
博士学位論文

海洋環境におけるラビリンチュラ類の生態学的役割と
その影響に関する研究

Studies on Ecological Role and Effect of Labyrinthulids
in Marine Environment (Labyrinthulea, Stramenopiles)

浜本 洋子
Yoko HAMAMOTO

2019年

甲南大学大学院 自然科学研究科 生命・機能科学専攻





 i 

要旨 
 
 原生生物ラビリンチュラ類は，分解酵素を分泌すること，陸源有機物が豊富な河口域に多く生
息することなどから，分解者として認識されてきた。また，沿岸域から外洋，熱帯から極域，表
層から深海まで，あらゆる海洋環境中に分布していることが知られているが，具体的な栄養源や
生態学的な影響力については，明らかになっていなかった。 
 そこで本研究では，まず，海洋の一次生産者である植物プランクトンのうち，特に大きなバイ
オマスをもつ珪藻類を栄養摂取の対象としている可能性について検討した。系統的に多様なラ
ビリンチュラ類と珪藻の二員培養を行った。その結果，Aplanochytrium は外質ネットで生きて
いる珪藻に付着し，積極的に栄養摂取する様子が観察され，これまで認識されていなかった生食
連鎖が存在することが明らかとなった。また，栄養摂取の過程で Aplanochytrium は珪藻と集
合体を形成し，動物プランクトンが捕食できる大きさとなり得るため，食物網の中で効率よくエ
ネルギーが転送されていると予想された。 
 次に，定量 PCR 法によって大阪湾に生息する Aplanochytrium の細胞密度を，季節ごとに推
定した結果，1年間の平均は湾奥で 13,000 cells/L，湾央で 2,100 cells/L であった。 
 さらに，推定された細胞密度から単位面積あたりの年間生産量を試算し，瀬戸内海で示されて
いる炭素循環に適用することで，Aplanochytrium の影響力を評価した。その結果，真核生物に
消費される植物プランクトンのうち，湾奥では 19.0%，湾央では 6.1%を Aplanochytrium が
消費していること，また動物プランクトンが消費する炭素のうち，湾奥では 12.6%，湾央では
3.6%を Aplanochytrium が供給していると推定された。このことから，Aplanochytrium の生
態学的な影響力は１属の生物として大きいことが示された。Aplanochytrium を含むラビリン
チュラ類は，ドコサヘキサエン酸（DHA）を体内で合成することができることから，動物プラ
ンクトンや魚類に DHAを供給していると考えられてきた。今回の結果は，Aplanochytrium が
DHA の供給源となっていることを裏付けた。 
 また，環境 DNA に対する 18S rDNA の網羅的解読によるラビリンチュラ類の群集構造解析
を行った。ラビリンチュラ類全体に対する Aplanochytrium 系統群と同定された配列の割合は，
大阪湾では 60%以上を占め，全球的な環境 DNAのデータベースでも 20%を超えており，環境
中で主要な系統群であることが示された。 
 以上の結果から，これまで分解者としてひとまとめに認識されてきたラビリンチュラ類には，
消費者としての役割をもつものが存在し，海洋生態系に大きな影響を与えていることが示唆さ
れた。 
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第1章 序論





 陸上では，陸上植物（＝生産者）を起点とし，さまざまな陸上生物（＝消費者）が関係する“食
う・食われる”の関係である生食連鎖が存在する。また，生物の死骸や糞便などを分解するバク
テリアや真菌類（＝分解者）を起点とする腐食連鎖が存在し，陸上生態系において重要な役割を
果たしていると認識されている。一方，海洋にも，植物プランクトン（＝生産者）を起点とし，
さまざまな大きさと役割をもつ動物プランクトンや原生生物（＝消費者）が関係する生食連鎖が
存在する（例えば，Steele 1974）。さらに，生物の死骸や陸源有機物などの有機物は，原核生
物であるバクテリア（＝分解者）が分解し，バクテリアは原生生物に捕食されることで生食連鎖
に組み込まれる微生物ループと呼ばれる経路が，海洋生態系において重要な役割を担っている
と考えられている（例えば Azam et al. 1983）。原核生物だけでなく，真核生物である真菌（子
嚢菌），ツボカビ，サカゲツボカビも有機物分解を分解することが報告されている（Hyde et al. 
1998）。さらに，現存量の大きさと生息域の広さから，真核生物の分解者であるラビリンチュラ
類が注目されている（Kimura et al. 2001，Kimura and Naganuma 2001，Ueda et al. 2015）。 
 ラビリンチュラ類は，ストラメノパイル生物群のラビリンチュラ綱の生物群である（Porter 
1990，Anderson and Cavalier-Smith 2012）。近年の分子系統学的な解析により，ラビリン
チュラ類は少なくとも 4 つの系統群に分かれ，ヤブレツボカビ類［thraustochytrids］，アプ
ラノキトリウム類［aplanochytrids］，オブロンギキトリウム類［oblongichytrids］，狭義の
ラビリンチュラ類［labyrinthulids］に分かれることが明らかになった（例えば，Yokoyama et 
al. 2007，Tsui et al. 2009，Anderson and Cavalier-Smith 2012，Marchan et al. 2018）。
本論文では，4つのグループをまとめて「ラビリンチュラ類」とした。また，細胞は紡錘形の狭
義のラビリンチュラ類とは異なり，狭義のヤブレツボカビ類，オブロンギキトリウム類，アプラ
ノキトリウム類の細胞は球形である。また，現存量調査では，その手法上，3 つのグループはま
とめて評価されることが多い。以上のような生態学的な観点から，本論文では「ヤブレツボカビ
類」として表現する。また，培養株として実在する場合は Aplanochytrium，大きなグループと
して表す場合は Aplanochytrium 系統群として表現する。 
 ラビリンチュラ綱に属する生物はボスロソームとよばれる細胞小器官をもつ（Moss 1985，
Porter 1969，1972，1990，Perkins 1972，1973a）。ボスロソームから外質ネットを放射
状に伸長し，セルロースやプロテアーゼ，アミラーゼなどの分解酵素を分泌することで，難分解
性の有機物を分解することが知られている（Raghukumar et al. 1994，Bremer 1995，Bremer 
and Talbot 1995，Taoka et al. 2009，Kanchana et al. 2011，Nagano et al. 2011，Iwata 
and Honda 2018）。 
 ヤブレツボカビ類の生態学的な影響力が注目されるなか，現存量調査が世界中の海洋で行わ
れ，汽水，沿岸，外洋，深海，熱帯，極域など様々な環境に存在すると報告されている（Ulken 
1986，Kimura et al. 1999，Raghukumar et al. 2001，Bongiorni et al. 2004，Naganuma 
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et al. 2006）。しかしながら，どのような系統群が，いつ，どれほど存在しているのかといった
継続的な調査はほとんど行われていなかった。近年になって，ヤブレツボカビ類の細胞密度の生
態系における影響力を評価するために，河口域と沿岸域において，マツ花粉MPN法によるヤブ
レツボカビ類の現存量と構成系統群の季節変動の継続的な調査が行われた（Ueda et al. 2015）。
その結果，河口域と沿岸域では構成系統群が異なり，季節変動していたことから水温や塩分など
の環境要因によってすみ分けをしている可能性が示された。 
 また，ラビリンチュラ類は海洋生物の表面に存在する（Raghukumar 1987，Gaertner 1979，
Siboni et al. 2010 など）。例えば，採取された野外サンプルから，ヤブレツボカビ類が珪藻に
付着している様子が観察されている。ヤブレツボカビ類が珪藻に付着している様子を初めて観
察したのは，Gaertner（1979）であり，ノルウェーで採取したサンプルを光学顕微鏡で観察し，
Schizochytrium 属が，Thalassiosira nordenskioeldii，Chaetoceros sp.，Thalassionema 
nitzschioides に付着していたと報告した。珪藻に付着したヤブレツボカビ類の成長に伴い珪酸
質の被殻の中で珪藻の細胞質が収縮している様子が観察された。Rughukumar（1986）は
Ulkenia visurgensis が Coscinodiscus sp.，Navicula sp.，Nitzschia sp.，Grammatophora 
sp.，Melosira sp.に付着していたと報告した。 
 前述したように，ヤブレツボカビ類は難分解性の有機物を分解する分解酵素を分泌すること
から，分解者として認識されている。さらに，ヤブレツボカビ類の何を分解しているかを推測す
るため，ヤブレツボカビ類の細胞密度とクロロフィル a 濃度および懸濁態有機炭素（POC）や
溶存態有機炭素（DOC）との相関分析が行われている。ヤブレツボカビ類の細胞密度はクロロ
フィル a 濃度とはあまり相関がなく，POC や DOC と高い相関がみられたことから，植物プラ
ンクトン以外の生物を由来とするPOCを栄養源としていると考えられた（Kimura et al. 2001）。
河口域の POC と沿岸域の POC は種類が異なることから，河口域では，落ち葉やデトライタス
などの陸源有機物を，沿岸域では植物プランクトンの死骸を栄養源にしている可能性が示され
た（Ueda et al. 2015）。一方，ヤブレツボカビ類の現存量とクロロフィル a濃度に正の相関が
あるという報告もある。河川の影響を受けている瀬戸内海やアラビア海では，ヤブレツボカビ類
の現存量はクロロフィル a濃度と正の相関がみられた（Naganuma et al. 1998，Kimura et al. 
2001，Raghukumar et al. 2001）。また，ハワイ沖で行われた調査では，ヤブレツボカビ類の
細胞密度が高い水深とクロロフィル a 濃度が高い水深が一致していることが報告されている。
同時に採取したサンプルから DNAを抽出し，ヤブレツボカビ類に特異的なプライマー（LABY-
A，LABY-Y），で増幅したアンプリコンの配列を決定した。その結果，配列が決定した OTUs
の大部分が Aplanochytrium に一致することが示された（Li et al. 2013）。 
 また，野外から採取された動物プランクトンの腸管や糞便ペレットから，ヤブレツボカビ類が
検出されている（Raghukumar and Raghukumar 1999，Damare and Raghukumar 2006，
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2010，Hirai et al. 2018）。なかでも，18S rDNAメタゲノミクス解析によってAplanochytrium 
系統群の配列が Calanus sinicus の消化管内容物から検出された。この調査から，
Aplanochytrium が C. sinicus の主要な餌である可能性があることが示された。さらに，
Aplanochytrium のリード数の割合が海水（環境サンプル）の Aplanochytrium のリード数の
割合よりも消化管内容物の方が高いことから，C. sinicus が Aplanochytrium を積極的に餌食
として選択したことが示唆された。これまでに，ヤブレツボカビ類は高度不飽和脂肪酸を合成・
蓄積することが報告されている（Lewis et al. 1999，Fan et al. 2000，Yokoyama and Honda 
2007，Yokoyama et al. 2007，Kaya et al. 2011，Nakazawa et al. 2014）。ヤブレツボカ
ビ類は，動物プランクトン，さらには高次栄養段階の捕食者への高度不飽和脂肪酸の重要な供給
源の候補として，クリプト藻，珪藻，プラシノ藻，渦鞭毛藻類，ハプト藻とともに挙げられてい
る（Brown 1997，Delong and Yayanos 1986，Yongmanitchai and Ward 1989，Zhukova 
and Aizdaicher 1995，Mansour et al. 1999，Russell and Nichols 1999，Kawachi et al. 
2002，Pratoomyot et al. 2005，Lin et al. 2008，Chen et al. 2012，Gladyshev et al. 
2013）。しかしながら，ヤブレツボカビ類が何から栄養を摂取し，何に捕食されているかにつ
いては野外調査の結果などによって推測されており，培養実験による研究はほとんど行われて
いない。そのため，ヤブレツボカビ類の生態学的な役割は明確になっていない。 
 また，ヤブレツボカビ類の現存量調査は，マツ花粉MPN法やアクリフラビン直接計数法によ
って行われているが，問題点があることが指摘されている（Ueda et al. 2015）。マツ花粉MPN
法は，ヤブレツボカビ類の遊走細胞がマツ花粉への走化性を示すことを利用したマツ花粉釣り
えさ法と，希釈系列を作製し培養によって細胞密度を推定するMPN法とを組み合わせた方法で
ある（Gaertner 1968）。ヤブレツボカビ類がマツ花粉への走性をもつこと，抗生物質を含む寒
天培地上で増殖することが前提となるため，マツ花粉に対する走化性がないヤブレツボカビ類
や寒天培地で増殖できなかったヤブレツボカビ類が存在すると，現存量が過小評価されてしま
う（Ueda et al. 2015）。また，アクリフラビン直接計数法は，アクリフラビンという色素でヤ
ブレツボカビ類の細胞壁に特異的に存在する硫酸多糖を染色し，蛍光顕微鏡下で直接計数する
方法である（Chamberlain 1980，Raghukumar and Schaumann 1993）。この方法では，
遊走細胞や細胞壁が薄いヤブレツボカビ類は染色されにくいので，計数できない場合がある
（Raghukumar and Schaumann 1993，Naganuma et al. 1998，Kimura et al. 2001，
Raghukumar 2002）。そのため，ヤブレツボカビ類の海洋生態系における役割やその影響力が
過小評価されていると考えられる。近年，細胞密度を過小評価しないように，分子生物学的な手
法である定量 PCR による細胞密度の推定も試みられている （Nakai et al. 2013） 。系統群に
特異的なプライマーを使用した定量PCRとアクリフラビン直接計数法によってヤブレツボカビ
類の細胞密度が推定された。その結果，アクリフラビン直接計数法ではヤブレツボカビ類が検出
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されたにも関わらず，定量PCRでは検出できなかったサンプルが数多くあった。この結果から，
定量 PCR によるヤブレツボカビ類の細胞密度の推定は確立しているとはいえない状況である。
また，環境 DNAのクローニング解析によって，未確認のヤブレツボカビ類の存在も示唆されて
いるが（Collado-Mercado et al. 2010，Li et al. 2013），定量 PCR では，このような未確
認のヤブレツボカビ類を検出することは困難である。さらに，データベースにラビリンチュラ類
として登録されている小サブユニットリボソーム RNA 遺伝子の系統解析が行われ，環境 DNA
のみで構成された 20 のクレードが存在することが明らかになった（Pan et al. 2017）。 
 以上のように，ヤブレツボカビ類が何から栄養を摂取し，何に捕食されているかという生態学
的な役割は明らかになっておらず，沿岸環境中の物質循環の中における影響力の評価も十分と
はいえない。 
 そこで本研究では，ヤブレツボカビ類の生態学的な役割を把握し，海洋生態系の炭素循環につ
いて考察することを目的に，以下のような研究を行った。１）系統的に多様なヤブレツボカビ類
と海洋の主要な一次生産者である珪藻の二員培養を行った。２）生きている珪藻から積極的に栄
養を摂取することが明らかになった Aplanochytrium を対象とし，定量 PCR による細胞密度
を推定した。３）Aplanochytrium 以外に注目すべき系統群を把握するために，次世代シーケン
ス解析によってプランクトンの群集構造解析を行った。 
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1. ラビリンチュラ類に関する知見 
 
