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研究成果の概要（和文）：基盤研究Bを発展させ国際共同研究では、おもにドイツおよびオランダと共同で、世
界中の湖沼および海洋に出現するツボカビの多様性と機能の解明を目指した。次世代シーケンシングとSingle 
Cell PCR法、単離培養および顕微鏡観察を組み合わせ、寄生性ツボカビのゲノム（リボソームDNA）、形態分
類、機能を一致させたデータベースを構築した。また野外操作実験、室内培養実験および数理モデル解析を行
い、ツボカビの物質循環における機能、とくにバクテリアや動物プランクトンに与える影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aim to reveal the hidden diversity of chytrids and functions in lakes and
 oceans under the collaboration with Germany (IGB-Berlin) and the Netherlands (NIOO-KNAW). Combining
 molecular techniques (High throughput sequencing and Single cell PCR) with isolation or microscopic
 observations are powerful tools, by which we indeed discovered novel chytrid linages infecting 
phytoplankton. Chytrids play important roles in material cycling, as a excellent foods for 
zooplankton. In addition, chytrids affect the bacteria community through modifying algal quality. 

研究分野： 生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ツボカビはカエルツボカビ症の蔓延や有害・有用藻類への寄生が発見されたことで、近年その重要性への認識が
世界的にも高まっている。しかし、方法的な制約から実際に研究を進めているのは国内外問わず限られていた。
今回、ドイツとオランダとの共同研究を行ったことで、ヨーロッパ諸国やアメリカとの共同研究へと発展させる
ことでき、ツボカビの国際的なデータベースの整備が進んだ。このデータベースがツボカビ感染症の制御や発生
予測の現場においても活用され、水質や水産資源管理の上でも役立つ可能性が高い。また、温暖化や富栄養化に
伴う湖沼・海洋生態系の変遷など、水圏生態系の保全にも役立つものである。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
ツボカビとは、鞭毛を持つ遊走子を作る真菌類の総称で、植物プランクトンやカエルなどに寄

生する種や、花粉など有機物を分解する種など 1000 種類以上報告されている。近年、DNA 解
析により湖沼や海洋に多様なツボカビが存在しうる事があきらかとなってきた。またツボカビ
はミジンコなど動物プランクトンの重要な餌となり、ツボカビを介した物質流 Mycoloop は水
圏の物質循環において重要な役割を担うことが明らかになりつつある。しかし、形態的特徴が
乏しく観察だけでは鞭毛虫など他の生物と間違い計数されてしまう。また DNA の登録データ
不足のため、環境中から抽出した DNA シークエンス情報だけではツボカビの種名や機能を同
定することは不可能である。 
研究代表者らはツボカビの１胞子体から DNA を抽出解析する方法（Single Spore PCR 法と命

名）を開発し、野外における存在状態（植物プランクトン寄生性、花粉分解性など）と胞子体
の形態を把握した上で、DNA シークエンス情報を得る事を可能とした。その結果、琵琶湖や印
旛沼において、ツボカビの新規系統や、近年新たに提唱された系統群（Cryptomycota, Aphelida）
を含む多様な菌類が植物プランクトンに寄生する事が明らかとなった。 
同時に、野外におけるツボカビ生物量とツボカビを介した物質流 Mycoloop の重要性について

定量的に評価し、物質循環におけるツボカビの機能の解明を目指した。モノクローナル抗体，
定量 PCR 法, FISH 法を検討したが、多様なツボカビを対象にした場合には定量 PCR 法の適用
が好適であることが明らかとなった。また、定量 PCR 法を応用し、ミジンコ消化管内に含まれ
るツボカビの DNA 量を測定する事に実験環境下で成功した。 
 
２．研究の目的 
国際共同研究では、これまでの成果を踏まえ、目的を拡張し、世界中の湖沼および海洋に出現

するツボカビの多様性と機能の解明を目指した。最新の解析技術を用いて①ツボカビのゲノム、
形態分類、機能を一致させたデータベースを構築した。また大規模操作実験を行い、②ツボカ
ビの物質循環における機能を定量的に把握し、ツボカビの多様性と機能を考慮にいれた物質循
環モデルを提示した。 
 

 
３．研究の方法 
2016 年 4月から 2017年 6 月まではドイツ研究所Leibniz-Institute of Freshwater Ecology and Inland 
Fisheris (IGB-Berlin)に滞在し、2017 年 7 月から 9 月まではオランダの研究所 Netherlands Institute 
of Ecology (NIOO)に滞在し、共同研究を行った。 
 
研究①ツボカビのデータベース構築：ゲノム、種名、機能の一致 
研究代表者らが開発した Single Spore PCR 法は有用であるが、ツボカビの胞子体を湖水からピ

ックアップするのは非常に手間がかかる上、得られる DNA が微量のため PCR 増幅やシークエ
ンスの成功率が低い。そこで、Single Spore PCR 法とドイツの研究所(IGB-Berlin)にある最先端
の技術（次世代シークエンサー、フローサイトメーターなど）を組み合わせることで、精度と
効率をあげて大量の試料を処理する方法を検討した。 
また世界各地の湖沼・海洋の試料を解析することでデータベースの充実化をはかった。同時に

