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研究成果の概要（和文）：ディクチオカ藻Pseudochattonella verruculosaは、高緯度海域や冬季などの低温環
境でも赤潮を形成し漁業被害をもたらしている。本研究では、本藻の葉緑体ゲノムDNAについて部分塩基配列を
決定した。本ゲノムDNAを標的とした定量PCRを行い、天然環境中の本藻を特異的に検出、定量化する手法を確立
した。また、光合成関連遺伝子の逆転写定量PCRおよび網羅的トランスクリプトーム解析により、生活環各段階
での遺伝子発現パターンを比較した。その結果、休眠期と推察される細胞集塊形成期には基本的な代謝機能が抑
制される一方、分子シャペロンや光合成関連遺伝子の発現は促進された。

研究成果の概要（英文）：A psychrotrophic dictyochophyte Pseudochattonella verruculosa is known as a 
causative agent of red tides in high latitude or winter marine waters. In this study, a method was 
developed to specifically quantify the microalga with a quantitative PCR (qPCR) targeting the 
plastid genome DNA after determining its partial nucleotide sequences. Then, comprehensive 
transcriptome analyses as well as photosynthesis-related gene-targeting qPCR were done to clarify 
gene expression profiles at different stages in the microalgal cell cycle. The results showed that 
basal metabolic activities were reduced at a possibly resting, cell aggregate-forming stage, while 
expression of molecular chaperon- and photosynthesis-related genes were induced. These findings will
 contribute to developing a method to predict red tides at an initial stage of their outbreaks as 
well as to prevent microalgal blooming by controlling production and release of unicellular, 
swimming vegetative cells from the cell aggregates.

研究分野： 水圏環境微生物学

キーワード： 好低温性赤潮　生活環　休眠期　定量PCR　トランスクリプトーム　遺伝子発現　赤潮予測

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
P. verruculosaは、サケ養殖などが盛んな海外の養殖漁場で甚大な赤潮被害をもたらしているほか、近年我が国
でもブルームの形成、それに伴う漁業被害が報告されるようになった。しかしながら、その生理生態や生活環な
ど不明な点が多い。本研究では、遺伝子レベルでの本藻特異的な検出・定量化法を確立し、生活環各段階に特有
の遺伝子発現パターンを明らかにした。これらの知見は、細胞レベル、遺伝子レベルでの生活環や生理生態の解
明に繋がる。さらには、赤潮予測技術の開発やシード・ポピュレーションとして機能する休眠期細胞の制御によ
る赤潮防除法の確立にも資すると期待される。

※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 
赤潮原因藻類の一種、ディクチオカ藻 Pseudochattonella verruculosa は、北欧や南米のサケ

類養殖漁場で大規模な赤潮を形成し、甚大な漁業被害をもたらしている（Lu & Goebel, 2000; 
Aure et al., 2000; Edvardsen et al., 2007; Riisberg & Edvardsen, 2008; Jakobsen et al., 2012; 
Clement et al., 2016; Eckford-Soper & Daugbjerg, 2016; Hernández et al., 2016; León-
Muñoz et al., 2018）。我が国でも、瀬戸内海や鹿児島県海域での赤潮出現および漁業被害の事
例が報告されている（Yamamoto & Tanaka, 1990; Baba et al., 1995; Kawaguchi et al.; 2007; 
Honda & Yoshimatsu, 2009; Orita et al., 2012）。本藻は低水温かつ低照度環境下でも高い生育
を示し（Honda & Yoshimatsu, 2009）、冬季にもブルームの形成が見られる。従って、本藻赤潮
に対しては冬季も含めた周年のモニタリングが必要となる。しかしながら、本藻の生理生態や生
活環については依然不明な点が多い。今後、鹿児島県海域への定着、さらには九州海域、西日本
海域への生息域拡大が危惧される中、天然環境での本藻の動態解明は赤潮防除の観点から重要
である。 
赤潮原因藻類の多くは、ブルーム崩壊時に非運動性の休眠細胞（休眠シスト）を形成する（Imai 

& Yamaguchi, 2012）。シストは底泥中で越冬しながら成熟する。春季に環境条件が至適化する
と、シストは発芽してふたたび増殖し、ブルームの形成に至る。このように、休眠シストは、次
期ブルームのシード・ポピュレーションとしての機能を担っている。従って、休眠シストにおけ
る休眠状態の打破とそれに続く発芽の過程の把握が赤潮発生予察の糸口となりうる。一方、P. 
verruculosa は、培養条件下複雑な生活環を示し、その細胞形態も多様である（Chang et al., 
2014）。単細胞性かつ遊泳性の栄養細胞は配偶子として機能し、融合して接合体を形成する。接
合体は、細胞核分裂、細胞分裂を経て非遊泳性の細胞集塊を形成する。細胞集塊表層には栄養細
胞が形成され、その栄養細胞が細胞集塊から離脱することにより生活環が完結する。本藻では、
細胞集塊形成期が休眠シストに相当すると推察される。天然環境においても細胞集塊が形成さ
れるのであれば、その動態把握は本藻による赤潮形成メカニズムの解明、ひいては赤潮予察技術
の確立につながると期待される。 

