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［要旨］有毒微細藻類の個体群分子タイピング技術の開発に関する研究ということで、2006-2007

年の2年間にわたり、6種類の有害・有毒微細藻類の分子タイピング技術の開発に取り組んだ。個

体群分子タイピング技術の骨子となる高度多型分子マーカーの開発において、個体ごとに高度の

多型性を示すマイクロサテライトマーカー（以下MSマーカー）の開発を実施した。このうち

Chattonella ovataとHeterocapsa circularisquamaの2種については、それぞれ12および15個のMS

マーカーを開発し、個体識別が可能な分子タイピング技術の開発に成功した。いずれの種のMSマ

ーカーも良好なPCR増幅が確認され、また、個体群構造を解析するために十分な多型性が得られた。

このうち、H. circularisquamaについては、地方集団の間に有意な集団分化が見られ、また、人

為的な要因によると思われる個体群の移送過程の存在が示唆された。さらに、特筆すべき事項と

して、プランクトン有史以来、培養が不可能と考えられていた下痢性貝毒原因種であるDinophysis

属の2種（D. acuminataとD. fortii）が培養可能となり、それぞれ多数の培養株を確立すること

に成功した。特にD. fortiiについては、現時点で世界初の快挙であり、今後、これまで不明であ

った増殖生態、特に毒生産生理などの研究が進むことにより、世界的に注目される研究になると

予想される。D. acuminataおよびGymnodinium catenatumの2種についても、2～3個の多型を有す

るMSマーカーの開発に成功した。開発したマーカーは少ないが、これらのマーカーを用いた解析

により、有意な集団分化を示したことから、今後、MSマーカーの数を増やすことにより、個体群

分子タイピングが可能となると期待できる。今後、さらに多くの海域から培養株を分離し、個体
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群分子タイピング技術の開発に全力を注ぐとともに、各種の遺伝子型のデータベース化や個体群

構造の解明に務めたい。 

 

［キーワード］グローバル化、個体群構造、マイクロサテライト、分子タイピング技術、有害・

有毒プランクトン 

 

１．はじめに 

生物多様性を維持するため、我が国でも平成17年6月1日に「特定外来生物による生態系等に係

る被害の防止に関する法律」が施行され、外来種、移入種による被害や生態系の攪乱について積

極的な取り組みが求められている。微細藻（植物プランクトン）など海洋微生物においては、現

在は「特定外来生物法」の対象外となっているが、世界各地で新奇の有害・有毒微細藻が海産ほ

乳類の大量斃死や食用貝類の毒化現象を引き起こして、新たな環境問題となっている。 

これら有害・有毒微細藻類の出現のグローバル化については、船舶のバラスト水による原因種

の移送が要因のひとつとして推測されている。バラスト水に対する規制としては、国際海事機関

(IMO)によって2004年2月に採択された「船舶のバラスト水及び沈殿物の規制及び管理のための国

際条約」が暫定的に締結され、他国の管轄区域を航行する船舶は、バラスト水管理（バラスト水

洋上交換又はバラスト水処理）を実施することを義務づけられる。近い将来、バラスト水対策が

求められる状況の中、依然これらの有毒微細藻類の分布拡大は続いており、それらの伝搬ルート

解明や蔓延阻止については必ずしも実効性を伴っていないのが実情である。この原因として、バ

ラスト水中の有害・有毒微細藻類のモニタリング技術や、水産種苗の移植、木材や海砂の運搬等

を介した国内外での移送について、実態を把握する手法やマニュアルが確立していないことが指

摘されている。このような状況の中、有毒微細藻類の個体群を識別する技術、移入・侵入種を判

別する技術の開発が望まれてきた。 

有毒微細藻類は形態学的な差異が極めて少なく、顕微鏡観察に基づいた形態判別では種判別技

術に熟練が要求される。さらに、同一種内で異なる海域に分布する個体群間の類縁関係を明らか

にし、新たな海域への移入等を解明する手法は、形態学的手法では達成不能である。この目的を

達成するためには、高度多型分子マーカーを用いて各個体及び個体群をタイピングするといった

集団遺伝学的手法の導入が最も有効であると考えられるが、これまで有毒微細藻類の個体群構造

について遺伝子解析を行い、それらの情報に基づいた地域個体群の遺伝的交流（海域間移動）を

証明した報告はほとんどない。 

 

２．研究目的 

本研究では、有害・有毒微細藻類の出現のグローバル化するメカニズムを解明する手法として、

日本の各地域沿岸域に分布する各種個体群について、多型分子マーカーを用いて識別・タイピン

グする技術開発を行い、データベース化を目指す。また、個体群の海域間移動の有無、その要因

を解明するための研究手法を確立する。平成18年度は、有毒・有害渦鞭毛藻・ラフィド藻である

Chattonella ovata、Dinophysis fortii、Dinophysis acuminata、Gymnodinium catenatum、

Heterocapsa circularisquama、Pyrodinium bahamense var. compressumの計６種について高度多

型分子マーカーであるマイクロサテライトマーカー（以下、MSマーカー）を開発する。1、2の海
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域から分離・確立した各種25-45株程度を用いて、開発したマーカーの多型性やPCRの増幅効率な

