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研究成果の概要（和文）：Skeletonema属10種について定量PCRとマルチプレックスPCRのためのプライマーセッ
トを開発した。これらを用いて、種組成の解析、を進めた。その結果、有明海、東京湾ともに、淡水産種S. 
potamosを含む6種以上のSkeletonema属が検出された。流入河川感潮域底泥には多くのSkeletonema属が存在して
いて、大雨による出水後には底泥がSkeletonema属による赤潮のタネ場として機能する可能性が示唆された。冬
季に出現するS. japonicumとS. marinoi-dohrnii complexの競争は環境条件でなく、殻径によって勝者が替わり
うることを実験的に示した。

研究成果の概要（英文）：Primer sets against 10 Skeletonema species for Real time PCR and multiplex 
PCR were developed. Species composition of Skeletonema in Tokyo Bay and the Ariake Sea was evaluated
 using these PCR techniques. In both bays, more than 6 species of Skeletonema including freshwater 
species of S. potamos were detected. Especially in the bottom sediment of the rivers inflowing to 
the bays, we detected high abundance and many species of Skeletonema were detected. These results 
imply that bottom sediments of these rivers possibly play important role as the seed bank of 
Skeletonema bloom in estuaries. In the competition between winter dominant species of S. japonicum 
and S. marinoi-dohrnii complex, in addition to environmental factors, endogenous factor (valve 
diameter) strongly affects on the results of the competition.

研究分野：水界生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
珪藻Skeletonema属は、世界中の多くの内湾に出現し、とりわけ富栄養な水域で優占することが知られている。
東京湾とアメリカのナラガンセット湾ではどちらも植物プランクトンの90%以上が、Skeletonemaとされる。
2005、2007年のSarnoらの発表によりS. costatumは、8種にも分類された。この新しい分類体系に基づく種同定
は、単離と単離株の種同定に依存し多大な労力と時間を要していたが、本研究で開発されたプライマーセットに
より迅速な種判別および定量解析が可能になった。世界の内湾で季節を問わず赤潮を起こすSkeletonemaの動態
について今後大きく研究が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Skeletonema属は、世界中の沿岸、内湾に普遍的に存在する珪藻であり、基礎生産者として

