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研究成果の概要：主に強酸性水域に生育するPinnularia acidojaponicaを 19地点から採取し、

分子配列に基づく同一種性を解析した。いずれの個体群もわずかに異なる形態を示すものであ

った。個体群間に認められた塩基置換の総数は SSU rDNA,rbcL, ITS ともに 0～7程度のものは、

形態計測値に基づく主成分分析のクラスターと一致するものであった。しかし、置換数がより

多いものは異なるクラスターとなった。また、P. acidojaponica の被殻より silaffin 様物質

の抽出をおこなうことができた。 
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１．研究開始当初の背景 

珪藻は珪酸質でできた殻の形と模様によっ

て分類がなされてきた。'80年代以降、電子顕

微鏡による殻の詳細な観察に基づく分類が行

われ、以前よりも正確な分類がなされるよう

になった。しかし、光学顕微鏡では殻の外形

に、ある程度の相違が認められる個体群であ

っても、電子顕微鏡レベルでは有用な識別構

造をもたないPinnularia 属の種のようなも

のも、数多く存在する。有機質の柔らかな細

胞外被をもつ他の単細胞性藻類と比べ、珪酸

質の硬い細胞外被である“殻”をもつ珪藻で

は、認識しうる形の違いが多く生じていると

考えられる。このため、珪藻の分類では形態

の“小さな違い”の意味を正しく理解するこ

とが必要である。 

 

２．研究の目的 

pH2以下の強酸性水域およびBOD 20mg･O2･

L-1以上の強腐水域に特異的に生育する羽状

縦溝珪藻のPinnularia 種を主たる材料とし、

多数の産地から採集した個体群の分類学的位

置の解明を下記の方法に基づいて行う。 

(1)形態：電子顕微鏡により殻の形態を詳細に
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観察と共に、光学顕微鏡による計測により個

体群間における形態の“小さな違い”を多変

量解析により客観的に把握する。 

(2)分子：複数の遺伝子種を用い、これら個体

群間の分子系統を明らかにする。 

(3)物質：珪酸化に関わりのある物質の個体群

間での違いと、殻の形態の関係を明らかにす

るための、方法開発し解析をおこなう。 

 

３．研究の方法 

(1)試料の採集 

【北海道】川湯温泉、登別温泉、恵山温泉、

【青森県】恐山、【秋田県】玉川温泉、蒸ノ

湯、泥湯、【山形県】蔵王御釜、【宮城県】潟

沼、【栃木県】那須湯本温泉、塩原温泉新湯

【群馬県】草津温泉、万座温泉、【東京都】

多摩川、【神奈川県】鶴見川、大湧谷温泉、【長

野県】奥蓼科温泉、毒沢温泉、【富山県】立

山地獄谷温泉、【鹿児島県】林田温泉、硫黄

谷温泉、栗野岳温泉から珪藻を採集し、形態

解析を行った。また、これらのうち、17 群集

は培養をおこない、分子解析に使用した。培

養液は改変 BBM 培地を用い、硫酸にて pH を

現地水と同じ値に調製した。さらに被殻のた

め、Pinnularia feroindulugentissima のタ

イプスライド（アイオワ州炭田跡の池）をフ

ィラデルフィア自然科学アカデミーから借

用した。 

 

(2)分子による系統解析 

PCRによりDNAを増幅し、ダイレクトシーケン

スによる塩基配列の決定をおこなった。用い

た塩基配列はSSU rDNA、rbcLおよびITS-1～

ITS-2領域であった。塩基配列は Applied 

Biosystems 3130にて解析した。Clustal Xに

て多重整列をおこない、PAUPにて近隣結合法、

最大節約法、最尤法を実施し分子系統樹の解

析を行った。また、SSU rDNAの二次構造の決

定には、The European Ribosomal RNA databank

から得たBacillaria paxilliferの18S rRNA

二次構造モデルを基に行った。 

 