どの性能を評価し、個体群識別・タイピング手法を確立する。各種個体群内の遺伝的多様性や個

体群間の遺伝子流動の程度を集団遺伝解析用のソフトを用いて解析し、遺伝子流動が見られる場

合、その要因について明らかにする。 

 

３．研究方法 

共同研究者の協力により、各種栄養細胞が含まれる天然海水サンプルを入手し、マイクロピペ

ット洗浄法により各種1細胞ずつピペットで分取することにより、クローン培養株を確立した（表

1）。ＭＳ領域の単離用のための栄養細胞の培養は、300mLの三角フラスコ中に150ｍLのｆ/2培地1)

を入れて行い、分析用の培養は、50mL用の三角フラスコに30mlの培地を入れて行い、対数増殖期

後期の細胞を集藻した。DNAの抽出はDNeasy Plant Mini Kit （QIAGEN）あるいはCTAB法2)を用い

て行った。ＭＳマーカーの単離方法はNagai et al. 3-6)、Lian et al. 7)およびNishitani et al. 8, 

9)に準じて実施した。開発した各MSマーカーの特徴を把握するため、haploid種であるH. 

circularisquamaについては40株以上、diploid種であるChattonella ovataについては、20株以上

のクローン培養株を用いて、対立遺伝子の出現頻度、遺伝子多様度など多型性を評価、PCR増幅の

チェックを行った。なおMSマーカー間の連鎖分析（Linkage disequilibrium）などの集団遺伝学

的パラメータは、GENEPOP10)やPOPGENE11)、GENALEX12)、TFPGA13)を用いて計算した。 

 

表１．分子タイピング技術開発の進捗状況の一覧

　　　　　種類
MSマーカー

開発用培養* 培養株 サンプリング海域
MSマーカー

開発**

MSマーカー数
** タイピング技術***

Chattonella ovata ○（4株） 93
広島湾，兵庫県播
磨灘，三重県五ヶ

○ 12 ○

Dinophysis acuminata ○（4株） 80
広島湾，大分県猪
串湾

○ 3 ○

Dinophysis fortii ○（4株） >100
広島湾，熊本県八
代海，鳥取市沿岸

△ 3 △

Gymnodinium catenatum ○（4株） 81
大分県猪野串湾，
山口県仙崎湾，
熊本県宮野河地湾

△ 2 ○

Heterocapsa circularisquama ○（4株） 125 英虞湾など12海域 ○ 15 ○

Pyrodinium bahamense ○（4株） 4 フィリピン X 0 X
*，マーカーの開発に最低限必要な培養株数； **，○：開発成功；△：開発中；X，中止***，個体毎に遺伝子型のタイピングが可能
になった場合　○：開発成功； △：開発中；中止

 

４．結果・考察 

（１）培養株の確立 

 標記6種について、複数の海域から海水を採集し、それぞれクローン培養株を確立した（表1）。 

（２）個体群識別・タイピング手法の確立 

１）C. ovataはラフィド藻シャトネラ属の1種であり（図1）、体長は50-70 µmで、日本、中国、

メキシコなどで出現が確認されており、魚類斃死を引き起こす。日本においては、1980年代

から出現は確認されているが、本種による最初の漁業被害は2004年に香川県で報告されてい

る14)。今回、C. ovataから抽出したDNAからCompound SSR primer法7-9)によりMS領域を単離し

た。MS領域を選択増幅したPCR産物から1,232個のシークエンス配列を読み、173個のプライマ



 

 

RF-066-4

ーを設計し、良好なPCR増幅が認められた21個のマーカーのうち、12個の多型を有するMSマー

カーを得た。各マーカーの特徴を調べた結果、PCR産物が得られなかったサンプル数は0-3の

範囲にあり、いずれのマーカーも良好なPCR増幅を示した。アリル数は4-10（6.2±2.7、平均

±標準偏差、n=21）の範囲、ヘテロ接合度の観察値および期待値はそれぞれ0.250-0.850（0.461

±0.198；平均±標準偏差）、0.310-0.889（0.563±0.179）の範囲にあった。2つのマーカー

（Covata45とCovata162）でハーディーワインバーグ平衡からの有意なずれが検出された。ま

た、マーカー間で有意なリンケージは検出されず、以上から本種の集団解析に使用可能な12

個のマーカー開発に成功した（表2、図2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

表2．有害ラフィド藻Chattonella ovata における12個のMSマーカーの開発と各マーカーの特徴
（21個のクローン培養株を用いて解析）  

Locus Repeat motif Primer sequence (5'–3')

Ta
(ºC)

No. of non-
amplifying
samples

No. of
alleles

Size
range
(bp) H O H E F IS

GenBank
Accession

no.