２．研究の目的 
本研究では、P. verruculosa を原因種とする赤潮の防除と漁業被害の軽減を目的として、以下

の事項に取り組んだ。1) リアルタイム定量 PCR（qPCR）を用いた P. verruculosa 定量法の確
立、2) 培養条件下での P. verruculosa 生活環完結のための培養法の検討、特に本藻共存細菌と
生活環との関連性、3) P. verruculosa の生活環、特に休眠期と推察される細胞集塊からブルーム
形成の端緒となる栄養細胞が形成され遊離するまでの各過程の分子指標の確立。以上の取り組
みで得た成果は、赤潮発生海域での赤潮原因種のモニタリングの迅速化や自動化、赤潮発生の早
期検出、当該海域での赤潮出現可能性の評価およびそれに基づく赤潮発生予察に資すると考え
る。 

３．研究の方法 

(1) リアルタイム定量 PCR 法による Pseudochattonella verruculosa 定量化法の確立 
鹿児島県山川湾より分離されたP. verruculosa Yam14-01株について、その葉緑体ゲノムDNA

上にコードされている光化学系 II D1 タンパク質遺伝子 psbA とリブロース二リン酸カルボキシ
ラーゼ大サブユニット遺伝子 rbcL の間の領域および rbcL と 16S リボソーム RNA 遺伝子（16S 
rDNA）の間の領域を PCR 増幅し、その塩基配列を決定した。得られた塩基配列について、オ
ープンリーディングフレーム（ORF）とその遺伝子機能、トランスファーRNA 遺伝子のコード
領域を推定した。また、得られた葉緑体ゲノム DNA 上に本藻特異的な qPCR 用プライマーを設
計した。 
既知細胞数の P. verruculosa Yam14-01 株を添加した天然海水および天然海底泥より環境

DNA を調製し、これらを検量線作成用の標準 DNA として qPCR を行った。qPCR に際しては、
DNA 前増幅用試薬キット SSoAdvanced PreAmp Supermix（Bio-Rad）を用い、鋳型 DNA 前
増幅の効果を検討した。 

(2) Pseudochattonella verruculosa 共存細菌の分離、同定とその増殖 

①共存細菌の分離、同定 
P. verruculosa NIES-670 株および NIES-850 株の継代培養液中に共存する細菌を Zobell 

2216 寒天平板培地にて分離した。得られた細菌分離株から 16S rDNA を PCR 増幅し、その塩
基配列を決定した。塩基配列は相同性検索 BLAST に供し、高い同一性を示す細菌種を検索し
た。 

②Pseudochattonella verruculosa およびその共存細菌の増殖 
ダイゴ IMK 培地（日水製薬）中、P. verruculosa NIES-850 株を 20˚C、12L:12D の明暗条件



下培養し、経時的にその培養液を採取した。P. verruculosa の増殖は、培養液中の光合成色素量
にて相対評価した。遠心分離により集藻した藻類細胞に 99.5%エタノールを加えて細胞を破砕
し、光合成色素抽出液を得た。クロロフィルに由来する吸収極大波長 440 nm と 660 nm での吸
光度を分光光度計にて測定した。P. verruculosa 培養液中の細菌数は、平板塗抹法により計数し
た。培養液を Zobell 2216 寒天培地に塗抹し、24˚C にて 2 日間培養した。得られたコロニー数
に基づき培養液中の細菌細胞密度を得た。 

P. verruculosa 培養液から分離された共存細菌株 PvN8L1 について、培養液中での細菌数の
推移を qPCR により相対的に評価した。経時的に採取した P. verruculosa NIES-850 株培養液
を遠心分離に供し、藻類および細菌細胞を沈殿画分として回収した。得られた沈殿画分より環境
DNA を調製し、qPCR の鋳型 DNA とした。PvN8L1 株は Thalassospira lucentensis ときわめ
て高い近縁性を示した。そこで、GenBank DNA データベースに登録されている T. lucentensis
全ゲノム塩基配列（アクセッション番号CP136684.1）を参照し、リボソームRNA遺伝子（rDNA）
クラスターの遺伝子間転写領域（ITS）上に PvN8L1 特異的 qPCR 用プライマーを設計した。P. 
verruculosa 特異的プライマーセットとともに qPCR を行い、PvN8L1 株および NIES-850 株
の DNA 量を定量化した。なお、定量化に際しては、PvN8L1 株および NIES-850 株より得た全
DNA の希釈系列により検量線を作成した。 

