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研究成果の概要（和文）：赤潮藻類シャットネラは、光依存的な増殖や日周鉛直運動を示し、その結果として赤
潮を刑することが報告されている。しかしその光受容の分子メカニズムはほとんどわかっていない。本研究で
は、光受容機構および光受容体の解析と生理学現象との統合に焦点をあてて研究を行った。その結果、増殖に関
する遺伝子が他の生物と同様に備わっており、加えて光依存的な増殖時にそれらの遺伝子の発現が調整されてい
ることがわかった。また鞭毛の運動に関する因子も他の鞭毛生物と同様に保持しており、それらが日周鉛直運動
に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The red tide alga Chattonella has been reported to exhibit light-dependent 
growth and diurnal vertical movement, resulting in the formation of red tide. However, little is 
known about the molecular mechanism of photoresponces. In this study, we focused on the analysis of 
photoresponses, such as proliferation and diurnal vertical movement, and photoreceptors. As a 
result, it was found that Chattonella retains cyclin genes related to proliferation, and in 
addition, the expression of those genes was regulated during light-dependent proliferation. It also 
retains factors related to flagellar motility, suggesting that they are involved in diurnal vertical
 movement.

研究分野：光生物学

キーワード： オーレオクロム　シャットネラ　形質転換　日周鉛直運動　細胞分裂
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で扱った藻類シャットネラは、赤潮を形成し、日本近海で養殖魚貝類を斃死させる。新聞等での扱いは少
ないが毎年億単位の被害が報告されている。古くから生理的な手法を用いて、赤潮の軽減をはかっているが、防
除策は見つかっていない。そのため遺伝子などの分子メカニズムを知ることで、この機構の本質情報が得られる
と考えられる。本研究での分子メカニズムの知見と生理学を組み合わせることで、今後の赤潮防除の新規方法が
見つかることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
世界中の沿岸域において、海産ラフィド藻（単細胞生物、体長：10～50 µm程度）は、しばし
ば海面の色を変化させるほど増殖して（赤潮）魚類を斃死させ、水産業に甚大な被害を及ぼす。
そのため、ラフィド藻の赤潮発生メカニズム解明とそれに基づく動態予測技術や被害軽減技術
の開発は長年にわたり水産学上の重要な課題として位置づけられている。従前の研究により、主
要な有害種について増殖や生活環に関する多くの知見が蓄積されているが、未だ赤潮動態を予
測できるほど詳細な発生メカニズムは明らかになっていない。 
本研究で用いた海産ラフィド藻 Chattonella antiqua（以降、シャットネラ）は遊泳運動によ
り、昼間は表層に集積して光を浴びて光合成を行うことで活発に増殖すると考えられている。そ
のため、ラフィド藻の赤潮発生メカニズムを考える上で、細胞分裂や遊泳運動に及ぼす光環境の
影響は極めて重要な研究対象だと言える。しかし、光応答解析は暗室や単色光源など特殊な実験
設備を要することや細胞周期や遊泳運動の解析には昼夜連続実験など多大な労力が必要となる
ことなどから、知見は極めて少ない。 
また一般に、光合成生物は、光をエネルギー源としてだけでなく、様々な運動や形態形成の信
号として使用している。特に水圏に生息する生物（光合成生物含む）は主に青色領域の波長帯の
光（青色光）を特殊なタンパク質（以降、青色光受容体）で感知し、細胞内でこの信号を活用す
ることが知られている。これまでラフィド藻シャットネラについて、大型スぺクトログラフなど
の単色光源や独自に開発した遊泳運動自動観測システムを用いて様々な光環境における生物応
答を解析してきた。その結果、分裂速度が他の単色光と比べて青色光下で高いこと、日周鉛直移
動リズム（上昇あるいは下降開始時刻）が夜明け前あるいは日没後の微弱な青色光によって変化
すること、昼間の強い青色光の照射によって負の走光性（光から逃げる行動）が誘導されること
を見出してきた。また、トランスクリプトームを用いた分子生物学的な解析により、シャットネ
ラから青色光受容体オーレオクロームの相同遺伝子を見出していきた。オーレオクロームは光
合成を行う黄色植物＊にのみ分布しており、青色光を特異的に吸収して活性化する転写因子とし
て働くことが知られている。黄緑藻フシナミドロでは分枝形成の制御、ラフィド藻シャットネラ
に近縁の海産珪藻では細胞周期における位相変化（DNA合成の制御）に関与することなどが報
告されている（＊黄色植物 昆布やワカメなどの褐藻や珪藻を含む分類群）。 
このように、我々の研究により、シャットネラについて、細胞分裂や遊泳運動といった赤潮を
形成するために極めて重要な生理現象が青色光によって制御されていて、青色光を感知する青
色光受容体が存在することが明らかとなった。これらの研究成果を受けて、青色光受容体の機能、
特に細胞分裂や遊泳運動との関係を解析すれば、ラフィド藻の生理生態について理解を深め、そ
の赤潮発生メカニズムの解像度を飛躍的に向上させる可能性が示唆されてきている。 
 しかし、生理学的な現象や分子データの拡充は進展したが、それを連結するようなデータは得
られていない。また分子データから類推されたタンパク質の機能についても解析されておらず、
以上のことが喫緊の課題であると言える。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、3つの計画を実施し、シャットネラにおける受光～生理応答のシグナル伝達につ
いて概要を把握し、オーレオクロームの関与の有無を明らかにすることを目的とした。なお、オ
ーレオクロームは転写因子（DNA結合）としてのドメイン構造を有することや上述した他生物
での知見を考慮し、本研究課題ではシャットネラの青色光で誘導される生理応答（以降、青色光
応答）のうち、受光～応答にある程度の要する細胞周期と鉛直移動リズム制御を主たる解析対象
とする。 
計画１として、青色光に対する応答の薬理学的・分子生物学的解析：生理活性阻害剤等の薬剤を
投与して青色光応答を観察。オーレオクローム遺伝子の発現量と青色光応答と同時計測を行い、
生理学的な解像度を上げることを目標とした。加えて関連遺伝子群の単離し、系統解析または発
現解析を行うことを目標とした。 
計画２として、 オーレオクロームの生化学的・物理学的性状の解析：オーレオクロームのホモ
ログ（相同体）を単離精製・大量生産。吸光スペクトル、光受容部位や DNAとの結合部位の特
性を同定することを目的とした。 
計画３として 形質転換による機能解析行うために形質転換系法の確立を目標とした。オーレオ
クロームの過剰発現あるいはノックダウン後に青色光応答を観察し、それらに関与するかどう
か確認することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、3年間で実施することで、受光～青色光応答の概要を把握し、シャットネラ
におけるオーレオクロームの機能を明らかにすることを目指した。オーレオクロームは転写因



