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研究成果の概要（和文）：  南極昭和基地周辺から９年間の環境モニタリング研究で藍藻、黄緑藻、緑藻の培養
株を保存してきた．これらの培養株には形態からの分類が難しく属レベルで同定が留まっているものが多く存在
していた。種までの分類が増えることは藻類群集の精度を上げることになるため、この３年間、同定が属レベル
の株ついて，形態による分類学的研究と遺伝子による系統解析によって種までの同定を試みた。特に黄緑藻につ
いては類似種が多く分類が難しいことから集中して研究を行った。形態では区別が難しい場合も、遺伝子解析の
結果と合わせることにより、種が確定できたり、未記載種であることが明確になった。

研究成果の概要（英文）：We have preserved strains of cyanobacteria, yellow-green algae and green 
algae in a 9-year  environmental montoring from around the Syowa Station, Antarctica.  Many of these
 strains were difficult to classify based on their morphology and remained identified at the genus 
level. Since the increase in the classification up to the species will increase the accuracy of the 
algal community, for the past three years, we have tried to identify the species by morphological 
taxonomic study and gene phylogenetic analyses for strains at the genus level. Especially for 
yellow-green algae, since many similar species are difficult to classify, intensive research was 
conducted. Even when it was difficult to distinguish by morphology, it was clarified that the 
species could be determined or it was an undescribed species by combining it with the results of 
gene analysis. 

研究分野：微細藻類の分類・生態学

キーワード： 南極　土壌藻類　培養株　形態分類　遺伝子解析　長期動態　昭和基地
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研究成果の学術的意義や社会的意義
  南極での土壌環境監視を目的とした土壌藻類の９年間にわたる計8定点での長期モニタリングは，我々の知る
限りでは申請者らの研究以外に実施されていない。保存した藍藻，黄緑藻，緑藻の培養株について形態分類と遺
伝子解析の研究で、種を確定できたり、未記載種を明らかにすることができた。
  本研究3年間の分類学的研究の成果を9年間の長期データと照合することで、今まで以上に昭和基地周辺の土壌
藻類群集構造の変化を明瞭にとらえることができ、土壌環境による種組成の違い、同じ地点に継続して出現する
種、年変動が大きい種、生物指標種が明らかとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
南極観測に伴う人の活動が南極の様々な環境に対して影響を及ぼすことが懸念されている。

南極大陸の 3％は露岩域であり，土壌藻類は広く分布していることが知られており，南極昭和基

地周辺では，土壌藻類による土壌の環境モニタリング研究が実施されてきた。 

土壌藻類に関しては，研究代表者らによって，1993年から 1998年にかけて種組成の調査や土

壌栄養塩濃度等が測定され，特定の土壌藻類を土壌環境の生物指標として利用できることが示

唆された（文献１）。その後，昭和基地の改築などで定点を新たに設定する必要があり，研究代

表者らは新たに昭和基地周辺に 8定点を設定し（文献 2），2000年から 2008年の 9年間の土壌

試料を用いて研究を実施してきた。これまでに土壌環境データや土壌藻類群集の経年変化の結

果が蓄積されてきたが，土壌藻類は径や幅が 5μm 以下の大きさの種類が多いこと，形態が類似

した種が多いことや種の同定のためには生活環に現れる遊走子等を観察する必要等があったた

め，属で同定がとどまっている種類も多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は 9 年間にわたって，出現した土壌藻類について形態的特徴から分類学的研究を

行と同時に藍藻 10，黄緑藻 29，緑藻 40，計 79 株を分離保存していた。各定点の藻類群集の特

徴や経年変化をより詳しく明らかにすることを目的として，属で同定が留まっている培養株に

ついて，栄養細胞の形態に加え，生活環に現れる遊走子等の形態をもとに分類学的研究を実施し

た。特に，黄緑藻類の Xanthonema 属, Botrydiopsis属については類似種が多く分類が難しいこと

から特に集中して研究を行った。 

研究分担者は，培養株を遺伝学的観点から系統分類し，形態学的観点による分類と比較するた

めに，培養株の部分塩基配列を決定した。対象とする塩基配列はこれまでに多くの情報が蓄積さ

れていることからまずは 18S rRNA 領域について調査した。さらに詳細な調査が必要な場合に

は，18S-28S ITS（internal transcribed spacers）領域や rbcL（Rubisco ラージサブユニット）につい

ても調査を行った。決定した配列およびデータベースの配列を用いて系統樹を作成し，遺伝学的

観点から系統分類した。 
 
３．研究の方法 
研究代表者の研究室に保存されていた藍藻 10，黄緑藻 29，緑藻 40，計 79 株の中から，種の

同定が属で留まっていたり，種の同定が不確定なものを中心に研究を進めた。黄緑藻 Botrydiopsis

属は培養株保存施設より取り寄せた 4種 6株を加え，黄緑藻 Xanthonema 属は培養株保存施設よ

り取り寄せた 6種 7株を加えて形態観察と遺伝子の系統解析により，系統・分類学的検討を行な

った。 

 

