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研究成果の概要（和文）：1.ダム湖を中心とした湖沼に優占的に出現する植物プランクトンの分類学的検討を進め、現
場のアセスメントやモニタリングで使えるチェックリストとしてまとめ、論文やHPとして公表した。
2.日本および世界各地の水域から藍藻20株、珪藻360株を確立し、230株について遺伝子解析を行った。これらについて
は、gene bank に登録されていない多くの新規分類群を含んでいる。
3.珪藻葉緑体rbcL遺伝子を用いて、霞ヶ浦の1年間の試料のメタゲノム解析を行った。優占種についてはおおむね整合
性がとれていたが、gene bankに登録されている遺伝子情報だけでは半分程度しか分子同定が出来なかった。

研究成果の概要（英文）：1. The check list for phyto-plankton monitoring on artificial reservoir has build 
up and published as academic paper and home page.
2. About 20 cyanobacteria strains and 360 diatom strains were isolated from Japan and world-wide water bod
ies, and molecular analysis of 230 strains were done. It include many newly obtained sequences without dep
osited gene bank.
3. A meta-genome analysis on Lake Kasumigaura was performed on planktonic diatoms using rbcL-3P gene. Comp
aring meta-genome analysis and normal microscopic counting (analysis), the trend of dominant spices was fi
tted. Less than half species of rbcL molecular information in the analysis had deposited in gene bank.
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１．研究開始当初の背景 
 淡水域のブルーム（着色現象）を引き起こ
す藻類は、その毒性が引き起こす直接的影響、
景観や食物連鎖などの生物間相互作用に与
える間接的影響、あるいは水系のモニタリン
グの対象生物として非常に重要である。この
様なブルームを引き起こす種の分類学的研
究については、1970 年代以降の研究によっ
て相当進歩してきた。 
 アオコを形成する藍細菌（藍藻）について
の研究については、渡辺(2007)が日本産の種
のほとんどについてまとめており、この図鑑
を元に辻らがアオコをつくる藍藻について
のHPを作成・管理している。赤潮を形成す
る渦鞭毛藻類については、安達 (2000)が日本
産種を幅広く網羅している。プランクトン性
の珪藻については申請者がまとめたもの
（辻・伯耆 2001）が参考書として広く利用
されてきている。 
 しかしながら、過去に行われた植物プラン
クトンアセスメントの報告書について、申請
者らが 2008 年に行った調査によれば、藍細
菌が 310 分類群、珪藻が 1176 分類群、緑藻
が 1227 分類報告されている。これは、現在
知られている種の数倍にもなり、海産種や化
石種などの明らかな誤同定種を多く含み、ア
セスメントの結果が科学的に信頼できるデ
ータとなっていない可能性があった。 
 このことは、分類研究者の研究成果が、ア
セスメントのような応用現場に届いていな
いことを示している。そのため、申請者らは
ダム水源地センター・国立環境研究所らと共
同で、全国のダム湖の調査を行い、応用現場
で利用しやすいモノグラフの作成に取り組
んできている。 
 一方、バクテリアやクリプトスポジュウム
（原虫）などの同定には、分子生物学的手法
による同定が一般化している。分子生物学的
手法は、顕微鏡を用いた古典的手法に比べ、
経験があまり必要とされず、また、同定者に
よる違いが生じにくいなど優れた特徴を持
つ。 
 しかし、微細藻類での分子同定にも現状で
大きな問題点がある。著者らが行った螺旋状
の形態を持つ藍細菌の研究（Tuji & Niiyama 
2010）の結果、既存の遺伝子情報のデータベ
ースには、多くの誤った情報が登録されてい
ることが分かった。Anabaena spiroidesとさ
れる種と関連種について、遺伝子データベー
スに登録されている情報から、作成した系統
樹を下頁に示す。 
 このように A. spiroidesとされてきた種は
多くのクラスターに分かれ、現在のKomarek
氏らの体系では属レベルで異なるものが同
一種名で登録されている。 
  本研究課題では、この様な混乱を回避す
るために日本産のブルームを形成する優占
的に出現する微細藻類についての確かなデ
ータベースを構築することを目的とした。 
 

２．研究の目的 
 生物のバーコーディングは多くの生物群
において、試行されているが、微細藻類につ
いては、前述したデータベースの問題により、
様々な混乱が生じている。また、先駆的な例
は散在するものの同定の問題や、対象を特定
の属に絞っている等の問題により、応用的に
使える物となっていない。 
 本研究では、対象種を人工水系に優占する
種に絞り、分類学的に確かな遺伝子データの
データセットを構築することとした。 
 このことで少なくとも水系で着色現象を
起こすような問題のある藻類について、専門
的知識がなくとも、簡易同定が可能になる。
また、分子同定は従来のアセスメントにおけ
る同定の品質管理（QC）に用いることも可
能となると考えられた。 
 
