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研究成果の概要（和文）：有害藻シャトネラの赤潮動態予察に資するため、増殖能力を推定可能なタンパク質指標をプ
ロテオーム解析により探索した結果、シャトネラの増殖速度の増加と比例して発現量が増加する過酸化水素消去酵素2-
cystein peroxidoredoxin(2-Cys Prx)が検出された。本酵素は光合成過程で発生する有害な過酸化水素の消去に関与し
、本酵素発現量の低下が増殖に悪影響を及ぼしていることが予想されたため、本酵素の発現量が増殖能力評価指標とし
て有効であると考えられたた。また、光合成の光化学系Ⅱの最大量子収率（Fv/Fm比）も、シャトネラ細胞の増殖能力
評価に有効であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Present study aimed at identifying molecular markers reflecting physiological stat
us response to Chattonella marina growth and investigating temporal variation in the potential maximum qua
ntum yield of photosystem II (Fv/Fm ratio) via a field survey and laboratory cultures. Proteome profiles o
btained from 2-DE suggested that 2-cysteine peroxiredoxin (2-Cys Prx) play a role in maintaining positive 
growth of C. marina. The Fv/Fm ratio gradually decreased from approximately 0.72 to 0.62, and the growth r
ate of C. marina also decreased from approximately 0.5 to <0 div/day during the bloom; there was a signifi
cant positive correlation between the two parameters.
Our results suggest that the expression level of 2-Cys Prx and Fv/Fm ratio, combined with information abou
t environmental factors, may be useful in evaluating the growth potential of C. marina during field blooms
.
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１．研究開始当初の背景 
 ラフィド藻綱に属する単細胞藻類シャト
ネラは 1970 年代から西日本を中心に養殖魚
をへい死させ、甚大な漁業被害を引き起こし
てきた。シャトネラによる漁業被害軽減の対
策として養殖生簀の移動や餌止めが一般的
である。そのためにはシャトネラ赤潮の動態
予測が極めて重要であるが、現場の水温・栄
養塩類など物理化学的要因だけでは予測が
困難な事象が発生しており、シャトネラ赤潮
の消長予測に関する新規手法が望まれてい
る。 
 
２．研究の目的 
シャトネラによる漁業被害軽減を目的と
して、赤潮の増殖能力を予測可能なタンパク
質または遺伝子指標を探索する。具体的には
シャトネラの増殖・衰退期特異的に変動する
細胞内タンパク質群をプロテオミクスで網
羅的に解析後、変動したタンパク質について
その遺伝子配列を解析し、さらにリアルタイ
ムPCRなどによる詳細な発現変動解析を行う。
最終的に室内実験および実環境中データを
もとに、シャトネラ細胞の増殖能力を予測で
きる分子種を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)室内培養株における候補分子の探索 
 シャトネラの室内培養株（Chattonella 
antiqua NIES-1 株）を用いて、増殖段階（増
殖期、定常期、死滅期）特異的に発現量が変
動するタンパク質群の探索および同定を行
った。タンパク質群の網羅的探索には二次元
電気泳動を用いたプロテオーム解析を実施
した。各増殖段階間で変動し、発現量が高い
タンパク質スポットを中心にタンパク質種
の同定をN末端アミノ酸配列解析により行っ
た。同時に光合成活性として光化学系Ⅱの最
大量子収率（Fv/Fm 比）も測定 した。 
 
(2)候補分子の遺伝子基礎情報の取得 
各増殖段階で発現量が有意に変動し、且つ
N 末端アミノ酸配列からタンパク質種が同定
された過酸化水素消去酵素 2-cystein 
peroxidoredoxin(2-Cys Prx)の mRNA 配列を
RACE 法により解析した。また、過酸化水素を
暴露したシャトネラ細胞内における 2-Cys 
Prx の遺伝子レベルでの発現変動をリアルタ
イム定量 PCR により解析した。 
 
(3)タンパク質発現量と活性酸素濃度 
シャトネラ培養株 8株を用いて、定常期初
期段階における培養液中の活性酸素濃度（過
酸化水素、スーパーオキシド）とタンパク質
群の発現解析を行い、活性酸素量に関与する
ことが予想されるタンパク質群の探索を行
った。 
 
 

