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Motile cells of unarmored dinoflagellates Gymnodinium microreticu/atum and Gymnodinium cf. nol/eri collected from Japanese coastal 

waters we陀 observedand identified by using LM， SEM and molecular phylogeny based on SSU and partial LSU rDNAs. Cell of G. 

microreticu/atum has a nucleus located in the anterior part， and chloroplasts located peripherally and aligned p釘 allelin the longitudinal 

axis. Gymnodinium cf. nol/eri exhibits normal gymnodinioid characteristics， e.g. the cingulum surrounds the middle part of the cell， and 

reticulate chloroplasts situated in the periphery. Both species possess a horseshoe-shaped apical groove. In phylogenetic t詑 esconstructed 

based on SSU rDNA and p紅 tialLSU rDNA， both species showed the affinity to Gymnodinium catenatum and formed a monophyletic clade. 

Especially the partial LSU sequences， G. microreticu/atllm we閃 almostidentical to those of samples used for the original descriptions. 

However， Gymnodinium cf. nol/eri branched with G. microreticu/atum rather than G. nol/eri. This is出巴白隠treport of these two species in 

Japanese coastal waters. G. catenatum， G. microreticu/atllm and G. nol/eri are known to form microreticulate cysts. Since the super台cial

structure of the cyst was characteristic compared to other dinoflagellate cyst， presences of microreticulate cyst have so far been used 

for distribution studies of a paralytic shellfish poisoning causative species， G. catenatum. Two putative microreticulate cyst-forming 

dinoflagellates are found also in coastal Japan， the問 fore，comparison to these species should be required for cyst identification of G. 

catenatum. 
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渦鞭毛藻類の一部の種は，生活環の中で遊泳細胞とは形態

の異なる休眠細胞(シスト)を形成することが知られている。

渦鞭毛藻シストは，輪郭や色の違いに加え外被構造として

様々な形状の刺や突起をもち，これらの形状は多くの場合種

特異的である (Matsuoka& Fukuyo 2000)。無殻渦鞭毛藻

Gymnodinium catenatum Grahamは麻癖性貝毒原因種とし

て知られ，球形で表面に網目模様をもっ特徴的なシストの形

状が同種より初めて報告された (Andersonet al. 1988)。そ

の後，同種の分布はシストの存在によっても議論されてきた

(e.g. Matsuoka & Fukuyo 1994)。しかし近年，形態的に

G. catenaωmに類似したシストを形成する Gymnodinium属

2種が確認され，それぞれ Gymnodiniumnolleri El1egaard 

et MoestrupとGymnodiniummicroreticulatum Bolch et 

Hallegraeffとして，デンマークとオーストラリアより記載

された (Bolchet al. 1999， Ellegaard & Moestrup 1999)。

これら 2種の遊泳細胞は，大きさや核の位置，さらに連鎖

群体を形成しない等の形態形質により G.catenatumと明

確に識別することができる。しかし，これら 3種のシスト

は共に球形で表面に網目模様をもつなど形状が酷似してい

るが，シストの細胞直径 (G.catenatumは 36-62μm，G. 

nolleriは25-40μm， そ し て G.microreticulatumは 17-29

μm程度)や，そして偽横溝中の網目の列数における種間
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Fig. 1. Motile cells of Gyl/lllodilliUI/I lI1icrorericularul/I， LM (a-巴)ancl SEM (下j).(a) V，巴ntralview showing the巴nclof cinglllllm 

d巴scenclsancl the slllclls elongates into th巴巴picone.(b) D巴巴perfocus of a cell revealing a spherical nllclells locat巴clin th巴

巴picon巴.(c ancl cl) Dorsal vi巴wshowing chloroplasts align in th巴longituclinalclil巴ction.(巴)Alignm巴ntof chloroplasts lIncler a 

confocal microscope. (の V巴ntralview. (g) Dorsal view showing longitllclinal furrows. (h ancl i) Apico-v巴ntralancl apical views， 

not巴thehors巴shoeshap巴clapical groov巴surrollnclingthe apex. (j) Antapical view. N， nuclells; arrowheacl， apical groove. Scale 

bars: 10μm. 