1.1.ラビリンチュラ類の分類 
 
 ラビリンチュラ類はストラメノパイル生物群［stramenopiles］に位置し（Patterson 1989，
Porter 1989，Honda et al. 1999，Adl et al. 2012，Anderson and Cavalier-Smith 2012，
Pan et al.（2017）ボスロソーム［bothrosome］とよばれる細胞小器官から伸長される外質ネ
ット［ectoplasmic net］をもつことで特徴づけられている（Porter 1969，Perkins 1972，
Porter 1972，Perkins 1973，Moss 1985，Porter 1989）。 
 狭義のヤブレツボカビ類［thraustochytrids］，アプラノキトリウム類［aplanochytrids］，
オブロンギキトリウム類［oblongichytrids］，狭義のラビリンチュラ類［labyrinthulids］の少
なくとも 4つの系統群から構成される（Porter 1989，Anderson and Cavalier-Smith 2012，
Leander and Porter 2001，Leander et al. 2004，Yokoyama and Honda 2007，Tsui et 
al. 2009，Doi and Honda 2017，Marchan et al. 2018，図 2-1） 。 
 狭義のヤブレツボカビ類は，近年の分子系統解析によって，複数の属が単系統とならないこと
が明らかとなっている。現在は，生活史，形態，高度不飽和脂肪酸［poly-unsaturated fatty 
acid：PUFA］やカロテノイド［carotenoid］の組成に基づいて Thraustochytrium （Sparrow 
1936），Japonochytrium（Kobayashi and Ookubo 1953），Schizochytrium（Goldstein 
and Belsky 1964），Ulkenia（Gaertner 1977），Aurantiochytrium（Yokoyama and Honda 
2007），Sicyoidochytrium，Parietichytrium ，Botryochytrium（Yokoyama et al. 2007），
Monorhizochytrium（Doi and Honda 2017）の 9属に分類されている。  
 アプラノキトリウム類は Aplanochytrium 属から構成されている（Bahnweg and Sparrow 
1972）。細胞は六角形の鱗片で包まれており，鞭毛を持たない不動胞子［aplanospore］を放出
する。 
 オブロンギキトリウム類は Oblongichytrium 属から構成されており，細長い長円形の遊走細
胞［zoospore］によって特徴付けられる（Yokoyama and Honda 2007）。 
 狭義のラビリンチュラ類は Labyrinthula 属から構成されている（Cienkowski 1867）。細胞
は紡錘形をしており，細胞表面にあるボスロソームから伸長した外質ネットに包まれており，細
胞は外質ネット内を滑るようにして動く 。 
 他にも，オルソニア類［Althorniidae］がラビリンチュラ類として記載されている（Jones and 
Alderman 1971）。この系統群はボスロソームをもたず，外質ネットを伸長しない。18S rDNA
の配列を決定する前に株が失われており，形態学的特徴に基づいて分類されている。そのため，
ラビリンチュラ類の分類学的再編成が行われるなかで，ラビリンチュラ類であるか疑問視され
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ている。また，淡水に生息しているディプロフリス［Diplophryidae］は Diplophrys 属から構
成されている（Dykstra and Porter 1984）。細胞が鱗片で覆われていおり，細胞の 2カ所か
ら外質ネットのような構造が伸長している。ディプロフリス（Anderson and Cavalier-Smith 
2012）とアンフィトレマ［Amphitremidae］（Takahashi et al. 2016），［Amphifilidae］
（Gomaa et al. 2013），［Sorodiplophryidae］（Tice et al. 2016），系統的位置が不明な
［Stellarchytrium］（FioRito et al. 2016），［Elina］（Fuller 2001）は，ヤブレツボカビ類と
同じ特徴をもつが，ラビリンチュラ類とは異なるグループとして認識されている。 
 
 
1.2.ヤブレツボカビ類の現存量調査の方法 
 
 ヤブレツボカビ類の現存量調査の方法としては，マツ花粉 MPN 法［the most probable 
number method with pine pollen baiting：MPN］（Gaertner 1968）とアクリフラビン直
接計数法［acriflavine direct detection method：AfDD］（Raghukumar and Schaumann 
1993）がある。近年では，ラビリンチュラ類の系統群ごとに特異的なプライマーを用いた定量
PCR［quantitative polymerase chain reaction：qPCR］ によって，系統群ごとの現存量の
推定が行われている（Nakai et al. 2013）。また，現存量調査はおこなわれていないものの，
ヤブレツボカビ類に特異的に染色する技術である蛍光 in situ ハイブリダイゼーション
［fluorescence in situ hybridization：FISH］が開発されている（2003 年度甲南大学 卒業研
究生 笹倉 侑香里氏 卒業研究，2004 年度 甲南大学大学院 博士後期課程修了 高尾 祥丈氏 博
士学位論文，Takao et al. 2007a）。 
 
 
1.2.1.マツ花粉MPN法 
 
 マツ花粉MPN法は，1968 年に Gaertner によって開発された。ヤブレツボカビ類の遊走細
胞がマツ花粉へ走化性を示すことを利用したマツ花粉釣りえさ法と，作製した希釈系列を培養
し，確立的に細胞密度を推定するMPN法を組み合わせた方法である。 
 この方法は，海水サンプルの希釈系列を作製し，釣りえさであるマツ花粉を添加する。1週間
培養し，マツ花粉を寒天培地に塗布する。さらに 1 週間培養し，寒天培地上のヤブレツボカビ
類のコロニーの有無から，確率的にヤブレツボカビ類の細胞密度を推定することができる。2つ
の方法は培養法であるため，生きているヤブレツボカビ類のみの細胞密度を推定することがで
きる。また，寒天培地上にヤブレツボカビ類が出現するため，株を分離することができる。MPN
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法は，希釈系列と各段階の本数によって，信頼性の高いデータを得ることができるとされている
（Bongiorni and Dini 2002）。 
 マツ花粉MPN法は，ヤブレツボカビ類がマツ花粉への走化性をもつこと，抗生物質を含む寒
天培地上で増殖することが前提となる。そのため，マツ花粉へ付着していないヤブレツボカビ類
や寒天培地で増殖できないヤブレツボカビ類が存在すると，細胞密度が過小評価されているこ
とが指摘されている（Ueda et al. 2015）。また，培養期間を要するため，結果を得るまでに
時間がかかる。 
 
 
1.2.2.アクリフラビン直接計数法 
 
 アクリフラビン直接計数法は，1993 年に Raghukumar and Schaumann によって開発さ
れた。蛍光色素であるアクリフラビン［acriflavine］で硫酸多糖を染色し，蛍光顕微鏡下で直接
計数する方法である （Chamberlain 1980，Raghukumar and Schaumann 1993）。ヤブ
レツボカビ類の細胞壁は硫酸多糖で構成されているためオレンジ-赤色に，核は黄-緑色に染色
される。そのため，ヤブレツボカビ類と他の生物を見分けることができる。 
 この方法は，培養法であるマツ花粉MPN法とは異なり，培養が困難なヤブレツボカビ類を計
数することが可能である。しかし，遊走細胞や細胞壁が薄いヤブレツボカビ類は染色されにくい
ため，計数できない（Raghukumar and Schaumann 1993）。さらに，ヤブレツボカビ類を
単離し，同定することもできない。 
 
 
1.2.3.定量 PCR 
 
 定量 PCR は，PCR の増幅量をリアルタイムでモニタリングすることで DNA 量を定量する
方法であり，迅速性と定量性に優れている。対象とする生物に特異的なプライマーやプローブを
用いて DNAの増幅を行い，その蛍光強度をモニタリングすることで DNA量の定量を行うこと
ができる。これまでに，渦鞭毛藻類やツボカビなどの海洋微生物の現存量調査に適用されている
（Bowers et al. 2000，Moorthi et al. 2006，Kirshtein et al. 2007，Lefèvre et al. 2010）。 
 ヤブレツボカビ類の現存量調査にも定量 PCR が適用されている（Nakai et al. 2013）。7属
の 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Aurantiochytrium ， Botryochytrium ， Oblongichytrium ，
Parietichytrium，Sicyoidochytrium，Schizochytrium，Ulkenia）が設計され，鹿児島県西部
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の甑
こしき

島，県南部の薩摩硫黄島，種子島，瀬戸内海，三陸の唐桑半島で採取した 212 の海水サン
プルを対象に，定量 PCR で系統群ごとの細胞密度が推定された。定量 PCR では 8 サンプルの
みからヤブレツボカビ類が検出され，Aurantiochytrium と Oblongichytrium の細胞密度はそ
れぞれ 1.12×104～1.31×104 cells/L，1.02×104～3.14×104 cells/L であると推定された。し
かしながら，同時に行われたアクリフラビン直接計数法では，104 サンプルからヤブレツボカ
ビ類が検出され，その細胞密度は 1.37×103～7.68×104 cells/L であると推定された。以上の
結果が一致しなかったことは，夾雑物によって，定量 PCR におけるＤNA の増幅反応が阻害さ
れてしまうため，標的 DNA を検出することができなかったためと考えられた（Nakai et al. 
2013）。また，アクリフラビン直接計数法の方が定量 PCR よりも推定された細胞密度が高か
ったことは，Collado-Mercado et al.（2010）で明らかになった新規ヤブレツボカビ類の存在
が影響していると推測されている（Nakai et al. 2013）。 
 
 
1.2.4.蛍光 in situ ハイブリダイゼーション  
 
 蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（以下，FISH）は，対象とする生物の特異的な配列に，
蛍光標識オリゴヌクレオチドプローブをハイブリダイゼーションさせ，特異的かつ高感度に検
出する方法である。これまでに，バクテリアやアーケア，渦鞭毛藻類を特異的に検出するために
有用であることが明らかにされている（Stahl et al. 1988，Amann et al. 1990，Ishii et al. 
2004，Sako et al. 2004） 。 
 ラビリンチュラ類，特にヤブレツボカビ類の検出のための方法が開発されている（2003 年度
甲南大学 卒業研究生 笹倉 侑香里氏 卒業研究）。18S リボソームRNA［18S ribosomal RNA：
18S rRNA］を標的としたプローブ 18S04FL，18S05FL，18S06FL を設計し，18S04FL は
1 つのクレードを，18S05FL，18S06FL はヤブレツボカビ類のほぼすべての系統群を検出で
きると予想された。さらに，夙川河口で採取された野外サンプルに開発された FISH を適用した
結果，ヤブレツボカビ類と推測される細胞の蛍光が観察された。 
 
 
 
1.3.これまでのヤブレツボカビ類の現存量調査 
  
 これまで，さまざまな海域でヤブレツボカビ類の現存量調査が行われ，熱帯，亜熱帯のマング
ローブ域から極域，河口から外洋，表層から深海にまで，世界中の海洋に広く分布していること
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が明らかになった（Ulken 1986，Kimura et al. 1999，Raghukumar et al. 2001，Bongiorni 
et al. 2004，Naganuma et al. 2006）。しかし，ヤブレツボカビ類の年間を通した細胞密度
の変動や生態的に重要な系統群に関する情報は，ほとんどない状況であった。 
 そのような状況の中，夙川河口（河口域）と大阪湾（沿岸域）における，ヤブレツボカビ類の
細胞密度と構成系統群に関する継続的な調査が行われた（Ueda et al. 2015）。その結果，ヤ
ブレツボカビ・スパイク［thraustochytrid spike］とよばれる春から晩夏にかけてヤブレツボ
カビ類の細胞密度の急激な増減が観測された。また，分離株の分子系統解析から，10 の未同定
または新規の系統群を含む 27 系統群が存在することが明らかとなった。河口域と沿岸域のそれ
ぞれにおいて，比較的高頻度に出現する主要系統群［major phylogenetic group］が異なるこ
とが明らかになった。河口域と沿岸域では，豊富な有機物の種類が異なることから，河口域のヤ
ブレツボカビ類は陸起源有機物を，沿岸域のヤブレツボカビ類は植物プランクトンの死骸など
の海洋由来のデトライタスから栄養を摂取していると考えられた。さらに，河口域と沿岸域では
季節によって出現する系統群が移り変わっていた。河口域では，unidentified thraustochytrid
１が春に，unidentified thraustochytrid 2a が初夏に，Schizochytrium sp.が夏から冬に，
unidentified thraustochytrid 2b が夏に，Oblongichytrium sp. 1 と 2 が夏以外の季節に，
Oblongichytrium sp. 3 が冬から春に出現した。また，沿岸域の主要系統群は，
Aplanochytrium sp. が夏から秋にかけて，unidentified thraustochytrid 3b が春と秋から冬
に出現した。このことからヤブレツボカビ類は系統群ごとに，水温，塩分，栄養源などの環境要
因によって棲み分けをしている可能性が示唆された。 
 
 
1.4.極限環境下に生息するヤブレツボカビ類 
 
 真核生物もしくはラビリンチュラ類に特異的なプライマーを用いたクローニングによって群
集構造解析が行われている（Lopez-Garcia et al. 2001，Dawson et al. 2002，Edgcomb et 
al. 2002，Stoeck et al. 2003，2006，2007，Luo et al. 2005，Takishita et al. 2005，
Behnke et al. 2006，Zuendorf et al. 2006）。その結果，熱水噴出孔や溶存酸素濃度が極端
に少ない酸素極小層［oxygen minimum zone：OMZ］など過酷な環境下で採取された環境 DNA
から Thraustochytrium 系統群，Oblongichytrium 系統群，Aplanochytrium 系統群などの
ヤブレツボカビ類と単一のクレードを形成する配列が検出されている（表 2-1）。また，ラビリ
ンチュラ類特異的なプローブ（Lab-Y）を使用した CARD-FISH［Catalyzed Reporter 
Deposition-FISH］の結果，マリンスノーからヤブレツボカビ類が検出されている（Bochdansky 
et al. 2017）。 
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 特に，酸素極小層には生きたヤブレツボカビ類が存在していることが確認されている。アラビ
ア海の水深が 200～2000m の海域は溶存酸素濃度が極端に低く，亜硝酸塩が高濃度に蓄積し
ている。しかしこのような極限環境下でも，マツ花粉MPN法とアクリフラビン直接計数法によ
って，採取した海水からヤブレツボカビ類が検出されている（Raghukumar et al. 2001）。 
 
 
1.5.ヤブレツボカビ類の分解酵素活性 
 
 これまで，さまざまなヤブレツボカビ類で分解酵素活性が調べられている（Raghukumar et 
al. 1994，Bremer 1995，Bremer and Talbot 1995，Bongiorni et al. 2005，Taoka et al. 
2009，Kanchana et al. 2011，Nagano et al. 2011；表 2-2）。ヤブレツボカビ類は，糖の
グリコシド結合を加水分解する酵素であるアミラーゼ［amylase］，タンパク質やポリペプチド
のペプチド結合を加水分解する酵素であるプロテアーゼ［proteinase］，ゼラチンタンパク質
を加水分解する酵素であるゼラチナーゼ［gelatinase］，尿素を加水分解する酵素であるウレア
ーゼ［urease］，中性脂肪（グリセロールエステル）のエステル結合を加水分解する酵素であ
るリパーゼ［lipase］，糖のα1-4-グリコシド結合を加水分解する酵素であるα-グルコシダー
ゼ［α-glucosidase］，リン酸エステルやリン酸無水物（ポリリン酸）を加水分解する酵素であ
るホスファターゼ［phosphatase］，キシランのβ1-4 グリコシド結合を加水分解する酵素で
あるキシラーゼ［xylanase］，キチンのβ1-4 グリコシド結合を分解する加水分解酵素であるキ
チナーゼ［chitinase］，ペクチン酸のα1-4 ガラクツロニル結合を加水分解する酵素であるペ
クチナーゼ［pectinase］などさまざまな酵素を細胞外に分泌し，多くの細菌が分解できないよ
うな難分解性有機物を分解できる。 
 
 
1.6.多様な生物に付着するヤブレツボカビ類 
 
 ラビリンチュラ類は海水に浮遊しているだけでなく，海草，紅藻，緑藻，褐藻，珪藻，軟体動
物などにも付着している（表 2-3）。 
 狭義のラビリンチュラ類は，アマモ［Zostera］などの単子葉植物に感染し，衰弱病［wasting 
disease］を引き起こす（Short et al. 1987，Ralph and Short 2002，Bigelow et al. 2005）。
衰弱病は，1930 年代の北アメリカとヨーロッパに大西洋沿岸で流行し，アマモが消滅するよう
な事態が起こった（Cotton 1933，Blegvad 1934，Renn 1934，Milne and Milne 1951）。 
 ヤブレツボカビ類も多様な基質に付着しており，その多くは海草や紅藻，緑藻，褐藻などの大
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型藻類である。例えば，海草のウミヒルモ属［Halophila］に感染した Aplanochytrium  saliens
の観察が行われた（Quick 1974a）。健康なウミヒルモ属に Aplanochytrium が感染していな
いことから，非攻撃的であると推測されている。他にも，微細藻類である珪藻にヤブレツボカビ
類が付着している様子が観察されている（Gaertner 1979，Raghukumar 1986）。Gaertner
（1979）は，ヤブレツボカビ様生物が Thalassiosira nordenskioeldii，Chaetoceros  sp.，
Thalassionema nitzschioides に付着し成長している様子を観察した。光学顕微鏡観察により，
ヤブレツボカビ様生物は Schizochytrium sp.と同定された。Schizochytrium と同定されたヤ
ブレツボカビ類様生物が成長するとともに，珪藻の細胞質が収縮したと報告した。また，
Rughukumar（1986）は，光学顕微鏡観察によって Ulkenia visurgensis と同定されたヤブレ
ツボカビ様生物が，“瀕死の”珪藻 Coscinodiscus ，Navicula，Nitzschia，Grammatophora，
Melosira に付着していたと報告した。 
 近年になって，分子学的手法で，サンゴ［Favia］にラビリンチュラ類が付着していることが
報告されている。紅海で採取したサンゴの表面または内部の生物を，真核生物およびストラメノ
パイル生物群に特異的なプライマーを用いて DNA を増幅させ，クローニングを行った（Siboni 
et al. 2010），その結果，配列が決定したクローン配列の 90%がラビリンチュラ類由来である
ことが示された。その主な系統群は Aplanochytrium，Thraustochytrium ，Labyrinthuloides
であった。 
 また，貝やタコなどの軟体動物に寄生したヤブレツボカビ類も多く観察されている。例えば，
Quahog Parasite Unknown（QPX）はホンビノスガイ［Mercolaria mercenaria］に寄生す
ることから，病原生物として警戒されている（Whyte et al. 1994，Calvo et al. 1998）。ま
た，Aplanochytrium はアワビ［Haliolis kamtschalkan］に寄生し，外質ネットがアワビの細
胞内に侵入している様子が観察されている（Bower et al. 1989）。  
 