Covata02 (AC)5(TC)12 ACACACACACTCTCTCTCTCTCTC 56 1 5 153–161 0.500 0.673 0.238 AB295442
GGAATTGGTGTTGACATGAACG

Covata36 (AC)6(AG)9 ACACACACACACAGAGAGAGAG 56 2 4 77–83 0.368 0.559 0.323 AB295443
GCCTTCTGAAGTTTCCTCCATC

Covata37 (AC)6(AG)8 ACACACACACACAGAGAGAGAG 56 1 8 96–105 0.450 0.565 0.184 AB295444
CCCTAAGGTACCTTTACGAACTGG

Covata45* TCTCTCTCTCTCACACACACAC 54 0 12 124–168 0.476 0.889 0.451 AB295445
CCTTACATCTTCACATCATGC

Covata98 (AC)6(AG)9 ACACACACACACAGAGAGAGAG 56 0 4 67–73 0.238 0.362 0.327 AB295446
GCTCATTTGATGATCTCCTCAG

Covata102 (AC)6(AG)7 ACACACACACACAGAGAGAGAG 56 1 4 199–202 0.850 0.568 –0.535 AB295447
TTTGACCAATCGTCGTCTAG

Covata129 (AC)6(AG)10 ACACACACACACAGAGAGAGAG 56 1 10 63–93 0.450 0.683 0.325 AB295448
GAGGATACCACAAACTTGCTG

Covata132 (AC)6(AG)10 ACACACACACACAGAGAGAGAG 56 0 5 110–122 0.333 0.434 0.214 AB295449
ACCGCAAACACTGTCCTGTACC

Covata156 (AC)6(AG)10 ACACACACACACAGAGAGAGAG 54 2 7 124–138 0.526 0.585 0.075 AB295450
GGATGGAGAAGTCAACGATG

Covata162* (AC)6(AG)12 ACACACACACACAGAGAGAGAG 58 0 7 89–105 0.810 0.784 –0.058 AB295451
GTTTGTCGTAGGTACAGATTGC

Covata171 (AC)6(AG)5CT(CAA)5 ACACACACACACAGAGAGAGAG 58 1 4 176–194 0.250 0.310 0.174 AB295452
AGATTCCTAGCACCTCCAATG

Covata173 (AC)6(AG)10 ACACACACACACAGAGAGAGAG 54 3 4 88–96 0.278 0.344 0.171 AB295453
CAGGACGATGATTCGAAGTGC

(TC)6(AC)5TC(AC)2A4(

AAAG)4(AAAAG)3

Ta, 各プライマーのアニーリング温度; Ho, ヘテロ接合度の観察値; HE, ヘテロ接合度の期待値; Fis, inbreeding coefficient; * ハーディワインベ
ルグ平衡からの有意なずれ (P <0.05).

 

25 µm 50 µm25 µm 50 µm

図１．Chattonella ovataの遊泳細胞
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図3．開発したMSマーカーによる

分子タイピング（全21サンプル）
図中のピリオドは欠失サンプルを
示す

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

個体群 サンプリング N A Ho He PA Fis HW

広島湾 海水 9 5.4 0.90 0.76 0.22 -0.82 0.0230
広島湾 海底泥 8 4.7 0.83 0.71 0.13 -0.27 0.3052
播磨灘 海水 40 6.7 0.82 0.71 0.25 -0.18 0.0009*
五ヶ所湾 海水 36 6.7 0.79 0.74 0.14 -0.10 0.0009*

N, 分析株数；　A，１遺伝子座あたりの対立遺伝子数；　Ho，ヘテロ接合度の観察地；
He，ヘテロ接合度の期待値；PA，１株あたりの個体群特異的な対立遺伝子数；　Fis，固
定指数（個体群の遺伝的な偏りを示す指数）；　HW，ハーディーワインバーグ平衡からの
統計学的なずれを検定した；　*，P<0.05  

 

No.  genotype
1.  BCABDHGGAAACEFCCEFADBBBC
2.  EE..GGGGAAAAEECCCCAEBCCC
3.  ABBBACDDAAAAEECCCCAGBBCC
4.  BCACGGAAABADGIADBCABBBCC
5.  BBBCEGBGAAADEEDDBCFFBBCC
6.  CCBBGGHHAA..GGCE..AEBB..
7.  BEBBDDCJAAADEECCBGAEBBCC
8.  BCCDGGBGBBAACJCCACAEBBAC
9.  ABBCGGGGAAACEGCCACFFBCCC
10. BDBBEGDDAAADAECCCDFFABBC
11. BCCCGGHIADADEECCCCAEBBCC
12. ..AC..DGBBADDDABCCAEBBCC
13. BBBBEGBGAAAD..CDCCCEBC..
14. BCBCGGJJABADFFCCCFAEBBCD
15. BBBBDGBHAAADBECCACDFBBBB
16. BBDDDFGKACADBECCCFAEBBCD
17. BEBBBGCFAAADEECDCCAGBDCC
18. EEBBFGEEAAADDECDCCBECC..
19. CC..GGCFAAADEECD..FF..CC
20. EEBBGGHHABBDFHCCFFAEBBCC
21. BBBBGGLLAAADEECCCCACBBCC

Covata129 Covata132

Covata36 Covata37

Covata129 Covata132

Covata36 Covata37

図2．開発したMSマーカーによるPCR産物の電気泳動像
（分析個体数 = 21）6%ポリアクリルアミドゲル使用
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図４．Chattonella ovataのサンプリング地点
カッコの中の数字は、確立したクローン培養株数

表2．Chattonella ovata 4個体群のMSマーカーによる解析結果
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広島湾
広島湾
泥cyst

