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ワークショップ B D N A を用いた藻類の集団解析ー海藻・アオコ・赤潮研究の最前線ー

長井 敏: 日本沿岸域におけるラフィド藻
Heterosigma akashiwo の個体群構造の解明

近年，日本沿岸のみならず世界各地で有害 ・有毒なプラン
クトンを原因とする赤潮や貝類等の毒化が顕著に増加し，水
産業と公衆衛生上の甚大な被害を及ぼ、している。有害 ・有毒
プランクトンの分布拡大経路については，船舶のパラス ト水
や水産種苗の移植等を介した海外からの移入などが推測され

種内における異なる地域個体前: 聞の遺伝的類縁関係を明らか
にし，新たな海域への移入等を科学的に知る方法は，顕微鏡
を使った形態学的手法では達成不能であり，マイクロサテラ
イトなどの高度多型分子マーカーをPIJいた集団遺伝学的解析
が最も有効と考えられる。しかし， これまで植物プランク トン
において種内の遺伝的分化を解析し，それらの情報に基づい
た地域個体群聞の移動 ・交流を証明 した学術報告はほとんど
みられない。ワークショップでのタイ トルは r有害 ・有毒プ

自然 ・人為的要因の影響について」であるが，複数の種につ
いての研究結果を述べるスペースが無いので，本稿では，赤
潮生物の中で最大級の分裂速度を示す H eterosigm a akashiw o  
について (1豆11)，多型分子マーカーの開発を行い，これを用
いて日本沿岸各地に分布する個体群の遺伝的構造と類縁関係
について解析した研究結果を取り上げ，本種の赤潮状態の海
水中では，遺伝子レベルで個体i洋構造を見るとどういう状態
なのか，単調あるいは複雑か，などの疑問について， これま
での研究によって得られた成果をもとに考察したい。
本研究の対象種である有害ラフィ ド藻 H. αkashiwoは，両半
球の主に温帯域を中心として世界の沿岸域に広く分布する。1=1
本沿岸においても，本種の赤潮発生により，タイ・ ハマチなど
の天然 ・養殖の魚が大量に死滅し，九州および瀬戸内海の西日
本を中心に，これまで年間数百万~ 十数億円の莫大な漁業被
害が生じてきた。本種の栄養細胞は， 1-30oC， 2-<50 P S Uの
極めて広い範囲において水温 ・担分耐性を示す (Konovalova
1995， Tomas 1978， Yamochi 1989)。有性生殖の報告がなく，
他種に比べ著しく高い分裂速度 (2.0-5.0 divisions day-')を示

図 l 有害ラフィ ド藻 H eterosigm a akashiwoの光学顕微鏡写真
(左，栄養細胞; 右，シス 卜;スケールパー=10 μm)

す (Honjo &  Tabata 1985)。また，本種は耐久性のあるシス
卜を形成し，海底泥表層に高密度で存在するため， これらが次
期ブルームのシードポピュレーションの役割を果たす (lmai et  
al.  1993， Itakura et  al. 1996)。この様な本種の生理 ・生態学
的特徴が分布のグローパル化を可能にした要因と推察する。

マイク口サテライト多型解析
D N A はG ，A， T， C の4 つの塩基配列により遺伝情報を
伝える巨大分子である。例えば人の細胞には， 30億程度の塩
基配列を含む D N Aがある。この配列の中には多くの反復配列
が含まれ， 1塩基から 6 塩基までの長さのモチーフが連続して
繰り返されている部分をマイクロサテライトと呼んで、いる。こ
のモチーフの反復数には高度の多型があり， 近年，個体群生態
学，集団遺伝学，人の病気の遺伝子診断などに大いに利用され
るに至っている。
最近， 筆者らは，H. akashiw o のマイクロサテライト (以下，
M S ) マーカーの開発を行い，高度多型を有する 13個のマーカ一
作成に成功した (Nagai et  al. 2006)。まず，日本沿岸 6地点
(愛知県三河湾 (Aichi)，三重県・英虞湾 (Mie)，兵庫県播磨灘
(H y ogo)，広島県広島湾 (Hiro)，広島県廿日市瀬戸内海区水
産研究所地先 (O h n o)，大分県高田湾 (Oita)) から採集した
海水および底泥サンフ。ルから，各地点 27-48株のクローン培養
株を確立した( 合計 248株) (図 2)。なお，採集した海水は，
全て本種による褐色の着色が見られ赤潮状態で、あった (>5，000
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現頻度，ヘテロ接合度， ぺア個体群聞の遺伝距離， 集団分化な
どの集問遺伝学的なパラメータについて， A rleqllin (Excoffier 
el  al.  2005)， F S T A T  (Golldet  1995)， G E N E C L A S S  (Piry  
et  al. 2004)， T F P G A  (Miller  1997)， S T R U C T U R E  (Pritchard  
et  al.  2000) を用いて解析した。以上より，1:1本沿岸域に分布
する H. αkashiwo 11団体i詳の辿伝的梢造，集団分化及び辿伝子
流動の程度について推定した。

