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研究成果の概要（和文）：本研究は種特異的な分子プローブを作成し、今まで形態学的には同定

できなかった幼生期プランクトンを同定し、フローサイトメータを用いて、自動計測すること

を目的に研究を行った。自動計測は手法上の問題で実用化しなかったが、幼生期の同定はリア

ルタイム PCR を用いて実用化し、親潮域で優占する近縁 3 種カイアシ類の初期生活史（ノー

プリウス幼生期）を解明し、特に 1 種では、ノープリウス期に休眠期があることを初めて明ら

かにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The coal of this study was to developments of species identification 
with molecular probes and automated counting system. We have developed species 
identification methods by real-time PCR for Neocalanus copepods, although we have failed 
to develop a automated counting system with flow-cytometer by technical problems. Using 
this method, we revealed early life histories of three species of Neocalanus copepods. 
Especially, one species of Neocalanus newly showed dormancy during their nauplius 
stages. 
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１．研究開始当初の背景 
【地球観測としての動物プランクトン】地球
規模での炭素の動態は、近年の温暖化気体と
しての二酸化炭素問題を背景に、国際的協調
のもと、大気海洋結合モデルに生態系モデル
を組み込んだ計算により、現状の把握と温暖
化シナリオに基づいた将来予測が精度を上

げつつある。動物プランクトンは、旧来のモ
デルでは、植物プランクトンを安定化させる
項目としての効果程度しかなかったが、近年
の観測研究により、南極海や亜寒帯太平洋で
は大型動物プランクトンが、夏季に表層で植
物プランクトンを摂餌し、炭素に富む脂肪を
貯え 1000m 以深に潜り、越冬し、産卵死亡
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することによって運ばれる炭素量が、たとえ
ば北太平洋だけで 1.06x1014gC/y となること
が推定されている。このように地球規模での
炭素循環の中でも有意な炭素を深層に輸送
する動物プランクトンの役割が認識され、近
年の生態系モデルでは動物プランクトンの
鉛直移動が組み込まれ、物質循環や生物遷移
に大きく影響することが明らかになりつつ
ある。しかし、植物プランクトンが海色衛星
情報、物理パラメータが衛星やアルゴブイ情
報により全球的な観測網が整備され、モデル
に同化されるのに対して、動物プランクトン
は船舶観測および採集試料の検鏡によって
しか、有役な情報は得られない。動物プラン
クトンの効率的な計測には想定される範囲
では、音響による方法と、連続採集と自動計
測の組み合わせがあるが、本研究では生態学
的な応用範囲も広い後者を採用した。 
【形態分類学と分子系統】近年、形態による
分類を生業とする学問分野は新しい学問分
野の台頭とともに衰退の一途をたどってお
り、たとえば国内には動物プランクトンの形
態分類の専門家は多く見ても 5人以下であり、
15 年以内に絶滅すると考えられる。それと同
時に、ミトコンドリア DNA などを用いた分
子系統学は、機器の進歩とともに急速に進歩
しており、来るべき 10 年間に形態分類から
分子への移行をスムーズに図らなければな
らない。形態分類は熟練を要する技術である
のに対して、分子生物学的手法はプロトコル
に従えば、だれがいつやっても、同じ結果を
導くことができ、時代とともに継承していく
方法論としては価値が高い。動物プランクト
ンの分子系統学的研究は、植物プランクトン
や海洋細菌に比べると知見は極端に少ない
が、連携研究者の町田や、米国、欧州の少数
の研究者によってではあるが、知見が蓄積さ
れつつあり、種判別や自動計測など応用的分
野の基礎は整ったと考えられていた。 
【生態学的応用】形態分類は主に成体の形態
を基にして構築されており、幼生や卵の同定
は個人的な経験則に基づいていることがほ
とんどである。また、若いステージになれば
なるほど種を特定する形質は減少し、たとえ
ば代表的な動物プランクトンであるカイア
シ類ではノープリウス幼生や卵では種同定
はほぼ不可能である。本研究で応用例として
考 え て い る カ イ ア シ 類 Neocalanus 
plumchrus と N. flemingeri は北太平洋で炭
素を深層に輸送する主役であるが、両種は形
態が非常に似ており、熟練した経験者でもコ
ペポダイト II 期幼生以下は同定できず、初期
生活史は推測するしかなかった。しかし初期
幼生期は炭素の輸送や個体群形成にとって
最も重要な時期であり、分子マーカーの利用
により、同定が可能になれば大きなブレーク
スルーになる。特に N.plumchrus では産卵

時期と表層における初期コペポダイト幼生
の出現時期が 6 か月ずれており、ノープリウ
ス幼生期での休眠が予想されているが、ノー
プリウス期の同定ができないため、その証拠
は得られていない。海洋に 2000 種以上生息
するカイアシ類であるが、ノープリウス期で
の休眠は報告がなく、カイアシ類の生活史戦
略を考える上でも意義は大きい。 
 
