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研究成果の概要（和文）：本研究では，緑藻アオサ・アオノリ類の種分類と種分化に寄与した環境適応分子進化に関す
る解析をおこなった。沖縄県石垣島轟川での種多様性調査でUlva meridionalis，外部形態がボタンアオサ似藻体の種
多様性調査でU. adhaerens，関東近海からU. tepidaを新種記載した。海産ウスバアオノリと汽水産スジアオノリは系
統的に近縁であるが，淡水下で海産ウスバアオノリは生存率20％にまで減少するが，汽水産スジアオノリは100％を維
持していた。海産ウスバアオノリと汽水産スジアオノリの，淡水，汽水および海水培養株間でのRNA-seq解析で，低塩
濃度適応に関する分子進化について解析中である。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the taxonomy and molecular evolution for environmental 
adaptation contributed to speciation of green algal genus Ulva. Ulva meridionalis Horimoto et Shimada sp. 
nov. was described from the Todoroki River, Okinawa Prefecture. Ulva adhaerens Matsumoto et Shimada sp. 
nov. was described from the samples resembling U. conglobate. Ulva tepida Masakiyo et Shimada sp. nov. 
was described from Kanto region. Ulva linza (seawater), U. prolifera (brackish water) and bloom strain 
(seawater) were closely related in nrITS2 analysis. After 7 days of freshwater exposure, the viability of 
U. linza decreased to approximately 20%, while U. prolifera showed nearly 100% viability. In order to 
search what genes are related to low-salinity adaptation of U. prolifera, the expressed genes of U. 
prolifera and U. linza cultured under seawater (SW), brackish water (BW) and freshwater (FW) conditions 
were compared by RNA-seq.

研究分野： 分類学
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１．研究開始当初の背景 
 緑藻アオサ・アオノリ類は、種の理解が困難と
混乱を極めているグループである。このグループ
はリンネによって記載されたUlva lactucaをタイプ
種とし、18, 19世紀に記載された種を多く含んでい
る。世界中の沿岸域だけでなく、水深50ｍもの深
所や南極などの極地、河口の汽水域や河川の淡水
域にまで広く分布している。北京オリンピックの
セーリング会場で大発生した「藻」とは、この仲
間のことで、世界各地でグリーンタイドという社
会問題を引き起こしている。一方で、四万十川の
スジアオノリのように、商業的価値のある種も存
在する。特にアオノリ類は、現在、IQ貨物に指定
されていて、税関に持ち込まれる輸入貨物の簡易
で迅速な判別方法の開発が期待されている。 
 海岸に行けばいつでもどこでも採集でき、
社会的な注目を集めるこの緑藻アオサ・アオ
ノリ類は、現在、世界で約150種が報告されてい
るが、体制が単純で分類形質が少なく、しかもそ
の形質状態が生育環境で大きく変化してしまうた
め、分類学的な混乱が生じている。ただし、世界
的に研究者人口が増加し、種分類学的研究を
促進するための研究環境が整ってきた。例え
ば、人工的に配偶子を同調的に大量に調整で
き、人工交配実験を容易に行うことができる
（Hiraoka and Enomoto 1998 Phycol. Res. 46: 
199–203）。また、18世紀のリンネのタイプ標本
からDNAを抽出し、rbcLでの系統解析に成功して
いる。（Nature news online 20 Dec. 2007 10.1038. 
2007. 396; Science v318 5858(21) Dec. 2007. 
1839）。さらに、世界規模の研究者コミュニテ
ィーが形成され世界各地に生育する個体を採
集・利用することができる。これらを有効に
活用すれば、緑藻アオサ・アオノリ類の「種」
を総合的に解析できると考えた。 
 また、世界でも珍しい淡水産の、しかも海
水でも良好に生育する興味深い種Ulva 
limneticaウムトゥチュラノリが存在する。こ
れは、本申請の研究室で新種として記載した
もので（Ichihara et al. 2009 Phycol. Res. 57: 
94-103）、淡水培養条件下で特異的に発現量
が上昇するタンパク質ULLの遺伝子単離にも
成功した（Ichihara et al. 2009 Phycol. Res. 57: 
104-110）。さらに申請者らは、緑藻アオサ・
アオノリ類において種分類学的に興味深い事例
を発見した。種の認識に有効と考えられている
DNAマーカー（ITS領域）で系統解析を行ったとこ
ろ、海産ウスバアオノリおよび汽水産スジアオノ
リが非常に近縁であることが明らかになり、海産
種から汽水産種がごく最近分化したことが示唆さ
れた（Shimada et al. 2008 J. Appl. Phycol. 20: 
979-989）。 
 以上のように、世界でも珍しいアオサ属藻
類の淡水産種や、ごく最近に海産種から分化し
た汽水産種を用いることで、低塩濃度適応に
関連する分子進化を解析することができれ

