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研究成果の概要（和文）：多くの赤潮プランクトンは活性酸素産生能を有するが、シャットネラは最も高いレベ
ルの活性酸素を産生する。シャットネラの活性酸素産生能と魚毒性はよく相関することがわかった。活性酸素に
加え、赤潮プランクトン、特にヘテロカプサやカレニア種は強い溶血活性を示す。溶血因子の１つは細胞内に局
在するポルフィリン誘導体である事を見出した。本ポルフィリン誘導体は光照射により化学変化が誘導され、一
重項酸素を産生する。この機構により、細胞膜破壊を引き起こし、赤潮プランクトン自身、がん細胞やグラム陰
性菌に強い細胞毒性を示す。物理的細胞破壊により遊離したポルフィリン誘導体は赤潮防除因子として作用する
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Resent our and other extensive studies found that most of harmful algal 
bloom (HAB)-forming species have an ability to produce extracellular reactive oxygen species (ROS), 
and Chattonella is the highest ROS producing phytoplankton among them. Our comparative studies using
 several strains of Chattonella showed that ROS production rate and fish-killing activity of 
Chattonella is well correlated. In addition to ROS, some HAB species such as Heterocapsa 
circularisquama and Karenia mikimotoi show hemolytic activity. Isolation, purification, and chemical
 analysis on the hemolytic agents revealed that a porphyrin derivative is one of the main hemolytic 
agents in these HAB species, and it has potent cytotoxic activity towards tumor cells, Gram-negative
 bacteria, and HAB species including own cells. Our studies demonstrated that the activity is 
light-dependent, and membrane damage caused by singlet oxygen generated by light-activated porphyrin
 molecule is underlying cytotoxic mechanism.

研究分野：海洋生化学

キーワード： 赤潮　シャットネラ　活性酸素　溶血毒素　ポルフィリン　抗菌活性　細胞毒性　抗がん作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
赤潮は海洋性微細藻類の大量増殖で発生海域が変色する自然現象で、しばしば天然及び養殖の魚介類の大量斃死
を伴うことから、海洋食糧資源保全の観点から解決すべき重要な課題となっているが、その毒性機構の詳細は依
然不明である。本研究ではシャットネラ等、主要な赤潮原因種の毒性因子として活性酸素と溶血因子を見出した
点は、赤潮研究分野においては重要な知見となる。多くの主要な赤潮原因プランクトン細胞内には共通して光依
存性の溶血因子を含んでおり、物理的細胞破壊は毒性消滅に加え、細胞外に遊離した溶血因子による周囲のプラ
ンクトン細胞を死滅させる効果も発揮する。従って、本研究成果は有効な赤潮防除対策法の確立に貢献できる。

※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 
日本近海で頻発する赤潮の原因プランクトンの一種であるシャットネラは、強い魚毒性を示す
が、その毒性機構の詳細は不明である。これまでの本研究室での研究により、シャットネラは高
濃度の活性酸素を通常の培養条件下において産生する特性を有することを見出している。その
産生機構に関する研究により、シャットネラ細胞表層に存在する粘性多糖体である糖被膜(グリ
コキャリックス)に NADPH oxidase 様の活性酸素産生酵素系が局在する事、糖被膜はシャットネ
ラが魚鰓を通過する際、細胞本体から離脱し、鰓表面に付着する事から、鰓表面での持続的活性
酸素産生が鰓機能に障害を与え、魚を窒息死させるとの推論に至っている（図１）。魚介類に強
い致死作用を示すその他の赤潮プランクトンとの比較研究により、シャットネラ、ヘテロカプサ
及びカレニアの毒性因子として、シャットネラは細胞表面で産生される活性酸素、ヘテロカプサ
及びカレニアは細胞表面の溶血毒素の存在を提案するに至っている。ヘテロカプサ及びカレニ
アの細胞表面に存在すると考えられている溶血毒素の精製を試みているが、極めて不安定な性
質ゆえに、いまだその実態解明には至
っていない。一方、これら微細藻類はい
ずれも細胞破壊により細胞外に光依存
性溶血因子を遊離するが、これらは比
較的低分子量化合物で、細胞表層に存
在が推定されている極めて不安定な溶
血因子とは異なると考えられる。赤潮
プランクトンの毒性機構はその種類に
より異なり多彩であることから、それ
ぞれの赤潮プランクトン種に特化した
詳細研究が必要な状況であるが、活性
酸素と溶血因子は多くの赤潮プランク
トンの毒性機構に関与する可能性が示
唆されている。 
 
２．研究の目的 

シャットネラの強い魚毒性発現における活性酸素関与の更なる検証が必要である。また、その他
の赤潮プランクトン、特にカレニア種がシャットネラと同程度の高い活性酸素産生能を有する
ことが見出されて以来、シャットネラ以外の多くの赤潮プランクトンの活性酸素産生が注目さ
れている。図２に活性酸素特異的蛍光試薬を用いて観察したカレニア細胞の蛍光顕微鏡写真を
示す。葉緑素の赤い自家蛍光とは異なる細胞内局在性が観察された。一方、カレニアの活性酸素
産生能は分離場所が異なる株間で大きく異なることも観察された。そこで、本研究では同種間で
の活性酸素産生能の比較と魚毒性との関連性に注目し、研究室内での活性酸素産生能測定に加
え、他の研究者や研究機関からの情報も積極的に取り入れ、シャットネラやカレニアの生物毒性
発現機構における活性酸素関与の可能性について追及することを目的とした。 
  これまでの研究により、カレニアは活性酸素に加え、溶血活性も示すことを見出している。
これまで赤潮プランクトンの溶血活
性に関してはヘテロカプサの詳細な
先行研究を実施しており、ヘテロカ
プサの二枚貝に対する致死作用に溶
血活性因子が関与することを支持す
る複数の知見を得ている。従って、
溶血活性は活性酸素に加え、赤潮プ
ランクトンの生物毒性解明を目指す
際、注目すべき重要な因子と考えら
れる。ヘテロカプサ及びカレニアに
は細胞内局在性が異なる複数の生化
学的性質が異なる溶血因子が存在し
ていると推定されている。一方、ヘ
テロカプサ、カレニア及びシャット
ネラに共通して、細胞内に存在する
溶血因子は比較的安定した抽出が可
能であることから、本研究ではこれ
らの溶血因子に着目し、その生物活
性を生化学的及び多面的観点から解
析することを主目的とした。 
３．研究の方法 