播磨灘 五ヶ所湾

広島湾

広島湾
泥cyst

0.88

播磨灘 0.83 0.52

五ヶ所湾 0.62 0.65 0.31

図3のように個体ごとに遺伝子型を決定したところ、今回用いた全ての個体間で遺伝子型が

異なったことから、本研究により開発したマーカーは、個体ごとの分子タイピング、個体群

間での遺伝子構造の比較にも有効なマーカーであることが判明した。3海域（広島湾2地点、

播磨灘、五ヶ所湾）からそれぞれ9、8、40、36のクローン培養株（合計93株）を確立した（図

4）。良好なPCR増幅が認められた7個のマイクロサテライトマーカーを用いて多型解析を行っ

た。その結果、アリル数は5-11（8.0±2.9、平均±標準偏差、n=93）の範囲、ヘテロ接合度

の観察値および期待値はそれぞれ0.38-0.98 (0.82±0.20）、0.55-0.77（0.73-0.08）の範囲

にあった（表2）。個体群として見ると、播磨灘と五ヶ所湾でハーディーワインバーグ平衡か

らの有意なずれが検出された。Fisher’s exact testの結果、いずれのペア個体群間におい

ても、有意な集団分化は検出されなかった（表3）。PCAによる主成分分析12)の結果から、第1

と第2、第1と第3主成分のXYプロットを行ったが、プロットパターンの個体群による明瞭な差

異は見られなかった（図5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表3．Fisher’s exact testの結果．表中の数字はP値を示す
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図5．GENALEX12) による主成分分析の結果を示す。各個体群の全個体のデータの結果を
プロットした。 ●，第1＋第2主成分； ■，第1＋第2主成分
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また、UPGMA法によりデンドログラム13) を作成したが、個体群間の遺伝距離は小さい値を示

した（図6）。以上の結果は、本種の個体群間で遺伝的な構造化・遺伝的分化が見られないこ

とを示している。播磨灘の個体群は、紀伊半島に沿って五ヶ所湾から流れてきたことが確認

されており、同じ起源の個体群であるため、遺伝的に差が出ないのは説明がつく。C. ovata

は、20年くらい前から日本での出現は確認されているが、2004年に瀬戸内海で初めて赤潮を

形成したような状況にあり、日本国内の個体群についてはまだ遺伝的に未分化の種と考えら

れる。本種は、既に中国・メキシコ沿岸でも赤潮形成により大量の魚介類斃死が確認されて

おり、今後、さらに分布を拡大させる懸念があり、より多くの海域の個体群の解析を行い、

データベースを充実させておく必要がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２）D. acuminataは、渦鞭毛藻Dinophysis属の1種であり、体長は40-50 µmで、ほぼ世界沿岸各

地の至る所に分布する下痢性貝毒原因種である。植物プランクトンの研究が始まって以来こ

れまで、Dinophysis属の培養については、世界の多くの研究者が挑戦してきたにもかかわら

ず、誰1人として長期培養に成功しなかった。そのため本属の増殖生理学・毒生産に影響を及

ぼす培養諸条件の影響に関する情報などを得ることができなかった。しかし、Park et al. 15)

は、世界で初めてDinophysis属の1種D. acuminataの培養に成功した。Dinophysis属は基本的

に従属栄養性を示すと考えられていたが、餌生物が長い間不明であった。Park et al. 15) は

小型クリプト藻の1種Teleaulax sp. を餌として繊毛虫Myrionecta rubra（Ciliophora）の培

養を行い、M. rubraを餌としてD. acuminataに与えることにより培養に成功した。少し遅れ

て、昨年度、東北海区水産研究所の神山孝史博士もD. acuminataの培養に成功した。現在、

共同研究として、本課題担当者（長井ら）も、本種の高密度培養に成功した（図7－Ａ、Ｂ）。

D. acuminataのMSマーカーの開発については、448個のシークエンス配列を読み、64個のプラ

イマーを設計し、PCR増幅が認められた11個のマーカーについて蛍光を付加し、広島湾から単

離・培養後、DNA抽出をした47個のDNAサンプルを用いて、多型性とPCR増幅を調べた結果、PCR

増幅が良好で、かつ高度の多型性を示したのは3個のマーカーのみであった（表4）。今後さ

らに、マーカーの数を増やす必要があるが、とりあえず2個のMSマーカーを用いて（図8）、

広島湾と大分県猪串湾の個体群（2007年35株確立）において、Fisher’s exact testを行っ

た結果、有意な遺伝的分化を示すことが判明した。従って、今後、さらにMSマーカーの数を

広島湾（海水)

広島湾(泥cyst）

五ヶ所湾

播磨灘72

50

広島湾（海水)

広島湾(泥cyst）

五ヶ所湾

播磨灘72

50

図6．UPGMA法によるデンドログラム13) 。図中の数字はブートストラップ値を示す。
>50%の値のみを示した。
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マーカー 分析個体数 PCR成功率 対立遺伝子数 遺伝子多様度

DA07 46 97.9 14 0.87
DA25 37 78.7 12 0.85
DA27 47 100 7 0.66

平均 43.3 92.2 11 0.79
標準編差 5.5 11.7 3.6 0.11

50 µm

A B

図7．Dinophysis acuminataの培養
Ａ，摂食中のD. acuminata; B，D. acuminataの集藻の
様子。矢印はDinophysisの餌（Myrionecta rubra）を
示す。

