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研究成果の概要：単細胞 PCR 法を用いて外洋性渦鞭毛藻類の形態記録を伴う DNA 配列蓄積と分

子系統解析を行った。 ディノフィシス目 6 属 32 種，Ceratium属 29 種の観察・単細胞 PCR 処

理を行った。系統解析結果から，ディノフィシス目の属分類の見直しを行い，さらに，藍藻類

を細胞外共生体として持つものについては，ホストと共生藍藻は共に同じ 2つの系統群に分か

れたことからそれぞれ異なる共生藍藻を独立に獲得したことと，共生藍藻とホストとの種特異

性を明らかにした。Ceratium属については，現在設立されている4つの亜属を初めて支持した。 
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１．研究開始当初の背景 
渦鞭毛藻類は単細胞生物で，海水域から淡
水域まで広く分布している。現在全体で約
2,000 種が知られており、その多くが海産
種であり，約 1,800 種が知られている。そ
のうち，約半数が独立栄養性であり，約半
数は従属栄養性である。海産渦鞭毛藻類は，
熱帯から寒帯までの沿岸域，外洋域，タイ
ドプール，砂地など様々な環境に生育して
いる。沿岸域では，赤潮を形成し漁業被害
を引き起こす種も知られている。そのため，
沿岸性種については，生理学的にも系統分
類学的にも良く研究されている。生理学

的・系統分類学的研究を行うためには，培
養株の確立が基本的に不可欠であり，富栄
養な環境を好む沿岸性種の培養は比較的
容易であることもその理由の一つといえ
る。沿岸性種については近年の分子系統学
的手法を用いた系統分類学的研究によっ
て，系統関係を反映した分類体系の再構築
が進んでいる。それに対して，貧栄養な外
洋（特に暖海）に棲息する種については，
古くから世界各地で観察・記載されており，
形態分類学的知見は多く，形態的にも生活
戦略的にも多様な渦鞭毛藻類が知られて
いるが，外洋性種は葉緑体の有無に関わら
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ず培養が非常に困難なことから，国外・国
内ともに分子系統学的解析は行われてお
らず，外洋性種を主なターゲットとした系
統分類学的研究は今までにない。そのため，
我々は外洋性種の系統分類学的知見を欠
いており，沿岸性種との比較ができず，渦
鞭毛藻類の系統分類学的・進化学的考察を
行う上でネックであると言える。 
 
２．研究の目的 
本研究では外洋性種に着目し，特に黒潮系
水に棲息する暖海性の渦鞭毛藻類につい
て，分子データの蓄積と分子系統解析を行
うことによって，その系統学的位置と沿岸
性種との系統関係を明らかにし，現在の分
類体系が系統を反映しているのかを検証
し，分類体系の再構築を行うことを目的と
する。また，分子系統解析の結果から渦鞭
毛藻類の進化，特に生育環境の変化（沿岸
⇄外洋）に伴う形態の進化について考察す
ることも目的とする。 
 
３．研究の方法 
平成１９年９月から平成２１年３月まで，東
シナ海海域（長崎県五島列島周辺海域）にお
いて合計７８回、表層水２０L の採水を行っ
た。研究室に持ち帰った後、目合い 5µm のプ
ランクトンネットを用いて濃縮した。また，
広島大学練習船豊潮丸平成 20 年度第 2 次調
査航海（広島県呉港~沖縄県那覇港往復，平
成 20 年 5 月 19~29 日）において，汲み上げ
海水を目合い 10µm のプランクトンネットを
用いて 30~40 分間濾過した 29サンプルを得
た。倒立型光学顕微鏡（オリンパス IX50）を
用いて検鏡を行い、外洋性種を見出した。詳
細な形態観察（正立型顕微鏡、オリンパス
BX71）から DNA 配列決定までは、Takano and 
Horiguchi （ J. phycol. 42(1), 251-256, 
2006）の方法に基づく単細胞 PCR法を用いた。
この方法により、培養株の確立に左右されず
に一個体からの詳細な形態記録を伴う DNA配
列データを得ることが可能である。分子系統
解析には、主に SSU rDNA 配列と LSU rDNA 部
分配列を用いた。また、分類群によっては、
種間の関係をより良く解明するために、
ITS1-5.8S-ITS2 領域の配列を用いた。 
 
４．研究成果 

（１）採取した海水の中から，藍藻を細胞外

共生体として持つものを含むディノフィシ

ス目について 6 属 32 種，Ceratium属につい

て 29 種の観察・単細胞 PCR 処理を行った。

日本における定期的な外洋性渦鞭毛藻類の

出現調査・観察記録はなく，今回の結果は東

シナ海日本周辺域における外洋性渦鞭毛藻

類相とその多様性を示す，また，各種の季節

的消長をも示すものとして重要である。 

 

（２）ディノフィシス目渦鞭毛藻類について

は，沿岸域において良く見られる Dinophysis

については貝の毒化の原因生物と言うこと

もあり良く研究されている。しかし，それ以

外は外洋性種であるため入手が困難なこと

から，ほとんど研究されておらず分子系統解

析は行われていない。また，ディノフィシス

目の外洋性種である Ornithocercus，

Histioneis，Parahistioneis，Citharistes

は横溝の前後に付属する翼片を極端に発達

さ せ ， そ の 空 間 に 単 細 胞 の 藍 藻 類

（Synecococcus や Synecocystis）を細胞外

共生体としているものが知られている。これ

まで，透過型電子顕微鏡観察によって，形態

学的に４タイプの藍藻類が共生しているこ

と，同一ホストに形態学的に異なる２タイプ

の藍藻類が共生していることが明らかにな

っている。しかし，培養が困難であることか

ら，この特徴的な共生現象を見せるグループ

について，ホストである渦鞭毛藻類の，さら

には細胞外共生体である藍藻類の分子系統

学的アプローチは未だ為されていない。 

 ディノフィシス目渦鞭毛藻類 6 属 32 種

（ Dinophysis 5 種，Ornithocercus 3 種，

Histioneis 2 種，Parahistioneis 1 種，

Amphisolenia 1 種，Triposolenia 1 種）の

SSU rDNA 配列と LSU rDNA 部分配列の決

定に成功した。系統解析の結果，ディノ

フィシス目の単系統性が示され，5 つのクレ

ード；(1: Amphisolenia，Triposolenia，(2: 