(3)形態観察と計測 

①試料を硫酸処理し、有機物を除去後、光

学顕微鏡プレパラートを作成した。各個体群

とも、光学顕微鏡で無作為に 200 個体を写真

撮影した。写真より、殻長、殻幅、条線密度、

くびれ幅、殻端幅、中心域長、無紋域面積、

殻面積を計測した、また、これらの値より、

殻幅殻長比、四角率、無紋率、くびれ率、頭

率、中心域長率を求めた。また、これらのデ

ータによる主成分分析を実施した。用いた解

析ソフトは SPSS（SPSS 社）であった。 

②硫酸処理した被殻を SEM 試料台に載せ、

乾燥後、オスミウムコーターで蒸着をおこな

った跡、HITACHI S4000 走査電子顕微鏡にて

被殻微細構造の観察をおこなった。 

 

(4)物質による解析 

 ①Pinnularia の解析の前に、より培養方法

が確立されている Melosira varians および

M. nummloides を用いた実験を行った。しか

し、これらの種類でも培養液中にゲルカルチ

ャー（富士シリシア）を添加することで従来

より効率よく細胞を収穫することができた。

細胞は次亜塩素酸により前処理をおこない、

ソニケーターで殻を破砕後、2%SDS/10mM EDTA

で煮沸。遠心分離後、沈殿にアセトンを加え、

さらに遠心分離、沈殿に 46%HF を加え 4℃で

1時間処理。遠心分離後、上清をスペクトラ・

ポア透析用 CE チューブ 500Da cut off を使

用し 4℃で透析し、凍結乾燥した。 

 Tris-Tricine SDS-PAGE をおこない被殻抽

出物質の存在を確認した。また、1M テトラメ

トキシシランと被殻抽出物質を加えること

でシリカ沈殿形成反応をおこなった。 

 沈殿物の元素分析は JEOL5800 走査型電子

顕微鏡に付けられた EDS によりおこなった。

また、沈殿物の電子顕微鏡観察は沈殿試料を

乾燥後、オスミウムコーティングを行い、

HITACHI S5000 走査電子顕微鏡を用いて行っ

た。 

 被殻抽出物質は HPLC にて逆相カラム

CAPCELL PAK C18 UG120 (4.6i.d. × 250mm, 

SHISEIDO) を使用し、流速 1.0ml/min、カラ

ム温度 35℃の条件で精製した。溶出溶媒は

0.5%diethylamine と 0.5%diethlamine CH3OH

を用い、CH3OH濃度を10-100% (0-30min)、100% 

(30-50min)となるようにグラジエント溶出

を行い、開始後 32 分まで 2 分ごとに分取し

た 

②P. acidojaponicaのタイプロカリティー

である大湧谷から採集した試料の大量培養

法を検討した結果、BBM 寒天２相培地を使用

することで、効率良い増殖を行うことができ

た。しかし、ゲルカルチャーの使用は特に効

果を認めることができなかったため、最終的

に使用しなかった。Melosira の２種と同様の

方法で収穫後の細胞を処理し、被殻抽出物質

によるシリカ沈殿実験をおこなった。 

 

４．研究成果 

(1)分子系統 

SSR rDNA に 基 づ く 系 統 樹 で は 、 P. 
acidojaponicaと同定できる14産地から得た

株、および P. negoroi と P. paralange- 



 

 

bertalotiiが一つの単系統群を形成した。 

 
また、この単系統群は P. valdetolerans と姉

妹群を形成した。しかし、光学顕微鏡観察に

おいて、当初 P. acidojaponica の形態変異の

範囲にあると考えられた硫黄谷温泉産株は、

これらより離れて位置することが示された。

各株間において置換された塩基の数は、P. 
acidojaponica 、 P. negoroi 、 P. 
paralange-bertalotii の株よりなる単系統

