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研究成果の概要（和文）： 
琵琶湖の植物プランクトン 133株を単離培養し、真核生物は 18S、原核生物は 16S rRNA 遺
伝子を増幅するためのユニバーサルプライマーを用いて PCR を行い、クローニングの後、塩
基配列の全長解析を行った。琵琶湖で主に出現しやすいプランクトン塩基配列のアライメント
により、ターゲットとする１８種を特異的に検出するためのプライマーの設計、また、それら
を用いた定量的 PCR（リアルタイム PCR）を用いた検出を試みたところ、顕微鏡観察で確認
された種の検出ができた。また、藍藻類全体をターゲットとした PCR-DGGE (変性剤濃度勾配
ゲル電気泳動法) を用いて野外湖水の群集構造解析行ったところ、これまで報告のないピコプ
ランクトン種のバンドが多数検出され、今後、分子分類を用いることにより長期のモニタリン
グだけでなく、プランクトン群集の多様性がより客観性の高い分析手法で明らかになると示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A plankton DNA database and monitoring method were developed in this project. Plankton 
cultures were isolated from Lake Biwa, and 18S or 16S rRNA genes were amplified with 
each universal primer set. The precise sequence of nucleotides in a sample of SSU-rRNA 
gene was analyzed after TA cloning treatment. 
Primers for real-time PCR to detect 18 target species from Lake Biwa were designed by 
Primer 3 software based on the alignment of the Lake Biwa Plankton DNA Database using 
DNASIS Pro V2.10. These primer sets were tested using a real time PCR system, and the 
results of 15 species’ detection were synchronized using a microscope. PCR-DGGE 
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) analysis successfully showed pico-plankton 
species that have not been previously detected in Lake Biwa. We believe that these 
molecular methods will be useful for future diversity studies as well as for long-term 
plankton monitoring. 
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１． 研究開始当初の背景 
水産資源および水生生物を支える餌生物

として、また、水環境の状態をあらわす重要
な指標として、顕微鏡観察による長期的なプ
ランクトンのモニタリングがなされてきた。
日本最大の湖「琵琶湖」をかかえる滋賀県に
おいても滋賀県水産試験場が 1962 年より、
滋賀県琵琶湖環境科学研究センター環境監
視部門（旧滋賀県立衛生環境センター環境部
門）が 1978 年より定期モニタリングがなさ
れている。しかしプランクトン種のなかには、
生活史におけるステージ、生理条件、雌雄の
違いによって形態が大きく変化する種や、或
いは、まったく別の生物群に属する酷似種が
同水塊中に生息するため、これまでのモニタ
リングで一般的に用いられてきた光学顕微
鏡観察では、十分な経験を有する技術者でも
同一種かどうかの識別すら困難である場合
や、種レベルでの同定が不可能な場合が多く、
分析精度が一定しないという問題は未だ解
決されていない。このような分析誤差は長期
トレンドの解析を困難にし、ややもすると間
違った解釈を導きかねない。 
 近年、DNA のデータベース化によって細
菌から高等動植物まで遺伝子情報に基づく
分類識別が飛躍的に発展しており、分子分類
に基づく分析精度の安定したモニタリング
が実現する日も近いと考えられている。 
 
２．研究の目的 
湖沼のプランクトンの遺伝子情報に基づく
迅速かつ正確で客観的な分類ならびに定量
化手法を開発することを目的としており、本
研究では、最もモニタリングデータが充実し
た湖沼の１つである琵琶湖をケーススタデ
ィーとして手法開発を行った。 