の迎いが指摘さ れている (Bolch& R巴ynolds2002)。 しか

し， シス ト径の範囲は種間で重砲するために同定は非常に困

難となっている。また，このようなシス 卜の形態的類似によ

り， G. microreticulatumとG.l10lleriの記載報告以前の G.

catenatumのシス ト分布調査にはこれら 2別種が含まれてい

る可能性もあるため，これら 3極を識別したシス 卜分布の再

調査が行われている (Bolch& Reynolds 2002)。現在まで

の形態情報をも とに G.nol/eriは模式産地であ るデンマーク

の{山にスウェーデ、ン，ドイツ，イタ リア，ナミビア，モロ ッコ，

ソマ リア， イエ メン，ノ号キスタン (Nehring1994， 1995， 

1997， Zonneveld 1997， Montresor et al. 1998， Ellegaard 

& Moestrup 1999， Persson et al. 2000， Zonnev巴Idetα1. 

2001) ，そして G.microreticu/atumは模式産地のあるオー

ストラリアの他にウ ルグアイ，中国，ポル トガル (Qiet 

al. 1996， Amorim & Dal巴1998，Bravo & Ramillo 1999， 

Amorim et al. 2001)に分布することが確認されてきた

(Bolch & Reynolds 2002) 0 :2j王子1¥沿岸域においては，J亦:Jl4[

性貝=l'lj}.京因種 G.cαtenatum.の遊泳制!J包とシス トの出現は数

多く報告されているが G.nolleriとG.microreticu/alum 

の報告はまだない。 しかし，球形で網目模様のシス卜でも

比較的小型のものが報告されているため (Matsuoka& Lee 

1994)， G. microreticulatumもしくは G.nolleriが日本にも

生存している可能性が指摘されていた (Bolch& Reynolds 

2002)。本研究で は G.cαtenatumに類似する無殻渦鞭毛部

類の再制査を，特に同種の出現報告の多い西日本沿岸域を中

心に行った。光学顕微鏡と走査型電子顕微鏡を用いた形態t6'L

察に加え， LSU rRNA遺伝子 (rDNA)の部分配列と SSU

rDNAを用いた分子系統解析により 極同定を行った結果， G. 

