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研究成果の概要（和文）：　渦鞭毛藻には赤潮や貝毒の原因となる種が多く含まれる。その数種は生活史の中でシスト
を形成する。シストの存在は分布拡大や新たな海域への定着に影響を与える。しかしながら、分子生物学的なシスト発
芽の誘導や制御の機構は不明である。本研究では有毒渦鞭毛藻Gymnodinium catenatumシストの休眠や発芽誘導の制御
機構を分子生物学的に明らかにすることを目的として，シストに特異的に発現している遺伝子配列を解析した。その結
果，休眠シストから光捕集タンパク質や膜輸送体などの複数の発現遺伝子が得られ，シストの発芽準備が休眠期間中か
ら進行していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The dinoflagellates include many harmful species causing red tide and shellfish 
poisoning. Some species in the dinoflagellate produce cysts in the life cycle. The existence of the cyst 
affects to the distribution expansion and colonization in new waters. However, the molecular biological 
induction and control mechanism of the cyst germination is still unknown. In this study, to clarify the 
control mechanism of induction of dormancy and germination in molecular biology, the expression gene from 
the cysts of harmful dinoflagellate Gymnodinium catenatum was analyzed. As the result, several expression 
gene sequences of functional proteins such as light-harvesting proteins, chlorophyll a-b binding protein, 
and ABC transporter ATP-binding subunit were obtained from the dormant cyst. This result suggests that 
preparation of the cyst germination advanced always from the dormant period.

研究分野： 水産海洋学
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１．研究開始当初の背景 
渦鞭毛藻の生活史は，至適な温度と栄養環

境下では無性的に増殖する栄養細胞の時期
と，有性生殖を経て形成される不動で環境の
変化に強い耐性を持つシストの時期に大別
される。このような渦鞭毛藻の生活史におけ
る細胞ステージの変化は，環境の変化に対す
る一つの生存戦略であり，興味深い現象とし
てこれまで数々の観察がなされてきた。特に，
海産渦鞭毛藻類には赤潮や貝毒の原因とな
る有害有毒種が多く存在する。その出現動態
は環境の変化に伴って現れる生活史の過程
によって大きく変化する。また，有害有毒渦
鞭毛藻においてはシストの存在が分布拡大
や定着化に大きな影響を与え，赤潮や貝毒の
発生海域の拡大などの水産業上の問題にも
関与している。したがって，有害有毒渦鞭毛
藻の生活史を明らかにすることは，赤潮や貝
毒原因種の発生機構の解明や新たな予察技
術の開発につながることが期待される。 
しかしながら，渦鞭毛藻の生活史を巡る細

胞形態の変化やそれに伴う環境耐性の獲得
は，これまで現象の観察のみにとどまってお
り，細胞内で起きている様々な変化を制御し
ているメカニズムは全くわかっていない。 
渦鞭毛藻類の生活史の誘導・制御機構に関

する先行研究としては，有毒渦鞭毛藻
Alexandrium tamarense の有性生殖過程につ
いての研究があるものの(Hosoi-Tanabe et 
al. 2005, Kobiyama et al. 2007)，有性生
殖の誘導や制御の機構はまだ解明には至っ
ていない。また，本種の栄養細胞の高温耐性
に関与するタンパク質（Kobiyama et al. 
2009）や毒生産に関与する遺伝子の探索（Cho 
et al. 2008）も試みられているが，いずれ
の研究も端緒についたばかりである。シスト
の休眠や発芽の誘導・制御機構に関する研究
に至っては，国内外を見渡しても未着手の状
態にある。 
 筆者は有害渦鞭毛藻の生活史や生理生態
学的研究を進めてきた。その過程で，シスト
形成や発芽の過程においてクロロフィル蛍
光の消失や出現，発芽誘導にともなうシスト
細胞内での細胞器官の形成等，様々な細胞の
変化が経時的および環境依存的に観察され
ることがわかってきた。また，有毒渦鞭毛藻
Gymnodinium catenatum や Pyrodinium 
bahamense のシストが同調的に発芽する条件
を 明 ら か に し (Sakamoto et al. 2003, 
Sakamoto et al. 2009)，ほぼ同じ発芽反応
過程にある細胞を得ることができる技術を
確立した。これにより，シスト形成直後から
発芽誘導における異なる細胞ステージの試
料を経時的に入手することができる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，現象としてとらえられて