 
1.7.ヤブレツボカビ類の栄養摂取 
 
 ラビリンチュラ類が多く生息している海域の調査や，細胞密度とクロロフィル a 濃度や有機
物との相関に関する調査によって，ヤブレツボカビ類が何から栄養を摂取しているかが推測さ
れている。1 つ目の報告は，1999 年に四万十川河口で行われた調査である（Kimura and 
Naganuma 2001）。河 川水の影響を受けている海域での細胞密度の平均は 3.5×103 cells/L，
河川水の影響を受けていない海域での平均細胞密度は 1.8×103 cells/L と推定された。河川水
の影響を受けている海域の方がヤブレツボカビ類の細胞密度が高いことから，ヤブレツボカビ
類は陸起源有機物から栄養を摂取している可能性を示唆した。2つ目の報告は，夙川河口で行わ
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れた調査であり，ヤブレツボカビ類の細胞密度は，ヤブレツボカビ類の細胞密度の平均は 4,670 
cells/L であると推定された（Ueda et al. 2015）。また，ヤブレツボカビ類の細胞密度はクロ
ロフィル濃度と相関が低く，懸濁態有機物［particulate organic matter：POM］とは相関が
高いことから，ヤブレツボカビ類がデトライタスや陸起源有機物を栄養源としていることを示
唆した。 
 一方で，ヤブレツボカビ類とクロロフィル a濃度に正の相関があるという報告もある。 
 1 つ目の報告は，1997 年と 2000 年に瀬戸内海で調査が行われ（Naganuma et al. 1998，
Kimura et al. 2001）。ヤブレツボカビ類の細胞密度の平均は，それぞれ，1.03×104 cells/L，
3.11×103 cells/L であると推定され，細胞密度はクロロフィル濃度と正の相関があることを示
した。2つ目の報告は，1993 から 1996 年に行われたアラビア海における調査においても，ヤ
ブレツボカビ類の細胞密度はクロロフィル a 濃度と正の相関があることが示されている
（Raghukumar et al. 2001）。また，ハワイ沖におけるヤブレツボカビ類の現存量調査の結果，
最大濃度のクロロフィルを含む層にはヤブレツボカビ類が豊富に生息していることが明らかに
なった（Li et al. 2013）。 
 しかしながら，ヤブレツボカビ類が環境中で何から栄養を摂取しているのか，どのような方法
で栄養を摂取しているのかは本研究が行われるまでは明らかになっていなかった。 
 
 
1.8.高度不飽和脂肪酸やカロテノイドの合成  
 
 ラビリンチュラ類は増殖速度が速いことから，産業利用へ向けた取り組みが活発である。これ
までに，ラビリンチュラ類に脂肪酸を効率よく，かつ大量に合成・蓄積させるために，新しい株
の取得（Nakazawa et al. 2012a，2014），培養条件の検討（Nakahara et al. 1996，Yokochi 
et al. 1998，Lewis et al. 1999，Bajpai et al. 1991a，b，Matsuura et al. 2012，Nakazawa 
et al. 2012b），遺伝子導入などによる分子育種（Sakaguchi et al. 2012，Yan et al. 2013，
Ren et al. 2015）などが行われている。 
 海産魚類は，必要十分なドコサヘキサエン酸［docosahexaenoic acid：以下，DHA］やエイ
コサペンタエン酸［eicosapentaenoic acid：以下，EPA］などの高度不飽和脂肪酸を体内で合
成できないと考えられている（Bell and Tocher 2009）。そのため，海産魚類を養殖する現場
では，仔魚の飼料として人工配合飼料に加えてワムシやアルテミアを与えている。このワムシの
飼料として DHAを豊富にもつヤブレツボカビ類を利用する研究が行われおり，ワムシの栄養強
化に成功している（Barclay and Zeller 1996，Hayashi et al. 2007，Song et al. 2007，
Yamasaki et al. 2007，Estudillo-del Castillo et al. 2009）。また，ヤブレツボカビ類によっ
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て栄養強化したワムシを与えた 仔魚の生存率の上昇も確認されている（Izquierdo et al. 1989，
Watanabe et al. 1989a，b，Yoshimatsu et al. 1997）。 
 また，ヤブレツボカビ類は抗酸化物質であるカロテノイド，アスタキサンチン［astaxanthin］，
フェニコキサンチン［phoenicoxanthin］，カンタキサンチン［canthaxanthin］，エキネノン
［echinenone］，β-カロテン［β-carotene］などを合成できることが報告されている（Valadon 
1976，Aki et al. 2003，Carmona et al. 2003，Yamaoka et al. 2004，Yokoyama et al. 
2007，Yokoyama and Honda 2007）。特に，カロテノイドの組成や量は系統群によって異
なるため，分類学的形質として利用されることもある（Yokoyama et al. 2007，Yokoyama 
and Honda 2007）。 
 
 
1.9.ヤブレツボカビ類と動物プランクトン 
 
  ヤブレツボカビ類は，インド洋や北太平洋から採取したカイアシ類［copepod］やサルパ類
［salpa］の消化管や糞便ペレットから検出されている（Raghukumar and Raghukumar 1999，
Damare and Raghukumar 2006，2010，Hirai et al. 2018）。近年では，次世代シーケン
サー解析によって Calanus sinicus の消化管内容物から Aplanochytrium が検出された（Hirai 
et al. 2018）。C. sinicus は亜熱帯西部北太平洋の沿岸水域に広く生息する大型カイアシ類で
あり，動物プランクトンの現存量の大部分を占めるとされている（Hulsemann 1994，Chihara 
and Murano 1997）。この研究から，Aplanochytrium は沿岸域で重要なカイアシ類の主要な
餌である可能性が示された。さらに，全生物に対する Aplanochytrium のリード数の割合が環
境サンプルよりも消化管内容物の方が高いことから，C. sinicus が Aplanochytrium を積極的
に餌として選択していることが示唆された。 
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2.原生生物に関する知見 
 
2.1.原生生物の高度不飽和脂肪酸 
 
 これまでに，真眼点藻類［Eustigmatophyceae］，クリプト藻［Cryptophyceae］，珪藻
［Bacillariophyceae］，プラシノ藻［Prasinophyceae］，褐藻［Pheophyceae］，紅藻
［Rhodophyceae］，コケ植物［Bryophyta］，グロムス門［Glomeromycota］，接合菌
［Zygomycota］，ガンマプロテオバクテリア［Gamma Proteobacteria］，渦鞭毛藻類
［Dinophyceae］，ハプト藻［Haptophyceae］，ピンギオ藻［Pinguiophyceae］を含むさま
ざまな生物群の脂肪酸組成が調べられている（Brown 1997，Delong and Yayanos 1986，
Yongmanitchai and Ward 1989，Zhukova and Aizdaicher 1995，Mansour et al. 1999，
Russell and Nichols 1999，Kawachi et al. 2002，Pratoomyot et al. 2005，Chu et al. 
2008，Chen et al. 2012，Gladyshev et al. 2013）。その中でも，渦鞭毛藻類，ハプト藻は
EPA より DHAをより高濃度に蓄積している。 
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3.海洋生態系 
 
3.1.生食連鎖と腐食連鎖 
 
 海洋生態系では，一次生産者である植物プランクトンが，無機塩類を利用して水中の二酸化炭
素を固定するという光合成を行う。一次生産者は，植物食性動物プランクトン［herbivorous 
net-zooplankton］に捕食され，さらに植物食性動物プランクトンは，動物食性動物プランクト
ン［carnivorous net-zooplankton］やプランクトン食性魚類［planktivorous fish］に捕食さ
れるという生食連鎖［grazing food chain］が古くから認識されている（Steele 1974）。 
 海洋生態系には，生物の死骸や排泄物，陸起源有機物などの有機物が存在している。有機物は
従属栄養細菌によって分解され，従属栄養細菌は原生生物に消費されることで生食連鎖に組み
込まれるという微生物ループ［microbial loop］の概念が Azam et al.（1983）によって示さ
れた。その後の研究によって，微生物ループが，海洋の物質循環に重要な役割を担っていること
が明らかになった（Porter et al. 1985，Fenchel 1988，2008，Lampert and Sommer 1997，
Pomeroy et al. 2007）。従属栄養細菌によって分解された有機物は無機塩類となり，植物プラ
ンクトンによって光合成に利用される。このように，海洋生態系における有機物の分解者として，
主に認識されている従属栄養細菌を起点とした微生物ループが重要であると理解されている。 
 
 
3.2.海洋生態系の基本概念 
  
 ある時点に任意の空間内に存在する生物体の量を，重量もしくはエネルギー量で示した指標
を現存量［standing stock］もしくはバイオマス［biomass］という。また，現存量が生産さ
れる速度のことを生産速度［production rate］という。一般的に，生産速度は，炭素量を面積
もしくは体積と時間で割った数値で表現される。例えば，1年間に 1 m2あたりに生産された生
産速度は，g C/m2/yr と表現される。 
 
 
3.3.生物のサイズと被食-捕食の関係 
 
 海洋に生息するプランクトンは，サイズによって，ピコプランクトン［picoplankton；0.2～
2 μm］，ナノプランクトン［nanoplankton；2～20 μm］，マイクロプランクトン
［microplankton；20～2×102 μm］，メソプランクトン［mesoplankton；2×102～2×103 
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μm］に分類される（Sieburth 1978，Fenchel 1988，図 2）。ピコプランクトンには従属栄
養細菌やシアノバクテリア［cyanobacteria］が，ナノプランクトンには従属栄養鞭毛虫や光合
成鞭毛虫が，マイクロプランクトンには珪藻，光合成渦鞭毛藻類，繊毛虫［ciliate］，放散虫
［radiolaria］や有孔虫［foraminifera］が，メソプランクトンには，カイアシ類，ミジンコ類
［cladocera］，輪形動物［rotifera］を含む大型の従属栄養原生動物，底生性の脊椎動物の幼生
などが含まれる。一部の繊毛虫が 20 μmより小型であること，従属栄養性渦鞭毛藻類はナノ，
マイクロ，メソプランクンのすべてに含まれることなど，いくつもの例外がある。しかしながら，
サイズによる分類は，原生生物を理解するうえで重要な枠組みであるとされている（Fenchel 
1988）。 
 また，被食者と捕食者のサイズの比はおよそ1：10であり（Fenchel 1988），栄養段階［trophic 
level］が 1 段階上がるごとに捕食者の大きさが餌生物よりおよそ 1 桁大きくなる（Fenchel 
1988，図 2-2）。さらに，取り込んだエネルギーのうち，実際に成長に使われるエネルギーの割
合を転送効率［transfer efficiency］という。低次栄養段階の生物は，高次栄養段階の生物に消
費されるたびにエネルギーを損失するため，高次栄養段階の生物，すなわちサイズが大きい生物
の方が，生食連鎖の頂点の生物に効率よくエネルギーが転送される。 
 
 
3.4.瀬戸内海における炭素循環 
  
 1993 年から 1994 年にかけて，瀬戸内海におけるプランクトンの調査が行われ，バクテリ
ア［bacteria］，植物プランクトン，微小動物プランクトン［macrozooplankton］，植物食性
動物プランクトン，動物食性動物プランクトン，プランクトン食性魚類［planktivorous fish］
の現存量や生産速度などが推定された（Uye et al. 1996，Hashimoto et al. 1997，Naganuma 
and Miura 1997，Uye and Shimazu 1997）。 
 調査の結果，瀬戸内海に生息する微小動物プランクトンの生産速度は，1年間に 1 m2あたり
29.2 ｇと推定された。微小動物プランクトンの成長効率［growth efficiency］を 40%とする
と，微小動物プランクトンは 1 年間に 1 m2あたりに 72.9 g の炭素を消費すると推測された
（Uye et al. 1996）。また，微小動物プランクトンが消費する炭素は，植物プランクトンや従
属栄養性鞭毛虫，バクテリアによって生産されていると考えられた。同様に，植物食性動物プラ
ンクトンと動物食性動物プランクトンによって，1 年間に 1 m2 あたりにそれぞれ 172.0 g，
66.4 g の炭素が消費されており，その炭素は植物プランクトンや微小動物プランクトン，微小
動物プランクトンや植物食性動物プランクトンが生産していると推測された（Uye et al. 1996，
Uye and Shimazu 1997）。 
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図2-1.ラビリンチュラ類の分類 
 
狭義のヤブレツボカビ類，アプラノキトリウム類，オブロンギキトリウム類，狭義のラ
ビリンチュラ類の少なくとも4つの系統群から構成される。　 
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図2-2.海洋生態系における生食連鎖と微生物ループ（Fenchel 1988 改変 ） 
 
海洋に生息するプランクトンは，サイズによって，ピコプランクトン，ナノプランクトン，
マイクロプランクトン，メソプランクトンに分類される。 
また，被食者と捕食者のサイズの比はおよそ1：10であり，栄養段階が1段階上がるごとに
捕食者の大きさが餌生物よりおよそ1桁大きくなる。 
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環境 サンプリング地点 サンプル 生物群 引用文献 

無光層 Antarctic polar front 海水　　　　　　　　　　　　　　　　　 
（水深2,000m） 

Labyrinthulids  
Thraustochytrids Lopez-Garcia et al.（2001 

熱水噴出口 Guaymas Basin, California, Mexico 
堆積物 

ラビリンチュラ類 Edgcomb et al.（2002） 
海水 

無酸素水域 堆積物 Labyrinthuloides Dawson et al.（2002） 

無酸素水域 Cariaco Basin, Caribbean Sea 海水 
（水深270m, 340m） Labyrinthulida Stoeck et al.（2003） 

無酸素水域　　　　　　　　
高溶存硫化物濃度 Zodletone Mountain, Anadarko basin 微生物マット Labyrinthulida 　 

（Aplanochytrium kerguelense） Luo et al.（2005） 

無酸素 Fukuyama in Kag- oshima Bay  土壌 Labyrinthulida  Takishita et al.（2005） 

酸性/無酸素界面 Cariaco Basin, Caribbean Sea 海水（水深340m） Labyrinthulides Stoeck et al.（2006） 

無酸素水域 Mariager Fjord, Arctic ocean 海水（水深18 m） Labyrinthulida  Zuendorf et al.（2006） 

熱水噴出口　　　　　　　
無酸素水域 Unqussivik, Disko Island, Greenland 堆積物 Labyrinthulida  Stoeck et al.（2007） 

表2-1.極限環境下で採取した環境 DNAから検出されたラビリンチュラ類 
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株名 株番号 酵素 酵素活性 引用文献 
Aplanochytrium 
Aplanochytrium kerguelense SEK 535 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
Aurantiochytrium 

Aurantiochytrium limacinum 
ATCC MYA-1381 

ウレアーゼ ＋ 

Taoka et al.（2009） 

プロテアーゼ ＋ 
ホスファターゼ ＋ 
リパーゼ ＋ 
α-グルコシダーゼ ＋ 
アミラーゼ ー 
キチナーゼ ー 
ゼラチナーゼ ー 
セルラーゼ ー 
セルラーゼ ー 

mh0186  セルラーゼ ー Nagano et al. （2011） 
SR21  セルラーゼ ー Nagano et al. （2011） 

Aurantiochytrium mangrovei  SEK 218  セルラーゼ ー Nagano et al. （2011） SEK 243 セルラーゼ ー 

Aurantiochytrium mangrovei 　　　　　　　　　 

アミラーゼ ＋ 

Raghukumar  et al. （1994） 

キシラナーゼ  ＋ 
セルラーゼ ＋ 
プロテアーゼ ＋ 
ペクチンリアーゼ ＋ 
ポリガラクツロナーゼ ＋ 

Aurantiochytrium sp. 