1） 形態分類 

培地には，BBM液体培地，BBM1.5％寒天培地平板および斜面培地を用い，人工気象器（日本

医化器械，LH-60)FL12-DTおよび LH55RDS）にて温度 15℃，照度 700～1400 lux, 12時間，12

時間の明暗周期で培養を行った。遊走子の放出は照度 1200-2500 luxで行った。 

栄養細胞と生活環に現れる遊走子等は微分干渉顕微鏡（オリンパス BX60）を用いて対物レン

ズ 100倍で詳しく観察を行い，観察像の写真撮影は（オリンパス DP25）で行った。観察時のプ

レパラートからの水の蒸発を防ぐために，しばしば粘性の高い 5％メチルセルロース（＃400）

を薄くスライドグラスに塗布し，その上に観察試料を滴下しカバーグラスをかけた。デンプンは

ヨウ素液またはルゴール液を用いて染色し，ピレノイドはアゾカーミン G を用いて染色した。



黄緑藻の葉緑体は，落射蛍光顕微鏡（オリンパス BX60 , BX-FLA）で紫外線励起すると 1分程度

で自家蛍光を失い白化する。その際，葉緑体は輪郭が明瞭になることから，この性質を利用して

葉緑体数を計測した。遊走子の観察は，マルチウエルプレートを用い，新しい液体 BBM培地に

栄養細胞を接種した。翌日以降の明期開始直後に培養液に放出された遊走子をマイクロピペッ

トで採集し観察する方法を用い，遊走子の鞭毛を固定する場合はサフラニンを用いた．結果の（）

内は培養株番号を示す。 

 

2）遺伝子解析 

液体培養した土壌藻類株から DNA抽出キットを使って DNAを抽出し，特異的なプライマー

を用いて 18S rRNA，18S-28S ITS（internal transcribed spacers）領域や rbcL（Rubisco ラージサブ

ユニット）の DNA断片を PCR増幅（TaKaRa, PCR Thermal Cycler Dice Touch）した。PCR増幅

した DNA断片を電気泳動によって確認後，ゲルろ過によって精製した DNA断片を鋳型として

サイクルシーケンスを行った。その後シーケンサー（ABI, PRISM 3130xl Genetic Analyzer）を用

いて塩基配列を決定した。決定された塩基配列を DDBJ などのデータバンクで BLAST 検索し，

近縁種を推定し，形態学的分類と比較した。さらに登録されている代表的な藻類の塩基配列と合

わせて系統樹を作成した。主に形態学的な分類が難しい株を遺伝子解析によって区別できるか

調査した。使用したプライマーは過去の文献から適したものを選んだが，うまく増幅しないなど

場合にはデータベースに登録されている塩基配列から共通配列を探し出して新たにプライマー

を作成した。 

 
４．研究成果 

１）黄緑藻 Botrydiopsis属 

南極産培養株は形態分類と rbcL，18SrRNA 遺伝子および ITS2 領域の遺伝子解析の結果から

Botrydiopsis callosa, Botrydiopsis sp. 1 および Botrydiopsis sp. 2の 3種に区分することができた。 

 

Botrydiopsis callosa Trenkwalder（R4182, 4941, 4962, 4972, 4973） 

細胞の径は最大 38 µm。成長すると細胞壁が肥厚し，葉緑体の側面観は三角形に近く，内側に

ピレノイドを有する。若い細胞には，葉緑体の内側にピレノイドが観察されるが成長すると不鮮

明になる。成長した細胞は多核。細胞内に緑がかったオレンジ色の顆粒を 1 - 5個有す。細胞壁

は成長とともに肥厚し，3 - 6 µmになり層状となる。遊走子の鞭毛は長短 2本であった。これら

の形質は初発表文（文献 3）の記載文や図解と一致した。rbcL，18SrRNA遺伝子および ITS2領

域は南極産の 5株とは 100％一致し，イタリア産の株とも高い相同性を示した。 

 

Botrydiopsis sp. 1（SO11, R4171, 4754） 

細胞の径は最大 48 μm，葉緑体の側面観は紐状で 3-6個が重なり，しばしば眼点を有す。遊走

子の鞭毛は長短 2 本であった。形態的特徴は B. alpina のタイプ株と類似する点が多いが，タイ

プ株には南極産には見られない 2-3細胞に分裂する性質があった。rbcL，18SrRNA遺伝子および

ITS2領域は，南極の 3株は高い相同性を示したが，スイス産の B. alpina のタイプ株とは相同性

が低く南極産の 3株は別種と考えられた。 

 

Botrydiopsis sp. 2（4531,4734, 4833） 

細胞は小さく，径は最大 19 μm。成長しても細胞壁は肥厚しない。葉緑体は細胞壁に沿うこと



が多く，3層程度まで同心円状に並ぶことがある。葉緑体の側面観は長楕円体。遊走子は米粒形

から洋梨形で葉緑体を 2-3枚有し，眼点があり，鞭毛は長短 2本であった。rbcL，18SrRNA遺伝

子および ITS2領域は南極の 3株は高い相同性を示した。しかし既知のいずれの種とも形態と遺

伝子解析の結果が異なっており未記載種の可能性が示唆された。 

 

