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研究成果の概要（和文）：記憶喪失性貝毒生産珪藻Nitzschia navis-varingicaは南方産でわが国へ黒潮に乗っ
て分布を拡大してきたという仮説の検証を行った。黒潮の流れに沿って同種の分布を確認した。培養実験による
と同種は広い塩分濃度と温度域で生存可能で、このことは上記仮説を支持した。同種は河口域の干満によるpHの
上昇に対してドウモイ酸を生産することを検証した。同種についてrDNA ITS領域の相同性を分析した結果、同種
は大きく2つの系群に分かれた。同種による貝類の毒化を初めて確認した。毒生合成中間体の検討により生合成
経路の推定を行った。同種の分布をインド洋側で初めて確認した。

研究成果の概要（英文）：The hypothesis that amnesic shellfish toxin-producing diatom Nitzschia 
navis-varingica is originated in tropical area and transferrd to Japan by the Kuroshio Current was 
investigated. Distribution of the diatom was newly and re-confirmed along the Kuroshio Current. By 
culture experiment, the diatom was confirmed to survive under wide range of temperature and 
salinity, supporting the above hypothesis. It was investigated that the diatom produces domoic acid 
against the increase of pH by tide change. Genetic similarity of rDNA in the IT regions was analyzed
 using the strains isolated along the Kuroshio Current. The phylogenic tree divided the diatom into 
two groups. Domoic acid contamination by the diaom was newly confirmed in snails and shellfish. 
Domoic acid biosynthetic process of the diatom was investigated by the study of biosynthetic 
intermediates at the last stage of the biosynthesis. The distribution of the diatom was newly 
confirmed in the Indian Sea side.

研究分野： 生物活性物質
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
N. navis-varingicaの分布拡大の機構、すなわち南方起源・黒潮による移動仮説を検証した点は、微生物の海流
による広大な範囲での移動を意味し、生物・生態学的見地から意義深い。形態学的に区別できない同種が、遺伝
子解析によって大きく2つのグループに分けられることを明らかにした点で興味深い。河口域のN. 
navis-varingicaによっても、貝類が毒化することを明らかにした点で食品衛生学的な意義を有する。N. 
navis-varingicaを含む毒の生合成の最終段階を解明した点で価値がある。新たにこれまでと異なる海域で同種
の分布を確認したことは、今後の同種の研究に有意義である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

1987 年カナダで発生した記憶喪失性貝中毒は、神経興奮性のドウモイ酸（DA）を原因物質と
する貝中毒で、原因藻として Pseudo-nitzschia multiseries が同定された。その後多くの DA
生産 Pseudo-nitzschia が温、寒帯域で検索・発見されたが、熱帯域における報告はなかった。
申請者らは、東南アジアの DA 生産珪藻検索を行い、ベトナムで新種の珪藻 Nitzschia navis-
varingica を発見した（kotaki et al. 2000）。1,2)本種は、現在まで Pseudo-nitzschia 以外で
唯一高度に DAを生産する珪藻である。その後同種はベトナムばかりでなくフィリピン、タイ、
インドネシア、我が国の沖縄、東北南部太平洋沿岸、東京湾など東アジアの汽水域に広く分布
することが分かってきた（Kotaki et al. 2004, Kotaki 2008）。3,4)これらの分布を海流との
関連で整理すると、同種は黒潮を中心とする暖流によって移動・拡散した可能性が強く示唆さ
れた。 

さらに本種は、１）青森、秋田、山形、岩手北部等の低水温域では分布が確認されない、
２）岩手、宮城、福島で分布が確認された場所はすべて日当たりの良い暖かい場所のみ、３）
弱い底生付着性種で、雨季の強い河川水によって容易に付着対象から遊離し海に流出する、
４）汽水域で分布が確認されているが、予備検討では広い塩分濃度下で増殖可能であり長時間
の海流による移動に耐えられる、などの特性を有する。以上より N. navis-varingica は南方性
の種で、暖流に沿って分布を拡大してきたと考えられる。これまでは黒潮が到達する我が国太
平洋沿岸で主に分布が確認されていたが、最近対馬暖流に沿った長崎・福岡・山口にも同種が
分布する結果が得られており、これらを考慮すると N. navis-varingica 南方起源・暖流移動仮
説が支持される。 

