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リアルタイム PCR を用いた東京湾海底堆積物中からの Chattonella 
marina（ラフィド藻綱）DNA の検出
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In Tokyo Bay, motile cells of the raphidophyte Chattonella marina var. marina were first observed in August 2008. During the following 
winter, from December 2008 to January 2009, motile cells of the species recurred and caused mortality of cultured fishes in Tokyo Bay. 
In order to survey temporal change of the population size of C. marina in Tokyo Bay, we developed a specific DNA marker (RT-ChamoF: 
5’-CCCTTGTTCCTTCGGGAAG-3’, RT-ChamoR: 5’-CTCAACGGTTGTTATCTCG-3’) applicable to quantitative assay using Real-
Time PCR. The efficiency and specificity of the DNA marker was confirmed by DNA samples of both microalgal strains (27 strains of 
raphydophytes, 7 strains of diatoms and 3 strains of dinoflagellates) and natural sediments collected from the coastal area where massive 
blooms of Chattonella marina often occurred. We applied the DNA based quantitative assay to the sediments collected from stations in 
Tokyo Bay and 8 ports in the neighboring coastal area of Tokyo Bay. In total, 118 samples were collected in 2008, 2010, 2011 and 2012 and 
used for the quantitative assay. We could detect C. marina DNA from 8 stations of Tokyo Bay (2008: 1 of 9 stations; 2010: 3 of 30, 2011: 3 
of 26; 2012: 1 of 41). The highest number of DNA amount equivalent to cell number per 1kg wet sediment was 2,841 in 2010. Average of 
the cell number decreased gradually from 2010 to 2012. Our results suggest that C. marina has a long-term seed stock in Tokyo Bay at least 
since 2008 and that the population desnity would tend to reduce.
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緒言
　Chattonella marina (Subrahmanyan) Y. Hara et Chihara，
C. marina var. antiqua (Hada) Demura et Kawachi，C. 
marina var. ovata (Y. Hara et Chihara) Demura et Kawachi
は不等毛植物門ラフィド藻綱に属する海産植物プランクトン
である。大量増殖によって赤潮を形成し，これまで多くの漁
業被害を引き起こしてきた（岡市 1997）。3 変種は独立した
3 種として扱われることもあるが，近年，Demura et al. (2009)
によって形態ならびに遺伝的背景の詳細な再解析が行われ，
変種として記載された。1970 年代，80 年代においては瀬戸
内海が C. marina による赤潮被害の中心であったが，2000
年以降には八代海，有明海など九州海域に被害の中心が移行
している（水産庁瀬戸内海漁業調整事務所 2009，水産庁九州
漁業調整事務所 2010，出村・河地 2012）。
　これまで C. marina 3 変種の分布が日本で確認されてきた
のは，三河湾以西の沿岸域であった（岡市ら 1997）。しか
し，筆者らによって東京湾富津沖 2008 年 8 月 6 日と 8 月 18
日採水の表層海水中から，それぞれ約 300 cells/L と 4 cells/