いる渦鞭毛藻の生活史の過程を分子生物学
的，生化学的に解明することを目的とする。
本研究では，特にシストの休眠や発芽の誘

導・制御機構を分子生物学的，生化学的に明
らかにして有害有毒渦鞭毛藻の出現や消滅
を生物の代謝機構から説明することを目指
した。 
 

３．研究の方法 
（１）シスト形成と回収 
実験材料として有毒渦鞭毛藻 Gymnodinium 

catenatum を用いた。2 または 3 株の本種ク
ローン培養株を改変 f/2 培地中、18℃、12hL: 
12hD の明暗周期で混合培養し、シストを形成
させた。ここで用いた改変 f/2 培地は通常の
f/2 培地の窒素およびリン濃度を 1/5 に、微
量金属類濃度を 1/3 に添加したものである。
シストは形成後2日以内に顕微鏡下でキャピ
ラリーを用いてマイクロチューブに分離し、
液体窒素で急速凍結後-80℃に保存した。栄
養細胞については細胞数を計数後，遠心分離
で細胞を集藻し，液体窒素で急速凍結後
-80℃で保存し、対照区の試料とした。 
 

（２）微量シスト試料からの cDNA ライブラ
リーの構築  
 トータル RNA の抽出には RNeasy plant 
mini kit（キアゲン）を用いた。まず、凍結
した細胞に抽出キット付属の抽出液を添加
した後，ペレットペッスルで細胞をすりつぶ
した。次に、キットのプロトコールに従いト
ータル RNA を抽出した。得られた RNA の一部
から Oligotex-dT30<Super>（タカラバイオ）
を用いてmRNAを分離精製した。得られたmRNA
を 元 に cDNA Synthesis Kit (M-MLV 
version)(タカラバイオ)を用いて1本鎖およ
び 2 本鎖 cDNA を合成した。RNA および cDNA
濃度は各抽出精製後にNanoDrop (ライフテク
ノロジーズ)を用いて測定した。 
 
（３）シスト期の各生活史段階の細胞に特異
的，差次的に発現している遺伝子の配列解析 
 ディファレンシャル・ディスプレイ法
（Liang and Pardee 1992）を用いて，シス
トの各生活史段階で特異的に発現している
遺伝子を抽出した。DNA フラグメントの増幅
PCR プライマーとして和光 DNA オリゴマー
(12)セット A-2（和光純薬）、PCR 酵素に
ExTaq(タカラバイオ)を用いて DNA 断片を増
幅した。得られた産物を 1% アガロースゲル
電気泳動で分離し、エチジウムブロマイド染
色（0.5μg/ml）して得られた DNA 断片のバ
ンドの分子量を比較した。シスト試料から特
異的に得られたPCR産物のバンドを切り出し、
精製、クローニングした後、3130xl ジェネテ
ィックアナライザー（アプライド・バイオサ
イエンス）を用いて塩基配列を解析した。得
られた塩基配列について遺伝子データベー
スを用いた相同性検索を行い，遺伝子の機能
推定を行った。 
 