ヘテロカプサの先行研究により細胞内に存在するアルコール抽出可能な溶血物質は比較的低分
子量のポルフィリン誘導体である事を突き止めている。これまでの研究で確立したヘテロカプ
サ大量培養技術でプランクトン細胞を確保した後、回収した細胞からのメタノール抽出後、種々
の化学的手法によりポルフィリン誘導体の精製を実施した。原料細胞確保から活性物質精製に
至る方法はシャットネラとカレニアにも応用した。クロマトグラフィーで分画された各画分の
活性はウサギ赤血球に対する光依存的溶血活性で確認した。ポルフィリン誘導体の生物活性解
析は抗菌作用、細胞レベルでの抗がん作用、赤潮プランクトンに対する殺細胞作用を中心に実施
した。抗菌作用はグラム陰性菌及びグラム陽性菌を用い、コロニー形成阻害活性により測定した。
がん細胞として HeLa 細胞やその他の株化培養細胞を用い、濃度依存的細胞毒性を調べた。殺微
細藻類作用はヘテロカプサ、シャットネラ及びカレニアを対象とした。これらの研究により、ポ
ルフィリン誘導体の応用的有効利用に資する多くの知見を得ることができた。ポルフィリン誘
導体の作用機構に関しては未だ多くの点が不明であるが、光照射によって誘導される一重項酸
素産生機構に焦点を絞って研究を進めた。 
 
４．研究成果 
これまで多数の赤潮プランクトンの活性酸素レベルを調べたが、シャットネラに比べいずれも
著しく低かった事から、活性酸素産生はシャットネラに特異的生物学的特徴と推定されていた。
しかしながら、近年新たに分離されたカレニア株ではシャットネラとほぼ同程度の活性酸素産
生が検出された。さらにシャットネラ以外の多種多様な海洋性プランクトンの活性酸素産生に
関する研究結果が多数報告されている。しかも強い生物毒性を示す種は比較的高い活性酸素産
生能を示すとの報告もある。報告されている活性酸素レベルは研究者により多少異なるが、シャ
ットネラの活性酸素産生レベルは最上位にランクされている。分離場所や時期が異なるシャッ
トネラ株での比較研究から、活性酸素産生レベルと魚毒性とはよく相関することがわかった。こ
れらの知見から、シャットネラの魚毒性因子として活性酸素産生の重要性がさらに増したと考
えられる。 
一方、活性酸素に加え、シャットネラ、ヘテロカプサ及びカレニア細胞内には光依存性溶血
因子が存在する事を見出している。さらに、これら赤潮プランクトン細胞が破壊されると細胞外
に溶血因子が遊離し、自身の細胞や周囲の他の種の赤潮プランクトンに対して死滅作用を示す
ことも見出された。従って、溶血因子の遊離を伴う細胞破壊は赤潮防除対策に利用できることが
示唆された。これらの赤潮プランクトンに存在する溶血因子の詳細研究から、本溶血因子はポル
フィリン誘導体である事を突き止めた。さらに高純度ポルフィリン誘導体の生化学的研究から、
本溶血因子は抗菌作用や抗がん作用を示すことが見出された。特に抗菌活性に関してはグラム
陽性菌に比較的強い毒性を示
す傾向があることがわかった。
ポルフィリン誘導体存在下で
光照射された体表的なグラム
陽性菌であるブドウ球菌細胞
の形態は著しく変化すること
が電子顕微鏡観察で確認され
ている。ポルフィリン誘導体に
対するグラム陰性菌と陽性菌
の感受性の相違の原因の詳細
はいまだ不明であるが、両者の
細胞壁構造の違いに由来する
と推定されている。 
一方、ポルフィリン誘導体
の生物毒性には光照射された
本物質が産生する一重項酸素
に起因することを示す知見が
得られている。ある種の病原性
ブドウ球菌においてはしばしば多剤耐性菌の出現が大きな問題となっている。ポルフィリン誘
導体の抗菌作用は多くの抗生物質とは異なり、活性酸素産生を介することから、病原菌の薬剤耐
性機能の獲得が難しいと考えられている。今後、ポルフィリン誘導体の多剤耐性菌に対する有効
性についても検討する必要がある。以上、本研究の主な成果は赤潮プランクトンの毒性因子とし
て活性酸素と光依存性溶血因子を見出した点、さらに溶血因子は多彩な生物活性を示す他分野
への応用利用可能な生理活性物質であることを明らかにした点である。シャットネラに代表さ
れる赤潮プランクトンは活性酸素産生系を有する他、光依存性溶血因子等、興味ある生物活性物
質を含む大変興味ある研究対象といえる（図 3）。 
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