ATCC 20888  セルラーゼ ー Nagano et al.（2011） 

mh0186 

ウレアーゼ ＋ 

Taoka et al.（2009） 

プロテアーゼ ＋ 
ホスファターゼ ＋ 
リパーゼ ＋ 
α-グルコシダーゼ ＋ 
アミラーゼ ー 
キチナーゼ ー 
ゼラチナーゼ ー 
セルラーゼ ー 
セルラーゼ ー 

Botryochytrium  
Botryochytrium radiatum SEK 353 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
Oblongichytrium 
Oblongichytrium sp. SEK 347 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
Parietichytrium 
Parietichytrium sarkarianum SEK 351 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） SEK 364 セルラーゼ ＋ 
Schizochytrium  

Schizochytrium aggregatum 
ATCC 28209 

セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
ウレアーゼ ＋ 

Taoka et al.（2009） 

ゼラチナーゼ ＋ 
プロテアーゼ ＋ 
ホスファターゼ ＋ 
リパーゼ ＋ 
α-グルコシダーゼ ＋ 
アミラーゼ ー 
キチナーゼ ー 
セルラーゼ ー 
セルラーゼ ＋ Bremer（1995） 
セルラーゼ ＋ Bremer and Talbot（1995） 

Schizochytrium sp. SEK 210 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） SEK 345 セルラーゼ ＋ 
Sicyoidochytrium minutum  SEK 355 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
Sicyoidochytrium  
Sicyoidochytrium sp. SEK 356 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
Thraustochytrium  

Thraustochytrium aureum  ATCC 34304 

セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
アミラーゼ ＋ 

Taoka et al.（2009） 

ウレアーゼ ＋ 
ゼラチナーゼ ＋ 
プロテアーゼ ＋ 
ホスファターゼ ＋ 
リパーゼ ＋ 
α-グルコシダーゼ ＋ 
キチナーゼ ー 
セルラーゼ ー 

Thraustochytrium roseum  ATCC 28210 

セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
アミラーゼ ＋ 

Taoka et al.（2009） 

ウレアーゼ ＋ 
ゼラチナーゼ ＋ 
プロテアーゼ ＋ 
ホスファターゼ ＋ 
リパーゼ ＋ 
α-グルコシダーゼ ＋ 
キチナーゼ ー 
セルラーゼ ー 

Thraustochytrium sp. ATCC pra-295 アルカリリパーゼ ＋ Kanchana et al.（2011） ATCC pra-296 アルカリリパーゼ ＋ 

Thraustochytrium striatum ATCC 24473 

アミラーゼ ＋ 

Taoka et al.（2009） 

ウレアーゼ ＋ 
キチナーゼ ＋ 
ゼラチナーゼ ＋ 
プロテアーゼ ＋ 
ホスファターゼ ＋ 
リパーゼ ＋ 
α-グルコシダーゼ ＋ 
セルラーゼ ー 

Ulkenia  
Ulkenia amoeboidea   SEK 214 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 
Ulkenia sp. ATCC 28207 セルラーゼ ＋ Nagano et al.（2011） 

表2-2.ヤブレツボカビ類の酵素活性  

＋：酵素活性あり，ー：酵素活性なし 
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基質 ラビリンチュラ類 引用文献 
アマモ［Eelgrass］ 
Zostera marina  Labyrinthula sp.  Pokorny（1967） 

Zostera marina  Labyrinthula sp. Quick（1974a） Labyrinthula zosterae  
Zostera marina  Labyrinthula  Short et al. （1987） 
Zostera marina  Labyrinthula sp. Muehlstein et al.（1988） 
Zostera marina  Labyrinthula zosterae  Short et al. （1993） 
Zostera marina, 　　　　　
Heterozostera tasmanica  Labyrinthula spp. Vergeer and den Hartog（1994） 
Zostera marina  Labyrinthula zosterae  Ralph and Short（2002） 

褐藻［Brown alga］ 
Sargassum sp.  Aplanochytrium kerguelensis  Quick（1974b） 
Fucus serratus Thraustochytrid  Miller and Jones（1983） 
sargasso weed  Aplanochytrium sp. Ulken et al. （1985） 
Lobophora variegata Labyrinthula sp.  Raghukumar（1987） 
Sargassum cinereum, 　　　　　　　　
Padina tetrastomatica  

Schizochytrium sp., 
Aplanochytrium minutum Raghukumar et al.（1992） 

Sargassum cinereum Aplanochytrium minutum  Sathe-Pathak et al.（1993） 

Sargassum cinereum Ulkenia visuragensis, 
Aplanochytrium minutum Sharma et al.（1994） 

緑藻［Green alga］ 
Cladophora, Rhizoclonium  Labyrinthula sp.  Raghukumar（1986a） ，Ramaiah（2006） 
Chaetomorpha media, 　　　　
Cladophora sp.,  
Rhizoclonium sp. 

Labyrinthula sp.  Raghukumar（1987） 

Ulva lactuca Aplanochytrium minutum  Watson and Raper（1957） 
Urospora sp.  Aplanochytrium stocchinoi Moro et al.（2003） 

紅藻［Red alga］ 
Gelidium pusillum Schizochytrium sp., 

Aplanochytrium minutum Raghukumar et al. （1992） 
Laurencia sp. Labyrinthula sp.  Raghukumar（1987） 

微細藻類 
Lyngbya sp. Labyrinthula sp.  Raghukumar（1987） 
Thalassionema nitzchioides  Schizochytrium sp. Gaertner（1979）  
Coscinodiscus sp. 
Navicula sp.  
Nitzschia sp. 
Grammatophora sp. 
Melosira sp.  

Ulkenia visuragensis Raghukumar（1986b） 

海草［Sea grass ］ 
Halophila engelmannii Aplanochytrium saliens  Quick（1974a） 
Halodule wrightii  Aplanochytrium schizochytrops  Quick（1974b） 
Posidonia oceanica　　　　　
Halodule uninervis 　　　　　
Cymodocea nodosa 　　　
Syringodium isoetifolium　
Syringodium isoetifolium 
Thalassodendron ciliatum　　　
Ruppia cirrhosa 
Thalassia testudinum　　　　　
Halophila ovalis 

Labyrinthula spp. Vergeer and den Hartog（1994） 

植物 
Rhizophora apiculata Blume  Aurantiochytrium mangrovei  Raghukumar et al.（1994） 

Schizochytrium aggregatum  Bremer（1995） 
Kandelia candel  Thraustochytrid Wong et al.（2005） 

Labyrinthula terrestris  Bigelow et al.（2005） 
無脊椎動物 
Mercenaria mercenaria  QPX （Quahaug Parasite X） Calvo et al.（1998） 
Ruditapes decussatus Thraustochytrid Azevedo and Corral（1997） 
copepods Aplanochytrium kerguelense Damare and Raghukumar（2010） 
Mercenaria mercenaria  QPX （Quahaug Parasite X） Whyte et al.（1994） 

Favia sp.  
Aplanochytrium sp., 
Thraustochytrium sp., 
Labyrinthuloides sp. 

Siboni et al.（2010） 

Eledone cirrhosa Thraustochytrid Polglase（1980） 
Macrostomum lignano  Thraustochytrium caudivorum Schärer et al.（2007） 
Pegea confoederata  Thraustochytrid Raghukumar and Raghukumar（1999） 

表2-3.ラビリンチュラ類が付着するさまざまな基質 
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第3章
ヤブレツボカビ類の珪藻からの栄養摂取の観察



1.材料と方法  
 
 本研究では，培養実験によって，ヤブレツボカビ類が何から栄養を摂取しているかを明らかに
することを目的とした。まず，珪藻との二員培養を行うことで，ヤブレツボカビ類が珪藻から栄
養を摂取するか検討を行った。 
 
1.1.使用した株と継代培養 
  
 珪藻からの栄養摂取に関する実験に使用した株を表 3-1 に示す。 
 Aplanochytrium sp.（SEK717，SEK754，SEK758），Oblongichytrium sp. 1b （SEK710），
Ulkenia sp.（SEK689），unidentified thraustochytrid 3c（SEK702）は， 2011 から 2013
年にかけて瀬戸内海の東端に位置する大阪湾で行われたサンプリング調査において採取した海
水サンプルから分離された（Ueda et al. 2015）。 
Aurantiochytrium sp.2（SEK605），Thraustochytrium aff. kinnei（SEK618），unidentified 
thraustochytrid 1（SEK691），unidentified thraustochytrid 2a（SEK694）は，2008 か
ら 2013 年にかけて兵庫県西宮市の夙川で行われたサンプリング調査において採取した海水サ
ンプルから分離された（Ueda et al. 2015）。Aplanochytrium sp.（SEK602）は，2008 か
ら 2011 年にかけて大阪湾上の人工島である六甲アイランドの南岸で行われたサンプリング調
査において採取した海水サンプルから分離された（Ueda et al. 2015）。Aurantiochytrium 
sp.2（N1-27）は，茨城県で採取した海水サンプルから分離された（Huang et al. 2003）。
Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107）は Kulturensammlung Mariner Pilze 
Bremerhaven，Schizochytrium aggrigatum（ATCC28209）は American Type Culture 
Collection より分譲された。Aplanochytrium kerguelense （ KMPB N-BA-107），
Aurantiochytrium sp.2（SEK605，N1-27），Oblongichytrium sp.1b（SEK710），S. 
aggrigatum（ATCC28209），T. kinnei （SEK618），Ulkenia sp.（SEK689），unidentified 
thraustochytrid 1（SEK691），unidentified thraustochytrid 2a（SEK694），unidentified 
thraustochytrid 3c（SEK702）は，d-GPY 液体培地［0.2% グルコース，0.1%ポリペプトン，
0.05% 乾燥酵母エキスを，50/50 自然海水/蒸留水に溶解；表 3-2 A］，Aplanochytrium sp. 
（SEK602，SEK 717，SEK 754，SEK 758）は SeaAct Medium 液体培地（株式会社シー・
アクト；表 3-2 B）で継代培養を行った。 
 Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES-324），Chaetoceros setoensis（NIES-
3712）は国立環境研究所より分譲され，f/2 液体培地（Guillard and Ryther 1962，表 3-3）
で継代培養を行った。 
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1.2.二員培養 
 
 最初に，珪藻との二員培養を行うことで，ヤブレツボカビ類が珪藻から栄養を摂取するか検討
を行った。ヤブレツボカビ類は夙川河口や大阪湾の主要系統群を含む 9属 14 株を選択した（表
3-1）。珪藻は世界中の海洋に広く分布し，夙川河口や大阪湾，六甲アイランドでもほぼ 1年間
を通して観察される Skeletonema 株と Chaetoceros 株を選択した（2010 年度 甲南大学大
学院 修士課程修了 上田 真由美氏 修士論文，Leblanc et al. 2012，Yamada et al. 2014）。 
 ヤブレツボカビ類の栄養源である培地を二員培養の培地に持ち込まないように，ヤブレツボ
カビ類を f/2 培地で洗浄した。また，ヤブレツボカビ類が珪藻に着生しやすいように，遊走細胞
を形成する系統群は，遊走細胞を接種した。 
 まず，2週間の前培養を行った珪藻を f/2 培地で洗浄し，f/2 培地に懸濁した。次に，ヤブレ
ツボカビ類の細胞を用意した。Aurantiochytrium sp.2（SEK605，N1-27），Oblongichytrium 
sp.1b（SEK710），S. aggrigatum（ATCC28209），T. kinnei （SEK618），Ulkenia sp.
（SEK689），unidentified thraustochytrid 2a（SEK694），unidentified thraustochytrid 
3c（SEK702）は遊走細胞を形成する系統群であるため，遊走細胞を珪藻に接種した。まず，d-
GPY 液体培地で 1 週間の前培養を行ったヤブレツボカビ類の栄養細胞を d-GPY 寒天プレート
上に広げ，20℃または 25℃で 1～2 日間培養した。 コロニーを形成していることを確認した
のち，滅菌海水を寒天プレートに加え，数時間培養して遊走細胞を誘導した。Aplanochytrium 
kerguelense（KMPB N-BA-107），Aplanochytrium sp.（SEK602，SEK 717，SEK 754，
SEK 758）と unidentified thraustochytrid 1（SEK691）は遊走細胞を形成しない系統群で
あるため，栄養細胞を珪藻に接種した。Aplanochytrium は SeaAct Medium 液体培地，
unidentified thraustochytrid 1 は d-GPY 液体培地で 1週間の前培養を行った。栄養細胞を回
収，f/2 培地で洗浄した。最後に，ヤブレツボカビ類の遊走細胞または栄養細胞を，f/2 培地に
懸濁した珪藻に接種した。ヤブレツボカビ類と Skeletonema の細胞数を比較することで，ヤ
ブレツボカビ類が Skeletonema から栄養を摂取するかを検討した。細胞数の計数には，Fuchs-
Rosenthal 血球計数板（ミナトメディカル株式会社）を用い，微分干渉顕微鏡（BX60，Olympus）
を使用した。反復数は 3 で行った。本研究では，褐色の葉緑体をもつ細胞を“生きている”細胞，
収縮した葉緑体をもつ細胞，もしくは葉緑体をもたない細胞を“死んだ”細胞であると判断した。 
 後述するように，Aplanochytrium が Skeletonema から栄養を摂取することが明らかにな
った。そこで，どのような状態の珪藻から栄養を摂取するかを検討するため，二員培養と単独培
養でのA. kerguelense（KMPB N-BA-107）とSkeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES-
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324）の細胞数を経時的に計数し，二員培養と単独培養で比較を行った。 
 
 
1.3.別府フラスコによる分解酵素と分解産物の影響の検討 
 
 ヤブレツボカビ類は分解酵素を細胞外に分泌することが報告されている（表 2-2）。また，海
洋細菌である Pseudoalteromonas はプロテアーゼと DNase を含む殺藻物質を分泌し，珪藻
を死滅させる（Lee et al. 2000）。そこで，A. kerguelense（KMPB N-BA-107）が分泌する
酵素や殺藻物質による Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES-324）への影響を検討
するために，別府フラスコ（Nippon Pall Corporation；Ohno et al. 1999）を使用した培養
実験を行った。 
 別府フラスコはメンブレンフィルター（孔径 0.2 μm）で 2 つの空間（以下，区画）に分け
られている。一方の区画に接種された生物は，もう一方の区画に接種された生物と接触はできな
いが，培地の交換はできるような構造になっている。これまでと同様の方法で，別府フラスコの
それぞれの区画に Aplanochytrium と Skeletonema の二員培養を行った。この実験において
培養した Aplanochytrium と Skeletonema の組み合わせは結果に示す。反復数は 3 で行い，
統計学的分析はMicrosoft Excel software（Microsoft Corporation）を使用して，スチュー
デントの t-検定［Student t-test］を行った。 
 
 
1.4.光学顕微鏡による二員培養の観察 
 
 後述するように，Aplanochytrium は Skeletonema に接触することで栄養を摂取している
可能性が示された。そこで，どのようにして珪藻から栄養を摂取するかを観察するため，光学顕
微鏡で，Aplanochytrium（SEK717）が Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES-324）
と Chaetoceros setoensis（NIES-3712）から栄養を摂取する様子を観察した。 
 これまでと同様の方法で，Aplanochytrium と珪藻の二員培養を行った。光学顕微鏡観察に
は，微分干渉顕微鏡（BX60）を使用し，顕微鏡デジタルカメラ（AxioCam HRc カメラ，Carl 
Zeiss）で撮影した。連続観察には，微分干渉顕微鏡（Axiovert 200 DIC，Carl Zeiss）を使用
し，顕微鏡デジタルカメラ（MC170 カメラ，Leica）を用いて画像を取得した。  
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1.5.走査型電子顕微鏡による二員培養の観察 
 
 後述するように，Aplanochytrium は外質ネットによって Skeletonema に接触することで
栄養を摂取していることが明らかになった。そこで，外質ネットと Skeletonema を詳細に観察
するため，走査型電子顕微鏡［scanning electron microscopy：SEM］で，Aplanochytrium
（SEK717）が Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES-324）から栄養を摂取する様
子を観察した。 
 これまでと同様の方法で，Aplanochytrium と Skeletonema の二員培養を行った。二員培養
のサンプルを，最終濃度がそれぞれ 0.1 M カコジル酸緩衝液中の 2.5％（v/v）グルタルアルデ
ヒドおよび 0.1 M スクロースになるように，一次固定を行った。サンプルを日本電子 株式会社
に送付し，二次固定および脱水・乾燥処理を依頼した。最終濃度が 1.5％（v/v）OsO4で二次固
定を行った。次に，エタノールシリーズで脱水し，続いて酢酸イソアミルで置換し， CO2臨界
点法により脱水・乾燥処理を行った。 OsO4 コーティングを施し，走査型電子顕微鏡（JSM-
7200F，JEOL）で観察を行った。 
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2.結果 
 
2.1.系統群ごとの栄養摂取能の比較 
 
 ヤブレツボカビ類が珪藻から栄養を摂取するか検討するため，ヤブレツボカビ類 9 属 14 株
と Skeletonema の二員培養を行った。事前に，藻類の培地である f/2 培地では，ヤブレツボ
カビ類単独培養はほとんど細胞数が増加しないことを確認した。図 3-1 に，培養 10 日目の二
員培養下のヤブレツボカビ類および Skeletonema の細胞数を示す。系統群によって，珪藻か
らの栄養摂取能に大きな差があることが明らかとなった。中でも，Aplanochytrium の細胞数は
他の系統群より有意に多く，珪藻からの栄養摂取能が高いことが示された。一方，
Aplanochytrium を以外の他の系統群は，ヤブレツボカビ類の細胞数はほとんど増加しなかっ
たことから，Skeletonema から栄養摂取することはできないことが示された。 
 
