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研究成果の概要（和文）：底泥中の有害プランクトン休眠細胞（シスト）から潜在的な発生リスクを評価するた
めの手法の確立を目指した。定量PCRでの検出定量のためのシストからのDNA抽出条件検討をChattonella属や
Gymnodinium catenatumを用いて検討し、シストのrDNAを標的配列とした定量方法を確立した。また、休眠や発
芽などシスト特有の生理現象の指標となる発現遺伝子を探索し、シストの休眠や発芽への関与が推測される光、
温度、酸素ストレス関連遺伝子や陸上植物の種子の休眠や発芽制御関連遺伝子の配列を抽出した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish a method for assessing the potential risk of 
harmful algal blooms based on cysts of harmful algae in the sediments. An accurate quantitative PCR 
method was investigated using the cyst of harmful algae such as Chattonella spp. and Gymnodinium 
catenatum, and a quantitative method was established using the rDNA as a target sequence. In 
addition, expressed genes that could become molecular markers of cyst-specific physiological 
phenomena such as dormancy and germination were searched for. As results, light, temperature and 
oxygen stress-related genes which could be involved in cyst dormancy and germination, and the 
homology gene which related to the control the dormancy and germination of plant seeds. were 
extracted.

研究分野： 水産学一般
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、DNAを用いた正確なシストの計数方法を提案するものであり、顕微鏡観察による形態的な種同
定が必要であったChattonellaおよびGymnodinium catenatumシストの検出定量を、rDNAのコピー数を基に推定し
て赤潮発生リスクを評価することを可能にした。また、シストの休眠や発芽への関与が推定される遺伝子マーカ
ー候補となる配列を複数抽出できたことは、今後、単にシストの数ではなく発芽可能なシスト数といった生理状
態を把握するための技術開発の基盤となると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
赤潮や貝毒などの原因となる有害プランクトンの大発生による漁業被害は、沿岸養殖業にと

って大きなリスクの一つである。有害プランクトンにはシストを形成する種が複数おり、シード
ポピュレーションとなって同じ海域で繰り返し発生することも少なくない。したがって、海底泥
中のシスト密度やその発芽能力を知ることは、有害プランクトンの潜在的な発生リスクを評価
する上で重要な情報となる。しかしながら、シスト密度の把握は検鏡による形態観察、発芽能力
を知るには培養による発芽の確認が通常の方法であり、シストの形態に関する高度な知識や観
察経験が必要であること、培養実験の結果が出るまでに時間がかかるなど、データを得ることは
容易ではない。  
近年、有害プランクトンのシスト検出・定量にも定量 PCR 法を応用した事例が報告されてい

るが（Kamikawa et al. 2007）、栄養細胞から得た検量線をそのまま適用してシストを定量して
いる例が多く認められる(Park & Park 2010、 出村ほか 2015）。しかし、DNA を標的遺伝子とし
た定量の場合、栄養細胞とシストの核相が異なることから標的遺伝子コピー数は異なると考え
られる。また、シストは栄養細胞とは異なる丈夫なシスト壁を持つことから、抽出法の選択によ
っては遺伝子抽出効率が変わり、定量結果を大きく左右する可能性がある。 
日本沿岸で繰り返し発生している有害赤潮ラフィド藻 Chattonella について、出村ほか（2015）

は定量 PCR 法によるシストの定量結果について報告し、１）栄養細胞から得た検量線を適用し
て定量している、２）検鏡等によるシスト密度と定量 PCR 法とのデータ整合性の検証はなされ
ていない、といった複数の問題が残されていることを指摘している。 
有害プランクトンの生活環特異的遺伝子マーカーについては、Alexandrium 属においてシスト

形成期に発現が促進される遺伝子マーカーが報告されている（Hosoi-Tanabe et al. 2005）。し
かし、シストの休眠や発芽のマーカーとなる遺伝子については研究例がない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、分子生物学的手法を用いてシストを簡易、高精度に定量する技術を確立し、実環

境中の栄養細胞とシストの動態を明らかにすることにより、有害プランクトン発生の潜在的な
リスクを評価する手法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 定量 PCR のためのシストからの遺伝子抽出条件の検討 
Chattonella 属シストを用いて定量 PCR で DNA を定量的に検出するための抽出条件を検討し

た。シストは八代海および瀬戸内海で採泥した試料から顕微鏡下で分離した。DNA 抽出条件につ
いては１）物理的破砕の効果、２）化学的 DNA 抽出法の効果,３）底泥混在の影響について検討
した。同様に麻痺性貝毒原因種 Gymnodinium catenatum のシストについても検討した。シストは
培養株を用いて形成させ、顕微鏡下で分離して用いた。 
(2) シストの生理状態を把握するためのマーカーとなる発現遺伝子の探索 
シストで発現している遺伝子の全体像をつかむため，平成 23～27 年度の科研費課題「有害渦

鞭毛藻シストの休眠および発芽の誘導・制御機構の解明」において Gymnodinium catenatum シス
トの mRNA 網羅的解析により得た発現遺伝子について解析を進めた。得られたコンティグ配列に
アノテーションを付加し、Blast 解析による機能推定を行った。休眠や発芽に関与すると推定さ
れる温度、酸素、光ストレスに関与する遺伝子、および陸上植物の種子の休眠・発芽に関与する
ことが報告されている遺伝子と相同性の高い配列を探索した。  
 
４．研究成果 
(1) シストからの定量的遺伝子抽出条件の検討 
Chattonella 属シストの DNA 抽出には細胞の物理的破砕が有効であり、物理的破砕により安定

