を、IMK/2 培地中にて、25℃、塩分 35、光強度 90-100 
µmol photons m-2 s-1，明暗周期 12：12 時間の条件（Yoshimatsu et al. 2014）の下で培養す
ることにより、深い水深に由来する培養株を確立する。 
2) 形態学的特徴および分子系統学的解析に基づいた本属藻の種同定  
前述した 1)において確立した Gambierdiscus 属培養株を用いて、それらの細胞の大きさや、

その外殻鎧板の微細な形態学的特徴について、Nishimura et al. (2014)により報告された方法
に従い、光学顕微鏡ならびに走査型電子顕微鏡(SEM)を用いて精査する。また、本邦沿岸域の表
層には、Gambierdiscus sp. type 2 や同 type 3 のように、既報種とは系統的には明確に分岐
している一方で、形態的には区別できない隠蔽種と考えられるものも存在しており、新たに分
離した株についても、上記した形態学的特徴の検討に加えて、Nishimura et al. (2013)の方法
に従って分子系統解析を実施することにより、総合的に種同定を行う。 



3) 本属藻の毒性の検討  
1)により確立した Gambierdiscus 属培養株を、1)で述べた条件の下でガラスシャーレ内にて

培養し、これにより得られた藻体から Nishimura et al. (2013)の方法に従って毒成分を抽出
した後、マウスを用いた毒性試験によりそれらの毒性を解明する。 
4) 各種環境条件(水温・塩分・光強度)が本属藻の増殖に及ぼす影響評価 
 これまでに、本邦沿岸域の表層にて発生する Gambierdiscus 属藻の増殖に及ぼす水温ならび
に塩分の影響(Yoshimatsu et al. 2014)、あるいは光強度の影響(Yoshimatsu et al. 2016)に
ついて明らかにされている。そこで、これらにより報告された手法に従って、まず 1)にて確立
した深い水深より得られた Gambierdiscus 属の株を、種々の培地においてそれぞれ培養し、最
も良好な増殖が見られる培地を選抜する。さらに、水温 10～35℃における 6段階ならびに塩分
20～40 における 5段階の組み合わせ条件下にて、ステップワイズ法を用いて本株を段階的に馴
致させながら培養し、最大細胞収量が得られる水温・塩分条件を求める。また、光強度可変型
恒温培養装置(山口 2017)を用い、3～1,500 µmol photons m-2 s-1の範囲における 12 段階の光
条件の下で本株を培養し、それぞれにおける増殖速度を求め、これらに基づき各種の光応答曲
線を求める。得られた結果に基づきその増殖至適光強度を解明する。 
5) 次世代シーケンサーを用いた本属藻の網羅的群集組成の解明  
まず、Kohli et al. (2014)らにより報告された方法に従い、上記 1)にて述べた深い水深お

よび表層からそれぞれ調製した微細藻類画分を用いて、これらに含まれる微細藻のゲノム DNA
を抽出する。これらを鋳型として用い、Small subunit ribosomal RNA 遺伝子(SSU rDNA)可変
領域を PCR 増幅させ、次世代シーケンサーを用いたシーケンスを行うことにより配列を決定す
る。さらに、それらの網羅的系統解析を行うことにより、本属藻を含む付着性微細藻類の群集
組成解析を行う。この際、深い水深に由来する試料における群集組成と、表層に由来する試料
のそれとを比較することにより、本邦沿岸域に分布する本属藻の組成を明らかにする。 
6) 定量 PCR による本属藻を特異的に定量可能な手法の開発と本法を用いたその動態解析  
付着性有毒渦鞭毛藻 Ostreopsis 属の隠蔽種も含めた各種を高精度に検出可能な定量 PCR 法

(Hariganeya et al. 2013)を応用することにより、深い深度に棲息する Gambierdiscus 属を特
異的に検出する手法を開発する。これにより確立した定量 PCR 法を用いて、表層から水深 30 m
地点より 3ヶ月に 1回程度採取した現場試料に含まれる当該種の発生量を求めることにより、
その動態を解明する。同時に、それぞれの試料が採取された現場環境条件(水温、塩分、光強度)
について検討することにより、当該種がどの様な環境条件の下で発生するのか解析する。 
 
４．研究成果 
1) Gambierdiscus 属の発生状況ならびに本属藻の単離・培養株の確立  
高知県幡多郡大月町沿岸の水深 3 m、15 m および 30 m の各地点ならびに沖縄県うるま市中城