 
2.2.二員培養の経時的な観察 
 
 Aplanochytrium がどのような状態の Skeletonema から栄養を摂取しているかを明らかに
するために，Skeletonema 単独培養，Aplanochytrium 単独培養，二員培養について，それぞ
れ Aplanochytrium と Skeletonema の細胞数を経時的に計数した。 
 Skeletonema 単独培養では，培養開始から培養 6日目までは Skeletonema が増加し［対数
増殖期：logarithmic growth phase］，その後，細胞数は一定になった［定常期：stationary 
phase］（図 3-2 a）。Aplanochytrium 単独培養では，細胞数はほとんど増加しなかった（図
3-2 c）。Aplanochytrium と Skeletonema の二員培養では，Skeletonema の細胞数はほと
んど増加せず，一方の Aplanochytrium の細胞数は対数的に増加した（図 3-2 b）。 
 以上のことから，Aplanochytrium は生きている Skeletonema から栄養を摂取することで，
増殖していることが示された。 
 
 
2.3.別府フラスコによる分解酵素と分解産物の影響の検討 
 
 Aplanochytrium の栄養接種様式として，以下のような仮説を立てた。まず，Aplanochytrium
が珪藻と接触することで分解酵素や殺藻物質を細胞外に分泌する。分泌された分解酵素や殺藻
物質は珪藻を分解し，分解産物が生じる。Aplanochytrium は珪藻の分解産物を摂取する。この
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仮説を検証するために，別府フラスコを使用し，分解酵素が細胞外に分泌されているかを検討し
た。 
 Aplanochytrium と Skeletonema の単独培養，二員培養をそれぞれ行い，これまでと同様
の結果が得られた（図 3-3 a, b, c）。このことから，別府フラスコによる Aplanochytrium と
Skeletonema の増殖に対する影響はないことが示された。 
 次に，Aplanochytrium と Skeletonema を 2 つの区画でそれぞれ培養した。その結果，
Aplanochytriumの細胞数ほとんど増加せず，Skeletonemaの細胞数は増加した（図3-3  d）。
このことから，Aplanochytrium は分解酵素や殺藻物質を細胞外に分泌していない，あるいは，
分泌している場合でも，Skeletonema に影響のある濃度に達していないことが示された。また，
Skeletonema から分解産物が拡散していない，あるいは，分泌している場合でも，
Aplanochytrium に影響のある濃度に達していないことが示された。 
 Aplanochytrium と Skeletonema を 1 つの区画で培養し，もう一方の区画で
Aplanochytrium を培養した。その結果，Aplanochytrium と Skeletonema の 二員培養では
Aplanochytrium の細胞数は増加したが，単独で培養した Aplanochytrium の細胞数はほとん
ど増加しなかった（図 3-3 e）。このことから，Skeletonema が Aplanochytrium と接触した
場合でも，Skeletonema は分解産物が拡散していない，あるいは，分泌している場合でも，
Aplanochytrium に影響のある濃度に達していないことが示された。 
 Aplanochytrium と Skeletonema を 1 つの区画で培養し，もう一方の区画で Skeletonema
を培養した。その結果，単独で培養した Skeletonema の細胞数は増加したが，Aplanochytrium
と Skeletonema の二員培養では Skeletonema の細胞数は増加しなかった（図 3-3 f）。この
ことから，Aplanochytrium が Skeletonema と接触した場合でも，Aplanochytrium は分解
酵素や殺藻物質を細胞外に分泌していない，あるいは，分泌している場合でも，Skeletonema
に影響のある濃度に達していないことが示された。 
 以上の結果から，Aplanochytrium は Skeletonema と同じ区画で培養した場合のみ
Aplanochytrium は Skeletonema から栄養を摂取することができることを示しており，
Aplanochytrium が Skeletonema から栄養を摂取するためには，Skeletonema に接触する必
要があることが明らかになった。 
 
 
2.4.Aplanochytrium による珪藻からの栄養摂取の観察 
 
  Aplanochytrium は，d-GPY 液体培地や SeaAct Medium 液体培地のような栄養培地で培養
すると，栄養細胞は直径 5～10 μmの球形または卵形になり，長さ 50 μm以上の外質ネット
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を伸長した（図 3-4）。Aplanochytrium の栄養細胞は細胞分裂を繰り返して胞子嚢［sporangia］
を形成し，成熟した胞子嚢は不動胞子を放出する。不動胞子は栄養細胞へと成長し，外質ネット
を伸長するようになる（例えば，Ulken et al. 1985，Moro et al. 2003，Leander et al. 2004）。 
 光学顕微鏡を使用し，Aplanochytrium が Skeletonema と Chaetoceros から栄養を摂取
している様子を観察した。ここでは，Skeletonema の観察結果を示す。 
 Aplanochytrium の外質ネットが Skeletonema に付着したおよそ 2～5時間後に，葉緑体が
1～3 分という短時間のうちに収縮し，Skeletonema の葉緑体が黄色から白色に変化した（図
3-5，3-6）。Aplanochytrium が Skeletonema から栄養を摂取し，ほぼすべての葉緑体の色
が黄色から白色に変化するとともに，Aplanochytrium の栄養細胞は胞子嚢を形成し，不動胞子
を放出した（図 3-5，3-7）。不動胞子の数や大きさは，Moro et al.（2003）による報告と同
程度であった。さらに，Aplanochytrium は珪藻に付着し，最大で直径 1,000 μmの集合体を
形成した（図 3-5，3-8）。 
 さらに，走査型電子顕微鏡による観察を行い，Aplanochytrium が Skeletonema にどのよう
に付着し栄養摂取している様子を観察した。その結果，Aplanochytrium の外質ネットが
Skeletonema の被殻の隙間から細胞内部に侵入している様子が観察された（図 3-9）。 
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3.考察 
 
3.1.珪藻に付着するヤブレツボカビ類に関する報告 
 
 これまでに，野外から採取されたヤブレツボカビ様生物が珪藻に付着している様子が観察さ
れている。ヤブレツボカビ様生物が珪藻に付着している様子を初めて観察したのは，Gaertner
（1979）である。ノルウェーで採取したヤブレツボカビ様生物が，Thalassiosira 
nordenskioeldii，Chaetoceros sp.，Thalassionema nitzschioides に付着している様子を観
察した。珪藻に付着したヤブレツボカビ類は，二分裂を繰り返すことから Schizochytrium 属
であると同定されている。また，Schizochytrium sp. の成長に伴い，珪藻の細胞質が収縮して
いる様子が観察された。Rughukumar（1986）はヤブレツボカビ類が瀕死の珪藻 
Coscinodiscus sp.，Navicula sp.，Nitzschia sp.，Grammatophora sp.，Melosira sp.に付
着している様子を観察し，生活史からこのヤブレツボカビ様生物が Ulkenia visurgensis であ
ると同定した。 
 本研究では，Schizochytrium と Ulkenia を含む系統学的に多様な 9 属のヤブレツボカビ類
と生きている珪藻の二員培養を行った。その結果，主に Aplanochytrium が珪藻から栄養を摂
取する能力が高いことが明らかになった。 
 一方，珪藻に付着している様子が観察された Schizochytrium や Ulkenia は珪藻から栄養を
摂取する能力は低かった。この理由について以下のように考察した。以前から，ヤブレツボカビ
類は，形態学的特徴によって分類されてきた。Gaertner（1979）と Rughukumar（1986）
も，光学顕微鏡で珪藻に付着したヤブレツボカビ類を観察し，Schizochytrium，U. visurgensis
であると同定している。Schizochytrium と Ulkenia の細胞は二分裂を行い，鞭毛をもつ遊走細
胞を放出する（Goldstein and Belsky 1964，Gaertner 1977，Yokoyama et al. 2007）。
一方，Aplanochytrium は鞭毛をもたない不動胞子を形成する（Bahnweg and Sparrow 1972）。
このように，Schizochytrium や Ulkenia と Aplanochytrium は，細胞形態や生活史の観察に
よって区別できる。しかしながら，ヤブレツボカビ類の細胞はいずれの系統群も球形であり，1
つの系統群でも複数の分裂様式をもつ。さらに，培地によって，細胞および遊走細胞の大きさ，
細胞壁の厚さ，外質ネットなどの形質が変化するため分類が困難である（Booth and Miller 
1968，Doi and Honda 2017）。Gaertner（1979）と Rughukumar（1986）は，光学顕微
鏡による観察のみであったため，同定が不十分であった可能性がある。野外から採取したヤブレ
ツボカビ類を同定するためには，顕微鏡観察だけでなく，分子学的手法を用いることが望ましい。
例えば，蛍光標識オリゴヌクレオチドプローブをハイブリダイゼーションさせ，特異的かつ高感
度に検出する方法である FISH が挙げられる。これまでに，ヤブレツボカビ類の検出のためのプ
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ロトコールが開発され，野外サンプルへの適応が行われている（2003 年度 甲南大学 卒業研究
生 笹倉 侑香里氏 卒業研究，2004 年度 甲南大学大学院 博士後期課程修了 高尾 祥丈氏 博士
学位論文，Takao et al. 2007a）。 
 これまでは，ラビリンチュラ類がどのような海域に多く生息しているかを把握すること，細胞
密度とクロロフィル a 濃度や有機物との相関よって，ヤブレツボカビ類が何から栄養を摂取す
るかが推測されており，培養実験による詳細な観察は行われていなかった。本研究では，培養実
験によって，Aplanochytrium が生きている珪藻から栄養を摂取できることを明らかにした。 
 
 
3.2.ヤブレツボカビ類と植物プランクトンの関係 
 
 これまでに，ヤブレツボカビ類の現存量とクロロフィル量の相関関係に関する報告がある。 
 1 つ目の報告は，2009 から 2010 年にハワイ沖で行われた調査である（Li et al. 2013）。
調査の結果，ヤブレツボカビ類の細胞密度が高い水深とクロロフィル量が高い水深と一致して
いることが明らかになった。同時に採取したサンプルから DNAを抽出し，ヤブレツボカビ類特
異的なプライマー（LABY-A，LABY-Y）で増幅したアンプリコン［amplicon］の配列を決定し
た。その結果，25 OTUs のうち 20 OTUs が Aplanochytrium に一致することが示された。
また，河川の影響を受けている瀬戸内海やアラビア海において，アクリフラビン直接計数法でヤ
ブレツボカビ類の細胞密度が推定され，クロロフィル量と正の相関がみられた（Naganuma et 
al. 1998，Kimura et al. 2001，Raghukumar et al. 2001）。本研究では，Aplanochytrium
が生きている珪藻から栄養を摂取できることを示しており，Aplanochytrium を含むヤブレツ
ボカビ類の細胞密度とクロロフィル量に正の相関があることは妥当な結果として理解できる。     
 一方で，Aplanochytrium とクロロフィル量に負の相関があるという報告もある。ラビリンチ
ュラ類特異的プライマーセット（18S001，18S13）を使用した定量 PCR によって，中国の珠
江デルタに生息するラビリンチュラ類の現存量（18S rDNA コピー数）が推定された（Bai et 
al. 2018）。さらに，同時に採取したサンプルから DNAを抽出し，ラビリンチュラ類特異的プ
ライマーで増幅したアンプリコンの配列を決定した。その結果，Labyrinthula と
Thrautochytrium，Parietichytrium はクロロフィル量とは正の相関がみられたが，
Aplanochytrium，Ulkenia，Aurantiochytrium，Schizochytrium，未分類のヤブレツボカビ
類は，クロロフィル量との相関はみられなかった。 
 Aplanochytrium は植物プランクトンだけでなく，陸起源有機物を分解する能力をもつ可能
性がある。植物プランクトンが多い時期は植物プランクトンから栄養を摂取し，植物プランクト
ンが少ない時期は陸起源有機物を分解するなど，Aplanochytrium の生態学的な役割は明らか
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になっていない。今後，培養実験や野外調査などの研究をする必要がある。 
 
 
3.3.動物プランクトンによる Aplanochytrium の捕食 
 
 Aplanochytrium は，インド洋や北太平洋から採取したカイアシ類［copepod］の消化管や
糞便ペレットから検出されている（Damare and Raghukumar 2006，2010，Hirai et al. 
2018）。なかでも，Hirai et al.（2018）は，次世代シーケンサー解析によってCalanus sinicus
の消化管内容物から Aplanochytrium を検出している。C. sinicus は亜熱帯西部北太平洋の沿
岸水域に広く生息する大型カイアシ類であり，動物プランクトンの大部分を占める
（Hulsemann 1994，Nakata and Hidaka 2003）。C. sinicus の卵やノープリウス幼生は，
マイワシ［Sardinops melanostictus］やウルメイワシ［Etrumeus teres］の産卵期の主要な
餌となる（Hirai et al. 2017）。Hirai et al.（2018）の調査から，Aplanochytrium が C. sinicus
の主要な餌である可能性があることが示された。さらに，全生物に対する Aplanochytrium の
リード数の割合が環境サンプルよりも消化管内容物の方が高いことから，C. sinicus が
Aplanochytrium を積極的に餌として選択的に摂食していることが示唆された。 
 C. sinicus は直径が 20～50 μmの粒子を捕食し，10 μm以下の粒子は捕食することがで
きない（Yang et al. 2009）。にも関わらず，栄養細胞の直径が 5～10 μmの Aplanochytrium 
を摂食している。本研究では，Aplanochytrium と珪藻が，最大で 1,000 μmの集合体を形成
する様子を観察した。環境中でも，ヤブレツボカビ類は集合体を形成することが確認されている
（Li et al. 2013，Bochdansky et al. 2016）。C. sinicus および動物プランクトンはこのよ
うな集合体を摂食している可能性がある。 
 
 
3.4.Aplanochytrium と寄生性ツボカビとの比較 
 
 ツボカビ［chytrid］は，動物プランクトン（Johnson et al. 2006），植物プランクトン（Ibelings 
et al. 2004，Kagami et al. 2014），両生類（Berger et al. 1998，Daszak et al. 1999，
Longcore et al. 1999）など多様な生物に寄生することが知られている生物群である。オピス
トコント生物群［opisthokonta］に位置する真菌類に属しており，そのなかでも祖先的な生物
群である（James et al. 2006）。ヤブレツボカビ類やサカゲツボカビ類［hyphochytrids］に
も同じく “ツボカビ” の名がついているが，以上の生物群はストラメノパイル生物群に属してお
り，系統学的に異なるグループである。 
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 Zygorhizidium affluens や Rhizophidium planktonicum は，珪藻である Asterionella 
formosa に寄生することで栄養を摂取する（Kagami et al. 2007）。ここでは，珪藻に“寄生”
することで栄養を摂取するツボカビと Aplanochytrium について，比較を行った。 
 ツボカビとヤブレツボカビ類は，細胞が球状であること，基質に付着するための構造をもつな
ど，形態学的に類似している点が多い。一方で，異なる点も数多くある。 
 1 つ目の異なる点は，栄養摂取様式である。ツボカビは鞭毛をもつ遊走子［zoospore］を形
成し，寄主細胞である大型珪藻の表面に着生する。着生後，仮根［rhizoid］を大型珪藻の細胞内
部に侵入させて栄養を摂取し，胞子体を形成する。胞子体が成熟すると，胞子体内で形成された
遊走子が放出される（Sime-Ngando 2012）。一方の Aplanochytrium は，栄養細胞は細胞の
周辺に放射状の外質ネットを展開し，栄養摂取の対象である植物プランクトンが付着するのを
待つ。付着後，外質ネットを植物プランクトンの細胞内部に侵入させて栄養を摂取し，胞子囊を
形成する。胞子囊が成熟すると，胞子囊内で形成された不動胞子が放出される。このように，
Aplanochytrium は外質ネットを放射状に展開することで，細胞周辺のより広い範囲の植物プ
ランクトンから栄養を摂取することができる。 
 2 つ目の異なる点は，栄養摂取過程における被食者（珪藻）と捕食者（ツボカビもしくは
Aplanochytrium）の大きさの変化である。大型の珪藻（＞50 μm）は動物プランクトンが摂
食するには大きすぎるため（Sterner 1989），植物食性の魚類が少ない水域では，食物網には
組み込まれずに沈降すると考えられてきた（Legendre and Le Fèvre 1991）。しかし，ツボ
カビが大型の珪藻に寄生，栄養を摂取すると，ツボカビは遊走子を放出する。さらに，ツボカビ
によって寄生された大型の珪藻は分解され，断片化する。遊走子や断片化した大型の珪藻が動物
プランクトンに摂食されるため，大型の珪藻は沈降するのではなくツボカビを介して食物網に
組み込まれる。このようなツボカビを介した物質経路は，マイコループ［Mycoloop］と呼ばれ
ている（Kagami et al. 2014）。ツボカビは，動物プランクトンが摂食できないサイズの大型
珪藻を「小型化」し，摂食できるようにする。一方の Aplanochytrium は，外質ネットに付着
した珪藻と集合体を形成することで「大型化」し，動物プランクトンが摂食できるようになる。 
 ３つ目の異なる点は，宿主-寄生者の関係である。一部のツボカビでは複数属の珪藻に寄生す
ることが報告されているが，多くのツボカビの宿主特異性は高く，特定の植物プランクトンにの
み寄生する（Gromov et al. 1999，Kagami et al. 2007）。一方の Aplanochytrium は珪藻
の Skeletonema，Chaetoceros から栄養を摂取する様子が確認した。また，珪藻だけでなく，
プラシノ藻である Pyramimonas parkeae やハプト藻である Pleurochrysis roscoffensis か
ら栄養摂取しており（2018 年度 甲南大学 卒業研究生 茂木 大地氏 私信），“宿主” の特異性
はみられない。 
 一方で，動物プランクトンに供給される栄養素には共通点がある。ツボカビの遊走子は，寄主
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細胞である大型珪藻から栄養を摂取し，高度不飽和脂肪酸やコレステロール［cholesterol］を
豊富に合成・蓄積する（Kagami et al. 2007a）。ツボカビの遊走子は動物プランクトンによっ
て捕食されるため，ツボカビが蓄積している高度不飽和脂肪酸やコレステロールは，動物プラン
クトンに供給されると考えられている（Kagami et al. 2007a）。ラビリンチュラ類も，高度不
飽和脂肪酸，特に DHAを生成する（Nakahara et al. 1996，Lewis et al. 1999，Fan et al. 
2000，Yokoyama and Honda 2007，Yokoyama et al. 2007，Kaya et al. 2011，Nakazawa 
et al. 2014）。Aplanochytrium は動物プランクトンや魚類に捕食されていると推測される
（Raghukumar and Raghukumar 1999，Damare and Raghukumar 2006，2010，Hirai 
et al. 2018）。以上のことから，Aplanochytrium が生成した DHAが動物プランクトンに供
給されていると考えられる。 
 