師が認められた株の割合は 95-100% であり，いずれのプライ
マーぺアも多型解析を行うために十分な P C R増l隔が見られた。
シークエンスゲ、ル上の各ノてンドは lないし 2本であり，従って
本腫の栄養制胞の核相は 2 N であり，“D iploid" であることが
判rYjした( 区13)。各逃伝子座の対立遺伝子数は 6-34 (15.9 土
9.6，平均±標準偏差) の範囲にあり，)主により大きく奥なった。
辿伝子座( マーカ ー) ごとの Fstは 0.086-0.195 の範IITIにあ
り， A M O V A による検定の結果，いずれも有意な集団分化を
示した。 l個体群 l逃伝子座当たりの平均対立造伝子数は 4.6
(  :t 2.5)-9. 1  ( :t 5.7)，同様にヘテロ接合度の観察値及び則待値
はそれぞれ 0.573-0.737 (0.65 :t 0.05)， 0.499-0.701 (0.62 :t 
0.07) の範囲にあり(表 1)，広島湾 (Hiro) と播磨灘 (Hyogo)
の個体群以外はハーデ、イーワインパーグの平衡から有意なず、れ
(pく0.05) を示した。播磨灘の個体群では， t% (他殖率) (Weil 
1996) が 100% に近く，このことは個体|聞で、活発な任怠交配が
行われていることを示唆し， 有性生殖の観察例はないが，未知1
の有性生死i過程が存在する可能性も否定できない。11団体制特異
的対立遺伝子数は 0.08-0.37/個体の範囲にあり，播賠ij1![で鼠
小，広島湾で最大値を示した。英氏湾 (Mie)及び三河湾 (Aichi)
における対立造伝子数はそれぞれ 9. 1/遺伝子座，4.6/遺伝子
庄であり，遺伝的多様性は英虞湾で他より多め， 三河湾で他よ
り著しく少ない値を示した。特に 2 遺伝子座における対立辿伝

(H aK3)， 
18側と 211i'.l (HαK 37) であり( 図 4)，辿伝子型についても英
Ji!:i湾の個体鮮は 48個体全てが異なる型を示したのに対して，
三河湾の個体鮮では約 35% の割合で他 と同じ逃伝子型を持つ
1lul体が認められた(表 2)。従って，英成湾の個体1洋は迫;i伝的
多様性が極めて高く ，逆に三河湾では多機性が他より極端に低
く，創始者効果か過去に何らかの要因によりボトルネック効果
が働いたことが示唆された。
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凶 3 マイクロサテライトマーカーにより間的したPCR産物のゲル
式シークエンサーによる電気泳動像。G巴n巴-Scan 3∞o  (Cort泥tt
Robotics， Sydn巴y，A ustralia) を 川い て6% Long  Rang巴l
S叫 uencing gel  (Cambrex Bio Science， M E， USA) で電気泳動を
行い，サイズマーカー (Gen巴Scan-350，Applied  Biosystem s) から，
フラク、メン卜解析ソフト(IDscan E X  ver. 3.1)をJFIいてバンドサイズを
決定した。棋準l辺1:1"の数字は，各Jll伝子胤の名前(マイクロサテライトマー

lた。
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cells  1111-1)。培養株は改変 f/2J:音地 (Nagaiet  al. 2004) を用
いて，組j長2 Y C，光強度 100μ11101photons  111-2  S-I，明暗周期
12h L :  12h D の光条件下で‘対数鳩殖後期までー培養し， 集藻した
後 -30 0Cで凍結保存した。D N A :IllJ出は C T A B 法 (L ian et  al.  

