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研究成果の概要（和文）：単細胞窒素固定ラン藻を生息海域で検出するための細胞免疫学的手法

を開発した。開発した手法を用いて，黒潮海域の 3 地点（愛媛県沖，宮城県沖，台湾沖）から

海水を採取し，単細胞窒素固定ラン藻の検出を行った。また，試料中 DNA を鋳型に窒素固定

酵素・16SrRNA 遺伝子を PCR 増幅・塩基配列決定し，遺伝子由来生物の検索を行った。開発

した手法による窒素固定単細胞ラン藻の検出が可能であった。採取地点のうち愛媛県沖・宮城

県沖の海水からは細胞免疫学的手法・DNA 解析いずれの方法でも単細胞窒素固定ラン藻はほと

んど検出されなかった。一方，台湾沖黒潮上流海域の試料からは海水 1 リットルあたり 0.5～1.5
×103細胞の単細胞窒素固定ラン藻が検出された。愛媛県沖・台湾沖試料から，単細胞窒素固定

ラン藻の分離株をそれぞれ 1 株ずつ（UWA1，TW3）作成した。両者は，形態的特徴と 16S rRNA，

窒素固定酵素遺伝子部分塩基配列から，Gloeothece 属（UWA1)と Cyanothece 属（TW3)と同定

された。 
 
研究成果の概要（英文）：Immunocytochemical methods that is applicable for detection of unicellular 
diazotrophic cyanobacteria in sea waters have been developed. Using developed methods, unicellular 
diazotrophic cyanobacteria were detected in sea waters collected from Kuroshio waters (off Ehime 
Prefecture, off Miyagi prefecture and off from South Taiwan). Detection of unicellular diazotrophic 
cyanobacteria was also tried using DNA-amplification of nitrogenase and 16SrRNA genes. Few 
diazotrophic unicellular cyanobacteria were detected by both immunocytochemical and DNA-based 
methods in waters from off Ehime and Miyagi. Unicellular diazotrophic cyanobacteria was abundant in 
waters from off Taiwan: cell densities were 0.5 to 1.5×103/L. Two diazotrophic cyanobacteria were 
successfully isolated from off Ehime (UWA1) and Taiwan (TW3). They were identified as Gloeothece 
spp. (UWA1) and Cyanothece spp. (TW3) from the partial sequences of 16S rRNA and nitrogenase 
(nifH) genes and their morphology. 
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 海洋の外洋にまで広く分布する植物プ
ランクトンは、一次生産者として海洋生物生
産に重要な役割を果たすだけでなく、地球温
暖化をもたらす炭酸ガスを光合成により固
定し海底の貯留へ輸送するフラックス機能
をも持つ．植物プランクトンが光合成能を最
大に発揮するためには、光に加えて様々な栄
養塩、特に無機窒素の供給が不可欠である．
しかし、海洋真光層（光合成に利用可能な光
が届く層で植物プランクトンが生息可能な
層）の多くでは、無機態窒素は常に消失が供
給を上回る（Karl et al., 2002 他）．従って、窒
素固定（窒素ガスをアンモニアに還元する生
物反応）能力を持つ生物、特に窒素固定ラン
藻が、海洋における一次生産と二酸化炭素の
貯留への移動の鍵を握る生物として注目さ
れ、その動態解析が期待されている．熱帯・
亜熱帯表層に大発生する窒素固定ラン藻ト
リコデスミウムに加え、近年単細胞性の窒素
固定ラン藻の海洋窒素循環への大きな寄与
が、外洋海水から回収した DNA を鋳型に行
った窒素固定酵素をコードする遺伝子の
PCR 増幅産物解析、単細胞ラン藻を含む粒子
分画の窒素固定活性測定結果などから、北大
西洋、南太平洋、アラビア海などで予測され
ている（Zehr et al.ら他）．しかし、単細胞性
ラン藻の窒素固定細胞と非窒素固定細胞は
形態的区別が不可能であること、窒素固定酵
素遺伝子を持ちながら好気条件では窒素固
定活性を発現することができない単細胞ラ
ン藻種の存在は広く知られており，窒素固定
酵素遺伝子保有イコール窒素固定では必ず
しもない。しかし窒素固定を行っている単細
胞ラン藻の直接検出は行われていなかった。 
 (2) 窒素を固定した細胞を直接検出する
方法は，放射性同位体が利用できないため，
（注 最近窒素安定同位体 15N をμmレベルの
解像度で検出可能な質量分析系が開発され
た，米国の Capone の研究グループで測定が
報告されている，Finzi-Har ,2009）炭酸ガス取
り込みで用いられてきたようなオートラデ
ィオグラフィー法の適用が不可能である。一
方ラン藻において，ガス態窒素をアンモニア
に変換する酵素（窒素固定酵素）は，窒素固
定に先立ち発現が誘導され非窒素固定条件
では消滅するタン白質なので，窒素固定酵素
発現細胞を，窒素固定細胞と見なすことで，
窒素固定単細胞の検出が可能と考えた。 
 (3) 本研究開始までに，我々はニトロゲナ
ーゼを構成する 3 つのサブユニットに対する
抗体を，海産糸状態窒素固定ラン藻トリコデ
スミウムの同タンパク質遺伝子を大腸菌に
組み込んで大量発現させることに成功，大量
発現タンパク質に対して作成された抗体を
用いて，トリコデスミウムの窒素固定酵素発

