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研究成果の概要（和文）：中低緯度の貧栄養海域では，プロクロロコッカス属のピコシアノバクテリアが高度に
優占することが知られているが，これら直径が0.6μm程度の微細な球形細胞については，「濾過食者である多細
胞動物プランクトンが植物プランクトンを補食する」という海洋生態系の古典的なパラダイムが通用しない。本
研究では，「プロティスト（原生生物）による食胞作用によるプロクロロコッカスの捕食を起点とした，より大
型の生物へエネルギーを供給する食物網が存在する」という仮説を立て，プロクロロコッカスに固有な光合成色
素であるジビニルクロロフィル類の捕食者による代謝産物に着目することで，その証明を試みた。

研究成果の概要（英文）：It is known that picocynobacteria Prochlorococcus spp. are highly dominant 
in the low to mid latitudal oligotrophic ocean; yet, importantly, because they are conspicuously 
minute coccoids down to < 0.6 μm in diameter, a classical paradigm on the marine food web is 
unlikely to be applied where phytoplankton would have to be grazed by multicellular filter-feeders. 
In the present study, I hypothesized that the direct consumers of those picoplanktons should be 
phagotrophic protists that thus supplies energy derived from the photosynthesis of those minute 
producers to larger organisms. We tested this hypothesis by particularly paying attention to 
catabolites of divinylchlorophylls, unique photosynthetic pigments of Prochlorococcus, that are 
expected to be generated by the predatory process of picocyanobacteria-feeding protists.

研究分野： Microbiology
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１．研究開始当初の背景 

外洋環境では，光合成を行う微細藻類が生
態系へのエネルギーの入り口として圧倒的
に重要な位置を占める。これら微細藻類を直
接の栄養源とする生物は，外洋生態系におけ
るエネルギーフローを理解する上での鍵と
なる。特に，全球の約半分の面積を占める広
大な貧栄養水塊を考えると，近年の研究で量
的に最も重要な一次生産者であることが分
かってきたピコ藻類（細胞の長径が 0.2～3 
μm）に関する捕食者は未解明であった。こ
れら極微細な一次生産者については，多細胞
動物プランクトンなど濾過食者ではなく，食
胞作用により餌を取り込み消化するプロテ
ィスト（単細胞体制の真核生物）が理論上可
能な捕食者であるが，具体的な検証は乏しく，
定量的な議論はなされていなかった。従って，
ピコ藻類による基礎生産は全球的には極め
て重要だが，ピコ藻類と外洋生態系全体との
繋がりは未解明であった。 
このように，外洋の光合成一次生産からの
エネルギーフラックスの定量的な理解を妨
げてきた要因の一つは，微細藻類の種レベル
での捕食-被食関係など，食物網基底部のエネ
ルギーフローの経路について定性的な議論
の域を出ず，生態系全体の議論においてはブ
ラックボックス」して扱われてきた状況にあ
った。しかし近年，申請者らの研究により，
外洋域の一次消費者として，微細藻類捕食性
プロティストの量的な関与が示された。この
知見は，食物網基底部の実際の構造が従来の
認識より複雑であり，微細藻類捕食性プロテ
ィストがより大きな動物プランクトンに捕
食されることでより高次の捕食者へ，あるい
は沈降粒子を形成することで中層-深層の生
態系にエネルギーを供給している可能性を
示唆するものであった。 
 
２．研究の目的 

本研究では，新規な生態学的な分子指標
（水圏環境中の生物学的「プロセス」の指標）
を用いた研究手法を通して微生物種間の捕
食-被食関係を解析することで，これまでブラ
ックボックスであった外洋の貧栄養海域で
優占する基礎生産者であるピコシアノバク
テリアを起点とするエネルギーフローのパ
スとフラックスを解明するための基盤の確
立を目指した。すなわち，申請者が世界で研
究をリードしてきた，微細藻類食プロティス
トによるクロロフィルの無毒化代謝産物
132,173-cyclopheophorbide enol類（CPE類）
をピコシアノバクテリアの「被食指標」とし
て利用することで，海洋調査と培養観察実験，
および化学分析を通して，「ピコシアノバク
テリアの一次消費者として，食胞作用による
摂食をおこなうプロティストが食物網での
橋渡し役を担っている」という仮説の検証を
試みた。 
 