50 µm

AA BB

図7．Dinophysis acuminataの培養
Ａ，摂食中のD. acuminata; B，D. acuminataの集藻の
様子。矢印はDinophysisの餌（Myrionecta rubra）を
示す。

増やすことにより、個体群分子タイピング技術が有効となり、日本の個体群の遺伝的構造と

それに影響を及ぼす要因が解明されると期待できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

加えて、下痢性貝毒原因種の代表種として世界的に広く知られているD. fortiiについても、

現時点で世界初と思われるが、ごく最近になりその培養に成功した（Nagai et al. in press、

図9、A－H）。現在では、両種ともに>1,000細胞/mLの密度で培養可能であり、これら両種の

培養成功により、本課題の遂行が可能となった。D. fortiiのMSマーカーの開発については、

448個のシークエンス配列を読み、66個のプライマーを設計し、PCR増幅が認められた5個のマ

ーカーについて、現在、さらにPCRの条件などを検討中である。なお、広島湾、鳥取市沿岸、

表4．Dinophysis acuminataの3個のMSマーカーを用いた解析結果
（広島湾から分離したクローン培養株を用いた）

DA07

DA27

DA07

DA27

図8．開発D. acuminataのMSマーカーによるPCR産物の電気泳動像
（図中に各マーカーの名前を示す）
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熊本県八代海から合計100株以上を単離・培養し、既に集藻済みである。今後、MSマーカーの

開発およびタイピング技術の開発を急ピッチで進めたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図9．Dinophysis fortiiの室内培養の成功例
A，Feeding tube (peduncle)の先端を餌である繊毛虫Myrionecta rubraに突き刺し、細胞内容物を
吸い上げている様子。矢印は、透明なpeduncle中を移動する繊毛虫の細胞内容物を示す；B，
積極的に餌生物を捕獲する様子。矢印は繊毛虫の捕獲に成功したD. fortii細胞；C，peduncleを
繊毛虫に突き刺した直後を示す；D，繊毛虫を捕獲して補食しながら遊泳するD. fortii細胞；E，
分裂直前の細胞；F，4細胞が連なったD. fortiiを示す。この後、4細胞は離れ、正常に増殖し
た；G，集藻した様子を示す；H，小型細胞の出現。培養条件の悪化、餌不足の時などに発生
し、接合による有性生殖を起こす。図中のバーは50 µmを示す。
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３）G. catenatumは、麻痺性貝毒原因渦鞭毛藻であり、体長は45-65 µmである（図10）。主に

日本、韓国、メキシコ、スペイン、ポルトガル、オーストラリアなどの温帯～亜熱帯にかけ

ての広い範囲に分布している。国内での最初の毒化事例は1986年山口県仙崎湾から報告され

ている。G. catenatumのMSマーカーについては、Compound SSR primer法7-9)で単離を行った。

413個のシークエンス配列を読み、42個のプライマーを設計し、良好なPCR増幅が認められた

13個のマーカーについて、大分県猪串湾から分離した27株のクローン培養株からそれぞれ抽

出したDNAサンプルを用いて、多型性を調べた結果、多型性を示す2個のMSマーカーの開発に

成功した（図11）。猪串湾と山口県仙崎湾（n=13）の個体群において、Fisher’s exact test

を行った結果、MSマーカーGC01の方では有意な遺伝的分化を示すことが判明した。従って、

本種においても、個体群分子タイピング技術は有効と思われる。本種は、世界のほぼ全ての

温帯・亜熱帯沿岸域に分布しており、今後、より多くのMSマーカーを開発し、より多くの個

体群の解析を進めたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図10．G. catenatumの栄養細胞（左）と耐久性シスト（右）

2006年猪串湾27株 2004年仙崎湾13株

GC28

GC01
2006年猪串湾27株 2004年仙崎湾13株

GC28

GC01

図11．Gymnodinium catenatumの2個のMSマーカーを用いた解析結果
（猪串湾および山口県仙崎湾分離したクローン培養株を用いた）
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４）H. circularisquamaは、Heterocapsa属の1種で、体長20-29 µmの渦鞭毛藻である（図12）。

1988年に高知県浦ノ内湾で日本で初めて赤潮を形成し、二枚貝を大量に殺すという被害を出

した。以降、わずか20年の間に、西日本のほぼ全域に分布を拡大し、アサリ、マガキ、真珠

貝、ムール貝、アワビ等に総額200億円以上の被害を与えてきた。何故、二枚貝だけを殺すの

かその原因については不明だが、本種の大きな特徴である。H. circularisquamaのMSマーカ

ーを SSR primer法3-6)により単離した。MSマーカーの開発は、1988年に高知県浦ノ内湾から日

本（世界）で最初に分離されたH. circularisquamaのDNAを用いて実施した。396個のシーク

エンス配列を読み、63個のプライマーを設計し、PCR増幅を試みたところ、28個でPCR増幅が

確認できた。このうち、15個の多型を有するMSマーカーを得た。アリル数は2-6（3.4±1.1、

平均±標準偏差，n=45）の範囲、遺伝子多様度は

0.205-0.684（0.498±0.146）の範囲にあった（表5）。

マーカー間で有意なリンケージは検出されず、以上か

ら、本種の分子タイピングに使用可能な15個のマーカ

ー開発に成功した（図13、図14）。2006年英虞湾、2007

年浜名湖および長崎件天草市楠浦湾からそれぞれ45、

40、40株のクローン培養株（合計125株）を単離・培養

し、14個のマイクロサテライトマーカーを用いて、多

型解析を実施した。 

 