  

第3章 ヤブレツボカビ類の珪藻からの栄養摂取の観察 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.考察

36



図3-1.系統群ごとのSkeletonema からの栄養摂取能の比較

ヤブレツボカビ類が珪藻から栄養を摂取するか検討するため，ヤブレツボカビ類9属14株と
Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES 324）の二員培養を行い，二員培養10日目に，
ヤブレツボカビ類とSkeletonema の細胞数の細胞数を計数した。

（a）ヤブレツボカビ類の細胞数
（b）Skeletonema の細胞数

Skeletonema 生細胞
Skeletonema 死細胞ヤブレツボカビ類
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Aurantiochytrium sp.（SEK605）

Schizochytrium aggregatum（ATCC28209）
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Aurantiochytrium sp.（N1-27）
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Oblongichytrium sp. 1b（SEK710）
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図3-2.Aplanochytrium とSkeletonema の二員培養と単独培養の経時的な観察

Aplanochytrium がどのような状態のSkeletonema から栄養を摂取しているかを明らかにするために，
Aplanochytrium（KMPB N-BA-107）とSkeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES 324）の
二員培養を行った。二員培養とSkeletonema 単独培養，Aplanochytrium 単独培養について，
AplanochytriumとSkeletonema の細胞数を経時的に計数した。

（a）Skeletonema 単独培養
（b）AplanochytriumとSkeletonema の二員培養
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図3-3.別府フラスコによる分解酵素と分解産物の影響の検討

Aplanochytrium がSkeletonema と接触することで分解酵素や殺藻物質を細胞外に分泌する可能性を検証す
るために，別府フラスコを使用し，分解酵素が細胞外に分泌されているかを検討した。
Aplanochytrium （KMPB N-BA-107；図中，Ap）とSkeletonema marinoi-dohrnii complex （NIES 
324；図中，Sk）の二員培養を行い，培養10日目に，Aplanochytrium およびSkeletonema の細胞数を計数
した。

p <0.05 * ，p <0.01 ** ，p > 0.05 NS 

（a）両方の区画でAplanochytrium を培養した場合
（b）両方の区画でSkeletonema を培養した場合
（c）両方の区画でAplanochytrium とSkeletonema を培養した場合
（d）一方の区画でAplanochytrium ，もう一方の区画でSkeletonemaを培養した場合
（e）一方の区画でAplanochytrium とSkeletonema ，もう一方の区画でAplanochytrium を培養した場合
（f）一方の区画でAplanochytrium とSkeletonema ，もう一方の区画でSkeletonemaを培養した場合
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図3-4.栄養培地で培養したAplanochytrium の光学顕微鏡観察

Aplanochytrium は，栄養培地で培養すると，栄養細胞は直径5～10μmの球形または卵形になり，長さ
50μm以上の外質ネットを伸長した。栄養細胞は細胞分裂を繰り返して胞子嚢を形成し，成熟した胞子
嚢は不動胞子を放出する。不動胞子は栄養細胞へと成長し，外質ネットを伸長するようになる。

（a）Aplanochytrium sp.（SEK 717）
（b）Aplanochytrium sp.（SEK 602）
（c）Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107）
（d-g） Aplanochytrium kerguelense の外質ネットを使用して運動する［0, 716, 827, 865分後］。

スケールバーはすべて10μm
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図3-5.Aplanochytrium とSkeletonemaの二員培養の光学顕微鏡観察

（a）生きている（褐色）Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES 324）と
Aplanochytrium sp.（SEK 717）。

（b）Aplanochytrium の外質ネットによって，Skeletonema が引き寄せられる［174分後］。
（c）Aplanochytrium と死んでいる（白色）Skeletonema が集合体を形成する［603分後］。

この段階では，Aplanochytrium のコロニーから放射状に外質ネットが伸長している。
（d）Aplanochytrium によるSkeletonema からの栄養摂取が終わり，不動胞子が放出された［843分後］。

スケールバーは50μm
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図3-6.外質ネットによるSkeletonema からの栄養摂取

（a）生きている（褐色）Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES 324）と
Aplanochytrium sp.（SEK 717）。

（b）Aplanochytrium の外質ネット〈青矢じり〉の先端がSkeletonema〈黄矢じり〉に付着する［0分後］。
（c）Aplanochytrium の外質ネットが太くなる［186分後］。
（d）Skeletonema の葉緑体が急激に縮小し，黄色から白色に変色する［189分後］。

スケールバーは10μm
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図3-7.不動胞子形成過程の観察

（a）Aplanochytrium sp.（SEK 717）の未成熟な胞子嚢。
（b）細胞質分裂を行い，胞子囊が成熟する［28分後］。
（c）不動胞子の放出が開始する［31分後］。
（d）およそ30個の不動胞子が放出される［39分後］。

スケールバーは10μm
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図3-8.外質ネットによるSkeletonema との集合体形成

（a）生きている（褐色）Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES 324）と
Aplanochytrium sp.（SEK 717）。

（b）Aplanochytrium の外質ネット〈青矢じり〉の先端がSkeletonema〈黄矢じり〉に付着する。
（c）Skeletonemaは，Aplanochytrium の外質ネットによって. 

Aplanochytriumのコロニーに向かってに引き寄せられる［45分後］。
（d-e）Skeletonema は，Aplanochytriumと集合体を形成した［165分後，215分後］。
スケールバーは10μm
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図3-9.Aplanochytrium とSkeletonema の二員培養の走査型電子顕微鏡観察

（a-b）Aplanochytrium sp.（SEK 717）が太い外質ネット〈青矢印〉および細い外質ネット〈青矢じり〉に
よって，Skeletonema marinoi-dohrnii complex（NIES 324）に付着している。

（c）太い外質ネット〈青矢印〉がSkeletonema に侵入している。

スケールバーは1μm
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株番号 属  培養温度
（ C） サンプリング地点 引用文献

SEK number NBRC number Original number 
ヤブレツボカビ類

KMPB N-BA-107  Aplanochytrium kerguelense 25 インド南部 Honda et al. （1999）
SEK602 376-05m Aplanochytrium sp. 20 日本 兵庫県 西宮市 夙川河口 Ueda et al. （2015）
SEK717 1110-8S-01m  Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 神戸市 六甲アイランド Ueda et al. （2015）
SEK754 1209-15B-01m Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）
SEK758 1209-15S-01m Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）
SEK 605 NBRC 110806   08-047-01yD1 Aurantiochytrium sp.2 25 日本 兵庫県 西宮市 夙川河口 Ueda et al. （2015）

N1-27 Aurantiochytrium sp.2 25 日本 茨城県 Huang et al. （2003）
SEK 710 NBRC 110837 1110-15S-01m Oblongichytrium sp.1b  25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）

ATCC28209 Shizochytrium aggrigatum 25 インド西部 Honda et al. （1999）
SEK 618 NBRC 110826 261-01m Thraustochytrium aff. kinnei 20 日本 兵庫県 西宮市 夙川河口 Ueda et al. （2015）
SEK 689 NBRC 110832 1106-8S-01m  Ulkenia sp. 20 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）
SEK 691 NBRC 110846 155-02m  unidentified thraustochytrid 1 20 日本 兵庫県 西宮市 夙川河口 Ueda et al. （2015）
SEK 694 NBRC 110848 310-08m  unidentified thraustochytrid 2a 25 日本 兵庫県 西宮市 夙川河口 Ueda et al. （2015）
SEK 702 NBRC 110856 1107-15S-04m  unidentified thraustochytrid 3c 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）

珪藻

NIES-324 Skeletonema marinoi-dohrnii complex 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾
NIES-3712 Chaetoceros setoensis Ikari 25 日本 広島県 広島市 広島湾

KMPB: Kulturensammlung Mariner Pilze Bremerhaven, Alfred-Wegner-Institut fur Polar und Meeresforschung 
SEK: Laboratory of Systematics and Evolution at Konan University
ATCC: American Type Culture Collection
NIES: National Institute Environmental Studies

表3-1.二員培養に使用したヤブレツボカビ類と珪藻
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濃度（%）
D-（＋）-グルコース［D-（+）-Glucose］ 0.2
ポリペプトン［Polypepton］ 0.1
乾燥酵母エキス［Extract Yeast Dried］ 0.05
寒天末［Agar, powder］ 1.5
自然海水（兵庫県 淡路島 北淡町） 50
イオン交換水［distilled water］ 50

121℃ 20分間 オートクレーブ滅菌処理

表3-2.ヤブレツボカビ類を培養する栄養培地の組成

濃度（%）
D-（＋）-グルコース［D-（+）-Glucose］ 0.2
SeaAct Medium 10
MARINE ART SF-1（大阪薬研株式会社） 1.7
イオン交換水［distilled water］ 100

（A）d-GPY

（B）SeaAct Medium

121℃ 20分間 オートクレーブ滅菌処理
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硝酸ナトリウム［Sodium Nitrite；NaNO3］ 7.5mg
リン酸二水素ナトリウム［Sodium Dihydrogen Phosphate；NaH2PO4] 0.6mg
シアノコバラミン［Cyanocobalamin；Vitamin B12] 0.05μg
ビオチン［Biotin；Vitamin B7］ 0.05μg
塩酸チアミン水和物［Aneurine Hydrochloride Hydrate；Vitamin B1］ 10μg
メタけい酸ナトリウム九水和物
［Sodium Metasilicate Nonahydrate；Na2SiO3･9H2O］ 1mg

f/2 metals1） 0.1ml
自然海水（兵庫県 淡路島 北淡町） 99.9ml

エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム二水和物
［Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt,2-hydrate；Na2EDTA･2H2O］ 440mg

塩化鉄（Ⅲ）六水和物［Iron（Ⅲ） chloride,6-hydrate；FeCl3･6H2O］ 316mg

硫酸コバルト（II）七水和物［Cobalt（II） Sulfate, 7-hydrate；CoSO4･7H2O］ 1.2mg

硫酸亜鉛七水和物［Zinc Sulfate, 7-hydrate；ZnSO4･7H2O］ 2.1mg

塩化マンガン四水和物 ［Manganese（II） Chloride 4-hydrate；MnCl2･4H2O］ 18mg

硫酸銅（II）五水和物［Copper（II） Sulfate, 5-hydrate；CuSO4･5H2O］ 0.7mg

モリブデン（Ⅵ）酸ナトリウム二水和物［Disodium Molybdate（Ⅵ）, 2-hydrate；Na2MoO4･2H2O］ 0.7mg

イオン交換水［distilled water］ 100ml

表3-3.f/2培地の組成

121℃ 20分間 オートクレーブ滅菌処理

f/2 metals

第3章 ヤブレツボカビ類の珪藻からの栄養摂取の観察 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4.図表

48





第4章
定量PCRによるAplanochytriumの現存量調査



1.材料と方法 
 
1.1.野外サンプリング 
 
1.1.1.調査場所と調査期間 
 
 大阪湾でのサンプリングは，2016 年 3 月から 2018 年 1 月のおよそ 2年間，大阪府立環境
農林水産総合研究所の調査船「おおさか」に乗船させていただき調査を行った。2018 年 2 月か
らは，同研究所からサンプルを送付いただいた。 
 北緯 34° 29.95′，東経 135° 10.73′ に位置する Station 8（以下，湾央）と北緯 34° 36.00’，
東経 135° 17.75′ に位置する Station 15（以下，湾奥）で行った（図 4-1）。定点番号は同研
究所が行っている浅海定点調査の定点番号に準じる。湾央 は淀川河口からおよそ 30 km 離れ
ており，河川水の影響をほとんど受けない海域である。湾奥 は，淀川河口からおよそ 15 km 離
れており，降雨による河川水の出水の影響を受けやすい海域である。 
 これまでに，大阪湾におけるヤブレツボカビ類の継続的な調査が行われている（Ueda et al. 
2015）。この調査では，マツ花粉MPN法によって細胞密度が推定され，湾央の表層から平均
122.1 cells/L，湾央の底層から平均 46.9 cells/L，湾奥の表層から平均 508.9 cells/L，湾奥
の底層から平均 45.0 cells/L のヤブレツボカビ類が検出された。 
 
 
1.1.2.野外サンプルの準備 
 
 採取した海水 500 ml をメンブレンフィルター（孔径 0.8 μm；Merck Millipore）でろ過し，
4分割した。分割した一片を 1.5 ml マイクロチューブに回収し，サブサンプルとした。サブサ
ンプルは，DNA抽出まで-80℃で保管した。 
 
 
1.2.定量 PCR による細胞密度の推定に向けた取り組み 
 
 これまでに，渦鞭毛藻類である Ostreopsis 属をモデル生物として使用し，サンプルの DNA
回収率を考慮した定量 PCR が新しく開発された（Hariganeya et al. 2013，図 4-2）。 
 まず，サブサンプルから DNA抽出を行う。DNAを抽出する前に，一定量のプラスミド DNA
（内部標準）をサブサンプル＃1に添加し，その後，DNA抽出を行う（a）。また，サブサンプ
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ル＃2には，DNA抽出後に一定量のプラスミド DNAを添加する（b）。次に，内部標準として
添加したプラスミド DNA に特異的なプライマーを使用して定量 PCR を行うことで，プラスミ
ド DNA の定量を行う。DNA 抽出後に添加したプラスミド DNA の量を DNA 抽出後に添加し
たプラスミド DNAの量で除することで，DNA回収率を算出する（a/b）。さらに，サブサンプ
ル＃1の目的とする生物の「暫定的な」コピー数（x）を定量し，DNA 回収率で除することで，
「補正された」コピー数を算出する（xb/a）。最後に，目的とする生物の 1 細胞あたりのコピ
ー数（y）で割ることで，サブサンプルに含まれる細胞数を算出することができる（xb/ya）。 
 本研究では，この方法による Aplanochytrium 系統群の細胞密度の推定を目指した。 
 