L の C. marina var. marina の栄養細胞が初めて確認された
（Demura et al. 2014）。また，2008 年 12 月末から 2009 年 1
月にかけて東京湾口において C. marina var. marina の赤潮
が発生し畜養魚に被害を与えた（神奈川県水産技術センター
資源環境部 2009）。
　東京湾ではこれまで約 30 年にわたって千葉県環境研究セ
ンター，神奈川県水産技術センターによって東京湾全域をカ
バーする生息プランクトン調査が行われてきた。また，多
くの藻類相研究もなされてきた（例えば野村 1998，Nakane 
2008）。 し か し，C. marina var. marina を 含 む C. marina 
3 変種が記録されたことはなかった。すなわち，東京湾の
C. marina var. marina 集団は近年形成された可能性が高い。
Demura et al. (2014) が 行 っ た 日 本 沿 岸 の C. marina var. 
marina 集団におけるマイクロサテライトマーカーを使った
集団遺伝学的解析では，東京湾 C. marina var. marina 集団は，
鹿児島湾集団と遺伝的類縁関係が深いことに加えて，日本沿
岸の集団からは検出されなかった多数の独自の遺伝子型を併
せもつことなどが判明している。Demura et al. (2014) は東
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京湾の C. marina var. marina 集団の起源について，黒潮に
よる鹿児島湾からの集団の移入に加えて，外国からの船舶バ
ラスト水などを媒体とした侵入の可能性を指摘している。
　C. marina var. marina は生活史の 1 つのステージとして
休眠細胞（シスト）となることが判明している（今井・伊藤
1986）。シストは，赤潮またはブルームの末期に小型細胞か
ら形成されることが観察されており（Nakamura & Umemori 
1991，今井ら 1993），Yamaguchi & Imai (1994) は顕微蛍光
測光法による核 DNA 量の測定結果から，シストの核相が単
相であることを報告している。一方，Nakamura et al. (1990)
と Demura et al. (2012) では，単相の小型細胞が接合するこ
とで複相となってシスト化する可能性が示されている。また
Demura et al. (2012) では，複相の小型細胞の存在も示唆さ
れており，接合を経ずに小型細胞がシスト化する可能性が提
唱されている。C. marina var. marina の生活史については，
今後更に検討が必要であるが，現時点ではシストの核相とし
て，単相と複相の両方があり得ると判断できる。
　シストは直径 25–35 µm の半球形で珪藻殻や堆積物中の石
に付着しており，シストの形態からは C. marina 3 変種の区
別は付かない（Imai & Itoh 1988）。今井（1990）は落射蛍
光顕微鏡を用いた直接計数法，海底堆積物を培養し出現した
栄養細胞数から存在量を推定する方法（MPN 法）を提案し

ている。1970 年代から C. marina が確認されている瀬戸内
海播磨灘海域では堆積物 1 cm3 あたり最大 723 シスト，鹿児
島湾では堆積物 1 cm3 あたり最大 653 シストとの直接計数法
による報告がある（今井 1990）。シストは翌年の赤潮のいわ
ば「たね」にあたるため，各地水産試験場でもモニタリング
を行っており，シストの量と次の年に出現した栄養細胞の数
に相関があるとする研究もある（大山ら 2006）。すなわち，
海底堆積物中のシストの有無や存在量を確認することで，対
象海域における C. marina の定着状況や集団の規模を推定す
ることが可能になると考えられる。
　そこで，我々は東京湾における C. marina の集団規模とそ
の時間的変遷を推定することを目的として，複数年に渡って
採取した堆積物中の C. marina のシスト存在量推定を試み
た。前述の落射蛍光顕微鏡を用いた直接計数法の場合，シス
トの形態を正確に把握していないと識別が困難である。また
MPN 法は発芽可能なシスト数を計測する上で有効な手段で
あるが，培養条件や堆積物の処理・保管条件，そしてシスト
の成熟の度合い等によっては，培養試験時に発芽しないシス
トを計数できない可能性がある。そこで本研究では，リアル
タイム PCR 解析によって海底堆積物中の C. marina DNA 量
を明らかにし，シスト数を推定した。
　リアルタイム PCR は環境中の標的生物の存在量を標的生

Fig. 1. Study area and detected DNA amount equivalent to cell number of Chattonella marina in 2010 in Mikawa Bay.
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140° 50ʼ 46” E）においても東京湾と同様に海底堆積物を採取
した。採取した堆積物は保温バックに入れ，ただちに実験室に
持ち帰り，DNA 抽出実験まで 15℃暗所で保存した。
　堆積物中に含まれる全生物の DNA 抽出を以下の方法で抽出
した。まず，堆積物を 1.5 mL チューブにとり，卓上遠心器で
約 3,000 rpm，1 min の遠心後できるだけ海水を取り除いた。
これは，海水中に存在する可能性のある栄養細胞やその断片を
できる限り取り除くためである。その後湿重量を測定した（約
500 mg）。堆積物中に存在する全生物の DNA 抽出は ISOIL 
for Beads Beating（ニッポンジーン）を用いプロトコルに従っ
て行った。最終的な DNA 抽出液は 100 µL である。この抽出
キットは堆積物中に生息する生物の DNA 抽出のために特別に
開発された抽出キットである。