ば、種分化の引き金、つまり新しい種を生み出す
原動力としての環境適応進化を理解できると
考えた。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、研究環境が整い、かつ
種分類や種分化に関する興味深い事例が発
見されている緑藻アオサ・アオノリ類に注目
し、種分類の再構築と種分化の引き金となっ
た環境適応進化の解析を進めることで、「種」
に関する理解を深めたい。また、これまでの
知見を生かして、輸入貨物のアオノリ類を簡
便に DNA 鑑定できるようなシステムを開発
する。 
 
３．研究の方法 
 まず、日本各地、特に河口汽水域や水深50mほ
どの深所に生育する緑藻アオサ・アオノリ類を
採集し、nrITS、 rbcL および 5S rDNA spacer
領域での分子系統学的解析をおこなう。種ク
レード内・間での形態的類似性および差違を調査
し、必要に応じてタイプ標本を取り寄せて、分類
学的解析をおこなう。 
 また、申請者らが新種記載した世界でも珍しい
淡水産種およびごく最近海産ウスバアオノリから
分化した汽水産スジアオノリを用い、低塩濃度適
応に関わる遺伝子群を subtraction 法もしくは
RNA-seq 法で単離し、近縁種間でそれら遺伝子
群の発現解析を行うことで、種分化の引き金とな
った新たな環境への適応を分子レベルで明らかに
する。 
 さらに、商品化されている緑藻アオサ・アオ
ノリ類の多様性を nrITS および 5S rDNA 
spacer 領域を用いた分子系統学的解析で把握
し、輸入貨物のアオサ・アオノリ類断片を１
回の PCR と電気泳動で区別する方法を開発
した。 
 
４．研究成果 
（１）沖縄県石垣島轟川河口域に生育するア
オサ属藻類の nrITS2 領域を用いた種多様性
調査では、アオノリ様のアオサ属藻類４種が
確認された。1 種はスジアオノリ U. prolifera
で、残りの３種は未記載種であった。そのう
ちの１種を Ulva meridionalis Horimoto et 
Shimada ミナミアオノリとして新種記載した。 
 
（２）水深 50m ほどの深所や汽水域など、こ
れまであまり種多様性調査がおこなわれて
こなかった場所に関して全国から緑藻アオ
サ・アオノリ類を採集し、これまでに報告さ
れた種を含め nrITS2 での系統解析をおこな
った。その結果、日本産アオサ属藻類として
合計 29 種が検出され、そのうち 12 種が未記
載種であることが確認された。つまり、日本
産アオサ属藻類は、約半数は種が認識されて
いないという分類学的現状があきらかとな
った。そのうちの１種を Ulva tepida Masakiyo 



et Shimada ナツアオノリとして新種記載した。 
 
（３）潮間帯上部に生育し外部形態が Ulva 
conglobata ボタンアオサに類似する藻体を神
奈川県天神島で網羅的に採集し、rbcL および
nrITS2 での種多様性調査をおこなった。その
結果、アナアオサ、リボンアオサ、ヒメボタ
ンアオサおよび未記載種２種の合計 5 種が確
認された。つまり，これまでボタンアオサと
されていたものには，既報の大型膜状種であ
るアナアオサやリボンアオサが潮間帯上部
に生育することでボタン状になることが示
された。 
 これら５種のタイプ標本を含めた詳細な
形態学的解析をおこない、外部形態的にはボ
タンアオサに類似するが細胞形態学にそれ
ぞれの種は区別が可能であることが明らか
となった。そのうちの１種を Ulva adhaerens 
Matsumoto et Shimada カサネアオサとして新
種記載した。この新種は、上下に積み重なっ
た葉状部が二次的仮根によって結合してい
る、というこれまでのアオサ属藻類では発見
されていない新規形態形質で他の種と区別
できる。 
 もう１つの未記載種が，Kjellman による 
Ulva conglobata の原記載時に掲載された藻体
群ともっとも形態的に類似していた。ただし，
生育場所に関する記載で違いが有り，また， 
DNA 抽出に関して標本所有者の許可が得ら
れず，分子系統解析は実施できなかったので，
この未記載種がUlva conglobataと結論づける
事ができなかった。 
 