 

Locus Repeat motif Primer sequence

T a

(
o
C)

No. of non-
amplifying
samples

No. of
alleles

Size
range (bp)

Gene
diversity

Genbank
accession
number

HC05 F: TAMRA-CAACCATCAAGTTAGTGCTATGC 57 0 2 244-245 0.458 AB287380
R: TCACTTGCATGTCAGGTCACAGGGA

HC06 F: CCAACCCTTTCACTGTTTTTCTCC 57 0 5 266-284 0.669 AB287381

R: TAMRA-AACGGGGAAAAGCAAACCTGATGTTCC
HC07 F: TTTACTGCCAGTTTCCTGCAATGCAAC 57 2 2 250-254 0.498 AB287382

R: TAMRA-TGTTTGTATGCAAACTTTGTGGCTTCC
HC14 F: TTGAGACTTTGAGGTCAAACTTGCG 57 0 4 168-176 0.609 AB287383

R: TAMRA-TCGAGCACGTAGTACTTCGAGTCCA

HC15 F: ATGTGGCACGAAACACGAAGCATGCA 57 0 2 232-237 0.480 AB287384

R: TAMRA-TGTTTCTGCATATCTTCCCCTTGG

HC16 F: TAMRA-TTCACCCGGTTCAATGATACCG 57 0 3 197-205 0.304 AB287385

R: TTTGGACTTTGCAGCAGAAACAGCAGAG
HC18 F: AAGAGCATTGGTATTCTGCACCATAGC 60 0 6 256-278 0.684 AB287386

R: TAMRA-AACGAGAGAGGGGTACATGTTACAC
HC21 F: GTTTTTCTGAATGATGCGGCCTTTGTC 57 0 3 181-189 0.529 AB287387

R: TAMRA-CGTGCACGTATACATAAGGGCG

HC58 F: ACAAGCCTCGAGGAGCATATGG 57 0 3 225-229 0.486 AB287388

R: TAMRA-GTCGTCACAATACCGCATCCT
HC61 F: CGTGATTGATGTGAAGAGC 57 1 3 185-197 0.305 AB287389

R: TAMRA-CATTCCCGTGTCTGTTGGTGAGT
HC62 F: TAMRA-TATGTAGATGCGTGCGTCTCTCC 57 0 4 258-270 0.645 AB287390

R: ACCCACGTACATACATATGCCAAGC

HC63 F: CGGGTGTGATCAGATTTAAAACAAGCC 57 0 4 137-147 0.205 AB287391

R: TAMRA-TACCTCTGCACGCAGCATGACT
HC65 F: CCATTCCAATTTCAATCATCAACACC 53 0 4 230-242 0.388 AB287392

R: TAMRA-CATGTATCGGTATATGCATATGATGG
HC73 F: CTTTCCCTATCCCTTTTCCCTTGC 60 1 3 247-266 0.629 AB287393

R: TAMRA-AGAAGGACATGCAGAGGCG
HC75 F: TAMRA-CCTCAGGATTTCATGTGGC 60 0 3 186-198 0.577 AB287394

R: GCATTTCTCAAGTGGGCATCTC

(GT)8

(CT)11

(CT)12

(CT)15GT(CT)5T(GC)3

(CT)15

(CT)9GT(CT)4

Ta, 各プライマーのアニーリング温度；Gene diversity, 遺伝子多様度（Nei 1987） 

(GT)14

(CT)10

C11N7(CA)3CG(CT)11

(CT)11

(CT)13

(GT)12

(GT)15

(GT)2GC(GT)11G8

(CT)13

図12．H. circularisquamaの遊泳細胞

表5．有害渦鞭毛藻Heterocapsa circularisquamaにおける15個のMSマーカーの
開発と各マーカーの特徴（45個のクローン培養株を用いて解析）
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HC06

HC15

HC14

HC16
HC75

HC63

HC58

HC62

HC06

HC15

HC14

HC16
HC75

HC63

HC58

HC62

HC05 HC06 HC07 HC14 HC15 HC16 HC18 HC21 HC58 HC61 HC62 HC63 HC65 HC73 HC75
1 A A A A A A A B B A B D C B C
2 A E A D B A E B A . B A C B C
3 A E A C A A E B B C B C C A C
4 B C B C B A A B A C B D C B B
5 A E B A B A A A B C B D C C B
6 A E A C B A C B B C A C B B C
7 A E B A B C A A B C B D C A C
8 B E A D A A A A A C B D C . C
9 B B B A A C A B B C B B C A C