(3) Pseudochattonella verruculosa の生活環と遺伝子発現パターンの比較 

①逆転写定量 PCR による psbA 発現量の定量化 
ダイゴ IMK 培地中、P. verruculosa NIES-850 株を 20˚C、12L:12D の明暗条件下培養した。

経時的に培養液を採取し、遠心分離にて藻類細胞を回収した。得られた本藻細胞から全 RNA を
抽出精製した。P. verruculosa 葉緑体ゲノム DNA にコードされている psbA 遺伝子上にプライ
マーを設計し、本藻全 RNA を鋳型として逆転写定量 PCR（RT-qPCR）を行った。psbA 発現量
は検量線を用いた相対定量法（PCR 効率補正モデル）にて定量化し、その際のリファレンス遺
伝子として 18S rDNA または 28S リボソーム RNA 遺伝子（28S rDNA）を用いた。 

②Pseudochattonella verruculosa の網羅的トランスクリプトーム解析 
ダイゴ IMK 培地にて培養した P. verruculosa NIES-670 株について、その単細胞性遊泳細胞

期および細胞集塊形成期にある藻類細胞を遠心分離にて回収し、全 RNA を調製した。得られた
全 RNA は株式会社生物技研に委託し RNA-Seq 解析に
供した。de novo transcriptome assembly により得られ
た塩基配列（リード）から遺伝子カタログ（コンティグ）
を得た。その遺伝子カタログを Diamond（Buchfink et 
al., 2014）による相同性解析に供し、遺伝子の注釈付け
（アノテーション）を行った。 

４．研究成果 

(1) リアルタイム定量PCR法によるPseudochattonella 
verruculosa 定量化法の確立 

P. verruculosa 葉緑体ゲノム DNA 上の psbA-rbcL お
よび rbcL-16S rDNA の各領域について、それぞれ
15,048 bp、24,619 bp の塩基配列を決定し、コードされ
ている遺伝子の機能についてアノテーションを行った。
その結果は Yoshikawa et al.（2024）に示す。 
得られた葉緑体ゲノム DNA の部分塩基配列とその遺

伝子マップに基づき、遺伝子間領域に本藻特異的な
qPCR 用プライマーセットを設計した。細胞数既知の P. 
verruculosa を添加した天然海水および天然海底泥の環
境 DNA を鋳型に qPCR を行い検量線を作成した。その
結果、P. verruculosa 細胞数と Ct 値の間に高い相関が
見られ（図 1-1）、天然試料中の本藻の定量化が可能であ
ることが示された。また、鋳型 DNA の前増幅により Ct
値が 6 ないし 7 程度減少し、かつ定量性も維持された
（図 1-2）。従って、前増幅は検出感度の向上に有効と思
われる。本 qPCR の結果から、細胞あたりの DNA 含量
は 0.180〜0.267 pg cell–1 と見積もられた。この値を用
いれば、本藻 DNA の希釈系列にて qPCR 検量線を作成
し、得られた定量値から細胞数を算出することも可能と
なる。 

(2) Pseudochattonella verruculosa 共存細菌の分離、同
定とその増殖 
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図 1-1. qPCR により得た環境 DNA の
検量線. A, 天然海水; B, 天然海底泥. 

図 1-2. qPCR に際しての前増幅処理の
効果. 



P. verruculosa の培養液中に共存する細菌を分離し、16S rDNA
塩基配列に基づく相同性検索を行った結果、NIES-670 株の共存
細菌は Seohaeicola 属に、NIES-850 株のそれは Thalassospira
属や Alloalcanivorax 属に属することが示された。 