リアルタイムPCR解析
　リアルタイム PCR 解析に使用した DNA マーカーは以
下 の よ う に 設 計 し た。 ま ず Demura et al. (2009) に よ っ
て配列決定された rRNA 遺伝子間 ITS 領域について，C. 
marina 3 変種と近縁種の比較を行った。次に C. marina 3
変種のみがもつ配列部分から DNA マーカー RT-ChamoF: 
5ʼ -CCCTTGTTCCTTCGGGAAG-3ʼ , RT-ChamoR: 5ʼ
-CTCAACGGTTGTTATCTCG-3ʼ を作成した。
　DNA マーカーの特異性は，ラフィド藻綱の C. marina 3 変
種 と C. subsalsa Biecheler，Heterosigma akashiwo (Hada) 
Hada ex Y. Hara et Chihara などの 4 種を含む 27 株，さらに
東京湾で優占することの多い珪藻と渦鞭毛藻の 7 種 10 株を用
いて検証した（Table 1）。それぞれの培養株から DNA 抽出キッ
ト（DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN）を用いて DNA を抽
出した後，堆積物から抽出した DNA と同じようにリアルタイ
ム解析装置で解析した。
　リアルタイム解析装置における解析は，1 反応チューブ 25 
µL あたり，SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa) 12.5 µL，RT-

物特異的 DNA マーカーによって検出する手法であり，こ
れまで微細藻類においても環境中の存在量の定量化に有
効であることが確かめられている（例えば Delaney et al. 
2011，Srivastava et al. 2012）。C. marina 3 変種を対象とす
る DNA マーカーの開発は，既に先行研究で報告されている
(Bowers et al. 2006，Kamikawa et al. 2006)。しかし，予
備的実験で Bowers et al. (2006) と Kamikawa et al. (2006)
の DNA マーカーを培養株（C. marina var. marina 5 株，C. 
marina var. antiqua 5 株）に対して試行したが，使用した反
応酵素やリアルタイム PCR 解析装置が違うためか良好な結
果が得られなかった。そこで我々は，C. marina var. marina，C. 
marina var. antiqua，C. marina var. ovata の 3 変種に適用
可能なリアルタイム PCR 実験系の新たな確立を目指した。

材料と方法
海底堆積物の採取，DNA抽出
　東京湾の海底堆積物は，2008 年 8 月に 9 地点，2010 年 8
月から 9 月にかけて 34 地点，2011 年 8 月から 9 月にかけ
て 33 地点，2012 年 8 月から 9 月にかけて 41 地点において，
簡易採泥器（採取量約 40 ml，幅 3 cm，高さ 26 cm，約 2.8 
kg：離合社田中式採泥器 cat. No. 5191-A と同等品）を用いて
船上および岸壁から行った（Figs 1, 2）。この採泥器は海底着
底時のみ採泥口が開く仕組みになっており，海底表層泥のみ
が採取可能である。2010 年 1 月には，三河湾 4 地点（34° 44ʼ
20” N 137° 08ʼ 54” E，34° 46ʼ 20” N 137° 13ʼ 23” E，34°
44ʼ 39” N 137° 14ʼ 55” E，34° 41ʼ 50” N 137° 10ʼ 52” E），
駿河湾 4 地点（御前崎港 34° 36ʼ 27” N 138° 13ʼ 27” E，大
井川港 34° 36ʼ 27” N 138° 13ʼ 27” E，清水港 34° 36ʼ 27” N 
138° 13ʼ 27” E，田子の浦港 34° 36ʼ 27” N 138° 13ʼ 27” E），
相模湾 2 地点（大磯港 35° 18ʼ 25” N 139° 19ʼ 04” E，腰越
漁港 35° 18ʼ 24” N 139° 29ʼ 32” E），銚子港 2 地点（外川漁
港 35 ° 18ʼ 24” N 139 ° 29ʼ 32” E，犬若漁港 35 ° 41ʼ 57” N 