同種の rDNA ITS 領域の塩基配列を予備的に比較したところ、２つの系群に大きく分けられ
subspecies あるいは別種が存在する可能性も出てきた。従ってこの点を考慮に入れて同種の分
布特性を検討し詳細な同種の分布拡大機構を明らかにすることが重要になってきた。予備検討
では、２つの系群それぞれの分布と海流の密接な関係が分かりつつある。 

同種は、DAのみならず異性体のイソドウモイ酸 A（IA）や B（IB）も主成分として生産する
（Kotaki et al. 2005）。5)毒生産のタイプとして①DA-IB、②DA-IA-IB、③IA-IB、④IBのみ
の４つに大別されること、同一培養条件化ではそれらの毒組成は安定であり DA-IB が同種のメ
ジャーな組成で東アジア中に分布すること、その他の特殊な毒組成は主にフィリピン・ルソン
島西岸に見られることなどが明らかになってきた（Romero et al. 2011）。6)毒組成のタイプ
は基本的には遺伝的に決まっていると考えられるが、DA-IB タイプ内の酸性が強い DA の割合上
昇には、環境水の変化（塩分濃度の上昇に伴う pHの日内上昇）が貢献することが、予備的に分
かってきた。 
この点を確認することは、同種の毒生産の生理・生態学的な意義を解明することになり非常に
重要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 Pseudo-nitzschia 属珪藻以外で唯一高濃度に記憶喪失性貝毒を生産する底生珪藻 Nitzschia 
navis-varingica は、わが国を含む東アジア沿岸に広く分布する。その分布を海流との関わり
で見ると、同種は南方性で、暖流に運ばれてその分布を北に広げてきたと考えられた。 
本研究は、以下の項目を明らかにすることを目的とする。 
(1) 上記仮説を補完する地域での同種の分布を確認し、予備調査のデータと合わせて黒潮による

同種の分布拡大機構を明らかにする。 
(2) 同種の海流による移動拡散を rDNA ITS 領域の類似性比較によって確認する。 
(3) 同種の南方性および広い塩分耐性等を培養実験で確認し、黒潮によるわが国への分布拡大 

を検証する。 
(4) 同種の分布する環境に成育する貝類の毒化状況を調べる。 
(5) 同種の毒生産の生態学的意義を分布環境観察と培養実験で比較検討する。 
(6) 同種を含む記憶喪失性貝毒生産生物の毒生合成過程を詳細な培養実験や前駆体検索により

推定する。 
(7) 同種が東および東南アジア以外にも分布する可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)黒潮や東シナ海の暖流に関連する地域の河口域でこれまで未調査あるいは N. navis-
varingica の分布がはっきり確認されていない地域において、同種をハンディープランクトン
ネットでマングローブ、そのまわりの底泥、護岸などから採集し、f/2 培地で粗培養しつつ研
究室に持ち帰り分離した。それぞれの分離株は f/2 培地を用いた培養実験でその記憶喪失性貝
毒生産能を確認すると共に、形態学的手法および遺伝学的手法で種の同定を行った。対象地域



は、フィリピン・ルソン島最北端の Aparri 地区（黒潮のフィリピン以降のわが国への出発
点）、フィリピン以前の黒潮に繋がる海流域（グアム島）、黒潮中間地域の台湾沿岸、黒潮か
ら分離した海流の到達するマレーシア半島東岸および対照として同半島西岸とした。 
(2)分離した N. navis-varingica 株の rDNA ITS1-5.8S-ITS2 領域解析により系群分別を行い、
分布との関連を考察した。 
(3) 分離した N. navis-varingica 株を用いて 10〜35℃の温度範囲および 0〜35‰の salinity
範囲で培養実験を行い、同種の広い温度および塩濃度耐性を検証した。 
(4)N. navis-varingica の分布する地点の底泥および水中に入り込むマングローブの根茎や枝
から二枚貝および巻貝を採取し凍結して研究室に持ち帰り、可食部を 50%メタノールで抽出し
て記憶喪失性貝毒含量を調べた。有毒検体に関しては、Sep-Pak C18 カートリッジを用いて精
製後 LC/MS で毒の存在を確認した。 
(5)N. navis-varingica の分布環境水の変化、特に salinity と pH の日内変化と毒生産特性
（毒組成）の関係を調べ、同種の毒生産の生態学的意義を推定した。測定地は、わが国の岩手
県大船渡湾、福島県相馬、いわき市小名浜港の河口域と台湾淡水地区、沖縄県石垣島宮良地
区、沖縄本島那覇港、うるま地区、万座毛地区の河口域とした。 
(6)N. navis-varingica の記憶喪失性貝毒生合成過程の最終段階を詳細な培養実験を行って調
べた。またこれまで羽状目珪藻 P. multiseries で提唱されたゲラニル 2リン酸とグルタミン酸
からのドウモイ酸への生合成過程をその前駆体を検索することによって確認し、さらに他の生
物における生合成過程の推定を試みた。前駆体検索は、まず記憶喪失性貝毒生産量が最も高度
な紅藻ハナヤナギ藻体を用いて実施し、P. multiseries および N. navis-varingica へ広げる
戦略を採用した。また、ドウモイ酸誘導体のカイニン酸も共通のピロリジン環を有することか
ら、カイニン酸生産紅藻マクリを用いピロリジン環生合成の前駆体検索を行った。 
(7)N. navis-varingica はこれまで東アジアおよび東シナ海沿岸にその分布が確認されてい
る。本研究では、同種のこれまでの分布と繋がらない地域の分布の可能性を調べる第一歩とし
て、マレーシア半島西岸およびパプアニューギニア南端のポートモレスビーにおいて分布調査
を実施した。具体的方法は、(1)と同様である。 
 