(4)現場赤潮細胞を用いた実証試験 
2012年の9月に有明海奥部で発生したシャ
トネラ赤潮期間中における、植物プランクト
ン細胞密度、栄養塩濃度、水温、塩分、赤潮
細胞内におけるタンパク質（2-Cys Prx）発
現量、光合成活性（Fv/Fm 比）および増殖能
力（サンプリング日を含め 3日目間培養した
際の増殖速度）を調べ、増殖能力と 2-Cys Prx
量または光合成活性との関連性を解析し、
「2-Cys Prx 量」と「光合成活性」の増殖能
力評価指標としての有用性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)室内培養株における候補分子の探索 
 今回検出できた約130個のタンパク質スポ
ットのうち、42 個の発現量が増殖段階で有意
に変動した。同定できたタンパク質のなかで
は、炭素固定反応等に関与していることが予
想 さ れ る glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）が増殖時に低く、死
滅期に近づくにつれ増加した。一方、光合成
の際の水の酸化に関与する oxygen-evolving 
enhancer 1（OEE1）および過酸化水素消去酵
素 2-Cys Prx は増殖が活発な時ほど発現量が
多く、死滅期に近づくにつれ減少傾向にあっ
た。 
 
(2)候補分子の遺伝子基礎情報の取得 
 一般的に全ての生物細胞において活性酸
素は有害であり、今回検出された 2-Cys Prx
の発現量がシャトネラの細胞維持に重要な
影響を及ぼしている可能性が高いと判断し、
本課題では主に 2-Cys Prx に焦点をあて実験
を行った。その結果、シャトネラ 2-Cys Prx
は 585 塩基対の mRNA にコードされており、
195 のアミノ酸残基から構成されていること
が明らかとなった。 
 また、シャトネラに過酸化水素を人為的に
暴露して 2-Cys Prx 遺伝子発現量の変化を調
べた結果、2-Cys Prx 発現量が高い場合、細
胞内過酸化水素濃度が低下し、2-Cys Prx 発
現量が低い場合には細胞内過酸化水素濃度
が上昇したため、2-Cys Prx がシャトネラ細
胞内の過酸化水素消去に関与し、ひいては細
胞の維持に影響を及ぼしていることが示唆
された。 
 
(3) タンパク質発現量と活性酸素濃度 
 シャトネラ培養株 8株を用いて、細胞内活
性酸素濃度（過酸化水素、スーパーオキシド）
とタンパク質群の発現量との関係を調べた
結果、2-Cys Prx、OEE1 および ATP 合成酵素
が過酸化水素濃度と有意な負の相関（タンパ
ク質量が多いと過酸化水素が低くなる関係）
を示した。以上のことから、タンパク質レベ
ルにおいても 2-Cys Prx がシャトネラ細胞内
の過酸化水素濃度に影響を及ぼしているこ
とが示唆された。一方、スーパーオキシド濃
度と有意な関連性を示すタンパク質は検出
されなかった。 



 
(4)現場赤潮細胞を用いた実証試験 
 赤潮盛期における増殖速度、2-Cys Prx 量
および光合成活性は相対的に高い値を示し
たが、赤潮の継続日数の経過とともに、上記
3パラメータの値も徐々に減少していた。 
現場赤潮細胞の増殖能力と 2-Cys Prx また
は光合成活性（Fv/Fm 比）との間に有意な正
の相関（増殖能力が高いとそれぞれの値も高
くなる関係）が観察されたため、実環境中の
シャトネラ赤潮細胞中においても 2-Cys Prx
の発現量が増殖能力に影響を及ぼしており、
発現量を調べることで増殖能力を評価でき
る可能性が強く示唆された。また、代表的な
光合成活性指標であるFv/Fm比も増殖能力評
価に極めて有用であることが示された。 
 
(5)総括 
 赤潮の現場海域における動態は、細胞の増
殖能力等の生物化学的要因、風向や海流によ
る集積・逸散等の物理的要因が複雑に関連し
て変化していくため、増殖能力の評価だけで
は、勿論赤潮動態予察は十分に成し遂げられ
ない。しかしながら、増殖なくして集積・逸
散も生じないため、まずは赤潮動態予察の前
提として、増殖能力を何等かの指標をもとに
評価する必要があり、それら指標の信頼性を
科学的に十分に検討することは極めて重要
である。 
赤潮藻の増殖能力を、遺伝子レベルから生
体レベル、さらに室内実験から現場実証試験
に至る広範かつ体系的に調べた研究はおそ
らく本研究が初めてであり、さらに今後解析
を進めることにより、赤潮藻の増殖能力評価
法の信頼性が増し、漁業被害の軽減に繋がる
ことが期待される。 
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