l77icroreticulatumの出現を福井県小浜湾と長崎県佐世保湾よ

り，そして G.nolleri類似極の遊泳細胞を広島湾より確認し

たので報告する。

材料と方法

観察に供した Gymnodinium同藻類は， 1999年に広 島

県広島湾， 2000年 9月に福井県小浜湾， 2002年 8月に長

11崎県佐世保湾の海水試料より採集し，単藻培養株を確立し

た。Gymnodiniumcatenatumの培養株は，2003年 10月に

マニラ湾 (フィリピン)で採集された。培養株は ESM培地

(Watanabe et al. 2000)を用いて維持している。細胞形態は

光学顕微鏡 (OlympusBX5l)，共焦点レーザー顕微鏡 (Zeiss

LSM510 META) ，走査型電子顕微鏡 (HitachiS-800)で

観察 した。走査電顕用試料は， 2%のオスミウム酸で固定後

にエタノ ール系列で、脱水し，さ らに酢酸イソアミルにi白t換 し

た後に， I臨界点乾燥機 (HitachiHCP-2) を用いてii!z燥した。

試料は金パラジウム蒸着後に観察 した。

分子系統解析に用いる DNA損基配列を決定するた め，

S巴paGene(三光純薬社) を用いて totalDNAを抽出 ・航製

した。SSUrDNAを増幅するためのプライマーには SR-I

とSR-12，そ して LSUrDNAのDI-D2領域を鳩 l幅す る

ために， DIRと28-1483Rを用 いた (Scholinet al. 1994， 

Nakayama et al. 1996， Daugbjerg et al. 2000)。 それぞれ

の配列を増幅させる PCR反応は， 0.2 ml PCRチュ ープ明
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Fig. 2. Motil巴cellsof Gymnodiniul11 cf. nolleri， LM. (a ancl b) V，巴ntralvi巴ws，showing th巴endof cinglllllll1 cllrves downwarcl ancl 
the slllclIs invades into the epicone. (c ancl c1) Dorsal and lateral views in CI巴巴perfoci r巴V巴alingan ellipsoiclal nllclells sitllatecl in th巴
dorsal sicle. N， nllclells. Scale bar: 10 }1m. 

KOD-Plus-DNA Polym巴ras巴(TOYOBO)を用いて全 20

μlで行った。増幅は 9YCで 10分間熱変性させた後に 950C

l分，550C 1分， 720C 3分の反応を 35サイ クル行い，最

終的に 720Cで 10分間伸張させた。 これらの PCR反応は

Gen巴AmpPCR System 9600 (Perkin Elmer) を 用 い て

行った。試料の 2μlを抽出し，アガロ ースゲ、ル電気泳動に

より増幅を確認した。増|隔を確認した PCR産物をスピンカ

ラム (MicroconlOO，Millipor巴) で精製し，増幅に用いたプ

ライマ ーを除去 した。BigDyeTermjnator v.3.1 (Applied 

Biosyst巴ms)，SSU rDNAと (Nakayamaetα1. 1996， 

Takano & Horiguchi 2004)， LSU rDNAのDトD2の配列

を決定する 中間プライマー (Hansen2000)を用いてサイク

ルシークエンスを行い，精製した後に DNAシークエンサ-

ABI PRISM 377 DNA Sequenc巴rを用いて配列を決定した。

決定 したDNA立車塩F足L基配列に既に公開されている渦F鞭使毛謀

類の配列を加え，近隣結合法(例NJ法) と最尤法 (ML法)