現を細胞レベルで検出する方法の開発に成
功していた。また，モデル実験系に利用可能
な，海産単細胞窒素固定ラン藻の分離株を保
持していた。 
 
２．研究の目的 
 日本近海の生物生産に大きな影響力のあ
る黒潮海域への無機態窒素導入における単
細胞窒素固定ラン藻の寄与を知ることを最
終目的として，以下の目的を設定した。 
(1) フィールド試料に利用可能な方法を，窒
素固定ラン藻培養株をモデル系に用い，抗原
性の長期保持可能かつ簡便な試料固定・保存
法，感度の良い検出法の検討を行う。 
(2) (1)で開発した方法を黒潮海域から得た
試料に適用し，単細胞窒素固定ラン藻の検出
を試みる。また，試料採取を行った海域の単
細胞ラン藻の存在を 16SrRNA・窒素固定酵素
遺伝子塩基配列から調べる。 
 (3) 黒潮海域から窒素固定単細胞ラン藻の
分離株作成を試み，その形状・系統・生理特
性を明らかにする。 
(4) (1)～(3）の結果を統合して，黒潮海域に
おける単細胞窒素固定ラン藻の窒素循環に
おける役割を考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル培養系を用いたフィールド試料
に適用可能な細胞免疫学的検出法の開発： 
本実験には，シンガポール沿岸から分離した
単細胞窒素固定ラン藻（発表論文リスト⑦）
および窒素固定糸状態ラン藻トリコデスミ
ウム(Ohki & Fujita, 1982) を用いた。細胞は，
窒素源を含まない人工合成培地(改変
AQUIL,Ohki et al. 1986)を用い明暗周期（12
時間/12 時間）で培養し，対数増殖期の細胞
を遠心により集めた。固定剤・保存法・固定
時間・検出法（細胞膜透過化処理剤・ブロッ
キング剤･抗体の濃度・処理時間）の検討を
行った。抗体反応の検出には，蛍光物質を標
識した二次抗体(Alexa488, Molecular Probe 社
製）を用いた蛍光法と，ペルオキシダーゼ標
識二次抗体（Bio Rad 社製）を用いて，過酸
化水素存在下で酸化 Diaminobenzidine を形成
させる発色法を用いた。 
 反応の検出は，落射蛍光装置を備えた蛍光
顕微鏡（BX51,オリンパス）を用いて行った。 
(2)フィールド試料を用いた単細胞窒素固定
ラン藻検出： 
①海水の採取は，愛媛県南宇和島郡愛南町内
海湾において，急潮現象で黒潮が流入してい
る時期のクロロフィル濃度最大水深とその
上下 1m（2008 年 8 月 26 日，北緯 33 度 04 分･
東経 132 度 46 分，水深 9，10，11m，北緯 33
度 02 分･東経 132 度 45 分，水深 10,11,12m，
2009 年 9 月 同地点，水深 15ｍ，30ｍ），宮