2）黄緑藻 Xanthonema属 

南極産培養株は形態観察に加え，rbcL遺伝子，18SrRNA遺伝子および ITS2領域を調べたが，

18SrRNA遺伝子は種を区分する解像度が得られなかったので，解像度の良かった rbcL遺伝子と

ITS2領域の結果を用いて系統分類を行った結果，Xanthonema debile,  X. exileおよび X. sp. 1， X. 

sp. 2の 4種に区分することができた。 

 

Xanthonema debile (Vischer) Silva（4811，4541，4746） 

細胞は断片化しやすい。細胞は正方形から長方形または楕円体。しばしば球形細胞が観察され

る。細胞の幅は 3.5-7.0 μmと変異が大きい。葉緑体は 2-4（希に 8）枚であるが，細胞が短くて

も 4枚ある場合が多い。Type株の SAG2289と昭和基地産 4541の遊走子は球形～楕円体で，葉

緑体を 2枚有し，眼点があり，鞭毛は１本確認できた。昭和基地の 3株の rbcL遺伝子は高い相

同性を示し ITS2領域は 100％一致した。それら 3株の rbcL遺伝子と ITS2領域は X. debileの type

株 SAG2289とも高い相同性を示したことから本種に同定した。 

 

Xanthonema exile (Klebs) Silva（R4131, 4711, 4852） 

細胞は断片化しやすい。細胞は正方形から長方形または楕円体。細胞の幅は 4.0-4.9 μm。葉緑

体は 2-4 枚（希に 8）であるが，2 枚の場合は互いに平行に並ぶことが多い。ドイツ産 X. exile 

SAG2286と昭和基地産 R4131の遊走子は球形～楕円形で，葉緑体を 2枚有し，眼点があり，鞭

毛は１本確認できた。昭和基地の 3 株と南極ロス島産株とは rbcL遺伝子が 100％一致し，ITS2

領域もほぼ一致した。ドイツ産 X. exile (SAG2286)とも rbcL遺伝子は高い相同性を示したことか

ら本種に同定した。 

これまで遊走子の眼点が Xanthonema debileにはあり X. exileには無いことが 2種を区分する分

類形質になっていたが， 今回の観察では X. exileの遊走子にも眼点が有り，初発表文に遡って詳

細な検討が必要である． 

 

Xanthonema sp. 1 (4713) 

 糸状体は長く，細胞は長方形からややくさび形で，しばしば細い針状の付着根を有す。細胞の

幅は 4.2-5.7 μm。葉緑体は 2枚で互いに平行して並ぶことが多く分裂前に 4枚となる。本種の形

態は既存の種とは一致せず，系統樹も最もはなれた場所にあり新種の可能性が考えられた。 

 

Xanthonema sp. 2 (4831) 

糸状体は短く，細胞は方形から長方形で幅は 5.6-6.5 μm，葉緑体は 4-8枚で，そのうちの数枚

が細胞の内側に入り混む特徴がある。この形質は他の種にはないことに加えて，系統樹も最もは

なれた場所にあり新種の可能性が考えられた。 

  

３）緑藻 Chlorella vulgaris（R4111） 

細胞は楕円体から球形で，径は 3.5-8.5 μmと変位の幅が大きい。葉緑体は側壁性カップ状で一



枚あり，ピレノイドを 1個有す。デンプン鞘は 2枚からなる。無性生殖は自生胞子により通常 4

個形成され楕円形。しばしば母細胞壁が細胞に付着する。南極昭和基地産も他の地域の株と

18SrRNA遺伝子が 100％一致し世界広範種の可能性が指摘できた。 

 

４）緑藻 Bracteracoccus bullatus Fucikova et al.（4152，4851） 

  若いカルチャーでは細胞は通常球形で 6-20 μmだが，古いカルチャーでは，楕円体からひょ

うたん型になり，しばしば乳頭状突起を形成し，細胞壁が肥厚する。葉緑体は側壁性，多角形で

多数有す。ピレノイドはないが，デンプン粒が多数認められる。成長した細胞は多核。無性生殖

は不動胞子形成により不動胞子は 5 個の場合を確認した。類似種が多く同定が難しい属である

が，B. bullatus の重要な分類形質である乳頭状突起を形成することに加えて，既存の培養株と

100％18SrRNA遺伝子が一致したことから本種に同定した。 

 

５）形態分類に遺伝子解析の結果が反映されない場合 

 緑藻 Chlorella luteoviridis, Klebsormidium flaccidumのなどのように形態分類でその特徴から種

を同定できた場合でも，遺伝子データベースの既存種と遺伝的な距離が離れた場合が複数認め

られた。それらの種は形態が単純で分類形質が少なく，近縁種が多く存在する分類群で有り，分

類学的検討が継続して必要と考えられる。 

   

まとめ 

特に分類が混乱していた黄緑藻の Botrydiopsis属，Xanthonema 属などの本研究 3年間の分類学

的研究の成果を９年の長期データと照合することで，今まで以上に昭和基地周辺の土壌藻類群

集構造の変化を明瞭にとらえることができた。その結果，土壌環境による種組成の違い，同じ地

点に継続して出現する種，年変動が大きい種，生物指標種が明らかとなった。 
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