湾沿岸の水深 3 m、10 m、20 m および 30 m の各地点において、海藻試料を定期的に採取して、
本属藻の観察・計数を行った。その結果、Gambierdiscus spp.の深度別平均細胞密度は、高知
県の各地点（水深 3 m 地点、水深 15 m 地点および水深 30 m 地点）ではそれぞれ 0、0.058 およ
び 0.71 cells/g fw algae、沖縄県の各地点 (水深 3 m 地点、水深 10 m 地点、水深 20 m 地点
および水深 30 m 地点)ではそれぞれ 0.3、0.54、2.81 および 1.1 cells/g fw algae であった。
よって、最大細胞密度は高知県幡多郡大月町では水深 30 m 地点より、沖縄県うるま市中城湾で
は水深 20 m 地点より採取した試料からそれぞれ検出された。 
また、沖縄県うるま市中城湾沿岸の水深 30 m 地点より採取した海藻試料より調製した微細藻

画分を顕微鏡の下にて観察し、これに含まれる Gambierdiscus 属細胞をガラスキャピラリーに
より単離し、単離した細胞を IMK/2 培地中にて、25℃、塩分 35、光強度 90-100 µmol photons m-2 
s-1，明暗周期 12：12 時間の条件（Yoshimatsu et al. 2014）の下で培養した。その結果、
Gambierdiscus sp. dOHHG1 株を確立することが出来た。 
2) 形態学的特徴および分子系統学的位置に基づいた本属藻の種同定  
前述した 1)において確立した Gambierdiscus sp. dOHHG1 株の細胞の大きさや、その外殻鎧

板の微細な形態学的特徴について、Nishimura et al. (2014)により報告された方法に従い、光
学顕微鏡ならびに走査型電子顕微鏡(SEM)を用いて精査した。まず、LM 観察に基づく細胞の大
きさを検討した結果、depth(D)は 59.0 ± 8.7 μm、width(W)は 54.2 ± 8.4 μm、Length(L)
は 36.3 ± 4.6 μmであった。次に、Gambierdiscus sp. dOHHG1 株の SEM 観察に基づく鎧板微
細構造の観察を行い、Fraga and Rodrígues (2014)の記載した Gambierdiscus silvae の形態形
質と比較した。その結果、Gambierdiscus sp. dOHHG1 株は、上殻側から見た細胞形状が円形で
あること(次ページ Fig. 1A)、鎧板表面が滑らかで多数の小孔があること(Fig. 1)、幅の広い
2ʹʹʹʹを有すること(Length 33.0±4.57 µm、Width 25.1±3.26 µm、ratio of Length to Width 
1.32±0.15)、斧型の 2ʹを有すること(Fig. 1A)、前後圧縮型の細胞形状を有すること(Fig. 1C)、
おおよそ三角形の Poを有すること(Fig. 1D)等をはじめとして、本株の形態は G. silvae の形
質とほぼ一致したため、本株を Gambierdiscus silvae と同定した。本結果は、SSU rDNA 配列
に基づく分子系統解析により得られた結果によっても支持された。 
3) 本邦産 Gambierdiscus silvae 株の毒性  
2)により同定した Gambierdiscus silvae dOHHG1 株を、1)で述べた条件の下でガラスシャー

レ内にて培養し、これにより得られた藻体から Nishimura et al. (2013)の方法に従って毒成



分を抽出した後、マウスを用いた
腹腔内投与試験によりその毒性
を検討した。その結果、投与 24
時間後に本株はシガトキシン類
を含む可能性を有するジクロロ
メタン画分 （dichloromethane 
soluble fraction： DSF）におけ
る毒性およびマイトトキシン類
を含む可能性を有する MSF 毒性
のいずれも示した。それぞれの毒
性値は、DSF 毒性については
Gambierdiscus australes 
S080911_1株に次ぐ強い毒性（207 
× 10-4 MU/1,000 cells）を示し、
含水メタノール画分 （aqueous 
methanol soluble fraction ： 
MSF）における毒性については
Gambierdiscus australes 
S080911_1 株 、 Gambierdiscus 
scabrosus KW070411_1 株 や
Gambierdiscus sp. type 3 WI11G
株と同等の強い毒性（67×10-4 
MU/1,000 cells）を示した。 
4) 各種環境条件(水温・塩分・光強度)が本属藻の増殖に及ぼす影響 
 Gambierdiscus silvae dOHHG1 株を水温 10～35℃における 6段階ならびに塩分 20～40 におけ
る 5段階の組み合わせ条件下にて、ステップワイズ法を用いて段階的に馴致させながら培養し、
それぞれの培養系における細胞収量を求めた。その結果、最大細胞収量は水温25℃の塩分30 PSU
の試験区にて得られた。また、水温 20℃の塩分 35 PSU および水温 25℃の塩分 35 PSU の各条件
においても良好な増殖が認められたが、水温 25℃の塩分 25 PSU および 40 PSU と水温 30℃の塩
分 30 PSU および 35 PSU では、良好に増殖しなかった。また、光強度可変型恒温培養装置(山口 
2017)を用い、3～1,500 µmol photons m-2 s-1 の範囲における 12 段階の光条件の下で
Gambierdiscus silvae 
dOHHG1 株を培養し、その増
殖速度を求めこれに基づき
その光応答曲線を求めた。そ
の結果、本株は光強度 0.00、
5.00 µmol photons m-2 s-1