３．研究の方法 

1）ピコシアノバクテリア Prochlorococcus
の被食指標としてのジビニル型 CPE 類の分
析手法確立：外洋で量的に最も重要な
Prochlorococcus 属ピコシアノバクテリアに
固有な光合成色素であるジビニル型クロロ
フィルを基質として生成されることが期待
される，ジビニル型 CPE 類の標準物質の合
成をおこなった。すなわち，Synechocystis sp. 
PCC 6803 の変異株由来のジビニル型の
Chlorophyll aを原料に 3,8-Divinyl-132,137- 
cyclopheophorbide a enol（DV-cPPB-aE）の
合成を試みた。この標準試料を用いて，環境
試料中のジビニル型 CPE類をHPLCを用い
て定量する実験方法を検討した。 
2）プロティストによるジビニル型 CPE類産
生の実験生物学的検証：上述のジビニル型の
Chlorophyll aを産生する PCC 6803変異株
を餌とした二員培養系において， CPE 代謝
が確認されている既存のプロティストが，捕
食・消化に伴って DV-cPPB-aEを産生するか
どうかを実験的に検証した。 

3）貧栄養海域表層水試料からのピコシアノ
バクテリア捕食性プロティストの同定と分
離：中央水産研究所などによる太平洋中･低
緯度域の調査航海に参加し，表層水を層別採
水して，それぞれの深度からピコシアノバク
テリア捕食性のプロティストの分離・培養を
試みた。すなわち，培養した Prochlorococcus 
spp. NIES-2087, 2882や Synechococcus sp. 
NIES-969 を採取した海水試料に船上で直ち
に添加・培養し，この粗培養物に含まれた増
殖したプロティストを含む懸濁物から DNA
を抽出し，18S rDNAの大腸菌クローンライ
ブラリを作成して，量的に顕著に増殖したプ
ロティストの遺伝系統解析をおこなった。さ
らに，このように増殖されたプロティストの
単離株を作成することを試みた。株化された
プロティストは，Prochlorococcus sp. NIES- 
2882を餌とした二員培養系で維持された。 

4）貧栄養海域の捕食性プロティストによる
CPE代謝の検証：上述 3）の Prochlorococcus
を餌として用いた素培養物の懸濁粒子から
色素類を抽出してHPLCにより分析し，餌の
Prochlorococcus に含まれたジビニル型クロ
ロフィル類に由来する代ジビニル型 CPE 類
の産生を検証した。また，上述 3）の
Prochlorococcus 捕食性のプロティストの単
離株について，カルチャー懸濁物を同様に分
析して，それぞれのCPE産生能を検証した。 

5）貧栄養海域表層水懸濁物からの CPE代謝
産物の検出の試み：上述 3）の外洋表層水の
層別採水試料から，懸濁物を限外濾過膜を用
いたタンジェンシャルフロー濾過とそれに
続く高速遠心分離によって濃縮し，色素類を
抽出してHPLCにより分析することで，天然
環境におけるジビニル型 CPE 類の分布につ
いて検証を試みた。 



４．研究成果 

1）ピコシアノバクテリア Prochlorococcus
の被食指標としてのジビニル型 CPE 類の分
析手法確立：DV-cPPB-aEの高純度標準試料
を in vitroで有機合成することに成功し，そ
の光化学的な特性を決定し，HPLCによる定
量分析法を確立した（新規化合物の報告）。 