Fig. 2. DNA amount equivalent to cell number of Chattonella marina from 2008 to 2012 in Tokyo Bay.
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ChamoF プライマー (10 µM) 1 µL，RT-ChamoR プライマー 
(10 µM) 1 µL，DNA 抽出液を 1 µL，滅菌水 9.5 µL を混合
したもので行った。サイクル反応は Dice Real Time System 
TP800 (TaKaRa) を用い，95℃で 30 sec の後，95℃で 5 sec
と 60℃で 30 sec を 35 サイクル実施した。
　C. marina 3 変種の細胞の存在量を定量するため，次の手
順で検量線を作成した。まず，C. marina var. marina 培養株

（DEM-127）を用いて，約 100,000 細胞が含まれる培養サンプ
ルを 3 つ用意し DNA 抽出キット（DNeasy Plant Mini Kit）を
用いて DNA サンプルを 3 つ準備した。次に DNA サンプルを
それぞれ 6 段階に希釈したサンプルを用いてリアルタイム解析
装置で解析し，ソフトウェア Thermal Cycler Dice Real Time 
System Software ver. 2.10 (TaKaRa) によって検量線を得た（Y 
= –3.229 log (X) + 27.37, R2 = 0.990）（Fig. 3）。海底堆積物
から抽出した DNA サンプルについては，この検量線を適用
し，海底堆積物湿重量 1 kg あたりに含まれる細胞数を算出し
た。各堆積物 DNA について 3 回のリアルタイム PCR 反応を
行い平均と標準偏差を算出した。本来ならば，検出対象である
シストを用いて検量線を作成する必要がある。しかし 検量線作
成に必要な分量のシストを確保できなかったため，C. marina 
var. marina の栄養細胞で代用した。すなわち，結果に示した
検出数は，堆積物中の様々な様態（シストそのもの，細胞残
骸，断片化したゲノム DNA 等）に由来する DNA の総量を
リアルタイム PCR を用いた解析から栄養細胞数に換算した値

（estimated cell numbers by Real-Time PCR）ということになる。
単位としては，便宜的に E-cells/kg (wet weight) を使うことに
する。約 500 mg の解析堆積物サンプル中にシストが 1 つ存在
すると，海底堆積物湿重量 1 kg あたり約 2,000 シストとなる。
3 回のリアルタイム PCR 反応を行うため，平均値で海底堆積
物湿重量 1 kg あたり 667 シストという数値（｛0+0+2,000｝/3

Table 1. Specificities of designed primer sets (RT-Chamo F & R) in this study. '+' and '-' indicate positive and negative results by PCR, respectively.

a 'NIES' strains were provided from Microbial Culture Collection at National Institute for Environmental Studies. ’DEM’ strains were established by M. Demura.

Tested speceis and strainsa RT-Chamo  
F & R

Raphidophyceae
Chattonella marina (Subrahmanyan) Y. Hara et Chihara var. antiqua (Hada) Demura et Kawachi +NIES-1, NIES-84, NIES-86, NIES-2510, NIES-2509
Chattonella marina (Subrahmanyan) Y. Hara et Chihara var. marina +NIES-3, NIES-14, NIES-115, NIES-121, NIES-559
Chattonella marina (Subrahmanyan) Y. Hara et Chihara var. ovata (Y. Hara et Chihara) Demura et Kawachi +NIES-603, NIES-671, NIES-849, NIES-1980, NIES-1981
Chattonella subsalsa Biecheler -NIES-2633, NIES-2634
Heterosigma akashiwo (Hada) Hada ex Y. Hara et Chihara -NIES-5, NIES-6, NIES-9, NIES-10, NIES-561, DEM-51
Fibrocapsa japonica Toriumi et Takano -NIES-136, NIES-560, NIES-605
Haramonas dimorpha Horiguchi -NIES-761

Bacillariophyceae
Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann et Lewin -NIES-1045
Pseudo-nitzschia sp. -DEM-22
Skeletonema dohrnii Sarno et Kooistra -NIES-2533, NIES-2534
Skeletonema japonicum Zingone et Sarno -NIES-2535, NIES-2536
Skeletonema tropicum Cleve -NIES-2537

Dinophyceae
Prorocentrum dentatum Stein -NIES-682,  DEM-1
Prorocentrum minimum (Pavillard) Schiller -NIES-237