IJf.J発 した 13個の M S マーカーのうち，比較的 P C R増|帽の

から P C R :t目 11扇を試みた。各 P C R産物を， G 巴n巴 Scan 3000 
(Corbett Robotics， Sydney， Allstralia) をよI:Jいて 6% Long 
Ranger  s巴qllencing gel (Cal11brex B io  Science， M E， USA) 
で屯気泳動を行い，サイズマーカー (G巴neScan-350，A pplied 
Biosystel11s) から，フラグメン卜解析ソフ卜 1D scan E X  ver.  3.1  
をJtJ

H ete/'osigm a  akashiwo個体群のマイクロサテライ トマーカーによる多型解析の結果
Sampling  

Population ycar  Source N  A  Obs Hz  Exp  Hz  t  (%) PA Fis  P  value  
O ita  2006 scawater* 48 8.6 0.737 0.604 156.1 0.15 -0.2 19  0.0009 同
H iro  2005 sedim巴nt 27 7.3 0.634  0.70 1  82.6 0.37 0.095 0.0033 
O hno  2006 seawater*  42 8.3 0.662 0.589 128.3 0.2 1  -0. 124 0.0009判
Hア'Ogo 2005 seawater*  37 7.9  0.65 1  0.661  97.0 0.08  0.015 0.3139  
Mie 2005 seawater*  48 9.1  0.573 0.638 81.3 0.27  0. 103  0.0009料 z

Aichi 2006 seawater*  48 4.6  0.620 0.499 163.9 0. 10  -0.242 0.0009** 
ぺ亦湖海水 (> 5，000 cclls  1111・'); N. 分析姶養株数;A ， 1 遺伝チ腹当たりの対す遺伝一手数;Obs Hz;へテロ抜合度の観察
値;Exp  PA. 1株当たりの個体i作特異的な対すi立伝チ
数;Fis 困有婦数グへハーディーワインパーグ平衡からの統計学的に有芯なずれ (P <O.OS)

表 1
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図 4 H eterosigrna  akashiwo の各対立遺伝子の出現頻度(上，
遺伝子座 H aK3; 下，逃伝子座 H aK37)。三河湾の個体1伴が持
つ対立定i伝子を灰色のセルで示す。

集団分化
集団分化について， F isher's  exact  test  (Miller  1997) とA M O V A

による pairw ise Fstの有意差検定 (Excoffier et  aL. 2005) に加
えB onferroni con 巴ction(Rice 1989)による統計学的解析を行っ
たところ，いずれの方法でも全てのぺア個体群聞の集団分化は

189 

表 2 多型解析により検出された遺伝子型の重複について
Population  N  genotype overlap 
O ita 46  39 15.2 
H iro 27 27 0.0 
O hno  42 35 16.7 
Hyogo 37  37 0.0 
M ie  48 48 0.0 
A ichj 48 31 35.4 

N，分析した株数 ;genotype，検山された遺伝子型の数，
overlap，分析株数に刻して遺伝子型の重複が見られた株数
の割合 (% ) 。広島湾，矯!難波f[および英虞湾のサンプルで
は， I言lじ遺伝子型を示す株がなく，少量の赤潮海水中にさ
えも遺伝的に著しく多様な個体が混在する様子を示す。

有意で著 しく (P<0.001)，A ssign m巴nt t巴st (G oudet 1995)  
の結果も各個体群の 6 9.0 94.6% の個体で，その起源が分離
された海域の個体制ーにあることを示した。一方で、，各個体群に
は，近隣の個体若手起源とj佐定される個体も最大 19.0 % の割合で
検出された。H. akαshiwo の個体若手構造をさらに詳しく女[1るた
め，地理的情報なしに G enetic a d mixture  analysis (P ritchard 
et  al.  2000) を行ったところ， 今回の全 2 4 8個体は， 13個のク
ラスターに区分され，各海域の個体群が遺伝的に異なる複数の
クラスターの混成により構成されていることが示唆された。本
種は分裂速度が高く (2.0-5.0 divisions  day.I)，パッチ状に赤
潮を形成することから，多型解析に及ぼすサンプリングの偏り
の影響が懸念されたが，遺伝距離と地理的距離の関係 (Isolation
by  D istance (IBD)) を調べると， Iぺア個体群を除けば有意
な相関関係 (，.=0.56，P く0.0 2，M antel  test) (Mantel  1967)  
が見られたことから( 医15)，その偏りは基本的に個体群聞の遺
伝的な変異量を大きく上回るものではないことが示唆された。