３．研究の方法 
(1)ダム湖植物プランクトンチェックリスト 
 平成２１年〜２２年に収集した全国のダ
ム湖のサンプルについて、分類学的検討を行
い、応用研究や現場で同定可能なレベルも考
慮し、チェックリストを作成した。また、こ
のチェックリストについては、HP,学会発表
や、アセスメント関係者のヒアリングをおこ
ない、フィードバックを得た。 
(2)応用的に重要な微細藻の分類学的新知見 
 上記のダム湖の調査に加え、霞ヶ浦におい
て、国立環境研究所の毎月の定期調査サンプ
ルの分譲を受け、分類学的検討を行った。ま
た、全国の湖沼でサンプリングを行った。こ
れらの試料について形態学的検討を行うと
共に、遺伝子解析を行い、分類学的検討を行
った。 
(3)バーコード情報の蓄積 
 全国（霞ヶ浦・支笏湖および近郊河川・琵
琶湖・余呉湖および内湖・池田湖・恐山個・
皇居・宍道湖・印旛沼・中池見湿地・屋久島
河川・奈良県内河川・伊豆沼・富士五湖およ
び近郊河川・沖縄県 ダム湖および河川）お
よび世界各地（Ghent 近郊河川・タイ・チェ
ンマイ近郊河川・止水域・モンゴル フブス
グル湖および北部淡水域）から採集された試
料をもとに、ピペット洗浄法または KT プレ
ート法によって、株を分離し、d 培地（tuji 
2000：改変 WC 培地）によって培養を行った。 
 培養は種として6穴のマルチウェルにより
行い、その一部を CTAB 法または Chelex 法
（Walsh et al. 1991）によって遺伝子抽出
を行った。PCR 増幅に用いたプライマーおよ
び条件・シークエンスは Tuji et al. (2014)
に掲載したものを主として用いた。遺伝子抽
出を行った以外の培養株はエタノール固定
を行い、証拠標本とした。また、その一部を
灰化処理し、LM,SEM により観察し同定を行っ
た。 
 
(4)霞ヶ浦における植物プランクトンのメタ
ゲノム解析 



珪藻メタゲノム解析は次の方法により行っ
た。 
①霞ヶ浦湖心の試水１L を冷蔵し持ち帰った。 
②その日のうちに、冷却遠心により濃縮
（250ml->15ml->ペレット）を行った。 
③ペレットを 1.5ml チューブに入れ、GITC バ
ッファを加え、冷凍保存した。 
④ 保存した試料について、80 度 20 分の熱処
理を行い、磁気ビーズ処理により、DNA を抽
出した。 
⑤rbcL 珪藻特異プライマとタグ付きストラ
メノパイルプライマにより1段階目の増幅を
行った。 
⑥上記の産物について、rbcL-3P 領域のスト
ラメノパイルプライマ（＋ LIB-B ）と
tag+MID+LIB-A 付ストラメノパイルプライマ
を用い、2回目の増幅を行った。 
今回は MID (multiplex identifier) タグに
よりサンプルを１４分割（各月に相当）して
いる。 
⑥Flash GEL system による精製を行った 
⑦ライブラリ調整 (emPCR Kit: Lib-L)をメ
ーカーマニュアルの通りに行った。 
⑧ロッシュ社 GS junior によりパイロシーク
エンスを行った。 
⑨[Assams]+[Claident] (田辺晶史さん開
発)による解析（短断片の除去・99％類似度
による結合）を行った。 
(5)SC-PCR 手法の確立 
 ある程度細胞数が取れる場合は Chelex 法
により遺伝子を抽出した（Tuji et al. 2014）。
非常に小さな細胞については、コート付スラ
イドグラスを用い、5µlの GITC 溶液で抽出を
行い、20µl の磁気ビーズ性性を行う事で良好
な結果が得られた。 
 
４．研究成果 
(1)ダム湖植物プランクトンチェックリスト 
 2 年間の日本国内のダム湖の横断調査の結
果に基づいて、ダム湖のモニタリングにおい
て重要な優占種を確認し、第一次のチェック
リストを作成し、学会発表などで公表した
（日本珪藻学会・日本陸水学会 2011）。そ
こで得られた意見を元に第二次のチェック
リストを作成し、国立科学博物館の HP（ダム
湖のプランクトン）として公表し、また、2013
年度のダム湖のアセスメントにおいて試行
していただいた。このアセスメントの試行結
果と水源地環境センターより提供を受けた
全国のモニタリング結果を基に、チェックリ
ストを再度見直し、2014 年度より第三次のチ
ェックリストとして HP に掲載すると共に、
ダム湖のモニタリングで活用してもらって
いる。 
(2)応用的に重要な微細藻の分類学的新知見 
 本邦のアオコ形成藍藻について、幅広く用
いられている「日本アオコ大図鑑」（渡辺
2007）について、その後の分類学的変更の現
状や新知見について辻・新山（2012）におい
てチェックリストとしてまとめて発表し、そ