（４）次世代シーケンサーを用いた mRNA 網
羅的解析 



シストに発現している遺伝子の全体像を
つかむため，次世代シーケンサーを用いた
mRNA の網羅的解析を実施した。500～1600 細
胞の 5 試料のシスト(休眠期間が異なるシス
トが混在)からそれぞれトータル RNA を抽出
した。抽出には RNeasy plank mini kit(キア
ゲン)を用いた。次に，トータル RNA 中の DNA
を除去するため，DNase 処理を施した。バイ
オアナライザーを用いて得られたトータル
RNA の品質を確認した後，RNA が分解されて
いない 3 試料を選抜した。3 試料のうち，同
日にシストを分離した 2試料については，混
合して 1試料とし，最終的に 2試料のトータ
ル RNA を得た。これを SMARTer Ultra Low RNA 
Kit for illumina Sequencing-HV (クローン
テック)を用いて 1本鎖 cDNA の合成，および
完全長２本鎖 DNA の増幅を行った。得られた
cDNA 試料の一部を用いて次世代シーケンサ
ー Hi-Seq（illumina）での分析用ライブラ
リーを調製し，配列データをペアエンド法，
100 塩基読み取りにより取得した。遺伝子配
列解析プログラム cutadapt (version 1.1)
および Trimmomatic (version 0.32)を用いて，
得られた配列からアダプター配列および QV
値（クオリティー値）が低い領域のトリミン
グを施した後，プログラム Trinity (version 
2.0.6)を用いてアッセンブリを施し，コンテ
ィグ配列を得た。 
 
４．研究成果 
（１）シスト形成と回収 
シストに特異的に発現している遺伝子を

解析するためには，栄養細胞が混在しないシ
ストのみを回収する必要がある。しかしなが
ら，G. catenatumのシスト形成は同調的には
起こらず，増殖の対数期から定常期にかけて
の 10 日間前後の間に比較的まとめて形成さ
れた。シストが形成された培養液中には栄養
細胞も混在することから，形成時期が明らか
なシストだけの試料を得るには顕微鏡下で
キャピラリーを使用して回収する方法が最
も確実であった。 
研究の過程で，それまでシストが形成され

ていた培養株で突然シストの形成率が低く
なり研究材料の入手が困難になった。添加す
る栄養塩濃度の再検討や，新たな培養株を分
離してシスト形成株の入手を試みたものの，
シストの形成率は非常に低い状態が続いた。
最終的に，培養に用いた培地のベースとなる
海水を変更したことが原因であることがわ
かり，海水を変えることによりシストの形成
が復活した。 Sawayama et al (1993) は
Alexandrium catenella のシスト形成が海洋
細菌によって阻害されること，阻害物質が高
分子タンパク質であることを報告している。
G. catenatumのシスト形成においても海水中
何らかの接合阻害物質によりシスト形成が
阻害された可能性がある。本研究で観察され
た現象は，シスト形成条件についてもまだ十
分に解明できていないことを示している。 

（２）微量シスト試料からの cDNA ライブラ
リーの構築 
G. catenatumのシストはペッスルで物理的

に破壊することによりRNA抽出が可能であっ
た。RNeasy Mini Kit には 2 種類の抽出バッ
ファーRLT と RLC（グアニジン イソチオシ
アネート入り）があるが，トータル RNA の抽
出には抽出は RLT で可能であった。1.3×103

細胞のシストからは 0.3μg のトータル RNA
が分離でき，その全量を用いて 16μgの 2本
鎖 cDNA が得られた。一方，栄養細胞 6.9×104

細胞からは 33μgのトータル RNAが分離でき，
その一部を用いて 12μg の 2 本鎖 cDNA が得
られた。 
以上の検討から，市販の遺伝子工学キット

を組み合わせて活用し，1300 細胞程度のシス
ト試料からトータルRNAを抽出し，mRNA精製，
２本鎖 cDNA 合成して cDNA ライブラリーを構
築する方法が確立できた。 
 