2）プロティストによるジビニル型 CPE類産
生の実験生物学的検証：シアノバクテリア食
のプロティスト Paracercomonas sp.にジビ
ニル型 Chlorophyll a をもつ Synechocystis 
sp. PCC 6803変異株を捕食させて残渣を分
析したところ，in vivoでの DV-cPPB-aEの
産生が示された。また，バクテリア食とされ
た色素体を有しないクリプト生物既存の系
統保存株 Goniomonas pacifica NIES-1372
に ジ ビ ニ ル 型 の Chlorophyll a 及 び
Chlorophyll b を有する Prochlorococcus 
marinus NIES- 2087を捕食させて培養した
ところ，DV- cPPB-aEに加えて，Chlorophyll 
b の CPE 代謝産物であると考えられる
3,8-Divinyl-132,137-cyclopheophorbide b 
enol（DV- cPPB-bE）の産生も確認された（新
規化合物の報告）。これらのことにより，CPE
代謝の基質として，従来報告のあった
Chlorophyll a及びChlorophyll bに加えてこ
れらのジビニル体も反応基質となり得るこ
とが示された。 

3）貧栄養海域表層水試料からのピコシアノ
バクテリア捕食性プロティストの同定と分
離：中央水産研究所の漁業調査船蒼鷹丸によ
る2016年度～2018年度の調査航海に参加し，
御前崎沖定線の黒潮流軸以南の海域（北緯
30°東経 138°）における層別採水試料，御
前崎沖太平洋の黒潮流軸以南（東経 138 度，
北緯 27-30度）において表層水を層別採水し
た。各深度の試料水に対して船上で
Prochlorococcus spp.を添加し，20℃の寂光
条件で一週間培養したところ，この粗培養カ
ルチャー中に様々な鞭毛虫類およびアメー
バ類の増殖が認められた。これらプロティス
トをマイクロキャピラリーを用いて単離し，
Prochlorococcus spp.を餌とした二員培養
系を合計 12 株確立した。それぞれの単離株
について，18S rDNA塩基配列に基づいて分
子系統解析をおこなったところ，それぞれ無
色鞭毛虫 4 属とアメーバ 1 属に分類された。
さらに，粗培養カルチャーのバルク懸濁粒子
に対してDNAを抽出して 18S rDNAの大腸
菌クローンライブラリを作成して解析した
ところ，6 属の無色プロティストが量的に重
要な構成者であると認められたが，うち 2属
は単離培養が未成功の生物であると考えら
れた。なお，先行研究などから，少なくとも
うち 5 属は CPE 代謝をおこなう生物である
と考えられた。 
また，2018 年度の練習船勢水丸（三重大
学）および上述の漁業調査船蒼鷹丸の調査航
海においては，タンジェンシャルフロー濾過

法の改良について試行錯誤をおこない，作業
効率および濾過量について大幅に改良する
ことに成功した。 

4）貧栄養海域の捕食性プロティストによる
CPE代謝の検証：上述の船上実験による素培
養カルチャーの懸濁粒子を高速遠心分離器
で回収し，抽出液をHPLCで分析したところ，
DV-cPPB-aE および DV-cPPB-bE が顕著な
量検出された。よって，Prochlorococcus を
餌として増殖する捕食性プロティストの多
くが CPE 代謝によるクロロフィル分解をお
こなっていることが示唆された。すなわち，
これらプロティストは自然環境においても
ピコシアノバクテリアを捕食していること
が予想された。次に，上述の Prochlorococcus
を餌として培養された単離培養株カルチャ
ーの懸濁粒子を同様に分析したとこと，CPE
代謝が顕著に認められる株と全く CPE 代謝
が認められない株が存在することが分かっ
た。これは，（１）全てのピコシアノバクテ
リア食プロティストが CPE 代謝をおこなう
わけではないと解釈されたが，（２）今回
Prochlorococcus 培養株の添加により増殖し
たプロティストのうち CPE 代謝をおこなわ
ないものは，自然環境では常態的に光合成生
物を補食している生物ではない可能性も考
えられた。 

5）貧栄養海域表層水懸濁物からの CPE代謝
産物の検出の試み：上述の蒼鷹丸航海で黒潮
流軸以南（北緯 30°東経 138°）における層
別採水試料中の懸濁粒子の抽出物を HPLC
を用いて分析したところ，DV-cPPB-aEおよ
び DV-cPPB-bEが検出された。この結果によ
り，これらの海域において，Prochlorococcus
の少なくとも一部が，CPE代謝をおこなうプ
ロティストに捕食されていることが示唆さ
れた。 
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