子でもあり、他生物では受光～生理応答に長い時間を要する傾向にある。そこで、本研究課題で
はまず、細胞周期や鉛直移動リズム制御といったある程度時間を要する青色光応答へのオーレ
オクロームの関与を検証する。細胞周期の解析にはフローサイトメトリーを用いた手法および
顕微測光法と定量 PCR を用いたサイクリンなどのマーカー遺伝子の発現解析法を併用し、日周
鉛直移動の解析には独自に開発した遊泳運動自動解析システム（赤外光で証明して CCDカメラ
で撮影）を用いた。加えて生化学的手法によるタンパク質の機能解析と分子遺伝学的手法による
遺伝子発現などの解析を用い、赤潮形成の基礎分子メカニズムの統合することを行った。 
以下が行った計画ごとの方法を示した。 
 
（１）計画１ 生理応答とそれらに関与する遺伝子群の同定と発現 
①シャットネラの光応答として、増殖の指標とされる分裂周期の特定を行った。まず細胞増殖の
日周性を確認するために、明暗周期（明期 12時間：暗期 12時間）4時間ごとの細胞数を数えた。
加えて経時的に、核を蛍光試薬によって染色し、その蛍光強度によって細胞周期の同定を行った。
加えて、DNA合成期の特定を行うために、EDUと呼ばれるチミンアナログを DNAに取り込ま
せ、その蛍光強度による合成時期の特定を行った。 
②シャットネラのもう一つの光応答として鞭毛による運動機構を調査した。明暗周期における
鞭毛形態や鞭毛打について高速カメラを用いて解析した。 
③遺伝子群の特定 
明暗時のトランスクリプトーム解析を行い、以上の細胞分裂や鞭毛に関与する遺伝子をカタロ
グ化し、系統解析を行い分類した。トランスクリプトームの発現量をもとに、経時的に mRNA
を取得し、各々の遺伝子発現パターンを real time PCRによって解析した。 
（２）計画２ 青色光受容体の特性 
オーレオクロームの生化学的・物理学的性状の解析を行った。オーレオクロームのホモログを単
離精製し、cDNAを作製した。その後大腸菌に遺伝子導入を行い、タンパク質の大量精製方法の
調製を行った。得られた組換えタンパク質において、光受容ドメインに関しては吸収・蛍光スペ
クトルを測定した。DNA結合部位等に関しては、オリゴヌクレオチド結合解析によって DNA結
合モチーフを調査した。 
（３）計画３ 形質転換法の開発 
まずはオーレオクロームを過剰発現あるいはノックダウンして青色光応答を観察することで、
その機能を確定可能である。シャットネラは、核酸を単離することが可能であるが、いまだ遺伝
子導入や突然変異体の作製の報告はない。そこでまずは一過的な遺伝子導入方法の確立が必須
である。まず遺伝子導入をする際に現在用いられている手法（培養法など）が可能かどうか調査
した。その後遺伝導入法（形質転換）を構築することを目指した。海水の塩濃度から低塩濃度に
置換し生存可能か調査した。また顕微注射に用いられるような不動細胞の作製も試みた。 
 