重要である。反面、しばしば赤潮をおこし、例えばノリ養殖に甚大な被害を及ぼすこともある。

かつては、この属の多くは Skeletonema costatumと認識（同定）されていたが、その現存量は

季節を問わず高密度化すること、汽水域にも分布する広塩性種として記述されていることから、

増殖好適環境条件が不明で、そのブルーム発達と終焉のプロセスは、不明であった。 

2005-2007 年に Sarno らは、rDNA 配列と電子顕微鏡による外部形態を元に Skeletonema 

costatumを 8種に再分類した(Sarno et al. 2005, 2007)。そのため、Skeletonema属の種数は、

従来から記載されていた 5種に 7種を加えて（5種のうち 1種が 8種に分かれた）12種となっ

た。先行研究（基盤研究Ｃ、課題番号 21580222、東京海洋大学 石丸隆教授 代表）によって、

東京湾においては 4種の Skeletonema属が存在することが明らかになっている。また、他の内

湾においても複数種の生息が知られている(Yamada et al. 2010, 2013, 2014)。従って、季節を問

わずおきている Skeletonema属による赤潮は、季節に応じて別種が赤潮を起こしている可能性

がある。 

これまでに、Skeletonema属の多くの種について、増殖好適環境が調べられており、種毎に

増殖に適さない環境条件に違いが認められている(Kaeriyama et al. 2011, Balzano et al. 2011)。

先の石丸らの先行研究では、SEM試料から東京湾における Skeletonema属の種遷移を調べた。

ただし、電子顕微鏡法でも糸状コロニーの末端細胞に主要な分類形質が存在するため、特に細胞

形態の保存状態が良くない場合にはコロニーが途中で折れてしまうなどして壊れた中間細胞と

末端細胞の区別が難しく、種同定が出来たとしても、定量的な解析が困難である。そのため、

Skeletonema属各種の分布域や季節的出現状況などは、ほぼ未解明な状態にある。 

この状況を打破するために、分子生物学的手法を活用した種同定プロトコルの確立が望まれ

る。ところが、現在まで、世界中で Skeletonema属の rDNAの部分配列情報は蓄積してきてい

るにも拘わらず、種特異的 PCRプライマーや FISHプローブの設計は困難を極めていた。その

主たる理由としては、１）古いデータはもとより近年データベースに収載された配列情報にも誤

同定された株の情報が含まれていたこと、および２）収載されていた配列情報の多くが 28S 

rDNAの D1から D3領域が中心であるが、その範囲では、種特異的なプライマーやプローブの

設計のための情報が不足していること、が挙げられた。 

申請者は、福岡女子大の山田真知子教授と共同で多くの内湾から Skeletonema属珪藻を分離

し、形態に基づく種同定を行った上で rDNA 遺伝子の部分配列について D3 領域以降の

28SrDNA の全領域のシークエンシングを進めてきた。その結果、D8 領域に、プライマー、プ

ローブ設計に耐えうる種間変異があることを見出した。 
 
２．研究の目的 

沿岸海域の主要な基礎生産者である珪藻 Skeletonema 属珪藻について、通常の PCR 法、

マルチプレックス PCR 法による種判別方法の確立および、リアルタイム PCR 法により種毎の

現存量評価を行う手法を確立する。さらに、それらの手法を活用して、 

I. 内湾（主に東京湾）における、各種の季節動態を調べる。また、 
II. 内湾の塩分勾配に従う Skeletonema 属珪藻の空間的種遷移、を明らかにする。 
III. 底泥試料を用いて、環境条件を変化させた発芽試験を行う。 
IV. 研究の途上で、東京湾においては冬季に S. japonicum と S. marinoi-dohrnii complex が出現
しており、競争関係にあることが予想されたことから、2者培養による競合についての室内



培養実験を行う。 
 
３．研究の方法 
I. プライマーのデザイン 

Skeletonema 属には 12 種が知られているが、このうち S. marinoi と S. dohrnii について

は、披殻微細構造に違いがないこと、LSU rDNAの配列でも違いが少なく、例えば 785塩基中

3塩基しか違いがないこと、LSU rDNAでは S. dohrniiと同定されるが、SSU rDNAでは S. 

marinoiと同定される株が存在することのため、S. marinoiと S. dohrniiは、LSU rDNAおよ

び SEMを用いた披殻微細構造から区別（同定）が困難であることから、同一種として扱うこと

とした。また、S. subsalsum は、利用できる株がどこにも現存しない。この種についても S. 

potamosと同一種である可能性が指摘されている。従って、本研究では 10種について種特異的

プライマーの開発を進めた。 

 

II. 塩分勾配に従う Skeletonema 属珪藻の空間的種遷移についての調査 
有明海に注ぐ筑後川と東京湾に注ぐ荒川で観測を行った。どちらの観測においても、河川感

潮域に 2-3点の観測点を設け、泥を採取し、PCRにより、筑後川では通常の PCRによる種判別

にて、出現種解析を行い、荒川では、リアルタイム PCR により出現種毎の定量解析を行った。 

 

III. 底泥試料を用いて、環境条件を変化させた発芽試験 
東京湾から採取した泥を用いて、発芽試験を行った。培養条件は、塩分５と 30、水温 5 度

15 度 25 度の組み合わせで 6条件で行った。 
 

IV. S. japonicum と S. marinoi-dohrnii complex の競争についての室内実験 
東京湾から採集・単離した S. japonicum と S. marinoi-dohrnii complex の培養株を用いて、

2者による競争に関して培養実験を行った。予備試験として、細胞のサイズを一定に揃えて、各
株について、サイズ毎に増殖速度を調べた。次に、2者の競争の結果に及ぼす、細胞サイズの影
響を調べるため、サイズの大きい S. japonicum とサイズの小さい S. marinoi-dohrnii complex の
2 者培養とサイズの小さい S. japonicum とサイズの大きい S. marinoi-dohrnii complex の 2 者培
養を行い競争の結果を調べた。 
 
４．研究成果 

I. プライマーのデザイン 
通常の PCR による種判別用プライマーはリアルタイム PCR 用プライマーと兼用とした。

またマルチプレックス PCR用プライマーセットでは、S. japonicum, S. grethae, S. grevillei につ
いては設計が出来なかった。残りの 7 種については、マルチプレックス用の 2 つのプライマー
セットで、複数種の同時検出に成功した(Enjoji et al. in press)。 
 