群内で 0～9 塩基、また、この系統群内の株

とP. valdetolerans株との間で24～29塩基、

さらに、P. acidojaponica 系統群内の株と硫

黄谷温泉産株との間で 40～43 塩基、P. 
valdetolerans 株と硫黄谷温泉産株との間で

28 塩基であった。なお、登別温泉産の同一地

点から採集されたP. acidojaponica３個体の

株の塩基配列は、すべて一致した。 
タイプロカリティーである箱根大涌谷か

ら単離した培養株の P. acidojaponica の塩

基配列から構築した 18S rRNA 二次構造モデ

ルに基づいて、P. acidojaponica complex 内
での塩基置換サイトを比較したところ、1350

番目のサイト付近において、それぞれわずか

な二次構造の違いが見出された。また、P. 
acidojaponica および P. valdetolerans 株と

硫黄谷温泉産株との間では、ステムを構成す

る塩基鎖の両側で補償的な塩基置換が一箇

所見出された。 
 ITS１-5.8S rDNA-ITS2領域に基づく系統樹

では、13 株の P. acidojaponica、P. negoroi、
P. paralange-bertalotii が集まり、一つの

単系統群を形成した。また、この単系統群と

は異なる系統に、P. valdetolerans と硫黄谷

温泉産株が、それぞれ位置した。さらに、塩

原新湯温泉産の P. acidojaponicaは、他の P. 
acidojaponica株とは離れ、独立した系統を示

した。なお、登別温泉産の同一地点から単離

された P. acidojaponica３個体の株の塩基配

列は、すべて一致した。 
 rbcLに基づく系統樹では P. acidojaponica、
P. negoroi、P. paralange-bertalotiiの株は共

に一つの単系統群を形成した。また、P. 
valdetoleransおよび硫黄谷温泉産の株は、こ

の単系統群とは離れて位置し、両者は姉妹群

を形成した。 
各 株 間 に お け る 塩 基 置 換 数 は 、 P. 

acidojaponica 、 P. negoroi 、 P. 
paralange-bertalotii より構成される単系

統群の間で 0～11 塩基であった（1166 塩基

中）。また、この系統群と P. valdetolerans
株との間で 13～18 塩基、さらに、硫黄谷温

泉産株との間で 13～18 塩基であった。なお、

P. valdetoleransと硫黄谷温泉産の株間では

5～6塩基であった。アミノ酸配列データに基

づく NJ法および MP法のどちらによる系統樹

においても、P. acidojaponica、P. negoroi、
P. paralange-bertalotii の株は共に一つの

単系統群を形成した。また、P. valdetolerans
および硫黄谷温泉産の株は、この単系統群と

は異なる系統に位置した。各アミノ酸配列間

に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 数 は 、 P. 
acidojaponica と P. negoroi と P. 
paralange-bertalotii で構成する単系統群

内の株間で 0～2アミノ酸（389 アミノ酸中）、

この系統群と P. valdetolerans 株の間で 4

～6アミノ酸、P. acidojaponica 系統群と硫

黄谷温泉産の株の間で 3～5 アミノ酸、P. 
valdetolerans と硫黄谷温泉産の株の間で 2

～3アミノ酸であった。 

 
なお、登別温泉産の同一地点から採集され

た P. acidojaponica３個体の株の塩基配列は、

すべて一致した。 
P. negoroi（=P. braunii var. undulata）および

P. paralange-bertalotiiは、恐山の強酸性水域

において P. acidojaponicaと共に出現するが、

光学顕微鏡観察による形態的な相違点から、

それぞれ別の種として記載されてきた（Neg- 



 

 

oro 1944, Fukushima et al. 2001, 2002）。

しかし、本研究ではこれら３種において、18S 

rDNAおよびITS領域の塩基配列は完全に一致

し、rbcL も P. negoroi のみが１塩基異なる

という結果が示された。 

 

