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研究成果の概要： Chattonella3 種 115 株の核相解析を行った結果、すべてがヘテロ接合体であ

り、栄養細胞は接合（有性生殖）で生じたと考えられた。また小型細胞の細胞レベルの核相解

析を行った結果、ヘテロ接合体とその半数体の 2 タイプの存在が明らかになった。減数分裂で

小型細胞が形成され、小型細胞同士の接合の結果としてシストが形成される可能性に加えて、

ヘテロ接合体の小型細胞から直接シストが形成される経路が推察された。 
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１．研究開始当初の背景 
不等毛藻類ラフィド藻綱の Chattonella 

antiqua、C. marina、C. ovata の３種は、大量
繁殖して赤潮を形成することで養殖魚等の
大量斃死を引き起こし、水産業に甚大な被害
をもたらしてきた。そのため、Chattonella の
赤潮対策研究として、季節的な消長、温度や
栄養塩類といった環境要因への応答、そして
生活史に関する研究など様々な研究が行わ
れてきた。 
 生活史研究として Nakamura et al. (1990)と
Yamaguchi and Imai (1994)の２つの研究があ
る 。 と も に 核 量 の 変 化 に 着 目 し て 、
microfluorometric analysis（蛍光染色した核
DNA の蛍光強度を基に核 DNA 量について解
析する手法）により、生活史解明を試みてい
るが、各々の結論には矛盾点が認められる。

Nakamura et al. (1990)は、C. antiqua 株の混合
実験から、細胞サイズの小さな細胞（小型細
胞）同士の接合と思われる過程を観察・記録
し、また人工的に形成された休眠細胞（シス
ト）の核量が栄養細胞の２倍であることから、
シストは接合子であると結論づけた。一方、
Yamaguchi and Imai(1994)は、C. antiqua と C. 
marina の栄養細胞と海底堆積物から得た天
然シストの核量測定を行い、シストの核量が
栄養細胞の半分であること、そしてシストか
ら発芽した遊泳細胞の核量はシストの２倍
であることから、1) 栄養細胞は複相であるこ
と、2) シスト形成の際に減数分裂が行われ単
相化すること、そして 3) シストから発芽す
る際に無性的な複相化が起こり、複相の栄養
細胞になると結論づけた。栄養細胞が複相の
世代である点では共通した見解であるが、有



性生殖の一種である接合が行われているの
かどうか、そしていつ減数分裂が行われてい
るのか、また無性的な複相化という現象が本
当に起きているのか、といった疑問、問題点
が現在も未解決のまま残されている。 
 
２．研究の目的 
生活史の中でも特に有性生殖の有無に関

しては、Chattonella の自然集団の遺伝的多様
性とも大きく関わり、赤潮発生について集団
遺伝学的アプローチから研究する上でも、解
明されなくてはならない課題である。 
そこで核相解析が可能であるマイクロサ

テライトマーカーを用いてゲノムレベルで
栄養細胞の核相を決定すること、そして生活
史の各ステージの細胞を 1 細胞ずつ分離して、
細胞レベルで核相を解析し、減数分裂時期を
特定すること、またYamaguchi and Imai (1994)
において提唱されたシストからの発芽細胞
が無性的な複相化によるものかどうかを検
証することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１） 栄養細胞の核相解析 

C. antiqua 44 株、 C. marina 38 株、 C. ovata 
33 株の各培養株について集藻して DNA を抽
出した後、Demura et al. (2007)において開発さ
れた 14 セットのマイクロサテライトマーカ
ーによって遺伝子型を決定した。 
 
