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研究成果の概要（和文）：湖沼および海洋に生息するツボカビの多様性を解明するために、Single Spore PCR法を開発
・適用した。印旛沼や琵琶湖では、新規クレードを含む多様なツボカビやクリプト菌が特定の珪藻に寄生していること
が明らかになった。ツボカビは宿主特異性が高いと考えられてきたが、一種の菌が複数の珪藻に寄生することも判明し
た。東京湾においては、クリプト菌など多様な菌類が表水層に存在することが明らかとなった。ツボカビ生物量とツボ
カビを介した物質流Mycoloopの定量化のために、幾つかの方法を検討した結果、定量PCR法と培養実験、数理モデルを
併用することで、それらの重要性を定量的に評価できた。

研究成果の概要（英文）：We developed Single-spore PCR methods to reveal the diversity of chytridiomycota 
in lakes and Oceans. In Lake Biwa and Lake Inba, we detected quite diverse fungi, including including 
novel lineages clades of chytridiomycota and other fungi such as Cryptomycota, infecting dominant 
diatoms, The extent of host specificity differed among species, that some fungi could infect various 
hosts. In Tokyo bay, various fungi including Cryptomycota were detected in the surface water. 
Quantitative PCR together with incubation experiments and mathematical models are useful approach for 
quantifying the importance of chytrids and roles of chytrids in material cycling in lakes and oceans.

研究分野：陸水生態学

キーワード： 物質循環　生物多様性　湖沼　生態学　環境　微生物　琵琶湖　印旛沼
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 ツボカビとは、鞭毛をもつ細胞（遊走子）
を作る菌類の総称であり、他の生物に寄生す
る種や、有機物を分解する種など、現在 1000
種ほど報告されている。しかし、観察や計数、
培養が困難なことから、野外での動態を把握
した例は少ない。近年、ツボカビの新種が
続々と発見されてきている。またツボカビの
密度は鞭毛虫に匹敵するほど多い可能性が
浮かび上がっている。これらの結果は、ツボ
カビはこれまで見過ごされていた、あるいは
鞭毛虫と見間違えられていた事を意味して
おり、海洋も含めて水圏にはまだまだ多様な
ツボカビが存在しうる可能性が高い。 
 また、ツボカビは湖沼の食物網の中で重要
な役割を担うことが明らかになりつつある。
大型の植物プランクトンは動物プランクト
ンには直接捕食はされないが、ツボカビに寄
生された場合には細胞内物質がツボカビ遊
走子として水中に放出され、その遊走子がミ
ジンコにたべられるため、ツボカビを介して
間接的に食物網に組み込まれる。我々はこの
ツボカビを介した新たな物質流を、Mycoloop
（菌類連鎖）と命名した。しかし、ツボカビ
生物量や Mycoloop の定量化は困難を極める
ため、未だ野外での重要性は定量的には評価
されていない。 
 ツボカビの研究が遅れている背景には、
GenBank(世界共通の塩基配列データベース)
に登録されているツボカビのDNAデータが少
ないことも理由の一つである。GenBank 上の
ツボカビDNAデータで種名も記載されている
ものは培養が可能な分解性の種類に限られ、
培養の難しい寄生性ツボカビについては代
表者らが登録した種を含め数種類だけであ
る。つまり、環境中から抽出した DNA シーク
エンス情報（環境 DNA 情報）を調べただけで
はGenBank上で寄生性ツボカビとマッチする
ことはなく、寄生性ツボカビは存在しないこ
とになってしまうのである。この事は、形態
的特徴が乏しいうえに、DNA データ不足のた
めに、ツボカビは他の生物として検出されて
きたを意味している。   
  
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、（１）湖沼および海洋に生息
するツボカビに焦点をあて、ツボカビの形態
分類とDNAシークエンス情報を完全に一致さ
せたデータベースを構築し、これまで見過ご
されてきた水圏のツボカビの多様性を評価
する。また、（２）モノクローナル抗体と定
量 PCR 法、FISH 法を用いたツボカビの検出・
定量方法を世界に先駆けて開発する。開発し
た定量方法と、元素安定同位体分析、操作培
養実験により、（３）ツボカビを介した物質
流 Mycoloop の野外における重要性を定量的