して DNA が抽出された。底泥が混在しない場合には TE 煮沸法や 5% Chelex 煮沸法(Nagai et al. 
2012)など、非常に簡易な抽出方法でも定量的に安定して DNA を抽出することが可能であった。
シスト細胞の DNA コピー数は約 2,700 copies/cell であるのに対し、栄養細胞は約 5,188 
copies/cell と算出され、シストの核相が単相（n）、栄養細胞の核相が複相（2n）であることと
矛盾しないことが確認された。化学的な DNA 抽出法として PCI 法、Protease-K 法、および土壌
試料からのDNA抽出試薬として市販されているISOIL（ニッポンジーン）で抽出が可能であった。
一方、Alexandrium 属シストで良好な結果が報告されている CTAB 法（Kamikawa et al. 2007）
では DNA が抽出されず定量 PCR では検出限界以下となった。また、試料に底泥が混在している場
合には化学的抽出法を用いても抽出効率が不安定になる（検出されない、あるいは検出感度が低
くなる）ことがしばしばあり、市販の DNA 抽出試薬である ISOIL を使用した場合でも安定した抽
出方法の確立には至らなかった。 
Gymnodinium catenatum シストからの DNA 抽出にも物理的破砕が必要であること、底泥が混在

していない場合には 5% Chelex 煮沸法といった簡易な方法で安定的に DNA を抽出できることを



確認した。一方、底泥が混在すると定量 PCR による検出が不安定になる、底泥混在に加えて加熱
抽出ではさらに定量 PCR での検出率が低下する、しかし DNA 量を測定すると DNA は抽出できて
いる、ということがわかった。これらのことから抽出液中に混在している何らかの物質が PCR 反
応を阻害していることが推察された。分析の結果 G. catenatum シストの rDNA コピー数は約
1,900 copies/cell と算出された。Yarimizu et al. (2021) は、G. catenatum の栄養細胞の 18S 
rDNAのコピー数をデジタル PCRを用いて算出した結果 2,150～3,280 copies/cell であったこと
を報告している。したがって、定量 PCR で算出されたシストのコピー数はやや多いものの、シス
トの核相が単相（n）、栄養細胞が複相(2n) であることを確認するとともに、シストが定量的に
検出できる技術が確立できた。 
なお本研究では、試料中に底泥が混在する場合に安定して検出できないという技術的な問題

が残された。検討の方向性として、本研究期間中に新たな市販の土壌DNA抽出試薬（例えばDNeasy 
PowerSoil Kit： Qiagen、Power Soil DNA Isolation kit：MoBio）が海底堆積物中のプランク
トンシストの定量 PCR や環境メタゲノム解析などへ適用されるようになった（Gaonkar et al. 
2018, Jung et al. 2018）ことが解決への糸口になる可能性がある。本研究の実施期間中にはこ
れらの試薬を用いた抽出方法の検討はできなかったが、今後、シストの抽出に対するこれらの試
薬の評価を試みることは有効かもしれない。また、近年、定量 PCR の反応試薬も環境 DNA 解析の
ような抽出物中に PCR 阻害物質を多く含む試料に影響されにくい製品（例えば TaqMan 
Environmental Master Mix 2.0：ThermoFisher Science）が出てきており、反応試薬を変更する
ことにより解決できる可能性もある。底泥が混在している試料でも、より安定した定量ができる
手法の改良が望まれる。 
(2) シストの生理状態のマーカーとなる発現遺伝子の探索 
麻痺性貝毒原因プランクトン G. catenatum のシストの休眠から発芽の過程に関与する遺伝子

群を明らかにするための基礎データとして、本種シストの mRNA 網羅的解析で得られた 116,244
コンティグ配列（最小 244 bp, 最大 17,904 bp、平均 821 bp）を基に Trinity 解析を行い、
79,840 のトランスクリプト配列を得た。このトランスクリプト配列について Blastx を用いた相
同性解析を実施し、各トランスクリプト配列の機能を推定した結果、配列の 65.8%に当たる
52,534配列にアノテーションが付いた。また、そのうちの約12,500配列は渦鞭毛藻Symbiodinium
属等の遺伝子と相同性が高いものの、機能が不明な遺伝子あるいは既報の情報がないタンパク
質と推定される遺伝子であった。 
シストの休眠や発芽には光、酸素、温度が関与していることが知られている。発現遺伝子には

青色光受容体遺伝子、低酸素環境下で標的遺伝子の転写活性制御因子となる HIF-１A遺伝子、温
度ストレス応答に関与する Cold shock protein(Csp)や Heat shock protein (Hap)などが確認
された。また、酸素ストレスに関連する遺伝子として、低酸素誘導因子である Hypoxia Inducing 
Factor（HIF）およびその活性を阻害する HIF-1α inhibitor の配列が得られ、トランスクリプ
ト配列数では後者の方が多く確認された。陸上植物でみられる環境ストレス耐性の発現上流で
機能することが知られている SNF1-related protein kinase や陸上植物の乾燥耐性、種子の休
眠の維持に関与するといわれるアブシシン酸の制御に関与している Protein phosphatase 2C
（PP2C）と相同の配列も得られた。本研究では複数のシストの生理状態を把握するためのマーカ
ー候補遺伝子の配列情報を得ることができた。本成果は休眠や発芽を加味したシストの定量手
法の開発を進める上での基盤的な情報となると考える。 
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