により PAUp'!え叫i

clu凶l陪st凶alx (Thompson etα1. 1997) を)斤用干司lいし当て相同な音部H位を1並立

/ べ，さ らにTh巴Eu山1roひop巴anRibosoma1 RNA Database (仙http:/υ

oberon.fvms.ug巴nt.be:8080IrRNA/index.html)に公開 され

ている rRNAの二次構造を参照してアライ メン 卜を修正し

た。SSUrDNAとLSUrDNAの配列は，ModelTl巴st3.04 

(Posada & Crandall J 998)を用いて適 した進化モデルを選

択し， NJ法とML法による系統樹は共に 「補正して作製し

た。選択された モデルは，SSU rDNAとLSUrDNAの部

分配列は共に TrN(古川ura& N巴i1993) + 1 + Gとなり，

SSU rDNAで、は 1= 0.6562， G = 0.6438，そし て LSU

rDNAでは 1= 0.2164， G = 0.7521， となった。ブート ス

トラ ップ値も 同様の設定を用いてそれぞれ 1000回反復計算

し，分岐に示した。

結果

小浜湾産 ・佐世保湾産 Gymnodiniumの遊泳細胞は典型的

な無殻種の形態を しており，上錐と下車!tはほぼ、同じ 大きさ

で，細胞長 22.5-3l.5μn1，隔 14.0-24.0μmである (Fig.1)。

横溝の段差は横溝の 1.5-2倍程度で横溝は細胞後方に曲が

りながら縦潜と接するため，上錐右側が縦潜後方に向かつて

細く 入り込む (Fig.1a)。縦満は横溝と比べて狭く，細胞後

端に達する付近で幅は広く なる。また，縦満は上錐にも深く

入 り込み，やや左にi控|がり 」二重i師事とは接しない。上錐溝は左

巻きの馬蹄形で，典型的な GYl17nodiniul17属のそれと同様で

ある (Fig.J h， i)。核は球形で上錐中に位置する (Fig.1 b)。

葉緑体は細胞の中心付近より放射状に伸び，細胞膜付近では

訓II)J包長IlilIJに沿って平行に伸びる (Fig.1b巴)。 この葉緑体の

構造と同様に，細胞表面も波打ーっており， この特徴は特に下

錐に置いて顕著である (Fig.1 g， j)。細胞は連鎖群体を形成

しない。これらの特徴は小浜湾産 と佐佐保湾産の株で共通す

る。培養株中でシス 卜の形成は観察されなかった。

広 島湾産 Gymnodiniumの遊泳細胞 は，長さ 28.5-47.0

μm， I隔 17.0-33.0μmで，前述した G.microreticulatumと

比i校するとやや大きい (Fig.2)。上錐と下錐は等 しいか下錐

が大きく，上錐は円錐形，下錐は半球形である (Fig.2a)。

上錐の右側下音1)がやや尖っており ，縦青空iに向けて入り込む

(Fig.2b)。上illff潜は馬蹄形である。葉緑体は細胞Il具に沿って

網目状に配置する。核は縦|胞長引h方向に制長く伸び，背面に

位置する (Fig.2c， d)。連鎖群体は形成しなし 3。培養株中に

はシス ト形成を確認していない。

小浜湾産 ・佐世保湾産 ・広島湾産 Gym.noιiiniumとフィ

リピ ン産 G.catenαtum.それぞれについて，SSU rDNA全

梅基配列と LSUrDNAの部分配列 (D1-D2領域)を決定

した (accessionnumbers = AB265962-AB265969)0 SSU 

rDNAによる系統樹を Fig.3， LSU rDNAの部分配列によ

る系統樹をFig.4，そして LSUrDNAによる供試株と類縁

種の遺伝的距離を TableJに示す。それぞれの辿伝子種につ

いて 「補正により 重みづけした NJ法 とML法で系統樹を構

築したが，供試j株和紛株jcミを含む狭義の Gym.η1.nodi川111川um属 (ωAkαωshi川lレw射tνF
j属毘，Karenia属，Karlodinium属を含まない，Gym.nodinium 

F. Stein巴mend.G. Hansen et Moestrup ex Daugbj巴rget aL. 
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Akashiwo sanguinea U41085 
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56 

1盟fGyrodinium spirale AB120001 
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Gyrodinium helveticum AB120004 
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Lepidodinium viride AF022199 

100円iyrodiniumdorsum AF274261 

Gyrodinium uncatenum AF274263 

-0.005 substitutions/site 

Kareniaceae clade 

Fig. 3. Phylogenetic tree inferred from gamma weighted NJ analyses using PAUP* ver. 4.0bl0， based on SSU rDNA sequences. 

Parameters chosen by ModelTest were; TrN + 1 (0.6562) + G (0.6438); assumed nucleotide frequencies A = 0.2652， C = 0.2018， G = 
0.2536， T = 0.2794; substitution rate matrix with A-G = 2.9677， C-T = 6.5364. Bootstrap support (BS) values above 50% are shown. 
Accession numbers訂eindicated after species names in each taxon. Boldface indicates Gymnodinium species analysed in this study. 