(2)形態観察と計測 

走査型電子顕微鏡観察の結果、分子系統解

析により P. acidojaponica としてまとまっ

た系統のすべての個体群には、被殻の両末端

に short segmental bands が認められた。し

かし、P. valdetolerans および硫黄谷産の個

体群には認められなかった。すなわち、この

バンドの有無は分子系統解析で同一系統群

を形成した P. acidojaponica の結果を支持

するものである。 

Short segmental bands は、P. negoroi、お

よび P. paralange-bertalotiiの被殻において

も観察されたが、これは P. acidojaponica
の形態多形を示唆するものかもしれない。し

かし、もしそうであれば、恐山以外の産地に

おいても、これら３つの形態が出現して良い

はずなのだが、そのようなケースは今回の研

究では見つけることができなかった。さらに、

P. negoroii では殻表面に顆粒状の構造が認

められたが、これはP. paralange-bertalotii
や P. acidojaponica には認められない構造

である。これら３種の関係については、今後

の研究課題としたい。 

19 地点から得られた P. acidojaponica 類

似個体群の 8項目の変数の形態計測値を比較

すると、各測定項目で概ね８割の個体群間に

は多重被殻による有意差が認められるもの

の、そのヒストグラムにおいて、ギャップを

伴って他の個体群と分類できる形質は存在

しなかった。8変数の測定値から主成分分析

を行った結果、箱ひげグラフにおける外れ値

をのぞいたデータでは硫黄谷温泉、蒸ノ湯、

アイオワ炭田跡の池の３個体群は、他の地点

からの P. acidojaponica 個体群とギャップ

を伴って分離することができた。 

 

さらに、測定値より求めた比率を加えた 14

変数による主成分分析を行ったところ、第 1、

第 2、第 3主成分を軸として用いた場合は硫

黄谷温泉、蒸ノ湯、アイオワ炭田跡の池の３

個体群を他の個体群からギャップを伴って

分離することができた。 

また、第 1、第 3、第 4主成分を軸とした

場合は、これら３個体群をさらに３つに分離

することができた。また、第 2、第 3、第 4

主成分を軸とした場合は御釜産の個体群を

他の個体群から引き離すことができた。しか

し、完全なギャップを形成はしていないよう

で、今後さらなる研究が必要と思われた。 

蒸ノ湯の試料は今回の研究では培養中に

カビが生えてしまい、分子解析が不可能であ

った。また、アイオワ炭田跡地の珪藻は 2008

年 11 月に採集に行ったものの、数年前に池

が埋め立てられており、採集することができ

なかった。 

 

(3)物質による解析 

Pinnularia で実験をおこなう前に、実験手法

の確立および、比較データを得るために

Melosira２種および Biddlphia aurita にて

実験をおこなった。 

 M. varians および M. nummuloides では CBB

染色で 3.5kDa 以下の場所にバンドを確認す

ることができた。また 3.5kDa 以上の場所に

は、タンパク/ペプチド分子らしきバンドは

確認できなかった。一方、B. aurita では CBB

染色で 3.5kDa 以下のバンドとそこから離れ

た場所の分子量 21k～50k を中心に縦に長く

染色された領域が確認できた。また、被殻を

NH3F で処理した場合、B. aurita からは、試

行した実験条件内では良好な SDS-PAGE の結

果 を 得 る こ と が で き な か っ た が 、 M. 
nummuloides では良好なバンドを得ることが

できた。 

 

                            
1．M. nummuloides 
2. M. varians 
3. B. arurita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 M. nummuloides と B. aurita の被殻内に

含まれている有機物質の量を比較するため、

抽出に使う細胞量を変え HF 処理を行った。



 

 