10 B E B C B A D A B C B D C A B
11 A D B C A A E B A C B D C B C
12 A B A A B A C B B C C D A B A
13 A E B A A A C B B C A D C C B
14 A B B A A B A A A A B D C A A
15 A E B A A A A C A C C D C B B
16 B A B B A B E C B C A D C B B
17 A D A C B A C A B C C D A B B
18 A C B C B A B B A C A D C B B
19 A C A C A A C B B C B D C A B
20 B E B A A A A A B C B D C C B
21 A C A C A A A A B A B D A B B
22 A E A C B A A A A C C D C A B
23 A C A A B A E A B B A A C A B
24 B E A C B A A B B C B D C B B
25 A E A A B A F B A C C D C A B
26 B C B A A A C B B C A D C B B
27 B D B C B A E A A C D D C C C
28 B E A C B B C B B C B D C B B
29 B E A A B A A B B C B D C B B
30 B E B A B A A A B C B D A B B
31 B B A D B A E B A C A D C A C
32 A B A A A B C A B C C D A C A
33 A D B C B A A B A C D D C A C
34 A E B A A A A B C A B D A A C
35 A C . D B A A B A A B D A C B
36 B E B D B B C B A C C D A C B
37 A B B A B A C B B C B D C B A
38 A C B C A A B A B C B D D B B
39 A E B A B A C A B C A D C C C
40 A E A A B A C B B C D D C B B
41 A A B C A B A B B A C D C B C
42 A C B C B A E A B C B D C B A
43 A E . A B A A A A C A D A C B
44 B E A C B A C A A A C D C A A
45 B E A A A A A B B C C D C A B

HC05 HC06 HC07 HC14 HC15 HC16 HC18 HC21 HC58 HC61 HC62 HC63 HC65 HC73 HC75
1 A A A A A A A B B A B D C B C
2 A E A D B A E B A . B A C B C
3 A E A C A A E B B C B C C A C
4 B C B C B A A B A C B D C B B
5 A E B A B A A A B C B D C C B
6 A E A C B A C B B C A C B B C
7 A E B A B C A A B C B D C A C
8 B E A D A A A A A C B D C . C
9 B B B A A C A B B C B B C A C

10 B E B C B A D A B C B D C A B
11 A D B C A A E B A C B D C B C
12 A B A A B A C B B C C D A B A
13 A E B A A A C B B C A D C C B
14 A B B A A B A A A A B D C A A
15 A E B A A A A C A C C D C B B
16 B A B B A B E C B C A D C B B
17 A D A C B A C A B C C D A B B
18 A C B C B A B B A C A D C B B
19 A C A C A A C B B C B D C A B
20 B E B A A A A A B C B D C C B
21 A C A C A A A A B A B D A B B
22 A E A C B A A A A C C D C A B
23 A C A A B A E A B B A A C A B
24 B E A C B A A B B C B D C B B
25 A E A A B A F B A C C D C A B
26 B C B A A A C B B C A D C B B
27 B D B C B A E A A C D D C C C
28 B E A C B B C B B C B D C B B
29 B E A A B A A B B C B D C B B
30 B E B A B A A A B C B D A B B
31 B B A D B A E B A C A D C A C
32 A B A A A B C A B C C D A C A
33 A D B C B A A B A C D D C A C
34 A E B A A A A B C A B D A A C
35 A C . D B A A B A A B D A C B
36 B E B D B B C B A C C D A C B
37 A B B A B A C B B C B D C B A
38 A C B C A A B A B C B D D B B
39 A E B A B A C A B C A D C C C
40 A E A A B A C B B C D D C B B
41 A A B C A B A B B A C D C B C
42 A C B C B A E A B C B D C B A
43 A E . A B A A A A C A D A C B
44 B E A C B A C A A A C D C A A
45 B E A A A A A B B C C D C A B

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図13．開発H. circularisquamaのMSマーカー
によるPCR産物の電気泳動像（図中に各
マーカーの名前を示す）

図14．開発した15個のMSマーカーによる各個体の分子タイピング（英虞湾全45サンプル）
図中のピリオドは欠失サンプルを示す。45個体は全て異なる遺伝子型を示した。
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2006年、英虞湾から採集（45株）
2007年、浜名湖から採集（40株）
2007年、熊本県天草から採集（40株）

H. circularisquama の採集地点

英虞湾

浜名湖

天草市楠浦湾

2006年、英虞湾から採集（45株）
2007年、浜名湖から採集（40株）
2007年、熊本県天草から採集（40株）

H. circularisquama の採集地点

2006年、英虞湾から採集（45株）
2007年、浜名湖から採集（40株）
2007年、熊本県天草から採集（40株）

H. circularisquama の採集地点

英虞湾

浜名湖

天草市楠浦湾

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図15．H. circularisquamaのサンプリング地点

図16． 14個のMSマーカーを用いたH. circularisquama3個体群の対立遺伝子出現頻度。

各マーカーごとに、左カラムは対立遺伝子を示し、個体群毎に出現頻度を示した。
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3海域共通 31

英虞湾・浜名湖 9
英虞湾・楠浦湾 1
楠浦湾・浜名湖 1
2海域共通（合計） 11

英虞湾のみ 4
浜名湖のみ 8
楠浦湾のみ 1
1個体群のみ 13

英虞湾2006 浜名湖2007 楠浦湾2007
英虞湾2006
浜名湖2007 P <0.00001*
楠浦湾2007 P <0.00001* P <0.00001*