４．研究成果 
(1)本研究では、これまで N. navis-varingica の分布が確認された地域に加え、黒潮のわが国
への出発点に近いフィリピン・ルソン島北部 Aparri 沿岸河口域、黒潮移動の中間点に位置する
台湾西岸（台中、淡水地区）、沖縄県（石垣島宮良地区、本島那覇地区、万座毛地区）、黒潮
以前に太平洋を回ってフィリピン東岸に向かう海流の中間地点に位置するグアム島河口域にお
いて同種の分布を検索した。その結果、グアム島を除くすべての地区から同種が分離され、培
養実験でその記憶喪失性貝毒生産能が確認された。毒組成は典型的な DA-IB タイプであった。
南太平洋を経てフィリピン東岸で黒潮に繋がる海流の中間に位置するグアム島に関しては、全
島河口域をくまなく検索したが、同種は分離されず同種はグアム島には分布しないと考えられ
た。以前および予備検索の結果、同種は黒潮に沿った地域のフィリピン・ルソン島北部、台
湾、沖縄、鹿児島、宮崎、三重、静岡県伊豆、千葉、茨城沿岸河口域および鹿児島南岸で分岐
した対馬海流に沿った地域の長崎、佐賀、福岡の沿岸河口域、さらにその延長上の山口、島
根、福井の各沿岸河口域に分布していることが分かった。さらに同海流が北上し津軽海峡を経
て南下した先の岩手、宮城、福島の沿岸にもその分布が確認されている。これらを総合すると
同種がフィリピン以北の黒潮およびそれが分岐した対馬、津軽海流にのってその分布を拡大し
た機構が強く支持される（投稿準備中）。同海流に沿った新潟、山形、秋田、青森、岩手北部
沿岸河口域では同種の分布は確認されなかった。これは冬期間の長期に渡る低水温が原因と推
測される。東シナ海沿岸のフィリピンルソン島中部西岸、ベトナム・ハイフォン、タイ・バン
コク、マレーシア半島東岸・コタバルと南端のジョホールバルおよび本研究で調査したマレー
シア・ボルネオ島クチン沿岸でも同種の分布が確認されているが、海流との関係は明らかでは
ない。今後の精査が必要と考えられる。 
(2)各地から分離培養した N. navis-varingica に関して rDNA ITS 領域の similarity を比較し
たところ、その系統樹は type1 と２の 2つの clade（p-distance 8.0-9.6%）に大きく分かれる
ことが明らかになった。分布との関連で map を描いてみるとみると、ほとんどが別の場所に存
在していたが、黒潮の流れに沿っていることでは共通していた（投稿準備中）。 
(3)黒潮海流沿いの寒帯と熱帯から分離した N. navis-varingica を用いて、温度別の増殖と毒
生産能を比較検討した。寒帯株熱帯株とも大きな差はなく、温度 10-35℃で増殖可であった
が、25および 30℃での増殖が顕著であった。寒帯株においても 35℃での生存・継代が可能で
あった。毒生産（pg/cell/day）については寒帯、熱帯両株において高温培養の方が高い生産能
を示した。熱帯株を用いて塩分濃度別の増殖と毒生産能を比較したところ、7-35 の広い塩分濃
度で増殖可であったが、毒生産能と増殖能ともに 21-35 の塩分濃度範囲で高値を示した。淡水
では増殖できなかった。同種が広い塩分濃度や髙温度帯でも生存できるという本研究の結果
は、同種が南方産で黒潮に乗ってわが国の各地にその分布を拡大したという仮説を支持する。 
(4)N. navis-varingica 分布域の貝類の毒化に関しては、そのほとんどが無毒であったが、一
部の巻貝 Vittina sp. と Neritina sp.に関しては弱いながらも DAを含有していた（1.0-4.2 
μg/g, n=5）。また二枚貝の Polymedosa erosa (mangrove clam)は微量ではあるが DA を含有