城県沖黒潮下流域（2009 年 5 月，北緯 37 度
02 分･東経 149 度 14 分，水深 10,30,50m），台
湾南東部黒潮上流域（東経 121 度 23 分，北
緯 21 度 55 分，2008 年 4 月 14~26 日，水深
5,50,95m）で行った。海水中の粒子は，径 100
μm 以上の分画を除去した後，口径 0.2μm
のポリカーボネートフィルター上に吸引濾
過法で捕集した。粒子を捕集したフィルター
は，-85°C で凍結保存（DNA 解析用）または
エタノールに浸漬して-30°C で保存（窒素固
定酵素検出用）した。また採取した海水約
10ml は，グルタールアルデヒド（終濃度 1％）
を加え，4°C で保存し，細胞計数に供した。 
 単細胞窒素固定ラン藻は，(1)で開発した発
色法を用いて検出し，窒素固定酵素発現細胞
を光学顕微鏡下で計数した。 
②窒素固定遺伝子を用いた単細胞窒素固定
ラン藻検出と同定 
 愛媛県および宮城沖で採取した試料から
抽出した DNA を鋳型に用い，16SrRNA 遺伝
子および窒素固定酵素鉄タン白質遺伝子
（nifH）保存領域中に設定されたプライマー
を用い目的領域を増幅，得られた PCR 産物の
塩基配列決定を行い，BLAST による既知遺伝
子との相同性検索を行った。また，97％以上
の相同性を持つ塩基配列同志を一つのグル
ープとして，グループ化し，それぞれの OUT
からランダムに選んだクローンの塩基配列
に基づいて，近隣結合系統樹を作成した。 
(3)窒素固定ラン藻分離株作成と性状解析。 
 既報（発表論文リスト①）の方法を用いて，
海水から単細胞窒素固定ラン藻を分離した。
得られた株の形態は光学顕微鏡・透過型電子
顕微鏡（TEM)を用いて観察した。TEM 観察
用試料作成は，Ohki & Fujita(1996)に従い行っ
た。分離株の窒素固定活性は，15N 標識した
窒素ガス取り込み（Chen et al. 2008)により測
定した。 
４．研究成果 
(1）モデル系を用いたフィールド試料に適用
可能な検出法の開発 
①細胞の捕集と固定：ラン藻細胞の捕集には
遠心機を用いることが多いが，フィールドで
は，野外や船上での作業が予測されることか
ら，ポリカーボネートメンブランを用いて捕
集したものを用いた。固定法は，フィルター
ごとエタノールに浸漬することで，-30°C に
置くことで，少なくとも 6 ヶ月は抗原性を保
持できることが明らかとなった。エタノール
中での保存は，エタノール液中にフィルター
を浸漬する方法またはエタノールを含んだ
濾紙上に保持することが可能であった。前者
は長期間の保持に適する一方，フィルター上
の粒子がエタノール中に 10～30％前後脱落
した。後者はコンパクトかつ輸送に適してい
たが，長期保存では乾燥する危険性があった。 
②検出法：フィルターを浸漬したエタノール

からは細胞分画を遠心で集める必要があっ
た。一方フィルター上で保存した細胞はその
まま各試薬を含んだ濾紙上に置くことで，検
出に供することが可能であった。最も良好な
反応が得られた条件のフローチャートを図 1
に示した。 

 蛍光色素標識抗体を用いた検（蛍光法）は，
鮮明な反応が得られた（図 2b）。しかし，検
出に用いた蛍光色素(Alexa488）は，一部のラ
ン藻が持つ光合成色素タン白質（フィコエリ
トリン）の吸収・蛍光発色帯と類似しており，

一次抗体反応

透過処理とブロッキング

メンブランフィルター捕集

エタノール中で保存（ ℃）-30

　二次抗体反応

羊正常血清 15%
DMSO 10% （ ℃　 ）4 12h

25℃　4h

25℃、30min

（洗浄）

 
図 1 細胞免疫学的手法による窒素固定酵素

検出フローチャート 

図 2 蛍光法による窒素固定酵素の検出 
窒素固定酵素発現細胞(a)，(b)と非発現細胞(b) 
(a)，(c)は自家蛍光，(b)，(d)は標識色素蛍光 
細胞は，単細胞窒素固定ラン藻 Gloeothece sp. 68DG 株