世界各地で単離培養に成功し維持されているツボカビの代表的な種について、系統解析と電子
顕微鏡観察に基づく形態分類を行った。このことにより、ゲノム、系統分類、機能を完全に一
致させたデータベースを構築した。 
 
研究②ツボカビの物質循環における機能評価：大規模操作実験による Mycoloop の定量化 
 大規模操作実験と数理モデルを用いてツボカビの有無やツボカビの多様性が、植物から動物
への栄養転換効率やバクテリアの種組成、元素循環、食物網構造や安定性、元素の循環パター
ンにどのように影響するのかを検討した。具体的には、ドイツ(IGB-Berlin)とオランダ(NIOO)
で操作実験を行い、ツボカビの成長に影響する環境要因（水温、光、栄養塩濃度、動物プラン
クトン）を変化させ、ツボカビの種組成や密度の変化、動植物プランクトンなど生物群集にど
のような影響がでるのかを解析した。その際、定量 PCR 法により多様なツボカビの種毎の生物
量定量を試みた。 
 
４．研究成果 
研究①ツボカビのデータベース構築：ゲノム、種名、機能の一致 
ドイツの湖 Lake Stechlin を主な調査地として、ツボカビ のデータベースを構築した。2016 年
4 月から 2017 年 6 月の間、湖水を定期的に採取し、湖水中に観察できた植物プランクトン寄生
性ツボカビを対象に Single Spore PCR 法による DNA 解析および単離培養を行った。ツボカビの
付着している植物プランクトンをセルソーターやフローサイトメーター、FlowCAM で識別し



ようとしたが、対象とする植物プランクトンの形態が多様であり、うまくいかなかった。顕微
鏡下で蛍光染色により識別し写真撮影した上で、ピペットで植物プランクトンを１細胞（コロ
ニー）ずつ拾うのがもっとも確実であった。Single Spore PCR 法では、従来のサンガー法によ
る塩基配列の解析にくわえ、次世代シーケンサー（PacBio, Oxford Nanopore）による解析を比較
検討した。その結果、Oxford Nanopore をもちいることで、リボソーム DNA 全領域をカバーす
る塩基配列解析を精度高く行うことが可能となった（業績 4, Wurzbacher et al. 2019）。さらにツ
ボカビとその宿主である藻類、および藻類もしくはツボカビ に付着しているバクテリアや菌類
の解析も可能となった。 
単離培養に成功したツボカビ のうち代表的な種について、分子系統解析、生活史観察、およ

び電子顕微鏡観察による微細構造の観察に基づき分類・記載を行った。多くの種類が種以上の
レベルで新しい分類群であり、新種・新属・新科の提唱を行なった（業績 6, 10, 13, Seto et al. 2016, 
Van den Wyngaerd et al. 2017, 2018）。 
 
研究②ツボカビの物質循環における機能評価：大規模操作実験による Mycoloop の定量化 
ドイツの湖 Lake Stechlin において多様なツボカビの出現した 2016 年 6 月と 2017 年 6 月に野

外操作実験を行なった。動物プランクトンの密度を操作し、ツボカビ への影響を調べた。ツボ
カビの植物プランクトンへの寄生率を種類ごとに顕微鏡で計数するとともに、特定の種につい
ては生物量定量を定量 PCR 法により行った。その結果、動物プランクトンの中でもケンミジン
コやミジンコといった大型の甲殻類動物プランクトンよりも、ワムシや繊毛虫といった原生生
物など小型の動物プランクトンの方がツボカビの密度を減らし寄生率を減少させることが明ら
かとなった。 
ドイツの研究所(IGB-Berlin)において、珪藻とツボカビの培養系を用いて、ツボカビの有無が

バクテリアの量や種組成に与える影響について実験を行った。バクテリアの種組成はツボカビ
の有無によって異なり、さらに珪藻の状態（培養日数）によって異なることが明らかとなった。
ツボカビは珪藻の状態を変化させることでバクテリアに影響を与えていることが示唆された。 
オランダ(NIOO)では３つの操作実験を行った。１つ目の実験は３つの湖沼を対象に、水温、栄

養塩濃度、動物プランクトンの密度を変化させ、ツボカビを含めた菌類群集に与える影響を検
証した。菌類群集は湖沼によって明瞭に異なり、栄養塩が最も影響を与えるほか、水温や動物
プランクトンの影響が顕著に出る湖もあった。２つ目の実験では、動物プランクトンのワムシ
がツボカビの寄生率に与える影響を検証した。ワムシはツボカビを捕食するがツボカビの藍藻
に対する寄生率は減少させないことが判明した。数理モデル解析により、ワムシはツボカビを
餌源とする限り、餌を極端に減少させることができないため、寄生率に影響を与えないことが
明らかになった。３つ目の実験では、珪藻からツボカビ、ワムシへと物質がどの程度流れるの
かを、炭素窒素安定同位体比を使って検証した。自然条件下での同位体比では明瞭な傾向は見
られなかった一方、珪藻を安定同位体でラベルしたものでは、ツボカビやワムシへの炭素窒素
の移行が検出することができた。 
 
上記成果を論文にまとめている。加えて、ツボカビに関する総説（業績 8, Frenken et al. 2017）、
海洋における菌類に関する総説（業績 2, Amend et al. 2019）、水生菌類全般に関する総説（業績
1, Grossart et al. 2019）を共同研究者らと執筆した。 
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