の背景について新山・辻(2013)などで解説を
行った。また、カビ臭の原因となる
Phormidium tenue と さ れ て い た 藍 藻
（Pseudoanabaena 属）について、琵琶湖と霞
ヶ浦産の株について分類学的検討を行った
ところ、琵琶湖でカビ臭の原因となっている
ものは新種であると判明した（新山ら 2013
口頭発表、投稿中）。また、琵琶湖の固有種
で冬季の優占種であるスズキケイソウにつ
いて、分類学的検討を加え、新属を記載した
（Tuji et al. 2014）。また、2011 年の冬季
に余呉湖で優占した Aulacoseira 属が A. 
subctica 群の新種であることを明らかにし
た（辻ら 2012 口頭発表）。 
(3)バーコード情報の蓄積 
 シアノバクテリアにおいては、上記の研究
において、形態学的検討と並行して 16S rRNA
遺伝子を解析しており、日本湖沼で出現する
アオコ形成藍藻の 16S rRNA 遺伝子のほとん
どを自前で保有している。現在、DDBJ や NCBI
などの gene bank は、藍藻については、悟道
的のシークエンスが多量に登録されており、
リファレンスとしての利用が難しくなりつ
つある。その中で形態情報（含：標本の保有）
も含めた日本のアオコ形成藍藻の遺伝子情
報を蓄積していることが大きな成果である
と言える。 
 珪藻については、淡水域のものを中心に、
約 360 株を今回の研究期間中に確立し、遺伝
子抽出を行った。 
 そのうち、研究期間中に 214 株について
rbcL 遺伝子のほぼ全長の解析を成功させた。
系統樹の遺伝距離から検討したところ、すく
なくとも 214 株に 38 属 120 分類群が含まれ
ている。培養株は殻が薄く、収量が少ないた
め、手間取っているが、現在までに、そのう
ち 130 株について同定が終わっている。SSU, 
ITS, LSU 遺伝子は rbcL 遺伝子解析の結果、
既存データがないか少ないものについて重
点的に解析を行い、現在までに 70 株につい
て解析を行った。大型珪藻の場合、珪藻以外
の藻類のコンタミを避けることが出来ない
ため、ユニバーサルプライマによる PCR では
成功率が低い、現在、珪藻用の特異プライマ
を開発して使っているが、依然として成功率
が高くなく、更なる改良が必要である。 
 遺伝距離が近く、優占する多種が、出現す
る中心類珪藻については、psbA, psbC 遺伝子
による解析を行った。（Tuji et al. 2014） 
 
(4)霞ヶ浦における植物プランクトンのメタ
ゲノム解析 
 2012 年度の１年間の解析の結果、珪藻
rbcL-3P 遺伝子によるメタゲノム解析の結果
と、従来の顕微鏡下でのカウントについては、
優占種についてはおおむね整合性がとれて
いた。しかし、以下のような違いも見られた。 
① DDBJ などの gene bank では、霞ヶ浦のメ
タゲノム解析で得られた分類群の半分程度
しか、当てはまらなかった。優占種でも一致



しない物が多かった。一方、上記の自前遺伝
子を用いることで、ほとんどの優占種につい
て、種を推定する事が可能となった。現段階
では、メタゲノム解析を成功させるためには、
前段階として、その地域の出現種の遺伝子解
析を行っておく必要があることが明らかに
なった。 
② 計数では出現しないもののメタゲノム
解析で出現が見られる事があった。試料を高
倍の光学顕微鏡やSEMで詳細に検討したとこ
ろ、多数の破片が混入していたことから、底
泥の巻き上げによる、遺伝子のコンタミが示
唆された。底泥の巻き上げはこの様な遺伝子
のコンタミだけではなく、死細胞の混入によ
るカウントの誤差にもつながり、霞ヶ浦のよ
うな浅い湖沼では、従来法の計数・メタゲノ
ム解析の両方で大きな誤差の原因となると
考えられ、比較が困難になりやすい。 
③  霞 ヶ 浦 の よ う な 浅 い 湖 沼 で は
Stephanodiscus や Nitzschia 属は、極めて形
態および遺伝子が似た複数種が同時に優占
する。底泥からの死細胞をカウントから除く
ために酸処理ではなく生サンプルを計数す
ることが、このような湖沼では必要であり、
これらの類似種を計数時に区別することは
難しい。 
④ 10µm 以下の小型の中心類珪藻は、計数法
に比較し、メタゲノム解析では多く出現した。
これら小型の中心類珪藻は、浅い湖沼では優
占するが、通常の計数では評価が難しい。こ
れらの評価については、メタゲノム解析が優
れていることが明らかになった。 
(5)SC-PCR 手法の確立 
 単細胞あるいは、少数の細胞によるPCRは、
難培養性の藻類の遺伝的多様性を明らかに
するためには重要である。いくつかの方法を
試し、Tuji et al. (2014)はスズキケイソウ
について 5細胞から DNA を抽出し、SSU, ITS, 
LSU, rbcL, psbA, psbC 遺伝子の解析に成功
した。また、Stephanodsicus akanensis のよ
うな 5µm程度の小型珪藻からも遺伝子抽出に
成功している。 
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