２．研究の目的 
以上のような背景から本研究では、大きく

以下 3 項目の目標を掲げる。 
(１）リアルタイム PCR を用いた準リアル

タイムのカイアシ類同定法確立 
(２） 上記方法を用いた Neocalanus 

plumchrus および N. flemingeri の初期生活
史解明 

(３）種特異的分子プローブと連続フロー画
像解析を用いた自動計測法の確立 

 
３．研究の方法 
 本研究で用いた Neocalanus 属カイアシ類
を対象とした試料は、2008年白鳳丸航海
KH-08-2次航海、2009年の水産総合研究セン
ター調査船、北光丸、若鷹丸による 10 月、
2010年 1,3,5,7 月の親潮域航海において、多
層鉛直曳ネット VMPSまたは閉鎖型 NORPAC ネ
ットにより水深 2000 mから表面までを 8 層
に分け採集した。Neoeaianus 属カイアシ類 3
種および代表的な他種を採集し、エタノール
標本として、プローブ分析の基礎資料とした。
また蛍光染色法に代わる手法として開発を
目指した、網羅的解析に用いる試料は、淡青
丸航海、水産総合研究センター調査船蒼鷹丸
による御前崎沖航海、および白鳳丸航海
KH-11-11 航海において得た。試料はすべてエ
タノール固定し、固定から 24 時間後に固定
液を交換し、試料はすべて遮光下、冷蔵保存
とした。 
 
４．研究成果 
（１）Neocalanus属 3種に対する種特異的プ
ローブ、プライマーの制作 
1 細胞に多くのコピー数をもち、種特異的な
変異を持つ領域として mDNA COI 領域を対象
として種特異的プライマー、加水分解プロー
ブセットを設計した。対象は親潮域で優占す
る近縁種 3 種 Neocalanus plumchrus, N. 
flemigeri, N. cristatus とし、形態分類か
ら同定した雌成体の配列および、データベー
スにある 3 種 Neocalanus 属カイアシ類の配
列および、データベース上にある、同海域に
出現する可能性のあるカイアシ類の配列を
参照し設計した。 
 N. plumchrus, N. flemingeri, N cristatus
に対してプローブプライマーセット Nep1、
Nef1、Nec1 を作成し、データベースを用いた



相同性検索の結果、相同配列を有する他のカ
イアシ類は存在しなかった。しかし、Nep1と
Nef1の両方で、目的種以外の他のカイアシ類
でもサイクル数を増やすと、増幅曲線が形成
される事が分かった。また、DNA 抽出の際、
全てのサンプルから同じ DNA量を抽出する事
が出来なかった為、目的種の個体間で増幅曲
線の立ち上がりサイクル数のばらつきが生
じた。しかし、目的種と非目的種では増幅曲
線が立ち上がるまでに大きな差があり、実験
から得られたグラフから目的種を判別する
事が可能である。また、ノープリウス幼生で
解析を行う際に、試料を成長段階ごとに分類
し、体長が同じ個体群で解析を行う事により、
ある程度抽出する DNA 量を統一し、目的種の
増幅曲線の立ち上がりサイクルのばらつき
を抑え、正確に目的種を判別できると考えら
れる。しかしさらなる検討の結果、DNA を抽
出した溶液の DNA濃度を測定し、リアルタイ
ム PCR における Ct 値との関係式を得て、関
係式からの偏差を基準として種判別する方
法を開発した。この手法によって、より正確
な種判別が可能となった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 試料中 DNA 量と対象種（青）と非対象
種（黒）の Ct値の関係 
 
 作成したプローブプライマーセットを用
いて同定された Neocalanus 属カイアシ類を
各種 100 個体以上、および、その他のカイア
シ類と同定されたカイアシ類 100個体以上の
DNA抽出試料を PCR増幅し mDNA COI領域を配
列を読み同定を検証した。その結果、
N.plumchrusおよび N. cristatusに関しては
ほぼ 100%、N.flemingeriに関しては 90%程度
の同定率であり、生態学的な応用には十分耐
えうる精度を示すことが出来た（業績 
31,32）。その他のカイアシ類と同定されたノ
ープリウス幼生の多くは Meteridia pacifica
と同定され、その分布は 200m 以深にもおよ
び、本種は表層産卵・成長と考えられていた
が、新しい示唆が得られた。 
さらに N.flemingeriには、大型・小型の 2

形が出現することが知られているが、分析の
過程で、この 2形が種レベルよりは変異が小

さいが遺伝的に異なる集団であることが、ミ
トコンドリア COIと 12S遺伝子配列の解析に
よって明らかとなった。この大型・小型の遺
伝距離はミトコンドリア COI,12S遺伝子でそ
れぞれ、0.036、0.006(p)と近縁種間の遺伝
距 離 と 比 較 す る と 小 さ く ( 例 え ば
N.plumchrus と N. cristatus の遺伝距離(p)
はそれぞれ、0.162、0.076)、比較的近年に
出現した集団であることが推察された（業績 
10,12）。 
 