に評価する。これらの成果をまとめて（４）
ツボカビを多様性と機能を考慮にいれた水
圏の物質循環モデルを提示する。 
 
３．研究の方法 

（１）ツボカビのデータベース構築、野外に

おける多様性評価 

 植物プランクトンに寄生しているツボカ
ビの１胞子からDNAを抽出し解析するSingle 
Cell PCR 法を開発した。この方法では、光学・
蛍光顕微鏡により観察したツボカビを直接
ピペットにより吸い取り、PCR により DNA を
増幅させることで、光学顕微鏡観察に基づく
形態とDNAシークエンス情報を一致させるこ
とができる。開発した Single Cell PCR 法を
琵琶湖と印旛沼に出現する植物プランクト
ンに寄生するツボカビに適用した。同時に、
これらツボカビの単離培養を行い、培養が成
功した種については、ツボカビの DNA をより
詳細にシークエンスすると共に、様々な生活
史段階を電子顕微鏡にて観察することで種
名を同定し、分類名と DNA データと形態分類
に基づく種名とを完全に一致させた。 
 次に、構築したデータベースを用いて、ツ
ボカビ出現種の把握を網羅的に行った。具体
的には、次世代シークエンサーを用いて環境
中の DNA 情報を大量に解析し、データベース
と照合することで、琵琶湖、印旛沼、東京湾
においてツボカビ多様性を評価した。 
 
（２）ツボカビ定量法の開発 
これまで、ツボカビの計数にはキチン質を染
色する蛍光染色法を用いてきた。しかし、ツ
ボカビの生活史段階の一部（胞子体）しか染
色できないため、野外での遊走子密度は不明
であった。本研究では、ツボカビの定量方法
として、新たにモノクローナル抗体、定量 PCR
法、FISH 法を用いた３つの方法の確立を試み
る。これらの方法について、ツボカビの遊走
子も含めた全ての生活史段階を対象に、かつ
種レベルでの区別が可能な方法の開発を試
みた。 
 モノクローナル抗体をツボカビに対して作
成するのは、世界で初めての試みである。そ
こで、まず、確立している培養系(分解性の
ツボカビ Rhizophydium)を用いて抗体を作成
した。順次、野外からのツボカビ単離培養（研
究①）の進展状況に応じて、寄生性のツボカ
ビについても抗体を作成した。 
 定量 PCR 法と CARD-FISH 法については、こ
れ ま で 上 記 培 養 系 (Asterionella – 
Rhizophydium)を対象に適用したことがある。
しかし、野外の試料への適用には至っていな
い。本研究ではこれまでの適用条件（プライ
マー、プローブの種類など）を参考に、野外
の試料への適用方法を検討した。 
 

（３）ツボカビを介した物質流 Mycoloop の



定量化 

 定量化する Mycoloop の対象として、 (A)
植物プランクトンー寄生性ツボカビー動物
プランクトン、と(B)花粉—分解性ツボカビー
動物プランクトン、に着目した。 

Mycoloop A ＜植物プランクトンー寄生性ツ

ボカビー動物プランクトン＞ 

DNA 分析：動物プランクトン（ミジンコ）の
消化管に含まれるツボカビDNA量を研究②で
開発した定量方法により測定することで、
mycoloop を評価する方法の開発を試みた。 

Mycoloop B ＜花粉ー分解性ツボカビー動物

プランクトン＞ 

陸上から流入した花粉由来の栄養塩(CNP)が、
ツボカビを介して動物流れる量を元素・脂肪
酸分析と成長実験から推定した。 
元素・脂肪酸分析：各種ツボカビについて、
元素（炭素、窒素、リン）含有量と脂肪酸組
成を測定し、生物量と餌としての質を評価し
た。 
成長実験：単離培養した系において、ツボカ
ビ有無が動物プランクトンの成長に与える
影響を評価した。 
  

（４）ツボカビの多様性と機能を考慮にいれ

た物質循環モデルの作成 

 上記の研究（１）（２）（３）を統合し、ツ
ボカビを多様性と機能を考慮にいれた水圏
の物質循環モデルの確立した。ツボカビの有
無やツボカビの多様性が、植物から動物への
栄養転換効率・物質流、食物網構造や生物群
集の安定性にどう影響するのかについて評
価した。 
 
４．研究成果 

（１）ツボカビのデータベース構築、野外に

おける多様性評価 

 植物プランクトンに寄生しているツボカ
ビの１胞子からDNAを抽出し解析するSingle 
Cell PCR 法の開発に成功した(Ishida et al. 
2015)。開発した Single Cell PCR 法を琵琶
湖と印旛沼に出現する植物プランクトンに
寄生する菌類に適用したところ、ツボカビを
含む多様な菌類が存在していることが明ら
かとなった。ツボカビ門の中では既存
(Rhizophydiales, Chytridiales, Lobulo- 
mycetales)に加え、新規クレードも検出され
た。さらに、ツボカビ以外にもクリプト菌門
(Cryptomycota)とアフェリダ(Aphelida)と
いった、より原始的な菌も検出された。この
ことは、寄生性菌類はこれまで考えられてき
た以上に多様であることを意味している。 
 これら多様な菌類と植物プランクトンと
の関係を印旛沼において調べたところ、優占
する珪藻 Aulacoseira granulata および A. 
ambigua に多様な菌類が寄生していることが