 
1.2.1.プライマーとプローブの設計と特異性の確認 
 
 Aplanochytrium 系統群の 18S rRNA 遺伝子の特定の領域に基づいて PCR プライマーセッ
トを設計した。米国生物工学情報センター［National Center for Biotechnology Information：
NCBI］が提供している塩基配列データベースである GenBank に登録されている 9配列，培養
株から DNAを抽出して配列決定した 2配列，合計 11 配列を，Clustal X 2.0 を使用してアラ
イメントをとり，保存されている配列を選択して PCR プライマーセットを設計した（Larkin et 
al 2007；http://www.clustal.org/clustal2/；図 4-3，表 4-1）。 
 さらに，特異性を高めるために Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブを設計した（図
4-4，表4-1）。設計したTaqMan プローブは，Primer Express Software Version 3.0（Applied 
Biosystems）を使用し，Tm値や GC%などの条件を満たすかを確認した。 
 Aplanochytrium 属特異的プライマーの特異性を確認するために，Aplanochytrium 培養株
5株［Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107），Aplanochytrium sp. （SEK602），
Aplanochytrium sp.（SEK717），Aplanochytrium sp.（SEK755）， Aplanochytrium sp.
（SEK756）］，他属のヤブレツボカビ類の培養株 9株［Aurantiochytrium limacinum（SR-
21），Parietichytrium sarkarianum（SEK351），Botryochytrium radiatum（SEK597），
Ulkenia amoiboidea （ SEK615 ） ， Thrausochytrium aureum （ ATCC34304 ） ，
Schizochytrium aggregatum（SEK576），Sicyoidochytrium sp.（NBRC 102979），
Oblongichytrium sp.（SEK347），Thraustochytrium striatum（SEK533）］，外群
［Heterosigma akashiwo（SEK293），Ochromonas danica（SEK368）］2株を対象とし
て，PCR を行った。 
 ヤブレツボカビ類と外群の DNAは CTAB 法［Cetyl trimethyl ammonium bromide］を用
いて抽出した（Ueda et al. 2015）。d-GPY 培地で一週間の前培養を行った株を遠心分離によ
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って，1.5 ml マイクロチューブに回収した。ペレットを TE バッファー 567 μl に溶解した
後，10%ドデシル硫酸ナトリウム ［sodium dodecyl sulfate：SDS］30 μl と 20 mg ml/l 
プロテナーゼ K［proteinase K］3 μl を加え，37℃，１時間のインキュベートを行った。次
に，5M NaCl 100 μl と CTAB-NaCl［10%（w/v）CTAB，14%（v/v）5M NaCl，milli-Q 水
溶解］ 80 μl を加え，65℃，10 分間のインキュベートを行った。その後，サンプルと等量の
クロロホルム・イソアミルアルコール（24:1，v/v）による DNA の精製を 2回行い，サンプル
の 1/10 量の 0.3M 酢酸ナトリウムと等量の 100%イソプロパノールで DNA の沈殿作業を行
った。DNA ペレットを 70% エタノール（-20℃）で 2 回洗浄し，最後に，TE バッファー50 
μl に溶解した。抽出した DNAは-20℃で保管した。ポリメラーゼ連鎖反応［Polymerase chain 
reaction：以下，PCR］とアガロースゲル電気泳動によって，標的とする生物群である
Aplanochytrium の DNA のみが増幅しているか確認することで，プライマーの特異性を評価し
た。まず，設計したプライマーセットを使用して，PCR を行った。PCR 酵素として TAKARA 
Ex Taq（TAKARA）を使用した。0.5 μl の DNA 鋳型，0.25 μl の Aplanochytrium 属特異
的プライマーセット（20 pmol/μl），0.125 μl の TAKARA Ex Taq（5 U/μl），2.5 μl の
10 × Ex Taq Buffer（20 mM Mg2+ plus），2 μl の dNTP Mixture（各 2.5 mM）の組成で
反応液を調整した。PCR は，94℃で 30 秒間を 1 サイクル，94℃で 30 秒，65℃で 30 秒，
72℃で 30 秒の 3 ステップを 30 サイクル，72℃で 7 分を 1 サイクルの条件で行った。PCR
装置は，Veriti Thermal Cycler（Applied Biosystems）を使用した。次に，アガロースゲル電
気泳動によってアンプリコンを確認した。SYBR™ Safe DNA Gel Stain in 0.5X TBE 
（Invitrogen）と Agarose L03「TAKARA」（TAKARA）を含む 2％アガロースゲルを作製し
た。アガロースゲル電気泳動によって，標的とする生物群である Aplanochytrium の DNA の
みが増幅しているかを確認した。 
 
 
1.2.2.プラスミド DNAの調整 
 
 本研究では，pGEM-3Z Vector（Promega）を内部標準として使用した。内部標準として添
加するプラスミドは，環状プラスミド DNAではなく線状プラスミド DNAが適していると報告
されていることから，pGEM-3Z Vector を制限酵素EcoRI（TAKARA）およびPst I（TAKARA）
で処理した（Hariganeya et al. 2013）。Qubit 3.0 Fluorometer（Thermo Fisher Scientific）
を用いて測定し，1×107（10,000,000）コピーになるように，RNase-free Water（TAKARA）
で溶解した。 
 また，定量 PCR で使用する検量線を作製するため，Aplanochytrium の 18S rDNA 領域を
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組み込んだプラスミド DNA を調整した。内部標準として使用するプラスミド DNA と同様に，
線状化した。Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107）から抽出した DNAを，SR01
（Nakayama et al. 1996）と SR12L1（Ueda et al. 2015）を使用した PCR によって，18S 
rRNA 遺伝子のほぼ全長を増幅した。まず，A. kerguelense の DNA は CTAB 法を用いて抽出
し，PCR には，TAKARA Ex Taq を PCR 酵素として使用した。（Ueda et al. 2015；「1.2.1.
プライマーとプローブの設計と特異性の確認」参照）。PCR は，94℃で 30 秒間を 1サイクル，
94℃で 30 秒，60℃で 30 秒，72℃で 2 分の 3 ステップを 35 サイクル，72℃で 7 分を 1 サ
イクルの条件で行った。PCR 装置は，Veriti Thermal Cycler を使用した。次に，アンプリコン
を QIAquick PCR Purification Kit（Qiagen）で精製し，精製したアンプリコンをMighty TA-
cloning Kit（TAKARA）で T Vector- pMD20（TAKARA）にライゲーション反応を行った。
ライゲーション反応液を Competent high JM109（TOYOBO）に形質転換を行った。
Competent high JM109 をアンピシリンナトリウム塩 （SIGMA-ALDRICH），X-Gal
（TAKARA），IPTG（TAKARA）を含む LB 寒天培地（表 4-2）に塗布し，37°C で一晩静置
培養した。青/白判定［Blue-White selection］で白色コロニーを選択し，アンピシリンナトリ
ウム塩を含む LB 液体培地（表 4-2）で 37°C で一晩振盪培養した。形質転換された Competent 
high JM109 を 2.0 ml マイクロチューブに回収し，遠心分離にかけてペレットを回収した。
QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen）を使用してプラスミド DNAを抽出した。抽出したプ
ラスミド DNAを制限酵素 Hind III（TAKARA）および Xba I（TAKARA）で処理した。最後に，
Qubit 3.0 Fluorometer を用いて測定し，1×107（10,000,000）コピーになるように，RNase-
free Water で溶解した。 
 
 
1.2.3.定量 PCR に適した DNA抽出法 
 
 定量 PCR に適した DNA 抽出法を決定することを目的とした。フェノール・クロロホルム・
イソアミルアルコール抽出法［phenol-chloroform-isoamyl alcohol：PCI］，CTAB 法［Cetyl 
trimethyl ammonium bromide］，ISOPLANT II（NIPPON GENE）および DNeasy PowerSoil 
Kit（QIAGEN）の 4 種類の方法で野外サンプルから DNA を抽出し，定量 PCR で定量された
Aplanochytrium のコピー数の比較を行った。 
 フェノール・クロロホルム・イソアミルアルコール抽出法は，Nakai et al. 2013 に記載され
ている方法を改変した。サンプルを，5 mg/ml のリゾチームを含む lysis buffer（50 mM Tris-
HCl，40 mM EDTA，750 mMスクロース）を添加し，37℃で 30 分間インキュベートした。
溶液に 1％ドデシル硫酸ナトリウムおよび 0.5 mg/ml のプロテナーゼ K［proteinase K］を添
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加し，55℃で 20 分間，さらに 72℃で 5 分間インキュベートした。フェノール・クロロホル
ム・イソアミルアルコール（25:24:1，v/v/v）およびクロロホルム・イソアミルアルコール（24:1，
v/v）で抽出し，3 M 酢酸ナトリウム中のイソプロパノールで沈殿させた。DNA 抽出ペレット
を 70％エタノールで洗浄した。 
 CTAB 法は，Ueda et al.（2015）に記載されている方法で行った（「1.2.1.プライマーとプ
ローブの設計と特異性の確認」参照）。 
 ISOPLANT II と DNeasy PowerSoil Kit は，製品に添付されている使用法の指示に従って使
用した。 
 以上の 4種類の方法で抽出された DNAは，100 μl の RNase-free Water で溶解した。 
 
 
1.3.Aplanochytrium の１細胞あたりの 18S rDNA コピー数の定量 
 
 定量 PCR で定量された Aplanochytrium の 18S rDNA コピー数を細胞数に変換するため，
DNA回収率を考慮した定量 PCR によって，Aplanochytrium の 1 細胞あたりの 18S rDNA コ
ピー数の定量を行った（Hariganeya et al. 2013，図 4-2）。系統学的に多様な Aplanochytrium 
の 18S rDNA コピー数を把握するため，9株の Aplanochytrium を対象とした（表 4-3）。ま
ず，Aplanochytrium の細胞を準備し，サブサンプル#1 とサブサンプル#2 を用意した。
Aplanochytrium の細胞はコロニーを形成しやすいことから，1 細胞を単離することは困難で
あると判断した。そこで，100 細胞から DNA を抽出し，コピー数を定量することとした。
Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107）は d-GPY 液体培地で，Aplanochytrium 
sp.（SEK602，SEK603，SEK 717，SEK 753，SEK 754，SEK 755，SEK 756，SEK 757）
は SeaAct Medium 液体培地で 1 週間の前培養を行った。Fuchs-Rosenthal 血球計数板を用
いて Aplanochytrium の細胞数を計数し，サブサンプル#1 とサブサンプル#2 とした。サブサ
ンプル#1 に pGEM-3Z Vector を 1×105（100,000）コピーを添加した。2つのサブサンプル
（サブサンプル#1 およびサブサンプル#2）から，DNeasy Power Soil Kit 使用して DNAを抽
出した。抽出した DNAは RNase-free Water で溶出した。サブサンプル＃2には，DNA抽出
後に 1×105（100,000）コピーの pGEM®-3Z Vector を添加した。サブサンプル#1 およびサ
ブサンプル#2 は，全量が 100 μl になるように DNAを回収した。 
 
 Aplanochytrium の培養株から抽出した DNA を鋳型とするため，高い特異性は必要ないと
判断し，Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブを使用せず，特異的プライマーセットの
みで 1細胞あたりのコピー数の算出を定量した。 

第4章 定量PCRによる Aplanochytrium の現存量調査 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1.材料と方法

54



 低コピー数の検出が可能な Power SYBR® Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）
を使用した。1 μl の DNA，0.1 μl の Aplanochytrium 属特異的プライマーセット（10 
pmol/μl），10 μl の Power SYBR® Green Master Mix，8.9 μl の RNase-free Water の
組成で反応液を調整した。反復数は 2で行った。定量 PCR は，50℃で 2 分間を 1サイクル，
95℃で 2分，95℃で 15 秒，55℃で 30 秒の 3ステップを 40 サイクルの条件で行った。定量
PCR 機器は StepOnePlus Real-Time PCR Systems（Thermo Fisher Scientific）を使用し
た。 
 同時に，検量線［standard curve］を作製した。サブサンプル#1 とサブサンプル#2 に内部
標準として添加したプラスミド DNA を定量するために，内部標準として添加したプラスミド
DNAである pGEM-3Z Vector を鋳型として使用した検量線を作製した。また，サブサンプル
#1 に含まれる Aplanochytrium 系統群の「暫定的な」コピー数を定量するために，
Aplanochytrium の 18S rDNA 領域を組み込んだプラスミド DNAを鋳型として使用した検量
線を作製した。いずれの場合も，10 倍希釈を行い，10～1,000,000（1×101～1×106）になる
ように 6段階の希釈系列を作製した。 
 
 
1.4.Aplanochytrium 系統群の細胞密度の推定 
 
 条件検討の結果，野外サンプルからの DNA 抽出には DNeasy PowerSoil Kit が最も有効で
あることが明らかになった。そこで，DNeasy PowerSoil Kit で抽出した DNAを使用し，定量
PCR によって Aplanochytrium 系統群の細胞密度を定量することにした。最初にサブサンプル
をホモジナイザーペッスル（BIO-BIK）で 1分間ホモジナイズし，製品に添付されている使用法
の指示に従って使用した。 
 Aplanochytrium 系統群の細胞密度の推定は夾雑物を含む野外サンプルを対象とするため，
高い特異性が必要である。そこで，Aplanochytrium 属特異的プライマーセットと
Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブを使用して Aplanochytrium 系統群の細胞密度
を定量した。 
 夾雑物の影響を受けにくい TaqMan™ Environmental Master Mix 2.0（Thermo Fisher 
Scientific）を使用した。2 μl の DNA，1.8 μl の Aplanochytrium 属特異的プライマーセッ
ト（10pmol/μl），0.5 μl の Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブ，10 μl の TaqMan
™ Environmental Master Mix 2.0，18 μl の RNase-free Water の組成で反応液を調整し
た。反復数は 4 で行い，最大値と最小値を除いた値を実測値とした。定量 PCR は，50℃で 2
分間を 1 サイクル，95℃で 10 分を 1 サイクル，95℃で 15 秒，60℃で 1 分の 2 ステップを
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40 サイクルの条件で行った。定量 PCR 機器は StepOnePlus Real-Time PCR Systems を使
用した。 
 同時に，検量線を作製した。サブサンプル#1 とサブサンプル#2 に内部標準として添加した
プラスミド DNA を定量するために，内部標準として添加したプラスミド DNA である pGEM-
3Z Vector を鋳型として使用した検量線を作製した。また，サブサンプル#1 に含まれる
Aplanochytrium 系統群の「暫定的な」コピー数を定量するために，Aplanochytrium の rDNA
領域を組み込んだプラスミド DNA を鋳型として使用した検量線を作製した。いずれの場合も，
10 倍希釈を行い，10～1,000,000（1×101～1×106）になるように 6段階の希釈系列を作製し
た。 
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2.結果  
 
2.1.定量 PCR による細胞密度の推定に向けた取り組み 
 
2.1.1.Aplanochytrium 属特異的プライマーの特異性の確認 
 
 Aplanochytrium の 18S rDNA 領域を対象とした特異的なプライマーを表 4-1 に示す。フォ
ワードプライマー［forward primer］は標的としていないヤブレツボカビ類と 3塩基以上のミ
スマッチをもつように設計し，Aplanochytrium 属特異的なプライマーとした。リバースプラ
イマー［reverse primer］は真核生物に共通である。 
 プライマーの特異性を評価するため，PCR アガロースゲル電気泳動によって，標的とする生
物群である Aplanochytrium の DNA のみが増幅しているか確認した。その結果，すべての
Aplanochytrium［Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107），Aplanochytrium sp.
（SEK602，SEK717，SEK755，SEK756）］ではバンドを確認したが，標的としていないヤ
ブレツボカビ類ではバンドは確認されなかった（図 4-5）。しかしながら，米国生物工学情報セ
ンターに登録されている塩基配列あるいはアミノ酸配列に対する相同性検索である 
BLAST（Basic Local Alignment Search Tool）の結果，フォワードプライマーの配列が珪藻
（Coscinodiscus sp.）と一致した（表 4-4）。リバースプライマーが真核生物に共通であるこ
とから，Coscinodiscus を検出してしまう可能性があるため，プライマーの特異性を高めるた
めに Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブを設計した（図 4-4）。 
 
 
2.1.2.定量 PCR に適した DNA抽出法 
 
 環境サンプルには，微生物や他の化学物質（例えば有機酸または多糖類）などの夾雑物が混入
しており，PCR 増幅を阻害する可能性がある（Nakai et al. 2013）。そこで，定量 PCR に適
した DNA抽出法を検討した。 
 環境サンプルから 4 種類の方法で DNA を抽出し，特異的プライマーを用いて定量 PCR で
Aplanochytrium のコピー数を定量した。その結果，CTAB 法は 401.5 copies/L，ISOPLANT 
II は，608.1 copies/L，DNeasy PowerSoil Kit は 848.7 copies/L，フェノール・クロロホル
ム・イソアミルアルコール抽出法は検出限界以下であった（図 4-6）。 
 DNeasy PowerSoil Kit で抽出した DNA から検出された Aplanochytrium 系統群のコピー
数が最も多いことから，定量 PCR の検出感度が高いことが明らかになった。本研究では，

第4章 定量PCRによる Aplanochytrium の現存量調査 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2.結果