 
４．研究成果 
（１）シャットネラの生理応答 
①過去の知見から、明期の光が重要であることがわかっていたが、本研究では、明期の光を単色
光（青・緑・赤）で照射し、その増殖変化を観察した。その結果、すべての光の波長で、増殖す
ることがみられたため、光合成によるエネルギーや信号の影響が考えられた。そのため光合成阻
害剤を用いて、増殖を調査したところ、増殖抑制されたため、光合成によるエネルギーまたは信
号が、赤潮の増殖に寄与していることがわかった。 
②次のシャットネラの小規模空間での日周鉛直運動を観察し、日周周期ごとの鞭毛長を調査し
た結果、明暗周期で鞭毛長が変化していることがわかった。また、明暗周期ごとの遊泳速度の変
化も観察された。 
③上記の結果（①②）を踏まえて、増殖に関する因子サイクリンと鞭毛長に関与する遺伝子を、
トランスクリプトームデータベースから探索した。増殖に関与するサイクリン遺伝子は、多種存
在していた。しかし珪藻が保持する DNA 合成に関与するサイクリン D タイプは存在しなかっ
た。明暗条件下におけるサイクリン遺伝子の発現パターンを解析すると、増殖と一致して DNA
合成・分裂期に関与する遺伝子の上昇がみられることもわかった。加えて日周鉛直運動の遊泳に
関与すると考えられる鞭毛の基本構造遺伝子および鞭毛の輸送タンパク質も動物と同様に保持
していることがわかった。 
（２）シャットネラ光受容体の分子・生化学的解析 
トランスクリプトームデータベースから、光受容体の探索を行った結果、青色光受容体であるオ
ーレオクロームが 6つ、DNA修復酵素とクリプトクロムは多数見つかった。オーレオクローム
のみ遺伝子発現の調査を行ったが、明暗周期を問わず発現の差異はなかった。光受容体は光依存
せず定常的に発現していることがわかった。オーレオクローム遺伝子を系統解析によってグル
ープ分けを行うと、3種類のグループに分けられたため、それぞれのグループのオーレオクロー
ムの光受容能を、大腸菌を用いた生化学的解析によって確認した。トランスクリプトームデータ
ベースの遺伝子を単離し、大腸菌用の発現ベクターに導入し、大腸菌での異種発現を試みた。そ
の結果、すべてのホモログで発現・精製ができなかった。シャットネラの遺伝子は GC（グアニ



ン、シトシン）の含量が高いため、大腸菌と相性が悪かったと考えられる。そのため、各オーレ
オクローム遺伝子を大腸菌用にコドンを調整し、ベクターに再度導入した。それらによってタン
パク質の発現・精製が可能になった。精製したオーレオクロムタンパク質を分光学解析に用いた。
興味深いことに、3つのグループの光受容能はすべて保持していることがわかったが、その光受
容能感受性に差があることがわかった。次に DNA結合配列を確認したところ、先行研究と同様
に４塩基の回文配列に結合していることがわかった。 
（３）シャットネラ形質転換系の確立 
現在、様々な生物群で遺伝子導入法が開発されているが、基本的に低塩濃度条件下でのエレクト
ロポーレーションまたは圧力を使った遺伝子銃のような手法が用いられている。遺伝子重銃は、
水生生物にとって乾燥が厳しいので、溶液中で行えるエレクトロポーレーション法の確立を目
指した。エレクロポーレーションは低塩濃度で行うため、海産の生物であるシャットネラを、低
塩濃度の耐性を持たせられるか培養法を確立させた。海水に含まれる塩によって細胞は、浸透圧
を保持しているので、それに見合う浸透圧を糖や糖アルコールによって置換可能か調整した。そ
の結果糖アルコールによって、数日間であるが生存確認可能であった。その際シャットネラは、
鞭毛が短くなり細胞が丸くなることもわかった。海水に復帰させた場合、一時間程度で鞭毛を伸
長し、遊泳可能になることも観察された。さらに通電させた後にも復帰した細胞が確認された。 
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