*，P <0.001 after Bonferroni correction

 

アリル数は2-6（3.9±1.1）の範囲、遺伝子多様度は0.28-0.75（0.49±0.1）の範囲にあった。対

立遺伝子の出現頻度を比較すると（図16）、3海域共通の対立遺伝子は31個、2海域共通の対立遺

伝子の内、英虞湾と浜名湖、英虞湾と楠浦湾、楠浦湾と浜名湖でそれぞれ共有が見られたのは、9、

1、1個であった（表6）。また、英虞湾、浜名湖、天草のみで検出された対立遺伝子は、それぞれ

4、8、1個であった。さらに、UPGMA法によるデンドログラムは、英虞湾、浜名湖の個体群は近縁

であることを示した（図17）。英虞湾および三河湾の個体群は、楠浦湾の個体群のみが有する1個

の対立遺伝子を除いた33個の対立遺伝子を全て保有していることから、英虞湾や浜名湖の個体群

の1部の個体が、何らかの人為的理由で楠浦湾に運ばれ、増殖した可能性が高いことを示唆する。

本城ほかは、西日本において、マガキや真珠貝の養殖において、より良好な成長を求めて、母貝・

稚貝生産地からの移植が盛んに行われてきた結果、H. circularisquamaの個体群が貝類の移植と

ともに運ばれ、西日本沿岸各地に急速に分布を広げたことを指摘した16)。興味深いことに、

Fisher’s exact testの結果、いずれのペア個体群間においても、有意な集団分化が検出され、

本種が日本で初めて確認されて以来、わずか20年しか経過していないにもかかわらず、既に集団

構造に有意な差が見られることが示された（表7）。も本結果は、個体群のサイズが小さいために

生じるボトルネック効果のようなものであり、おそらく、最初は、ごく小規模の個体群が日本に

入ってきて、その後、新しい対立遺伝子が生じながら、西日本沿岸各地で分布を広げたことを示

唆すると思われる。本種は、1988年の赤潮発生以来、西日本において急速に分布を拡大させた。

分布の拡大メカニズムを究明すべく、今後、さらに多くの海域に出現する個体群をサンプリング

し、解析を行いたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表6．3個体群間の対立遺伝子の共有性
図16から3海域共通、2海域共通、1
海域のみ保有する対立遺伝子を集計。

英虞湾06
浜名湖07
天草07

75

Nei (1972)

英虞湾06
浜名湖07
天草07

75

Nei (1972)

表7．H. circularisquama 3個体群のFisher’s exact testの結果。
表中の数字はP値を示す

図17．UPGMA法によるデンドログラム13) 。
図中の数字はブートストラップ値を示す。
>50%の値のみを示した。
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５）P. bahamenseは、体長30-53 µmの麻痺性貝毒原因渦鞭毛藻であり、東南アジアおよび中南

米の熱帯域を中心に分布している。インドネシア・フィリピンでは2001年までに117名の死者

と2,000名以上の中毒患者を出しており、大きな社会問題となっている。今後、地球温暖化に

伴う水温上昇により、今後国内でも本種が発生する可能性がある。現在、P. bahamenseのマ

ーカーについては、開発途中である。現時点で、フィリピンマニラ湾から分離した4株しかク

ローン培養株を保持しておらず、マーカーの開発は可能であるが、タイピング技術を確立す

ることができない状況にある。1、2の海域から分離した株が40株程度ないと、MSマーカーの

特徴把握および分子タイピング技術の確立ができない。現在、フィリピンの研究協力者にサ

ンプリングの依頼をしており、今後、サンプルの入手と培養株の確立を急ぐ予定である。 

 

５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

高度多型分子マーカーを用いた個体群の集団遺伝学的解析は、ほ乳類・高等植物等で盛んに

行われてきているが、有害・有毒微細藻類に適用した例はほとんどなく新規性がある。既に、

本申請者は、日本沿岸域においてA. tamarense個体群の海流による海域間混合が一部の海域を

除いてほとんど見られないことを報告している17)。沿岸域の海水交換があまりなく、他種にお

いても海域間の海流による自然輸送がほとんどないと予測されることから、遠距離に分布する

個体群間に遺伝的類似性が見られる場合、人為的な要因による海域間輸送と特定できることに、

本研究の新規性・独創性がある。これまで他の研究予算も含めて3種類について日本および韓国

沿岸域に分布する個体群について、MSマーカーによる個体群構造の解析をしてきたが、その成

果として個体群構造が種によって大きく異なること、また、対象種の海流による輸送、人為的

な要因による輸送等が検出されており、本課題についても、今後の科学的に極めて重要な研究

成果となる可能性が高い。また、研究対象とする種は、いずれも世界汎種であることから、今

後、国際共同研究への進展が期待できる。 

 

（２）地球環境政策への貢献 

   本研究で得られた成果は、関連学会や国際誌への投稿、日本国内外での関連学会での成果発

表、課題担当者の所属する水産総合研究センター本部の広報誌であるFRAニュースや瀬戸内海区

水産研究所の広報誌である瀬戸内通信に掲載し、成果の広報や普及に努めたい。 
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