（２）Neocalnus属カイアシ類の初期生活史 
 3 種は、産卵時期、産卵水深、ノープリス
ス幼生期の成長パターン、表層への移動時期
が異なっていた。N. cristatusはノープリウ
ス卵黄蓄積量が多く、幼生は常に深層に分布
し 10 月に最も多く分布し、1 月にはノープリ
ウス現存量は減少した。これら、初期生活史
は報告されている後期幼生期の生活史によ
く一致する。また、表層へ移動は最終期幼生
で観察された。N.flemingeri は秋（10 月）
からすべての成長段階のノープリスス幼生
が観察され、季節とともに後期幼生が増加し、
従来後期幼生期の生活史研究から推測され
ていた、産卵・成長パターンと一致した。本
種は産卵深度も浅く、ノープリウス III-IV
期で主に表層へ移動する。これに対して最も
優占する N. plumchrus は 1 月までは後期ノ
ープリウス幼生が出現せず、ノープリウス
III 期幼生が季節とともに増加し、3 月に少
数の後期幼生が観察され、4 月以降に後期ノ
ープリウス幼生が数多く出現した。すなわち、
N.plumchrus はノープリウス III 期幼生で、
成長を停滞(休眠)させ、あるトリガーで時間
的に同期し成長を再開させることが強く示
唆された。カイアシ類においてはノープリウ
ス幼生期での休眠は報告がなく、非常に大き
な発見であることが示唆される。10 月には
1000 m以深の深層で産卵し、ノープリウス幼
生もこの深度に分布するが、季節の冬から春
にかけては親の分布深度が 200－500 m 程度
に浅くなることが明らかとなった。ノープリ
ウス幼生は産卵深度にほぼ留まると考えら 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ N. plumchrusの全生活史（横軸は季節、
縦軸は水深）。オレンジ色の部分が今回の研
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究で明らかになった初期生活史 
 
れ、結果としてノープリウス幼生分布範囲は、
季節が進むと深層から 200 m までと幅広くな
ることが明らかとなった（業績 17,19）。 
以上のように、3 種の生活史は亜成体で分

かっていた生活史の差より、より顕著な差が
初期幼生期にあることが、新しい手法を導入
することにより解明でした（業績 1, 22, 23）。 
 
（３）画像解析による自動計数 
 本研究では種特異的な遺伝子プローブに
蛍光物質を付加し、種特異的な染色を施し、
それをフローサイトメータで、計数・定量す
る予定であった。初年度に、この分野で先駆
的な研究を行っている仏国研究者と連絡を
とり、手法を伝授してもらったが、細菌や単
細胞生物とはことなり、外骨格をもつ甲殻類
では、この組織を軟弱化させ、プローブの浸
透性を高めなくてはならなかった。この方法
では、染色は出来ても、他の用途に試料を融
通することは出来ず、生態学的研究には不向
きであることが、判明した。いくつかの方法
を試みたが、画像解析に耐え、種特異的染色
ができ、体の形状をとどめる方法の開発には
至らなかった。そこで、本研究では、自動計
測ではないが、処理時間を従来法（顕鏡によ
る同定と計数）よりは圧倒的に処理時間を短
縮できる超並列シークエンサーを用いた網
羅的解析の手法開発を目指した。また、購入
したメージングフローサイトメーター
（FlowCAM）に関しては、微小動物プランク
トン（繊毛中、放散虫）の定量化を試み、濃
縮方法と測定条件の検討を行い、気泡除去画
像解析プログラムを開発し、白鳳丸航海で繊
毛虫を対象として定量測定を実施した。 
 
（４）カイアシ類群集の網羅的解析手法開発 
 形態分類に代わる分子手法として、可能性
を模索した結果、Neocalanus で用いた mDNA 
COI 領域は、他のカイアシ類で PCR 成功率が
低く（変異が激しいため）、広い分類群に使
用可能な領域の探査を行った結果、核 DNAの
28S rDNA領域が、保存性の高い領域に挟まれ、
種レベルの分解能を持った領域であること
が日本近海の主要動物プランクトンを用い
た結果で明らかになった。さらに、この領域
にはある程度の変異が存在する D1/D2領域が
含まれ、これらの領域が 400－600bp である
ことから、超並列シークエンサーで分析でき
ることから、準リアルタイムで、種同定や生
物量測定ができる可能性が示された。当初想
定した分子プローブによる染色と画像解析
を組み合わせる方法とは別であるが、目的と
していた迅速な計測には一定の道筋をつけ
ることができた（業績 2,15,16,18,24,27）。 
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