0.30 ①(r=0 .56， P<O  
0.25 -

0.20 司 • ‘d  ω LL. 
守 圃 0.15  
)  --的LL. 

0.1 0  -

0.05 •• • 
0.00 。 100 200  300 400 500 600 

G eog raphic  distance (km )  

図 5 H elerosigm a  akashiwo個体鮮の逃伝距離と地理的距離の
関係。Isolation by  distance (Fst/(I-Fst)  vs. g巴ographic distanc巴)
各プロッ トは各ぺア個体群の値を示す。丸印で阻んだフ。ロット(:iJk:
虞湾と三河湾のデータ) の値を|徐くと，泣伝距離と地理的距再!f.の関
係は正の有意な相|刻を示す(r=0.56，Pく0.02，Mant巴1test)ことから，
司王極個体鮮は基本的に IBDの関係が成立することが示唆された。
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H eterosigm a  akashiwo赤潮の発達過程における個体ltf1i'lj造の概念図

マイクロサテライト領域のよう なノンコードでJ)iii純な D NA
反復配列の進化については， D N A 複製時のス リップ (複製
ミス) (Levinson  &  Gutman 1987， Wolff et  al. 1991)，減
数分裂時の不等交差 (Drake et al. 1983) や突然変異による
慌基置換 (Harcling et  al. 1992， Tauz  &  Renz  1984) が主た
る原因と言われている。植物プランク トンの複数の種におい
て，卵配偶や同形・ 異形配偶による雌雌異株( 同株) 接合が
知られており，活発な有性生殖に伴う頻繁な遺伝子組み換え
により，遺伝的多様性が促進あるいは維持されてきたと考え
られる。一方，H. αkash.iwo では有性生殖の報告がないものの，

2  
分裂時におけるD N A の複製ミスにより多様性を維持してい
る可能性も考えられる。高等植物などでは，生活史様式や世
代交代11寺聞の追いにより，個体併構造( 遺伝子多様性，辿伝
子流動の程度など) が大きく異なることは， 日正によ く知られ
た事実である。
以上の研究により，本種の生態及び個体群構造について，

幾つかの新たな知l見が得られた。1) 本種の栄養紺|胞は2 倍
体である，2) 活発な任意交配( 有性生殖) が示唆される， 3)  
分裂速度の速い本離の赤潮海水においても， 111]1体群は著しい
辿伝的多様似てを示す，4) 海域間で著しい集団分化を示し，法
伝子流動が強く 制限されている， 5) IBD の関係が基本的に
は成立している。一方で，以下のよ うな疑問も新たに生じた。1)
有性生殖を しないならば， この高い遺伝的多様性はどの様に
保持されるのか? 2) 何故このよ うな多機伯ニを生み出す必要
があるのか? その利点は何か? 今後， 三河湾において，水
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赤潮海水中における個体群構造
今回の H. akαslu w o  11illlf制作の多型解析を迎して， 本種の赤