II. 塩分勾配に従う Skeletonema 属珪藻の空間的種遷移についての調査 
筑後川において、塩分が<1.8 の感潮域上流部においては、検出される Skeletonema 属は出

現頻度の順に、S. potamos、S. marinoi-dohrnii complex、S. ardens の 3 種であった。一方、海域
（塩分は＞21）においては、S. marinoi-dohrnii complex、S. menzelii、S. grevillei、S. potamos、
S. tropicum、S. japonicum、S. ardens の順で 7種が検出された。このように、塩分の勾配に応じ
て出現種数が大きくことなり、感潮河道内と海域においては優占種が異なっている事が示唆さ



れた(Enjoji et al. in press)。 
荒川および東京湾河口域においては、定量 PCRによる種組成解析を行った。その結果、荒

川河口域よりも、感潮河道下流部において、Skeletonema 細胞密度は 4 倍以上高かった。また、
感潮河道内にて S. ardens、 S. japonicum、S. menzelii、S. marinoi-dohrnii complex などの海産
種が多く検出された。これらのことから、荒川感潮河道は、東京湾の Skeletonema のタネ場とし
て機能している可能性が考えられた（未発表）。 
 

III. 底泥試料を用いた発芽試験 
6 月と 9 月に東京湾から採取した底泥を用いて、Skeletonema 属の発芽試験を行ったとこ

ろ、塩分５の条件下では全ての温度条件下で S. potamos が発芽した。一方、S. menzelii は 25 度
塩分 30 で発芽したが 5度、塩分５では発芽しなかった。このように、水温、塩分に応じて発芽
種が変わることを見いだした。一方で東京湾の優占種 S. marinoi-dohrnii complex は全ての条件
で発芽した。今回の試験では定量的解析は行っていないが、泥中に多い種については、発芽に最
適な条件でなくても僅かに発芽する細胞を検出していた可能性が考えられた（未発表）。今後、
定量的解析により検討する必要がある。 
 

IV. S. japonicum と S. marinoi-dohrnii complex の競争 
Skeletonema japonicum と S. marinoi-dohrnii complex の増殖速度は、同一株においてサイ

ズ回復直後の大きな殻径のものよりも殻径が小さいほど増殖速度が高まり、S. japonicum の場
合、1.0 から 1.5 day-1に高まった。殻径が一定以下になり増大胞子が観察されるようになると一
転して増殖速度は 0.7 day-1に低下した。温度 15 度において S. japonicum と S. marinoi-dohrnii 
complex の増殖速度は 0.7 – 2.1 day-1の間にあり、両者の増殖速度範囲は重複していた。そこで、
S. japonicum と S. marinoi-dohrnii complex の細胞サイズの組み合わせを変えて 2者の競合試験
を行った。その結果、殻径の小さい種がもう一方の種に勝つことが示された。これらの結果は、
Skeletonema 属の増殖速度は環境条件によって一意に決まらないこと、細胞サイズによって、2
者の競合の勝者が変わってしまうことを示している(Ando and Katano 2018)。 
 

本研究結果のまとめ 
Skeletonema 属珪藻 10 種について定量的解析を行うための定量 PCR 用プライマーセット

を開発した。同時にマルチプレックス PCRにより簡便に種判別できるプライマーセットも開発
した。これらの技術を用いて、主に内湾に注ぐ流入河川感潮域と河口域において、水・泥試料を
採取して種組成の解析、発芽と環境条件の解析を進めた。その結果、有明海、東京湾ともに、6
種以上の Skeletonema 属が検出された。淡水産種 S. potamos が海域で頻繁に出現することも見
いだした。また、流入河川感潮域底泥には多くの Skeletonema 属珪藻が存在していて、大雨など
の出水後にはSkeletonema属珪藻による赤潮のタネ場として機能している可能性が示唆された。
泥からの発芽において、環境条件に応じて発芽種が変わることが分かったが、環境条件が最適で
はなくても発芽することも分かった。そのため底泥試料から赤潮原因種を推定する際には、環境
条件だけでなく、種毎の存在量も重要な要因であることが考えられる。 
一方、冬季に多く出現する S. japonicum と S. marinoi-dohrnii complex については、その 2

者の競争は環境条件だけでなく、サイズ回復からの時間、殻径によって、勝者が替わってしまう
ことを実験的に示した。従って、赤潮原因種の予測においては、環境条件だけではなく、生活環
のどのステージにあるかも考慮する必要があることが分かった。 
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