図 3 発色法による窒素固定酵素の検出 
(a) 非発現細胞，(b)発現細胞 
細胞は，単細胞窒素固定ラン藻 Gloeothece sp. 68DG 株 



フィコエリトリンを多量の含む細胞ではフ
ィコエリトリン由来の自家蛍光に妨害され，
検出は困難であった。発色法は，感度は蛍光
法より劣るものの，フィコエリトリンを多量
に持つ細胞でも反応が検出可能であること
を確認した（図 3b）。 
(2)窒素固定単細胞ラン藻の検出 
①愛媛県宇和郡愛南町内海の試料 
 2008年 8月に愛媛県からの採水試料中の単
細胞ラン藻計数結果は，窒素固定酵素を持つ
種が知られていない細胞径が 2μm 以下の
Synechococcus，Prochrolococcus に属するピコ
シアノバクテリアが 95％以上を占め，窒素固
定ラン藻を含む可能性のある細胞径が 3μm
以上のラン藻は，1 リットルあたり，0.2～1.3
×103細胞であった。 2009 年の試料でも同様
の結果が得られた（データは示さない）。窒
素固定細胞は，発色法で小数ではあるが検出
された。図 4 には，発色法で検出された単細
胞窒素固定ラン藻を示した。 

 この結果は，現場から採取した粒子分画か
らら抽出した DNA の遺伝子解析結果でも示
された。窒素固定酵素遺伝子 PCR 増幅産物の
塩基配列を相同性検索した結果，大部分が糸
状体を形成する Katagimene 属窒素固定ラン
藻であった。一方 16SrRNA 遺伝子の塩基配
列を用いた相同性検索では，その大部分が，
Synechococcus 属ラン藻であることが示され
た。図 5 に，窒素固定酵素遺伝子の塩基配列
をもとに作成した分子系統樹を示した。 
②宮城県沖の試料： 
 窒素固定単細胞ラン藻を含むと考えられ
る細胞径 3μm 以上の単細胞ラン藻はほとん
ど検出されなかった。また，現場 DNA を鋳
型とした窒素固定酵素の PCR 増幅産物は全
く得られなかった。 
③台湾沖の試料： 
 細胞免疫学的手法を用いて，単細胞窒素固
定ラン藻が検出された。細胞数は，深度 5，
50，95ｍで，海水 1 リットルあたり 522，638，
1567 細胞であった。 
(3)窒素固定単細胞ラン藻の分離と特性 
 愛媛県沖の 2008 年試料および台湾沖試料
から，それぞれ 1 株の単細胞窒素固定ラン藻
が分離された。図 6,7 に，それぞれの光学顕
微鏡・TEM 像を示した。愛媛県から分離され
た株（UWA1）は，細胞の形態および 16Sｒ
RNA，窒素固定酵素遺伝子の塩基配列データ
から，Gloeothece 属窒素固定ラン藻に近縁で
あると考えられた。一方から分離された株
（TW3)は，同様の手法を用いて，Cyanothece
属窒素固定ラン藻と同定された。 

 

 