2000の定義による)の樹形には大きな違いが見られなかっ

たため， Fig.3にはそれぞれについて NJ法により作製した

系統樹を示した。 SSUrDNAによる系統樹で無殻渦鞭毛藻

類は，狭義の Gymnodinium属，狭義の Gyrodinium属，そ

して Karenia類 (Karenia属，Karlodinium属，Takayama 

属を含む)の 3つの系統群に分かれた。この中で今回解析し

た培養株は全て狭義の Gymnodinium属の系統群に含まれ，

G. catenatumと単系統群を形成した。佐世保湾産と小浜湾

産の Gymnodiniumはほぼ同ーの配列(塩基置換 2/1755bp，

0.11%) で，広島湾産株は G.catenatumよりも上述した 2

株に近縁であった。 LSUrDNAのDl・D2領域を用いた系統

樹においても，無殻渦鞭毛藻類は狭義の Gymnodinium属，

狭義の Gyrodinium属そして Karenia類の 3つの系統に分

かれた。今回解析した培養株は，全て狭義の Gymnodinium

属の系統群に含まれ， G. catenatumと単系統群を形成した。

この中で佐世保湾産と小浜湾産の Gymnodiniumは記載に

用いられた G.microreticulatumと非常に近縁であった。一

方，形態的に G.nolleriに類似する広島湾産株は，デンマー

ク産 G.nolleriではなく，佐世保湾産と小浜湾産株を含む G.

microreticulatumと近縁であることが示された。

考察

小浜湾と佐世保湾産の Gymnodiniumの遊泳細胞は，核

が上錐中に位置すること，横溝段差の形状，そして葉緑体

が細胞長軸に沿って平行に伸びる点が特徴的である。 G.

microreticulatumの記載時に特徴とされている細胞表面の畝

状構造 (Bolchet al. 1999) も， SEMにより確認すること

ができた。これらの形態的特徴より小浜湾産と佐世保湾産の

2株は， G. microreticulatumと同定できる。分子系統解析の

結果においても，これら 2株は狭義の Gymnodinium属に合

まれると共に， LSU rDNAの部分配列を用いた系統樹では

G. microreticulatumの記載報告に用いられたタスマニア産株

と非常に近縁であることが示され，形態形質による同定結果

が支持された。

広島湾産 Gymnodiniumの遊泳細胞には特徴的な形態

形質が少ないため，種同定が非常に困難であった。細胞

の形状，縦溝が上錐に深く入り込む点，そして上錐右側

下部が尖って縦溝方向に入り込む点においては G.nolleri 
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Gymnodinium microreticulatum AY036078 

Gymnodinium cf. nolleri Hiroshima AB265967 

851 Gymnodinium nolleri AF200673 

Gymnodinium nolleri AY036079 

100川 Gymnodiniumcatenatum AF200672 

川Gymnodiniumcatenatum Philippines AB265966 

9剖Gymnodiniumcatenatum AY036071 

Gymnodinium catenatum AY036121 

Gymnodinium catenatum AY036072 

Gymnodinium catenatum AY036122 

Kareniaceae clade 

] Gyrodinium clade 

Gymnodinium clade 

一一 0.05substitutions/site 

Fig. 4. Phylogenetic tree constructed by gamma weighted NJ analyses based on partial LSU rDNA sequences covering domains 

DトD2.Parameters chosen by ModelTest were; TrN + 1 (0.2164) + G (0.7521); assumed nucleotide frequencies A = 0.2263， C 

= 0.2114， G = 0.2882， T = 0.2741; substitution rate matrix with A-G = 1.9489， C-T = 5.9186. BS values above 50% are shown. 

Accession numbers are indicated in each taxon. Taxa ana1ysed in this study are indicated in bo1dface. 
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と一致する。本研究では，同種を仮に Gymnodiniumcf. 

nolleriと同定した。休眠シストを観察することができれ

ば， G. nolleriのシスト外被構造と比較することができる

が，本研究では培養株中に休眠シストの形成を確認するこ

とができなかった。広島湾産 Gymnodiniumcf. nolleriの

系統的位置を見ると， SSU rDNAによる系統樹では， G. 

catenatumや G.microreticulatumなどの球形網目模様のシ

ストを形成する Gymnodiniumの系統群に含まれ，中でも G.

microreticulatumに近縁であることが示された。しかし，既

報の LSUrDNA部分配列では，デンマーク産 G.nolleriは

G. microreticulatumよりも G.catenatumに近い事が示され

ていたため (Bolchet al. 1999)， LSU rDNAの部分配列を

用いた系統解析を加えて行った。その結果， LSU rDNAを

用いた系統解析でも広島湾産 Gymnodiniumcf. nolleriはG.