明らかになった。菌類の種類によっては、両
方の珪藻に寄生できることもあきらかにな
り、本来宿主特異性が高いと考えられてきた
ツボカビの常識を覆す結果となった（Kagami 
et al. 投稿準備中）。琵琶湖についても、印
旛沼と同様に、植物プランクトンに寄生する
ツボカビを含め、多様な菌類の存在が示唆さ
れた(Song et al. 投稿準備中)。東京湾につ
いては、寄生性のツボカビは検出されなかっ
たが、クリプト菌や酵母などの菌類が海洋表
層水中にも存在することが明らかとなった
（Kagami et al. 投稿準備中）。 
 寄生性ツボカビのうち、７種１０株の単離
培養に成功した。これらの種については、ツ
ボカビのDNAをより詳細にシークエンスする
と共に、様々な生活史段階を電子顕微鏡にて
観察することで種名を同定し、分類名と DNA
データと形態分類に基づく種名とを完全に
一致させた(Seto et al.投稿準備中)。 
  
（２）ツボカビ定量法の開発 
ツボカビの定量方法として、モノクローナル
抗体、定量 PCR 法、FISH 法を用いた３つの方
法の適用を検討した。 
 モノクローナル抗体については、分解性の
ツボカビと寄生性のツボカビを対象に作成
を試みた。分解性のツボカビについては、抗
原にもちいたツボカビに加え、ほかの種も染
色したため、今後は特異性を高める必要があ
る。寄生性のツボカビを抗原とした抗体は、
培養株の確立が遅れたことにより、現在も作
成中である。 
 定量 PCR 法に関しては、培養しているツボ
カビ(Rhizophydium planktonicum)を用いて、
18S rDNA領域をターゲットしたプライマーと
プローブの開発に成功し、適用した。しかし、
特異性が低い可能性もでてきたため、改めて
ITS 領域をターゲットにプライマーをデザイ
ンし、再実験を行った。その結果、特定の種
について、水中の遊走子の量を精度よく検出
することに成功した(Maier et al. 2016)。
FISH 法は、通常の FISH 法と CARD-FISH 法を
試したが、いずれも染色がうまくいかず、条
件検討が難しいことが判明した。 
 

（３）ツボカビを介した物質流 Mycoloop の

定量化 

 Mycoloop のうち、花粉—分解性ツボカビー
動物プランクトン、について、培養実験と元
素分析により、その重要性を評価した。陸上
から流入した花粉はリンを豊富に含むため、
陸上から湖沼へ流入するリン源として非常
に重要である。捕食実験より、ミジンコは花
粉を直接捕食できないが、花粉を分解したツ
ボカビの遊走子は捕食できることが明らか
となった。また成長実験より、花粉のみでは
ミジンコはほとんど成長できないが、分解性
ツボカビがいると成長速度が高くなること
が明らかとなった。ツボカビにはミジンコの



成長に不可欠な不飽和脂肪酸が豊富に含ま
れること、リンが花粉にくらべて多い(C:P 比
が低い)ことが明らかとなり、質的にも良好
な餌であることが判明した（Kagami et al. 
投稿準備中）。 
 Mycoloop のうち、植物プランクトンー寄生
性ツボカビー動物プランクトンの流れを定
量するために、ミジンコの消化管中のツボカ
ビの量を定量する方法を開発した。水中の遊
走子を定量する方法と同様にITS領域をター
ゲットとしたプライマーを開発し、定量 PCR
法を適用したところ、消化管内のツボカビ
DNA を成功することに成功した。定量 PCR 法
が野外におけるツボカビを介した Mycoloop
の定量化のツールとして有効である可能性
が示された(Maier et al. 2016)。 
  

（４）ツボカビの多様性と機能を考慮にいれ

た物質循環モデルの作成 

 ツボカビの有無やツボカビの多様性が、植
物から動物への栄養転換効率・物質流、食物
網構造や生物群集の安定性にどう影響する
のかについて、Dynamic モデルと Steady 
state model を比較した(Kagami et al. 2014)。
Steady state model では物質流における重要
性を評価できる一方、Dynamic model では物
質流における重要性に加え、食物網の安定性
や動物プランクトンの生産性なども評価で
きることが明らかとなった。両方のモデルを
用いることで、ツボカビの食物網や物質流に
おける役割を評価できると考えられる。 
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