Seohaeicola 属は、好気性光合成細菌 Roseobacteria 科に属す
る。好気性光合成細菌は、ビタミン類を供給するなど赤潮原因藻
類との栄養共生関係が報告されており（Lafay et al., 1995; Prokic 
et al., 1998）、赤潮ブルームの形成や維持に何らかの役割を担っ
ていると考えられている（Schafer et al., 2002; Rooney-Varga et 
al., 2005; Sala et al., 2005; Garcés et al., 2007）。一方、NIES-
850 共存細菌が類縁性を示した Alloalcanivorax dieselolei や
Alloalcanivorax xenomutans は石油分解細菌として知られ、アルカンやディーゼル油などの分
解能、利用能を持つ（Liu & Shao, 2005; Rahul et al., 2014）。また、Thalassospira permensis
はナフタレン分解細菌が生成する二次代謝産物（ナフタレン分解産物）を資化している
（Plotnikova et al., 2011）。特に、Alloalcanivorax 属（Alcanivorax 属）は、清浄な海洋環境で
はほとんど検出されず、石油汚染発生時にのみその汚染環境特異的に出現するとされている
（Yakimov et al, 2007）。そのような細菌群の赤潮原因藻類種との共存は、培養環境での藻類細
胞の分解とその成分の資化、さらには天然環境でのブルーム崩壊との関連性を示唆させる。 

P. verruculosa NIES-850 培養液中での本藻および共存細菌の増殖の推移を、それぞれ光合成
色素量および平板塗抹法により調べた。その結果、P. verruculosa は培養開始から 15 日で最大
値を示した後、19 日目以降に死滅期へと移行した（図 2-1A）。一方、共存細菌は、P. verruculosa
が死滅期に入った段階でその数を増加させた（図 2-1A）。この増殖の様子は qPCR でも確認さ
れた（図 2-1B）。共存細菌の増加に伴う P. verruculosa 減少の様子から、共存細菌は P. 
verruculosa の増殖後期に藻類細胞を分解、溶藻し、その成分を資化していることが示唆される。
実際に、培養後期に形成された本藻の細胞集塊が、単細胞性遊泳細胞（栄養細胞）を形成するこ
となく溶藻する様子が観察される。以上の結果から、細胞集塊以降の生活環を完結させるために
は共存細菌の制御が重要と思われる。 

(3) Pseudochattonella verruculosa の生活環と遺伝子発現パターンの比較 
光化学系 II 複合体は、光合成における水分子分解の役割を担っている。その複合体を構成す

るコアタンパク質サブユニットの一種、D1 タンパク質は、葉緑体ゲノム DNA 上の psbA 遺伝
子にコードされている。psbA の発現は光合成活性と密接に関連しており、光合成活性を測る指
標となりうる。そこで、P. verruculosa の生活環各段階での psbA 発現量（mRNA 量）を RT-
qPCR により評価した。psbA の発現量は、培養日数ごとに多少の増減が認められるものの、明
確な増殖段階、生活環段階との関連性は認められなかった（図 3-1）。従って、光合成活性が生活
環によって制御される可能性は低いと思われる。 
単細胞性遊泳細胞期および細胞集塊形成期にある P. verruculosa NIES-850 の RNA-Seq 解析

の結果、計 15 万 3230 個のコンティグからなる遺伝子カタログを得た。そのうち各期の間で有
意な発現量の差を示したコンティグは 6 万 3208 個であった。発現量の有意差の指標となる q 値
（false discovery rate, FDR）に基づき、最も発現量が異なると判断される上位 100 コンティグ
について遺伝子アノテーションを行った。その結果、電子伝達系、細胞分裂、タンパク生合成な
ど、エネルギー代謝や生合成といった基本的な代謝機能が細胞集塊形成期に抑制された。このこ
とは、細胞集塊が一種の休眠状態にあることを示唆している。一方、分子シャペロンや光合成関
連遺伝子の発現が細胞集塊形成期に促進された。細胞集塊は対数増殖期後期から定常期にかけ
て形成されることから、培養環境中ストレスが負荷された状態にあると思われる。このことが分
子シャペロンの発現促進に関連していると考えられる。また、前述のとおり、細胞集塊は一種の
休眠状態にあると推察されるが、細胞集塊形成期後期には、栄養細胞である単細胞性遊泳細胞を
形成する。栄養細胞の形成とその後の増殖に備えて、あらかじめ光合成機能を回復させる必要が
ある。その回復の一過程として、光合成関連遺伝子発現が促進されたものと考えられる。 
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P. verruculosa が形成する細胞集塊が、他の赤潮原因藻類の休眠シストで指摘されているシー
ド・ポピュレーションとして機能するのであれば、次期ブルーム形成は細胞集塊内での単細胞性
遊泳細胞の形成、遊離に端を発すると言える。従って、遊泳細胞形成時に誘導されると思われる
鞭毛の形成、その形成に関与する鞭毛関連タンパク質遺伝子は、赤潮ブルーム形成の分子指標と
して期待される。しかしながら、本トランスクリプトーム解析では、キネシンで細胞集塊形成期
の高い発現を認めたものの、ダイニンなどその他の鞭毛関連タンパク質遺伝子の発現には各期
の間での有意な差異が認められなかった。 
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