（４）これまでの nrITS2 での系統解析の結果
から、海産ウスバアオノリ、汽水産スジアオ
ノリおよび中国チンタオ海産ブルーム株の
近縁性が示されていた。nrITS よりも変異速
度の速い 5S rDNA spacer領域での系統地理学
的解析の結果、日本産スジアオノリから中国
チンタオ海産ブルーム株が派生したと示唆
された。実験室内での交雑実験の結果、海産
ウスバアオノリと汽水産スジアオノリは片
側交雑、汽水産スジアオノリおよび海産ブル
ーム株では通常の交雑が示された。チンタオ
海産ブルーム株と海産ウスバアオノリは交
雑しなかった。実験室内のことではあるが，
チンタオ海産ブルーム株と海産ウスバアオ
ノリだけならば遺伝子流動は引き起こされ
ないが，中間的な汽水産スジアオノリが存在
するため，これら３者は遺伝子流動の可能性
が示された。 
 
（５）淡水産アオサ属藻類ウムトゥチュラノ
リの海水培養藻体および淡水培養藻体で発
現している遺伝子を比較し、subtraction 法を
用いて淡水培養藻体で特異的に発現が上昇

している 39 遺伝子を単離した。それらの遺
伝子の海水から淡水移行後 1、4、24 時間後、
3、7 日後の発現量の挙動を調査した結果、一
時的に発現量が上昇するがその後落ちるタ
イプ、その後も落ちないタイプなどが示され
た。 
 
（６）様々なアオサ属藻類（深所性アオサ種，
沿岸性アナアオサ，海産ウスバアオノリ，来
水産スジアオノリ，淡水産ウムトゥチュラノ
リ）を 7 日間海水中，汽水中および淡水中で
培養し、細胞生存率の推移を調査した。深所
性アオサ種は，汽水でも１日で生存率０％と
なった。深所は環境が安定しており，わずか
な環境変動でも生存に影響したと示唆され
た。沿岸性アナアオサは淡水中３日目で生存
率０％となった。系統的に近縁な海産ウスバ
アオノリと汽水産スジアオノリは，淡水中で
のみ大きな違いが生じ，海産ウスバアオノリ
は７日目の生存率が 20％にまで減少するが、
汽水産スジアオノリでは 100％を維持してい
た。全ての種で，低塩濃度適応に関し，生育
場所の環境との整合性が見られ，環境適応に
関する遺伝的な進化が生じている事が示唆
された。 
 
（７）日本各地の海産ウスバアオノリおよび
汽水産スジアオノリを採集し、２種で利用可
能なマイクロサテライトマーカーを開発し
た。STRUCTURE や POPULATION などのフ
ラグメント解析の結果、北海道信砂川に生育
するスジアオノリに北海道忍路産ウスバア
オノリの遺伝子流動が引き起こされている
ことが示唆された。現在，高知県四万十川の
サンプルを追加し，SSR および RAD-seq を用
いた解析を行っている。 
 
（８）海産ウスバアオノリおよび汽水産スジ
アオノリの、淡水、汽水および海水培養株間
での RNA-seq 解析をおこなった。低塩濃度適
応に関する遺伝子の単離，その機能解析，発
現挙動，２種間での分子進化について解析中
である。 
 
（９）商品化されている緑藻アオサ・アオノリ
類を日本・アジア諸国から取り寄せ、アオサ
類およびアオノリ類の多様性の幅を nrITS 領
域および 5S rDNA 領域で把握した。この解析
では，前述の海産ウスバアオノリおよび汽水
産スジアオノリの交雑体と思われる藻体も
複地域の数製品から検出された。また，解析
で得られたアオサ類およびアオノリ類の
nrITS の多様性の幅から、アオノリ類だけを
増幅させるプラマーを開発し，１回の PCR で
自由に輸入できるアオサ類と，輸入割当があ
るアオノリ類を区別する方法を開発した。 
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