（３）シスト期の各生活史段階の細胞に特異
的，差次的に発現している遺伝子の配列解析 
cDNA の希釈液とランダムプライマー12 種

類を用いてPCR増幅した産物を電気泳動で比
較した。ランダムプライマーのうちシストお
よび栄養細胞の両方からPCR産物が安定して
得られた A22(GCCTGCCTCACG) および A29 
(GGTTCGGGAATG)の PCR 産物のうち，シスト試
料から特異的に得られた産物の配列解析を
実施し，遺伝子配列データベースで機能性タ
ンパク質の配列の検索を実施したところ，真
核生物被子植物である金属輸送タンパク質
と比較的高い相同性を示す配列（E-value 
2e-08，相同性 55%)やクラミドモナスのメチ
ル基転移酵素（E-value 0.011, 相同性 73%）
が得られた。しかし，得られた配列のほとん
どはデータベースの配列との相同性が認め
られないか，相同性が低く，相同配列長が短
い（100 bp以下）機能不明な遺伝子であった。
そこで，検索するデータベースを渦鞭毛藻類
の配列に絞り込んで解析した結果，褐虫藻の
光合成関連タンパク質である光捕集タンパ
ク質（E-value 4e-51, 相同性 78.9%），渦鞭
毛藻ヘテロカプサ トリケトラの光捕集タ
ンパク質(E-value 3e-6, 相同性 75.6%)など
複数の光捕集タンパク質と相同な配列が発
現していることがわかった。さらに，本研究
の対象生物である G. catenatum の栄養細胞
の mRNA-Seq 解析により得られた遺伝子配列
（コンティグ配列数33593）が Hackett et al. 
(2013)により遺伝子データベースに公開さ
れたことから，この配列とシストから得られ
た配列の比較を行った結果，リボソームタン
パク質合成関連タンパク質，膜輸送体タンパ
ク質，光合成に関わるクロロフィル a-b 結合
タンパク質，ABC 輸送体などに関わるタンパ
ク質など，保存性の高い複数のドメイン配列
と相同性を示した。 
G. catenatumのシストの発芽において，光

は発芽の過程を促進させる役割を果たして



いると推測される。しかし，休眠中のシスト
では，光合成色素の活性は消失してクロロフ
ィル蛍光は確認されなくなる。発芽に向かう
過程でその活性は復活することが観察され
ているが，本研究から光捕集タンパク質や光
合成に関連する遺伝子，および膜輸送体・ABC
輸送体といった物質輸送とエネルギー形成
に関わる遺伝子が休眠期のシストにも発現
していることが示唆され，発芽の準備が進行
していることが推察される。このことは，逆
にこれらの機能タンパク質合成の制限では
ない方法で休眠・発芽が制御されていること
を想像させる。 
次に，得られた遺伝子の発現機序を明らか

にすることを目的として，本研究では休眠か
ら発芽の過程における休眠状態の異なるシ
スト（内的休眠中～発芽誘導中）から mRNA
の抽出を試みた。しかしながら，研究の過程
でシストの形成率が低下してRNAを抽出する
のに十分なシスト材料が回収できないなど
のトラブルがあり，シストの遺伝子発現機序
の解明には至らなかった。 
今回の発現遺伝子解析においてシスト期

に発現していると推測される配列の一部が
明らかになったことから，今後，これらの配
列を基に定量PCRによる発現量解析を検討し，
発現機序を明らかにしたいと考えている。 
 
(４) 次世代シーケンサーを用いたmRNA網羅
的解析 
5試料のシストから137～982ngのトータル

RNA を抽出した。この試料を DNase 処理後，
RNA の品質が高かった 2 試料を選抜して
19.78ng（試料 1）および 24.08ng（試料 2）
のトータル RNA を得た。これらの試料を基に
mRNA-Seq 解析を実施した結果，約 4500 万リ
ードの配列をそれぞれの試料から取得した。
さらに配列のトリミングおよびアッセンブ
ルを進めた結果，2試料の合計で約 11.6 万の
コンティグ配列（平均配列長 821b, 最長配列
17,904b, N50 1246b。コンティグ配列長の頻
度分布を図.1 に示す）が得られた。現在，こ
のコンティグ配列のアノテーション解析を
進めている。 

図 1. mRNA-Seq 解析で得られたコンティグ
の配列長の頻度分布 
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