M. nummuloidesは抽出に使った開始細胞量は

1.5ml, HF 処理前の被殻の湿重量 0.49g、 B. 
aurita は抽出に使った開始細胞量 3ml, HF 処

理前の被殻の湿重量 0.99g であった。B. 
auritaは始めの細胞量が2培であるにも関わ

らず、CBB 染色では M. nummuloides よりもバ

ンドが薄かった。 
 珪酸溶液に被殻抽出物質を加えたところ、

瞬時に白濁を生じ沈殿を生じた。この沈殿を

EDS で定性分析したところ、主に Si と O、そ

して Cを少し含む物質であった。 
また、沈殿を観察したところ、M. varians

の活性沈殿物では直径 150～400nm 程度のシ

リカ球が認められた。またリン酸を 25mM 含

む珪酸溶液に同抽出物質を加えたところ、直

径 30nm 程度のシリカ球の沈殿を生じた。 
さらに、リン酸を 100mM 含む珪酸溶液に同

抽出物質を加えたものではほとんど沈殿を

生じなかったが、直径 30μm 程の大きなシリ

カ球が 2 球のみ観察された。珪酸溶液に M. 
nummuloides の被殻から抽出した物質を加え

たところ直径 30～60nm 程度のシリカ球の沈

殿が観察されたしかし大部分は球ではない

薄い膜（繊維）状の物質であった。リン酸を

25mM 含んだ珪酸溶液に M. nummuloides の被

殻から抽出した物質を加えたところ、同じく

直径 30nm 程度のシリカ球の沈殿を一部生じ

た、こちらも大部分は球ではない薄い膜状の

物質の沈殿であった。またリン酸を 100mM 含

んだ珪酸溶液に M. nummuloides の被殻から

抽出した物質を加えたものも同じく薄い膜

状の物質の沈殿を多く生じた。また各所に直

径 350nm～1μm 程度のシリカ球が観察され

た。 

 被殻からの粗抽出物質を HPLC を用いて逆

相カラムにより分取したところ、M. varians
では8minの分画、Ｍ. nummuloidesでは10min

の分画がニンヒドリン反応により赤紫色を

呈した。この分画を珪酸溶液に加えたとこ

ろ、瞬時に白濁が起こり、SEM 観察では両種

ともにシリカ球沈殿が認められた。 

 
M. varians では 8min の分画以外に 14min, 

24min, 32min の分画の活性も試験を行った

が、珪酸溶液との混合で白濁は認められず、

SEM 観察においても、沈殿は認められなかっ

た。一方Ｍ. nummuloides では 10min の分画

以外に 14min, 18min, 26min の分画の活性を

試験したところ、14min, 26min の分画では白

濁は認められなかったものの、SEM 観察では

沈殿が認められた。10min, 14min の分画では

直径 30nm 程度、26min の分画では直径 9μm

程度のシリカ球の沈殿が観察された。 
 P. acidojaponica の培養では、多量の多糖

物質が細胞外へ放出された(Extracellular 

polymeric substances: EPS)。被殻抽出物

質の電気泳動結果で、CBB 染色においてスメ

アが多量に出現したのは、この EPS のためと

思われた。EPS は熱水に溶解するものが知ら

れているため、処理過程の水をすべて熱水を

用いた実験を試みたが、電気泳動実験の結果

の改良にはつながらなかった。これに対し、

次亜塩素酸による細胞の処理はある程度効

果を上げることができた。結果、6kDa と

14kDa 付近において CBB染色によるバンドを

認めることができた。これらは、先行研究に

おけるシラフィンの存在する分子量の範囲

内にある。しかし、ポリアミンの存在を示す、

3.5kDa 以下にバンドを認めることはできな

かった。 

 
P. acidojaponicaの被殻抽出物質を珪酸溶

液に加えたところ、瞬時に白濁を生じ、

Melosira 同様の沈殿反応が生じていること

が示された。 
  Cylindrotheca fusiformisではポリアミン

にシラフィンが結合した状態で存在するこ

とが報告されているが、P. acidojaponica で
も同様の状態が存在する可能性も示唆され

る。その一方、抽出過程でポリアミンが失わ

れた可能性も否定できない。今後、ポリアミ

ンの存在についてはさらなる検討が必要で

ある。 
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