（２） 減数分裂時期の推定 

2 倍体生物に対してマイクロサテライトマ
ーカーを用いると、減数分裂した個体では、
2 本のバンドが 1 本のバンドとして検出され
ることを利用して、減数分裂の有無を確認で
きる。Chattonella のような単細胞生物の場合、
単一の細胞を分離して直接的に核相追跡を
行う必要がある。一細胞からマイクロサテラ
イト領域を PCR 増幅するのは、通常、困難と
されているが、最近考案された単一細胞の全
ゲノム増幅の手法を活用することで、単一細
胞の Chattonella についてもマイクロサテラ
イト領域の PCR増幅を可能にした。C. antiqua、 
C. marina は栄養塩の欠乏、暗条件による培養
などによって、通常の栄養細胞と比べ、細胞
サイズの小さな「小型細胞」となることが明
らかにされている（Nakamura et al. 1990、
Yamaguchi and Imai 1994）。減数分裂は栄養細
胞から小型細胞へ移行する際に起きると考
えられているが、これについてマイクロサテ
ライトマーカーを用いて、通常の栄養細胞と
小型細胞を各々細胞分離し、各々の核相を決
定し、減数分裂の有無を確認した。本研究で
は栄養細胞と小型細胞が明確に識別できる C. 
aniqua 培養株を用いて、マイクロピペット法
により各細胞を単離して、解析に供した。解
析には、まず全ゲノム増幅試薬キット

（QIAGEN 社）を用いて単一細胞の全ゲノム
を増幅し、マイクロサテライト領域の PCR 増
幅におけるテンプレートを作成した後、6 セ
ットのマイクロサテライトマーカーによる
解析を行った。 
 
（３） シストの核相解析 

Chattonella のシスト（休眠細胞）は、直径
約 30μm の半球の形態で、海底堆積物中の珪
藻の殻などに付着した状態で存在する（図１、
今井 1990）。そこで Chattonella が毎年確認さ
れている瀬戸内海播磨灘から採取した海底
堆積物を使用して、シストの分離と核相解析
を試みた。まず 100μm のプランクトンネット
で堆積物をろ過し、更に 20μm のプランクト
ンネットでろ過した後、20μm のネットに残
った堆積物を滅菌した海水で洗浄、倒立顕微
鏡下でシストの観察、収集を行った。その後、
細胞分離を行い、前述の方法と同様にゲノム
増幅を行い、マイクロサテライトマーカーに
よる単一シストの核相解析を試みた。 
 
４．研究成果 
（１） 栄養細胞の核相解析 

C. antiqua 44 株、 C. marina 38 株、 C. ovata 
33 株に含まれる栄養細胞を対象として、マイ
クロサテライトマーカーによる遺伝子型解
析を行った。表１にその結果の一部を示す。 
 
表 1．各株の遺伝子型解析結果（一部のみを示す） 
1：1 本バンド、2：2 本バンド、－：増幅されなか

ったマーカー 
マーカー名 

株名 48 52 58 59 60 65 66 67
C. antiqua 

D124 1 1 1 1 1 2 2 2
N2 2 1 1 2 1 2 1 1
N83 2 1 1 1 1 2 2 1
N84 2 1 1 1 1 1 1 2
N85 2 1 1 1 1 1 1 1

C. marina
N3 - - 1 1 1 2 1 2
N14 2 1 1 1 1 1 1 2
N115 1 - 1 - 1 - 1 2
N116 1 - 1 1 2 1 1 1
N117 1 - 2 1 1 1 1 2

C. ovata
N603 2 - 1 1 - 2 1 2
N671 1 - 2 1 - 1 1 1
N849 1 - 1 1 1 1 1 1
D101 1 - 1 1 - 2 1 2
D103 2 - 1 1 - 2 1 1
 



３種全ての株において、14 セットのマーカ
ーの全てではないが、いずれかのマーカーで、
必ず 2 本のバンドが検出された。このことか
ら、栄養細胞は、接合の結果生じた 2 倍体ヘ
テロ接合体であることが強く示唆された。 

 
（２） 減数分裂時期の推定 

C. antiqua DEM-124株の栄養細胞17細胞と
小型細胞 20 細胞、C. antiquaDEM-3011 株の
栄養細胞 17 細胞と小型細胞 19 細胞をマイク
ロピペット法により単離し、全ゲノム増幅キ
ット（QIAGEN 社製）を用いて全ゲノムを増
幅した後、6 セットのマイクロサテライトマ
ーカーで遺伝子型を決定した。その結果、解
析したすべての栄養細胞において、マイクロ
サテライトマーカーによる増幅断片が 2 本検
出され、栄養細胞が 2 倍体ヘテロ接合体であ
ることが示唆された。すなわち栄養細胞は、
接合の結果生じたことが強く示唆された。こ
の結果は株レベルの結果と一致するもので
あった。 