 
３．研究の方法 
プランクトン分子モニタリング手法開発
のプロセスを図１に示した。 

 
図１ プランクトン分子モニタリング手法
開発のプロセス 
 

サンプリング：1) 野外のサンプリングによ
って湖水を採取する。2) 湖水 1L を 5000g
で 10分間,さらにマイクロチューブで 20000
ｇで 1分間、遠心分離によりペレットを集め
市販のDNA抽出キット（DNeasy Plant Mini 
Kit Qiagen社製 Cat No 69104）を用いて
Total DNAを取得する。 
遺伝子データベースの拡充: 3) 真核生物
および原核生物の18S或いは16S rRNA遺伝
子を増幅させるユニバーサルプライマーを
用いてPCRを行う。真核生物用のプライマー
として、UEP-1 5'-TACCTGGTGGATCCT
GCCAG-3‘、UEP-2 5'-TGATCCTTCTGCA
GGTTCACCTAC-3‘ 或いはPCRA 5'-AA
CCTGGTTGATCCTGCCAGT-3'、PCRB 5
'-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3‘ 、
原核生物の場合B27f:5’-AGAGTTTGATCCT
GGCTCAG-3’ U1525r:5’-AAAGGAGGTGA
TCCAGCC-3’ を用いた。PCRはTaKaRa Ex
 Taq (product # RR001A)を用いて、プロト
コールにしたがって遺伝子増幅を行った。 4)
 得られたPCR産物をアガロースゲル1.5%(w
t/vol)で電気泳動およびバンド確認、切り出し
精製をWizard SV gel and PCR Clean-UP
 system (Promega cat# A9281 )を用いて
行った後、TAクローニング(TOPO TA Clon
ing® for Sequencing with TOP10E.coli 
Invitorogen社製) Cat No. K4575-01)を行
った後、プラスミド抽出(GENE ALLTM Pl
asmid SV mini Cat# GB101150)およびシ
ーケンスにより遺伝子配列を解読した。 
ターゲット種検出用プライマーの設計：琵
琶湖で頻繁に観察されるプランクトン種を
表１のリストを用いて、プライマー設計用ソ
フト(Primer 3)を用いて設計した。プライマ
ーの設計に用いた条件は図２に示したとお
りである。 

 
表１ 琵琶湖に出現する主なプランクト

ンと、それぞれの種を検出するプライマーリ
ストならびに Tm値 



 
図２ プライマー設計の条件 
 
プライマーの試験：検出感度が高いリアル

タイム PCR を用いて、ターゲット種とプラ
イマーを混合した PCR 反応液を作成した。
また、定量的なモニタリングには、あらかじ
め計数したターゲット種を希釈した系列を
作成し、検量線からサンプル濃度の換算を行
った。実験条件を図 3に示した。 

 
図３ 定量的 PCRを用いた検出方法 

図４ 野外サンプルの採取地点 

 
さらに、野外サンプルを用いたモニタリン
グを行った。2007年 1月～2008年 2月まで
琵琶湖の北湖の沖帯 Sta.L71 および沿岸
Sta.L75 から採取した湖水サンプル（図４参
照）を用いた試験を行い、顕微鏡観察の結果
と比較した。結果は、表２のとおりになり、
15 種類については遺伝子による検出結果と
ほぼ合致する結果となったが、3 種について
は顕微鏡観察の結果と異なった。 

 
表２ 分子分類に基づく識別での検出結

果と顕微鏡観察による検出結果との比較 

 
赤文字が顕微鏡観察との結果と異なった
種を示す。 

 
４．研究成果 
本研究によって設計されたプライマーリ
ストおよび配列を表１に示した。モニタリン
グでの活用を目的とするため、比較的安価で
分析できる手法（SYBR Green）で検出でき
ることを条件としたため、遺伝子配列が類似
する場合は、識別ができない種もあった。別
の遺伝子を対象として設計するか組み合わ
せを検討し、さらなる改良を必要とするなど
の課題も残った。しかしながら、これまでの
プランクトンモニタリングでは、長年にわた
る期間に分析者が交代することで、その多様
性および種組成変化の評価が困難であった
が、今後このような分子分類に基づく識別手
法の活用により改善されることがわかった
ことは、大変有意義であり、そうしたモニタ
リングは水圏環境の評価に役立つだろう。 
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