なる。マイクロサテライトによる多型解析を行う前までは，H. 
akash.iw o のよう な分裂速度の著しく 大きい種では，赤iiWJ形成
時に同じ遺伝子型を持つ個体が増殖し， 単調な個体群構造を
形成すると考えていた。しかし予想に反して，H. akasluwo 
は数 m L のようなごく 少量の海水中にも複数の遺伝子型を持
つ個体が混在し，赤潮の発達過程において，無性的な二分裂
で増殖するこ とにより，各遺伝子型を持つ個体の細胞密度や
その出現密度の割合は，時々刻々と変化している と推察され
る。このような変化は，ウイルス感染性からも示唆されている。
海水中や海底泥中には H. akash.iwo に特異的に感染し死滅さ
せる藻類ウイルスが存在する (Tarutani et  al.  2000， Tom aru 
et  al.  2004)。彼らは，広島湾において数年にわたり，赤潮の
発生 ・発達・消滅までの各過程で分離した H. akashiwo クロー
ン培養株と複数のウイルス株との感染性を詳しく調べた結果，
ウイルス感染性から見て，H .αkashiwo に少なくとも 6 つの
phenotypeが存在 し， 各ウイルスタイプの存在密度により，
各 phenotypeの出現密度と割合が刻々と変化することを報告
している。これらは，赤潮海水中の個体llf;JWt造の変選を示す
先駆的研究例と言える。おそらく，マイクロサテライト多型解
析により，H. akaslu w o の赤潮の発達過程において，各過程
に出現した個体群の遺伝子型について詳細に調べると，各遺
伝子型の 1:1:¥現頻度と割合が刻々と変化する結巣が得られるも
のと予想される。



平的・経時的に詳細なサンプリングを行うことにより，赤潮
発達過程における遺伝的構造の変遷などについて，さらに明
らかにしていきたい。

今後の課題・展望
以上述べた H. akashiwoのように，マイクロサテライト領

域の変異の程度が大きし各海域に出現する個体群の集団分
化が著しく進行し細分化されているような種については，地
方個体群聞の遺伝的類縁性を反映する，もう少し進化速度の
遅い分子マーカーの開発も必要になると思われる。現在，環
境省の地球環境研究推進費や文部科学省の科研費基盤研究費
の課題として，海域間輸送中の水産種苗や活魚輸送トラック
の海水中に，どの程度，有害・有毒プランクトンが含まれて
いるのか，その検出・定量を試みており，これら有害種の分
布拡大に及ぼす人間活動の影響を明らかにしていく予定であ
る。また，アメリカ合衆国，フランス， ドイツ，ロシア，イギ
リス，中国，韓国など複数の国の研究者と個体群の遺伝的類
縁性と分化に関する共同研究を行っており，今後，全地球規
模スケールで，有害・有毒プランクトンの分布拡大に及ぼす
自然現象・人間活動の影響を評価したい。

引用文献
Drake， J. W .， Glickman， B. W .  &  Ripley， L. S. 1983. Updating 出e

出eory of mutation. Am. Sci. 71: 621-630. 
Excoffier， L.， Laval， G. &  Schneider， S. 2005. Arlequin version 3.0: 
an integrated software package for population genetics data 
analysis. Evol. Bioinfor. Online 1: 47-50. 

Goudet， J. 1995. F S T A T， A  program to estimate and test gene 
diversitiωand fixation indices (version 2.9.3). Available from 
www.unil.chlize峨 of阿 areslf:瑚 thtml Upda凶 from G oudet.

Harding， R. M .， Boyce， A. J. &  Clegg， J.B. 1992. 百le evolution of 
tandemly repetitive D N A :  recombination rules. Genetics 132: 
847--859. 

Honjo， T. &  Tabata， K. 1985. Growth dynamics of Olisthodiscus luteus 
泊 outdoor tanks with flowing coas飽1water 佃 d in small vessels， 
Limnol. Oceanogr. 30: 653-664. 

Imai， 1.， 1飽kura， S. &  Itoh， K. 1993. Cysts of the red tide flagellate 
Heterosigma akashiwo， Raphidophyceae， found in bottom 
sediments of northern Hiroshima Bay， Japan. Nippon Suisan 
G紘kaishi 59: 1“，9-1673. 

Itakura， S.， Nagasaki， K.， Yamaguchi， M .  &  Imai， 1. 1996. Cyst 
formation in the red tide flagellate Heterosigma akashiwo 
侭aphidophyc回 .e). J. Plankton Res. 18: 1975-1979. 

Konovalova， G. 1995. The dominant and potentially dangerous 
species of phytoflglagellates in the coastal waters of East 
Kamchatka In: Lassus， P.， Arzul， G.， Erard・L eD enn，E.， G entien， 
P. &  Marcaillou-Lebaut， C. (eds.) Harmful Algal Blooms. pp.169 
-174. Lavoisier， P:ぽis.