Fig. 3. The standard curve of our Real-Time PCR assay. The bar indicate the 
standard deviations.
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≒ 667）がシスト単体での存在を検出できる最小平均値となる。
この値以下の場合，解析サンプルに含まれていたのは細胞断片
である可能性が高いが，C. marina の存在の可能性を示すとい
う意味で Fig. 2 において区別して表示した。

結果
　我々が開発した C. marina 3 変種に特異的な DNA マーカー
である RT-ChamoF と RT-ChamoR の DNA マーカーは，標
的とする C. marina var. marina をはじめ C. marina 3 変種
でのみ増幅が確認され，特異性が極めて高いことが判明した

（Table 1）。同 DNA マーカーを C. marina の定着が確認され
ている三河湾海底堆積物由来の DNA 抽出液に適用すること
で，全ての試料から定量的に C. marina を検出することに成
功した（Fig. 1）。
　東京湾堆積物について 2008 年から 2012 年の結果を Fig. 2
に示す。初めて C. marina var. marina の栄養細胞が海水中か
ら発見された 2008 年に採取した海底堆積物から抽出した C. 
marina DNA から推定した細胞量は，富津沖の 8 月 18 日に
採取した堆積物において 333±66 E-cells/kg であった。この海
域は海水中から栄養細胞が初確認された地点でもある。2010
年の調査では，30 地点の堆積物を解析した結果，東京湾奥の
3 地 点 で 478±71 E-cells/kg ，736±199 E-cells/kg，1,174±
484 E-cells/kg が検出された。また，浦賀水道の千葉県側 1 地
点から 2,841±2,098 E-cells/kg の検出があった。東京湾で検
出された 4 地点の平均は 1,307 E-cells/kg であった。2011 年
の調査では，26 地点の堆積物を解析した結果，湾奥の 2 地点
で 70±5 E-cells/kg，236±152 E-cells/kg，浦賀水道千葉県側
1 地点で 236±197 E-cells/kg が検出された。検出された 3 地
点の平均は 136 E-cells/kg であった。2012 年の調査では，41
地点の堆積物の解析から 1 地点のみ，富津岬の南側で 114±23 
E-cells/kg が検出された。
　三河湾では，1977 年ごろから継続的に C. marina var. 
marina や C. marina var. antiqua の生息が確認されており（岡
市ら 1997），定着が確立されたと考えられている。2010 年に
採取された 4 地点の堆積物の全てで C. marina が検出され，
最大で 8,818±882 E-cells/kg に達した（Fig. 1）。4 地点の平
均は 3,553 E-cells/kg であった。2010 年に採取された駿河湾，
相模湾，そして銚子港の堆積物に関しては，いずれの試料から
も C. marina DNA は検出されなかった。

考察
　我々の確立したリアルタイム解析によって，2008 年に出現
して以来，不明であった東京湾の C. marina 集団の規模と時
間的推移を推定することができた。
　C. marina が初めて東京湾で確認された 2008 年の 8 月の解
析では，解析地点数も検出数も非常に少なく，十分な集団規模
推定はできなかったが，C. marina 集団は東京湾全域に生息す
るような大規模な集団ではなかったと推察できる。Demura et 
al. (2014) による 2008 年 8 月の東京湾 C. marina var. marina