していた（0.20 and 0.24 μg/g, n=2）。後者の二枚貝は、東南アジアではごく一般的な食用
種であることから、今後も注意深くモニターすることが必要と考えられた（投稿準備中）。 
(5)N. navis-varingica 分布環境水の日内変動と同種の DA-IB タイプの毒組成の関係を調べた
ところ、潮の干満に伴って塩濃度が大きく変化すると共に pHも変動する地域（大船渡湾河口
等）では DA の割合が高く IB の割合が低い（DA:IB = 95:5）のに対して干満に伴って塩分濃度
が大きく変化するのに pHはほとんど変化しない地域（沖縄県石垣島宮良河口等）では IBの割
合が高い（DA:IB = 81:19）傾向が見られるが、この傾向を環境水調査と分離珪藻の培養実験で
確認した（投稿準備中）。 
(6)記憶喪失性貝毒生産生物内のドウモイ酸生合成過程は、Pseudo-nitzschia multiseries を
用いて L-グルタミン酸とゲラニル二リン酸からピロリジン環生成を経る経路が提唱されている
が、合成の最終段階に関しては不明であった。その点を解明する一環として、ドウモイ酸
(DA)、イソドウモイ酸 A(IA)および B(IB)を毒成分として有する（毒組成 DA-IA-IB type）N. 
navis-varingica の詳細な経日培養実験を実施した結果、IAが先に出現しその後 DA と IB が出
現したことから、合成経路の最終段階はまず IAが生成し、そこから DA と IB の生成に繋がって
いく可能性が示唆された。さらに詳細な生合成過程の追求は、山下、前野らの協力を得て最も
毒生産能の高い紅藻ハナヤナギを用いて中間体を検索し、それらを繋いで合成経路を推定する
こととした。検索の結果、6つの新奇なドウモイ酸関連化合物が得られた。なかでも N-ゲラニ
ル-L-グルタミン酸(a)と N-ゲラニル-3(R)-ヒドロキシ-L-グルタミン酸(b)が重要で、これらの
直鎖化合物からピロリジン環が生成しその後 IA、IB が生成、最後に IA から DAが生成する経路
が推定された。また、(a)の重窒素ラベル体を用いて P. multiseries への取り込み実験を実施
したところ DAへの重窒素の取り込みが確認され、本推定経路の正しさが示唆された。またカイ
ニン酸(KA)の構造も同じピロリジン環を有することから DA と同様の生合成過程をたどると考
え、カイニン酸生産藻中間体を検索し 4種類のカイニン酸（KA）関連化合物を単離同定した。
うち特にヒドロキシ体 N-ゲラニル-3(R)-L-グルタミン酸や N-ジメチルアリル-スレオ-グルタミ
ン酸が DAと共通のピロリジン環生成の中間体と考えられた。 
(7)これまで N. navis-varingica の分布が確認されていたマレーシア半島東岸（東シナ海側）
とは繋がりのない、マレーシア半島西岸において調査を実施し、同種の分布を確認した。この
ことは同種がインド洋沿岸にも分布する可能性を示しており、さらに同半島西岸から海流で繋
がるパプアニューギニアの首都ポートモレスビーにおいて調査し、同種の分布を確認した（投
稿準備中）。今後インド洋をベースに同種の分布を世界的に調べる際のキー地点となるほか、
毒組成についても一般的な DA-IB type の他に IBのみという特殊な組成の株を含み、毒の生合
成を調べる上でも貴重な地域である。また同国で記憶喪失性貝毒生産珪藻が見つかったのは初
めてであり、食品衛生学的な観点から貝類の毒汚染についても今後調べていく必要がある。 
(8)記憶喪失性貝毒を生産する N. navis-varingica の原産地がどこで、どのようにその分布を
拡大していったかを解明するのは今後の大きな課題であるが、本研究により同種が黒潮に乗っ
て東南アジアからわが国まで移動してその分布を拡大してきたことは最低限明らかにすること
ができた。 
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