図 4 海水中の単細胞ラン藻の窒素固定細胞検出 
愛媛県沖黒潮海水の試料を用い，窒素固定酵素は，

発色法により検出した。

図 6 愛媛県沖黒潮海水から分離された単細胞窒

素固定ラン藻 (Gloeothece sp. UWA1)。(a)光学顕

微鏡像，(b)透過電子顕微鏡像。 

図 7 台湾沖黒潮水から分離された単細胞窒素固

定ラン藻(Cyanothece sp. TW3). (a)光学顕微鏡像，

(b)透過型電子顕微鏡像。

図 5 窒素固定酵素（nifH)塩基配列に基づいた近

隣結合系統樹。A～F のアルファベットは，OUT
名で，各 OUT からランダムに選んだクローン 1 つ

を用いた。図中の UWA-01～11 は，2008 年以前に

既に得ていた結果を示した。ブートストラップ値

は，50 以上の値のみを示した。 



 TW3 株を用いて，生育特性と窒素固定活性
測定を行った。TW3 株を異なった光強度（30
～300μmol･m-2･sec-1），温度（25～36℃），塩
濃度（28.5～34.5‰）のもとで培養を行い，
生育速度を調べた。その結果本株の至適生育
条件は，光強度140μmol･m-2･sec-1，温度30℃，
塩濃度 30‰で，至適条件における最大生育速
度は，0.85（ｄ-1），倍加時間は，19.7 時間で
あった。 
 至適培養条件における窒素固定活性を図 8
に示した。窒素固定酵素活性は，暗期開始後
増加し，6 時間後に最大活性（1.37×0.11×
10-15molN･cell-1･h-1)となった後減少し，明期
には最大活性の 1％程度の活性しか検出され
なかった。本株の窒素固定活性の周期変動は，
他の単細胞ラン藻で報告されているように，
窒素感受性の高い窒素固定酵素を明期に行
われる光合成により生じる酸素から保護し
ているものと考えられた。 

(4) 黒潮海域における単細胞窒素固定ラン
藻の役割： 
 本研究では，広大な黒潮海域のごく一部で，
しかも限られた期間のみの調査にとどまっ
たため，この結果を全黒潮海域に敷衍するこ
とは不可能である。 
 しかし，得られた結果からは，黒潮海域で
も，場所（とおそらく季節）によって単細胞
窒素固ラン藻が窒素導入に果たす役割は大
きく異なると考えられた。単細胞窒素固定ラ
ン藻が有意に検出された台湾近傍の黒潮上
流域では，観察された細胞径 3μm 以上の窒
素固定ラン藻が，TW3 同等の窒素固定活性を
持つとして，生息場所の物理化学データをも
とに試算した単細胞窒素固定ラン藻による
窒素固定への寄与は，3.110-7molN･m-2･d-1と
見積もられた。一方，愛媛県内海に流入した
黒潮海水中では，2008，2009 年夏季ともに単
細胞窒素固定ラン藻の窒素固定への寄与は
ほとんどなかったと考えられた。同海域では，

2007～2009 年夏季には，糸状体ラン藻トリコ
デスミウムが大量に発生し，それらの細胞の
80％以上から，窒素固定酵素が検出された
（発表論文リスト③）こと，さらに遺伝子解
析からも糸状体窒素固定ラン藻の生息が示
された（図 4）ことから，この海域の夏季に
おける主要窒素固定ラン藻は，単細胞種では
なく，糸状体ラン藻である可能性が考えられ
た。 
 単細胞窒素固定の生息が確認された海域
は少なかったものの，現場海域における単細
胞窒素固定ラン藻の存在量を，直接可視化・
定量した点が本研究の新しい点であると考
える。発色による窒素固定細胞検出法につい
ては，細胞径が>3μm という単細胞窒素固定
ラン藻の検出には問題なく適用可能であっ
た。しかし，遺伝子解析結果（図 5）は，調
査海域には窒素固定ラン藻以外の微小な窒
素固定細菌の生息を示している。しかし，海
水中には大量に微小懸濁物が存在しており，
細胞径の小さな窒素固定細菌を本法で検出
することは非常に困難と考えられた。目的に
応じて蛍光検出法を併用することも必要で
あろう。また，ラン藻の光合成色素の自家蛍
光より長波長に持つプローブ（Alexa800, 
Molecular Probe 社）が発売され，予備的では
あるが長波長側(>700 nm) にも感度を持った
顕微鏡用 CCD カメラを利用した検出が可能
となり，光合成色素自家蛍光の妨害を防ぐこ
とが示されたので，今後その利用も考慮する
必要がある。 
 最後に，本研究で開発した細胞免疫学的検
出法は，ラン藻の持つ他のタン白質検出へも
応用が可能であった。その一例として名古屋
大学農学研究科藤田祐一准教授・山本治樹博
士との共同研究で，ラン藻のクロロフィル合
成酵素（光依存型プロトクロロフィリド）の
細胞内消長を検出することができた（学会発
表リスト①）。 
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