の試験区では増殖せず、
11.2−610 µmol photons m-2 
s-1 の範囲で増殖した（Fig. 
2）。また、得られた光強度お
よび増殖速度を回帰曲線に
あてはめ、その増殖至適光強
度(Im)、最大増殖速度の 80％
以上を与える増殖好適光強
度(Iopt)をそれぞれ求めた結
果、増殖至適光強度(Im)は
115 µmol photons m-2 s-1、
増 殖 好 適 光 強 度 (Iopt) は
46−299 µmol photons m-2 s-1とそれぞれ求まった。 
5) 次世代シーケンサーを用いた本属藻の網羅的群集組成の解明  
まず、高知県沿岸の各地点からそれぞれ調製した微細藻類画分を用いて、これらに含まれる

微細藻のゲノム DNA を抽出した。これらを鋳型として用い、Small subunit ribosomal RNA 遺
伝子(SSU rDNA)V8/V9 領域を PCR 増幅させ、次世代シーケンサーMiSeq を用いてシーケンスを行
うことにより配列を決定した。さらに、それらの網羅的系統解析を行うことにより、本属藻を
含む付着性微細藻類の群集組成解析を試みた。その結果、これまでに発生が報告されている本
属藻 6 種/系統型に加えて、これまでに報告の無い Gambierdiscus 属新奇系統型である
Gambierdiscus sp. type 7 を見出した。さらに、これらの新奇系統型も含めて、高知県沿岸域
の水深 3 m 地点と 30 m 地点における本属藻の群集組成を求め比較した結果、その組成は異なる
ことが判明した。 
6) 定量 PCR による本属藻を特異的に定量可能な手法の開発と本法を用いたその動態解析  
付着性有毒渦鞭毛藻 Ostreopsis 属の隠蔽種も含めた各種を高精度に検出可能な定量 PCR 法

(Hariganeya et al. 2013)を応用することにより、深い深度から分離した Gambierdiscus silvae 



を特異的に検出する手法を開発しようとした。まず、2)にて得られた本属藻の DNA 配列の中で、
本種に特異的な DNA 配列を検索し、これに特異的に結合するプローブ・プライマーセットを設
計し、これを用いてリアルタイム PCR を行うことにより本種の培養細胞ならびに現場海域由来
の細胞内に含まれる rDNA のコピー数を求めた結果、その１細胞当たりのコピー数は 904,690±
364,362 copies cell-1であることが明らかになった。これにより確立した定量 PCR 法ならびに
Nishimura et al. (2016)により開発された本属他種／系統型を検出する定量 PCR 法を用いて、
沖縄県うるま市中城湾ならびに高知県幡多郡大月町における表層～30 m 地点において 3ヶ月に
1 回程度採取した現場試料に含まれる G. silvae をはじめとする本属各種の発生量を求めるこ
とにより、それらの動態を解明した。その結果、G. silvae は沖縄県において浅い水深にも見
られるものの、深い水深において優占して発生すること (Fig. 3)、さらに高知県においても表
層より水深15 m地点においてより高密度にて発生して優占することが明らかになった。同時に、
それぞれの試料が採取された現場環境条件(水温、塩分、光強度)について検討することにより、
G. silvae がどの様な環境条件の下で発生するのか解析した。その結果、本種は 20～25℃のや
や水温が低い条件でかつ光強度が 300 µmol photons m-2 s-1 の低光強度の条件の下で、比較的
高密度にて発生することが明らかとなった。 
以上の結果から、G. silvae は深い地点 (水深 10 m 以深)の環境条件に適応しながら本層にて

活発に増殖・発生し、また強い毒性を有することから、本層における魚類の毒化原因種として
重要であると推察された。また、次世代シーケンサーを用いた網羅的系統解析を行うことによ
り、本邦沿岸域ではこれまでに発生が報告されている本属藻 6 種/系統型に加えて、これまでに
報告の無い Gambierdiscus 属新奇系統型である Gambierdiscus sp. type 7 を見出すことに成功
した。 
 今後は、シガ

テラ原因生物と
して考えられて
い る 有 毒 な
Gambierdiscus
属のブルームを
予測するために
も、本研究にお
いてその存在が
明らかになった
系 統 型 で あ る
Gambierdiscus 
sp. type 7 の分
離株を確立し、
その毒性、発生
条件や毒生産条
件等を明らかに
すると同時に、
有毒なものにつ
いては、それを
特異的に検出・
定量可能な定量
PCR 法を開発し、本邦沿岸域における本属藻類の発生状況を網羅的に明らかにする必要がある。
それにより、本邦沿岸域におけるシガテラ発生メカニズムの一端の解明、さらにはその発生予
測技術の開発が期待される。 
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