D. rotundata，D. rudgei，(3: D. schuetti，

D. fortii ， D. infundibulus ， 4: 

Ornithocercus spp.，5: Histioneis spp.，

Parahistioneis)))に分かれた。クレード 2

は Phalacroma の特徴を有しており，

Phalacroma は近年 Dinophysis のシノニムと

して扱われているが属としての独立性が示

された。 

 藍藻類を細胞外共生体として持つグルー

プは，その特異的な特徴から起源を共にする

と考えられてきたが，２つのクレード（４と

５）に分かれた。Ornithocercus の単系統性

は示されたが，Histioneisと Parahistioneis

が単系統群となり属の有用性についてはそ

れぞれの種数を増やしたさらなる解析が必

要である。また，共生藍藻の SSU rDNA 配列



の決定にも成功し解析したところ，ホストの

クレードと対応して 2つに分かれた。これら

の結果から，それぞれ異なる藍藻類を細胞外

共生体として独立に獲得したことが明らか

となった。さらに，種間について見てみると，

Ornithocercus３種（O. magnificus・12細胞，

O. steinii・6 細胞，O. thumi・4 細胞）で

は 18S rDNA 配列ではほとんど変異が無く種

の識別は行えなかったが，ITS 領域を用いた

系統解析の結果，3 種はそれぞれ単系統群と

なった。また，O. magnificus では，2 つの

クレードに分かれ、それぞれに形態的差異が

認められた。共生藍藻の 16S rDNA 配列の解

析の結果，今回得られたサンプルでは一つの

ホスト細胞のものからは単一の配列が得ら

れ，その系統樹の樹形はホストの樹形と一致

し て い た 。 ま た ， Histioneis と

Parahistioneis についても，ホストの 18S 

rDNA 配列に基づく系統樹と共生藍藻の 16S 

rDNA 配列に基づく系統樹の樹形は一致して

いた。これらのことから，ホストと共生藍藻

との種特異性が示され，それぞれが一度共生

藍藻を獲得した後に，ホストは共生藍藻と共

に種分化していることが明らかとなった。 

 本研究でのディノフィシス目内の属の分

岐順はこれまでの研究において形態を基

に考えられてきた進化の道筋とは大き

く異なり，ディノフィシス目渦鞭毛藻類の

形態進化は複雑であり，形態の変異は突発的

であり，我々の想像を超えるものであった。

また，装飾物が良く発達しており華美である

外洋性種から一度だけ装飾物のほとんどな

い沿岸性種（Dinophysis）が進化した。貧栄

養な外洋では，なるべく表層を漂うための装

飾物と共生藍藻を獲得することで生存し，富

栄養な沿岸域では装飾物と共生藍藻に依存

するのではなく，Dinophysisに良く見られる

クリプト藻類を捕食しその葉緑体を利用し

ている繊毛虫類を捕食しさらにその葉緑体

を利用するというクレプトクロロプラスト

を行うことで適応したと考えられる。渦鞭毛

藻類と共生藍藻の進化的関係の解明はこれ

まで行われていなかったが，本研究での一個

体一個体を丁寧に観察することによるホス

トの種同定と DNA 配列と，共生藍藻の DNA 配

列とを同時に入手することで初めて可能と

なった。 

 

（３）Ceratiumは，最も古い属の一つで 1793

年に設立されて以降，120 種以上が記載され，

さらに 80 以上ものシノニムとして扱うべき

か曖昧な種名や変種名が存在し，属内の分類

は混乱の中にあると言える。この属の種を特

徴づける主な分類形質は，細胞のサイズ，細

胞上方に伸びる前角と後方に伸びる２~３

本の後角の伸びる向きと長さ，鎧版表面の模

様の度合いである。しかし，前後角の向きや

長さには中間的と考えられる個体が多数存

在し，その形質の差異は連続的であると言え

る。そのため，それぞれの形態が種として扱

われることや，種内の季節的な形態変異と見

なされることがあり，種レベルでの分類が混

乱している。また，Ceratiumは４つの亜属に

分けられている。しかし，これまで７種のリ

ボゾーマル DNA配列が決定されているのみで

あり，属内の分類体系を見直すには不十分で

ある。本研究では，できるだけ多くの種・個

体について形態観察を行い，単細胞 PCR 法を

用いて DNA 配列を決定することによって，

Ceratium の種レベルでの分類学的問題の解

決，属内分類体系の再評価と再構築を行い，

形態の進化についての考察を行う。さらに，

研究代表者のこれまでの研究において淡水

産 Ceratium３種のリボゾーマルDNA配列を決

定しているので，そのデータも含めて解析す

ることにより，海産種と淡水産種との系統関

係を明らかにし，本属の淡水への移入につい

ても考察する。 

 Ceratiumについての系統解析の結果は，現
在設立されている4つの亜属（Ceratium亜属，
Amphiceratium亜属，Archaeceratium亜属，
Tripoceratium亜属）を初めて支持した。ま
た，Tripoceratium亜属においては後角の長
さは個体変異が多く，後角の伸びる向きが種
を識別するのに重要であることが明らかと
なった。Ceratiumの淡水への移入は一度であ
ることも示された。 
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