出村ら

集団の遺伝的組成解析では，鹿児島湾やそれ以外の複数の集団
が東京湾集団の起源として考えられている。すなわち，2008
年に一度に複数の集団が東京湾に侵入したというよりも，それ
以前から C. marina var. marina の侵入は起きており，2008 年
になって顕在化した可能性が高いと考えられる。
　2010 年は，2008 年には検出されなかった湾奥の複数地点
からも検出され，検出数も解析した年の中では最大となった。
C. marina var. marina の集団規模は 2008 年から 2010 年にか
けて拡大していた可能性がある。2011 年以降は検出地点，検
出数ともに減少に転じ，2012 年になると検出は 1 地点のみで
あった。C. marina var. marina の集団規模は，2010 年以降，
2011 年，2012 年にかけて徐々に縮小したものと推察される。
　三河湾では，1970 年代から C. marina の出現が認められ
ている（岡市ら 1997）。本研究で推定した三河湾における
C. marina 存在量は，東京湾における最大の検出数であっ
た 2010 年と比べ約 3 倍であった。東京湾の C. marina var. 
marina 集団は三河湾集団と比較して，小さな規模であると考
えられる。
　Demura et al. (2014) は，鹿児島湾から黒潮による長距離
細胞移動の可能性について考察している。鹿児島湾集団との
類縁性を示す遺伝子型が確認されたこと，三河湾から東京湾
の中間の港湾において C. marina は検出されなかったこと，
そして東京湾湾口の東海岸では，黒潮に由来するサンゴを含
む多様な亜熱帯性海産動物の生息が確認されている（例えば
Veron 1992，濱田 1993）こともこの推測を支持する。先に
も述べたように Demura et al. (2014) は，東京湾の集団にお
いて他の日本の集団には認められない遺伝子型が多数発見さ
れたことから，外国の C. marina var. marina 集団の侵入の
可能性も指摘している。東京湾には多数の国際航路の大型船
舶が出入りしていることから，東京湾の Chattonella 集団が
こうした大型船舶のバラスト水に由来する可能性も考えられ
る。東京湾の C. marina var. marina がどこからやってきた
のかを明らかにするには，三河湾以東の湾における継続的な
調査，黒潮海水や船舶バラスト水の調査等が必要といえる。
本研究で開発された Chattonella 集団に特異的な DNA マー
カーは，こうした調査に有効な手段となることが期待できる。
2008 年から 2012 年にかけての検出地点分布と検出細胞数の
推移を見る限りにおいては，今後，東京湾の Chattonella 集
団はいずれ消滅する可能性も考えられる。しかし Chattonella
のシストは，休眠解除状態から再び低温環境で再休眠状態に
なることが培養実験から明らかにされている（今井 1990）。
筆者らの実験でも，瀬戸内海で 2005 年 5 月に採取して 15℃
暗所で保存した堆積物について，3 年後に培養実験を行い C. 
marina var. antiqua の栄養細胞の発芽を確認した（出村・未
発表データ）。このように Chattonella のシストは，発芽能
を保持したまま少なくとも 3 年の長期にわたり堆積物中で生
存することから，少数のシストから再び大量増殖が引き起こ
される可能性についても考慮すべきである。また，東京湾に
おける定期的なモニタリング調査では，2012 年と 2013 年
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にも海水試料から C. marina の栄養細胞が観察されている
（飯村ら 2013）。集団が縮小傾向にあるとは言え，引き続き
Chattonella 赤潮への注意が必要と言える。
　本研究で行ったリアルタイム PCR 解析法は，海水試料に
ついても適用可能である。東京湾 C. marina var. marina 集
団の動態については，シストの現存量調査とともに，海水中
の栄養細胞についても定量的に把握しておく必要がある。そ
の調査の際，大量の海水試料をフィルター濾過して，通常の
モニタリングでは検出できないような低密度の栄養細胞の検
出にも利用可能であり，東京湾のような低密度海域での海水
中の栄養細胞のモニタリングにも適用可能な有用な手法とな
ることが期待できる。
　リアルタイム PCR 解析法は，その特異性と定量性から，
モニタリングを行う上で，有効な解析手段となると考えられ
るが，本手法の注意点についてここで指摘しておきたい。
本研究では，海底表層泥のみをサンプリングする採泥器を用
いたり，DNA 抽出時，堆積物と同時に採取された海水を極
力減らしたりすることで栄養細胞の断片の混入を防いだが，
栄養細胞由来の断片（DNA）が堆積物中に残存する可能性は，
完全には否定しきれていない。今後は，シスト壁に覆われ保
護されたシストの性質を利用し，DNA 抽出前の堆積物サン
プルに，DNAase を用いて栄養細胞断片やシスト断片由来の
DNA を分解する処理を行う必要もある。
　また，本研究で解析した堆積物量，サンプリング地点数とも
にごく限られたものである。検出精度を高め，東京湾全体の C. 
marina 集団のシスト存在量を把握するためには，より多くの
処理量，サンプル数で詳細な解析を行うことも重要である。
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