catenatumや形態的に類似する G.nolleriではなく，むしろ

G. microreticulatumに近縁であることが示された。広島湾産

株は， G. microreticulatumとは形態的・遺伝的に明確に識別

することができると共に，形態的に類似する G.nolleriとも

遺伝的に離れていることが明らかとなった。現在までの観察

結果では， G. nolleriと識別可能な形態形質は見つかってい

ないが，広島湾産株を新種として記載報告するためには，シ

ストを含めた形態観察に基づいて G.nolleriとの形態的な違

いを明示する必要がある。広島湾産 Gymnodiniumの培養株

からはシス卜形成を磯認できていないが，系統的に類縁があ
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Table 1. Sequence divergence among microreticulate cyst forming Gymnodinium species based on 669 bp of p紅 tialLSU rDNA sequences 

(D1・D2).Percentages of uncorrected distance are given above the diagonal and g創nmacorrected distances are below the diagonal. 

G. catenatum G. catenatum G. micro. G. micro. G. micro. G. nolleri G. cf. nolleri 

AF200672 AB265966 AY036078 AB265969 AB265968 AF200673 AB265967 

G. catenatum 0.747 16.937 

G. catenatum 0.774 16.182 

G. microreticulatum 27.761 25.773 

G. microreticulatum 27.867 25.870 1.079 

G. microreticulatum 27.867 25.870 1.079 

G. nolleri 3.287 2.401 24.883 

G. cf. nolleri 25.903 24.241 12.523 

るG.catenatum， G. microreticulatumそして G.nolleriの

球形網目模様シストの形成を考慮すると，本株はこれらと類

似したシスト形成能を有することが予想される。本系統群の

遊泳細胞とシスト形態の分化や分布，そして有害種の識別を

考える上で同種のシストの有無は重要な研究課題である。

無殻渦鞭毛藻G.microreticulatumの記載は新 し し 麻

癒性貝毒原因種G.catenatumと比較すると遊泳細胞は小

型で同定が困難であるため，現在までに日本からの出現報

告はなかった。今回，長崎県佐世保湾と福井県小浜湾で G.

microreticulatumの遊泳細胞が確認されたことにより，同

種は少なくとも西日本の日本海側に分布すると考えられ

る。現在までに，西日本沿岸域からは麻輝性貝毒原因種G.

catenatumの遊泳細胞とシストの出現が多く報告されてき

た。これらの調査の一部で， G. catenaωmと同様の特徴を

もちながら直径が比較的小型であるシストが対馬浅茅湾や伊

万里湾から報告されていたが，種同定には至っていなかった

(Matsuoka & Lee 1994)。今回 G.microreticulatumの遊泳

細胞の出現が確認されたことにより，西日本沿岸域に確認さ

れてきた小型の球形網目模様のシストは同種のものであるこ

とが強〈示唆される。一方， G. nolleriに関しては，デンマー

クで記載されて以来大西洋やインド洋沿岸域より出現が確認

されているものの，太平洋岸での報告はなかった。今回同

定した広島湾産 Gymnodiniumcf. nolleriにおいても，形態

的には G.nolleriの遊泳細胞と識別することはできなかった

が，系統的には G.nolleriと異なる類似種であることが確認

された。

麻輝性貝毒原因種である G.catenatumの分布は同種のシ

ストの存在からも調査されてきたが，今後この結果より，麻

16.936 16.936 2.987 15.878 

16.181 16.181 2.239 15.272 

1.054 1.054 15.706 9.634 

0.000 15.706 9.635 

0.000 15.706 9.635 

24.977 24.977 14.498 

12.560 12.560 22.691 

癖性員毒原因種でない G.microreticulatumやその類縁種と，

G. catenatumのシストを確実に識別した上での分布調査が必

要となる。
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