一方、小型細胞の解析では、マイクロサテ
ライトマーカーによる増幅断片が 1 本しか検
出されないタイプ（DEM-124 株の 8 細胞と
DEM-3011 の 9 細胞）と栄養細胞と同じ 2 本
の増幅断片をもつタイプ（DEM-124 株の 12
細胞と DEM-3011 の 10 細胞）の２つのタイ
プの存在が明らかとなった。前者のタイプの
場合、減数分裂の結果生じた可能性が考えら
れ、後者のタイプは、減数分裂を行う前の段
階の可能性か、あるいは減数分裂を行わずに
そのままシスト化する可能性が考えられた。 
 
（３） シストの核相解析 
瀬戸内海の海底堆積物より合計 8 細胞の

Chattonella のシスト（図１）を分離して、核
相解析に用いた。いずれも写真のように内容
物を含んでいる細胞であった。 
 
 
 
 
 
 
 
図１．海底堆積物中から単離した Chattonella のシ

スト（スケールバー＝30µm） 
 
同細胞のゲノム増幅実験で、ゲノムの増幅

は確認されたが、いずれのマイクロサテライ
トマーカーでも増幅断片を得ることはでき
なかった。Chattonella のシストは珪酸質で出
来ており、Chattonella の DNA がうまく抽出
されずに、代わりにシスト表面に付着する微
生物ゲノムが抽出・増幅された可能性、そし
て単離したシストが Chattonella のシストで
はなかった可能性が考えられた。実験的に誘

導したシストを用いた研究が必要と言える
が、現段階では、実験室内でのシスト形成に
は成功していない。 
 
（４） Chattonella の生活史 
 先行研究と本研究の結果を総合した生活
史を図２に示す。Nakamura et al. (1990)は、小
型細胞の接合観察とシストの核量計測結果
に基づいて、シストが接合子であると結論づ
けている。本研究においても栄養細胞は全て
2 倍体のヘテロ接合体であることが明らかと
なり、栄養細胞が接合の結果生じた可能性が
極めて高いと考えられた。また小型細胞には
複相（2n）と単相（n）の２タイプの細胞が
確認されたことから、少なくとも一部の小型
細胞は、減数分裂の結果生じた可能性が示唆
された。2n の小型細胞の場合、減数分裂を行
う前の段階の可能性と減数分裂を行わずに
そのままシスト化する可能性が考えられた。
残念ながらシストの直接解析では、核相に関
する結果を得ることが出来なかった。しかし
ながら、栄養細胞と小型細胞の核相に関する
本研究の解析結果は、Nakamura et al. (1990)
とは矛盾しないものであり、シストが 2n の
核相である可能性が高いことを示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．先行研究と本研究の結果から推定した

Chattonella の生活史。実線は実験的に確認された

経路、破線は推定される経路を示す。 
 
一方、Yamaguchi and Imai (1994)は、栄養細

胞は複相で、減数分裂によりシストを形成し
て単相化すること、そしてシストから発芽す
る際に無性的な複相化が起きて栄養細胞に
なると結論づけている。しかし本研究で明ら
かとなったヘテロ接合体という栄養細胞の
核相状態は、有性生殖の関与を強く示唆して
おり、無性的な複相化では起こり得ないもの
である。従って、現時点での知見を総合する
と、ヘテロ接合体の栄養細胞から、減数分裂
で小型細胞が形成され、その接合（有性生殖）
の結果としてシストが形成され、後にシスト



から発芽した細胞が栄養細胞となる一連の
生活史が導き出される（図２）。 

 
本研究によって Chattonella の生活史に減

数分裂や有性生殖というイベントが包含さ
れていることが、ゲノムレベルの解析から確
認できた。しかしこれは Yamaguchi and Imai 
(1994)の無性的な複相化現象を完全に否定す
るものではない。実験的に小型細胞や有性生
殖の誘導を行い、形成されたシストの直接的
な核相解析を行う、あるいは自然界のシスト
をより詳細に解析することで、Chattonella の
生活史に関する決定的な証拠が得られるも
のと期待している。本研究を実施することで、
主要な研究手法を確立出来たことから、今後
はシストの核相解明に焦点を絞って、生活史
の全容解明に向けて取り組んでいきたい。 
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