Lian， C.， M i w a， M .  &  Hogetsu， T. 2001. Outcrossing and paternity 

191 

analysis of Pinus densiflora σapanωe red pine) by microsatellite 
polymorphism. Heredity 87: 8&ー98.

Levinson， G. &  Gutman， G. A. 1987. Slipped-s仕and miss-pairing: a  
major mechanism for D N Aぉqu回目 evolution. M ol. Biol. Evol. 
4:203ー221.

Mantel， N. 1967.τ'he  detection of di記 ase clustering and a  generalized 
regression approach. Cancer Res， 27: 209ー220.

Miller， M. P. 1997. TooIs for population genetic血 aly鈴 s (TFPGA) 1.3: 
A  Windows program for the analysis of allo:勾rme 叩 d molecular 
population genetic data. Computer software distributed by 
author. 

Nagai， S.， Matsuyama， Y.， O h， S. J. &  Itakura， S. 2004. Effect 
of nutrients and temperature o n  encystment of the toxic 
dinoflagellate Alexandrium tamarense (Dinophyceae) isolated 
from Hiroshima Bay， Japan. Plankton Biol. E∞l. 51: 103-109. 

Nagai， S.， Yamaguchi， S.， Lian， C. L.， Matsuyama， Y. &  ltakura， S. 
2006. Development of microsatellite m 紅 kers 泊 the noxious red 
tide-causing algae Heterosigma akashiwo (Raphidophyceae). 
M ol. Ecol. Notes 6: 477-479. 

Piry， S.， Alapetite， A.， Cornuet， J. M .， Paetkau， D.， Baudouin， L. 
&  Estoup， A. 2004. G E N E C L A S S 2 :  a  software for genetic 
assignment and first-generation migrant de臨 tion. J. Hered. 95: 
536-539. 

Pritchard， J. K.， Stephan， M .  &  Donnelly， P. 2000. Inference of 
population structure using multilocus genotype data Genetics 
155: 945-959. 

Rice， W .  R. 1989. A nalyzing 飽bl<凶 of statistical data Evolution 43: 
223ー225.

Taru伽 i，K.， Nag:ぉaki，K. &  Y a m a肝 chi，M  2α)0. Vrral impacts on 
total abundan田 and clonal composition of 白ehar宜rrul bl∞m -
forming phytoplankton Heterosigma a加 hiwo. A p pl. Environ. 
Microbiol. 66: 4916-4920. 

羽田， D. &  Renz， M .  1984. Simple 釦 quences are ubiquitous repetitive 
components of eukaryotic genomes. Nucleic Acids. Res. 12: 4127 
-4138. 

Tomaru， T.， Tarutani， K.， Yamaguchi， M .  &  Nagasaki， K. 2004. 
Quantitative and qualitative impacts of viral infection on a  
Heterosigma akashiwo (Raphidophyc聞の bloom in Hiroshima 
Bay， Japan. Aquat. Microb. Ecol. 34: 227-238. 

Tomas， C. R. 1978. Olithodiscus luteus (Chrysophyceae) 1. Effects 
of sali凶ty and temperature on grow出， mot出ty and survival. J. 
Phycol. 14: 309-313. 

Weir， B. S. 1996. Methods for discrete population genetic data. 
In: Genetic Data Analysis 11. Sinauer Associates， Sunderland， 
Massach凶 etts.

Wol仔， R. K.， Plaeke， R.， Jeffreys， A. J. R. &  White， R. 1991. U n叫 ual
crossing over between homologous chromosomes is not the 
major mechanism involved in the generation of n e w  alleles at 
V N T R  loci. Genomics 5: 382-384. 

Yamochi， S. 1989. Mechanisms for outbreak of Heterosigma 
akashiwo red tide on Osaka B a y， Japan. In: Okaichi， T.， 
Anderson， D. M .  &  Nemoto， T. (eds.) R e d  Tides: Biology， 
Environmental Science and Toxicology. pp. お3ー256. Elsevier， 
A msterd創 TI.

( 独立行政法人水産総合研究センター 瀬戸内海区水産研究所)