57



DNeasy PowerSoil Kit を使用して DNAを抽出し，定量 PCR を行うこととした。 
 

 
2.1.3.検量線の作製 
 
 内部標準として添加したプラスミド DNAを定量するために，pGEM-3Z Vector を鋳型とし
て使用した検量線を作製した。pGEM-3Z Vector 特異的プライマーセットのみを使用した場合
と，pGEM-3Z Vector 特異的プライマーセットと pGEM-3Z Vector 特異的 TaqMan プロー
ブを使用した場合の検量線をそれぞれ図 4-7 Aa, Ab に示す。いずれの場合も，検出限界はおよ
そ 10 コピーであった。 
 また，サブサンプル#1 に含まれる Aplanochytrium 系統群の「暫定的な」コピー数を定量す
るために，Aplanochytrium の 18S rDNA 領域を組み込んだプラスミド DNAを鋳型として使
用した検量線を作製した。Aplanochytrium属特異的プライマーセットのみを使用した場合と，
Aplanochytrium 属特異的プライマーセットと Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブ
を使用した場合の検量線をそれぞれ図 4-7 Ba, Bb に示す。いずれの場合も，検出限界はおよそ
10 コピーであった。 
 いずれの場合も，鋳型を添加しない場合（ネガティブコントロール）は，検出限界以下であっ
た。 
 
 
2.1.4.Aplanochytrium の 1 細胞あたりのコピー数 
 
 定量 PCR で定量された Aplanochytrium の 18S rDNA コピー数を細胞数に変換するため，
Aplanochytrium の 1 細胞あたりのコピー数を求めた（Hariganeya et al. 2013，図 4-2）。
Aplanochytrium 9 株の１細胞あたりの 18S rDNA コピー数を表 4-5 に示す。9 株の 18S 
rDNA の 1 細胞あたりのコピー数の範囲は 150～980 コピーであり，Aplanochytrium 内にお
ける 18S rDNA コピー数が 6倍であった。 
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2.2.大阪湾に生息する Aplanochytrium 系統群の細胞密度 
 
2.2.1.大阪湾の環境データ 
 
 2017 年 5 月から 2018 年 4 月にかけての環境データを表 4-6 に示す。 
 水温は，湾央の表層水（以下 8S）が 8.8～29.0℃（平均 18.5℃），湾央の底層水（以下 8B）
が 9.1～25.1℃（平均 17.1℃），湾奥の表層水（以下 15S）が 8.3～27.5℃（平均 18.2℃），
湾奥の底層水（以下 15B）が 9.2～24.9℃（平均 17.0℃）で変動していた。クロロフィル a濃
度は８Sが 0.63～12.77 μg/L（平均 3.26 μg/L），15S が 2.05～42.25 μg/L（平均 14.89 
μg/L）で変動していた。8S と 15S はともに 1年間を通して 20 倍に変動している。塩分は 8S
が 28.56～32.56 PSU（平均 31.35 PSU），8B が 31.51～33.74 PSU（平均 32.40 PSU），
15S が 15.10～31.46 PSU（平均 26.92 PSU），15B が 31.47～33.25 PSU（平均 32.24 
PSU）で変動していた。以上の環境データは，2011 から 2013 年にかけて同じ海域で行われ
たサンプリング調査で計測された値と同程度であった（Ueda et al. 2015，2014 年度 甲南大
学大学院 博士後期課程修了 上田 真由美氏 博士学位論文）。 
 
 
2.2.2.大阪湾に生息する Aplanochytrium 系統群の細胞密度 
 
 2016 年 3 月から，大阪湾の湾央と湾奥においてサンプリング調査を行った。そのうち，2017
年 7 月（夏），10 月（秋），2018 年 1 月（冬），4月（春）に採取した表層水と底層水から，
Aplanochytrium 系統群の細胞密度を推定した（図 4-8，表 4-7）。 
 
2.2.2.1.DNA 回収率 
 
 DNA 回収率は，湾央の表層で８.3～22.7%（平均 17.5%），湾央の底層で 11.4～25.7%（平
均19.8%），湾奥の表層で9.3～28.1%（平均17.8%），湾奥の底層で9.1～23.1%（平均16.4%）
の間で変動した（表 4-7）。 
 
 
2.2.2.2.定量 PCR によって推定された Aplanochytrium 系統群の細胞密度 
 
 Aplanochytrium 系統群はいずれの季節でも普遍的に存在していた。 
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 細胞密度は，湾央の表層で 1,240.1～4,352.0 cells/L（平均 2,857.7 cells/L），湾央の底層
で 298.2～2,358.4 cells/L（平均 1,361.4 cells/L），湾奥の表層で 945.4～57,840.4 cells/L
（平均 16,541.3 cells/L），湾奥の底層で 1,474.7～19,681.3 cells/L（平均 9,247.7 cells/L）
の間で変動した（図 4-8，表 4-7）。 
 10 月は湾央で 4,650.2 cells/L，湾奥で 77,521.8 cells/L であり，秋に細胞密度が高くなる
ことが明らかになった。このとき，湾央の表層で 4,352.0 cells/L，湾奥の表層で 57,840.4 
cells/L であり，表層の細胞密度が顕著に高いことが明らかになった。 
 また，7月は，湾央の表層が 1,240.1 cells/L，底層が 2,358.4 cells/L，湾奥の表層が 5,325.5 
cells/L，底層が 12,756.1 cells/L であり，表層よりも底層の細胞密度が高いことが明らかにな
った。 
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3.考察 
 
3.1.Aplanochytrium 属特異的プライマーの特異性 
 
 設計した Aplanochytrium 属特異的プライマーの特異性を評価するため，PCR とアガロース
ゲル電気泳動によって，標的とする生物群である Aplanochytrium の DNA のみが増幅してい
るか確認した。その結果，すべての Aplanochytrium［Aplanochytrium kerguelense（KMPB 
N-BA-107），Aplanochytrium sp.（SEK602，SEK717，SEK755，SEK756）］ではバン
ドを確認したが，標的としていないヤブレツボカビ類ではバンドは確認されなかった（図 4-5）。
このことから，Aplanochytrium 属特異的プライマーセットを用いた定量 PCR によって，環境
サンプル中の Aplanochytrium 系統群を特異的に検出・定量することが可能であると判断した。 
 しかしながら，BLAST 相同性検索の結果，フォワードプライマーの配列が珪藻
（Coscinodiscus sp.）と一致した（表４-4）。リバースプライマーが真核生物に共通であるこ
とから，Coscinodiscus を検出してしまう可能性がある。そこで，プライマーの特異性を高め
るために Aplanochytrium 属特異的 TaqMan プローブを設計した（図 4-4）。 
 
 
3.2.定量 PCR に適した DNA 抽出法の検討 
 
 これまでに定量 PCR によるラビリンチュラ類の現存量調査が行われている（Nakai et al. 
2013）。この研究では，2 L もしくは 20 L の海水をろ過したフィルターからフェノール・ク
ロロホルム・イソアミルアルコール抽出法で DNA 抽出し，7 属の特異的プライマーを用いて
212 のサンプルからヤブレツボカビ類の細胞密度が推定された。しかし，ヤブレツボカビ類を
検出できたサンプルは，212 サンプルのうちわずか 7 サンプルであった。同時に行われたアク
リフラビン直接計数法では 212 サンプルのうち 104 サンプルからヤブレツボカビ類を検出で
きた。環境サンプルに混入している夾雑物によって PCR 増幅が阻害されたため，ヤブレツボカ
ビ類が検出されたサンプルが少なかったと推測された（Nakai et al. 2013）。特に，2 L もし
くは 20 L という大量の海水から DNAを抽出したことから，夾雑物の影響が大きかったと推測
した。 
 大阪湾で採取したサンプルにも Aplanochytrium 以外の海洋微生物や陸上植物，泥などの夾
雑物が混入していた。そこで，夾雑物の影響を受けにくく，より検出感度が高くなるような条件
を検討した。 
 まず，サンプルとする海水の量を検討した。その結果，500 ml という少量の海水から DNA
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を抽出した場合でも，Aplanochytrium 系統群の DNAを検出できることが明らかになった（デ
ータは未掲載）。 
 次に，定量 PCR に適した DNA抽出法の適用を検討した。その結果，DNeasy PowerSoil Kit
で抽出した DNAから検出された Aplanochytrium 系統群のコピー数が最も多く，定量 PCR の
DNA 抽出には DNeasy PowerSoil Kit が最も有効であることが明らかになった。 
 DNeasy PowerSoil Kit は，特に PCR 反応を阻害するフミン酸［humic acid］を含むサンプ
ルに適している（https://mobio.com/media/wysiwyg/pdfs/protocols/12888.pdf）。フミ
ン酸は土壌や海水に含まれることが報告されており，環境サンプルからフミン酸を除去するた
めのさまざまな方法が開発されている（Wilson 1997）。大阪湾で採取したサンプルにもフミ
ン酸が混入していたと考えられるが，DNeasy PowerSoil Kit によってフミン酸の一部を除去で
きたため，検出感度が上がったと推測された。 
 
 
3.3.Aplanochytrium の 18S rDNA のコピー数と他の真核生物との比較 
 
 繊毛虫の Vorticella の 18S rDNA のコピー数（61,000～316,000 copies）は，属内で 5倍
以上の差がある（Gong et al. 2013）。また，渦鞭毛藻類の Ostreopsis でも 18S rDNA のコ
ピー数（24,000～270,000 copies）は，属内で 11 倍以上の差がある（Hariganeya et al. 
2013）。本研究では，Aplanochytrium 内で 6倍以上の差があると推定され，他の生物群と同
程度であった（表 4-5）。 
 これまでに，環境サンプル由来の細胞と培養株由来の細胞のコピー数を推定，比較した報告が
されている。例えば，Perini et al.（2011）は，Ostreopsis cf. ovata の環境サンプル由来の
細胞と培養株由来の細胞のコピー数には，有意な差があることを明らかにした。一方，
Hariganeya et al.（2013）は，同じ Ostreopsis cf. ovata であるにも関わらず，環境サンプ
ル由来の細胞と培養株由来の細胞のコピー数には有意差がないことを示した。このことから，環
境サンプルと培養株で Aplanochytrium の 18S rDNA のコピー数が異なる可能性を考慮にい
れる必要があった。しかしながら，ヤブレツボカビ類を環境サンプルから培養をせずに単離する
ことは難しく，環境中でのヤブレツボカビ類のコピー数の算出は困難である。そこで，マツ花粉
を添加した海水で培養することで環境中の Aplanochytrium を再現し，18S rDNA コピー数を
定量した（東京慈恵会医科大学 庄野 孝範博士研究員 私信）。その結果，環境中の状態を再現
した場合でも，有意差はないことが示された。以上のことから，定量 PCR で定量された
Aplanochytrium の 18S rDNA コピー数から細胞数に変換する際には，1細胞あたりのコピー
数を 150～980 コピーとして計算を行った。これまで，ラビリンチュラ類の 18S rDNA のコピ
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ー数に関する情報はなく，本研究で Aplanochytrium の rDNA のコピー数の情報を初めて提供
した。 
 
 
3.4.これまでのヤブレツボカビ類の現存量調査との比較 
 
 大阪湾における Aplanochytrium 系統群の細胞密度を推定した結果，1 年間の平均で，湾央
の表層水から 2,857.7 cells/L，湾央の底層水から 1,361.4 cells/L，湾奥の表層水から平均
16,541.3 cells/L，湾奥の底層水から 9,247.7 cells/L が検出された（表 4-7.）。同じ地点で，
2年間にわたってヤブレツボカビ類の現存量調査が行われており，湾央の表層水から平均 122.1 
cells/L，湾央の底層水から平均 46.9 cells/L，湾奥の表層水から平均 508.9 cells/L，湾奥の底
層水から平均 45.0 cells/L のヤブレツボカビ類が検出された（Ueda et al. 2015）。本研究の
結果は，Aplanochytrium 系統群のみにも関わらず，マツ花粉MPN法で推定したヤブレツボカ
ビ類全体の細胞密度を大きく上回った。Ueda et al.（2015）では，マツ花粉MPN法によって
ヤブレツボカビ類の現存量が推定されている。マツ花粉MPN法は，マツ花粉で釣りあげたヤブ
レツボカビ類を寒天培地で培養することで，確立的にヤブレツボカビ類の細胞密度を推定する
方法である。この方法は，ヤブレツボカビ類がマツ花粉への走化性をもつこと，寒天培地上で増
殖することが前提となる。そのため，マツ花粉へ走化性をもたない系統群や，ヤブレツボカビ類
の一般的な培地で増殖できない系統群は，細胞密度が過小評価されてしまう。Aplanochytrium 
は，遊走細胞を形成しない系統群が存在する（Bahnweg and Sparrow 1972）。また，他の系
統群と比較してヤブレツボカビ類の一般的な培地であるd-GPYで増殖しにくい。このことから，
マツ花粉MPN法では過小評価されやすい系統群であると考えられる。今回は，マツ花粉MPN
法ではなく定量 PCR を使用することで，より正確に Aplanochytrium 系統群の細胞密度を推
定することができた。 
 これまでに，定量 PCR によってヤブレツボカビ類の現存量が推定されている（Nakai et al. 

2013）。鹿児島県西部の甑
こしき

島，県南部の薩摩硫黄島，種子島，瀬戸内海，三陸の唐桑半島にお
ける現存量調査の結果，Aurantiochytrium と Oblongichytrium が，それぞれ 13,100 cells/L，
17,900 cells/L 検出されている。本研究で推定された Aplanochytrium 系統群の細胞密度は，
Nakai et al.（2013）で推定された Aurantiochytrium と Oblongichytrium の細胞密度と同程
度であった。 
 定量 PCR による細胞密度の推定にも問題点がある。近年，今まで知られていなかったヤブレ
ツボカビ類の系統群が存在することが示唆されている（Collado-Mercado et al. 2010，Li et 
al. 2013）。系統群ごとに特異的プライマーが必要な定量 PCR は，このような未知のヤブレツ
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ボカビ類を検出・定量することはできない。環境 DNAの網羅的に解析し，プランクトンの群集
構造を把握することができる次世代シーケンサーで，どのようなラビリンチュラ類が生息して
いるかを把握し，それぞれの系統群について定量 PCR で細胞密度を推定する必要がある。 
 
 
3.5.Aplanochytrium 系統群の生産速度の推定 
 
 本研究で推定されたAplanochytrium系統群の細胞密度から，生産速度を推定した（図4-9）。 
 まず，湾央における生産速度を推定した。季節ごとの細胞密度を平均し，Aplanochytrium 系
統群の 1年間の平均細胞密度は，表層で 2,900 cells/L，底層で 1,400 cells/L とした。ラビリ
ンチュラ類 1細胞あたりの炭素含有量が 1.65×10-4 μg C/cell である（Kimura et al. 1999）。
よって，Aplanochytrium系統群の炭素量バイオマスは，表層と底層でそれぞれ0.48 mg C/m3，
0.23 mg C/m3であると推定された。また，Aplanochytrium 系統群の増殖率［growth rate］
を 1.2/d と仮定すると，表層で 0.57 mg C/m3/d，底層で 0.28 mg C/m3/d と推定された。
さらに，湾央の水深は 32mであることから，4.96 g C /m2/yr であると推定された。 
 同様の方法で湾奥における Aplanochytrium 系統群の生産速度を推定した Aplanochytrium
系統群 1年間の平均細胞密度は，表層で 17,000 cells/L，底層で 9,200 cells/L とした。水深
が 18mなので，生産速度は 17.05 g C/m2/yr であると推定された。  
 
 
3.6.Aplanochytrium 系統群の季節的な鉛直移動 
 
 季節ごとの細胞密度を推定することで，Aplanochytrium 系統群が年間を通して普遍的に存
在することが明らかになった。 
 珪藻や渦鞭毛藻類は大繁殖するブルーム［bloom］と呼ばれる現象が起こることが知られてい
る。例えば，大阪湾では渦鞭毛藻類の Alexandrium tamarense や Prorocentrum minimum，
Heterocapsa triquetra，Heterocapsa rotundata などの渦鞭毛藻類が生息しており，ブルー
ムが発生したことが報告されている（Yamamoto et al. 2013）。 
ブルームでは，A. tamarense の細胞密度は 200 cells/L にまで増殖し，二枚貝に蓄積している
麻痺性貝毒［paralytic shellfish poisoning：PSP］も急増した。A. tamarense は 1 ヶ月も経
たないうちに姿を消し，二枚貝に蓄積している麻痺性貝毒も減少した。このように，A. 
tamarense は一定期間しか海洋生態系に影響を与えることができない。一方の
Aplanochytrium は，年間を通して普遍的に存在することから，海洋生態系に与える影響も一年
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間におよぶと推測される。 
 また，Aplanochytrium 系統群の細胞密度は，1年間を通して顕著な増減がみられ，さらに表
層と底層で鉛直移動していることが示唆された。これまでに，年間を通したクロロフィル a 量
の調査が行われており，3月の春のブルームで発生した植物プランクトンは，4月から 7月にか
けて底層に沈降することが報告されている（Taniuchi et al. 2015，Watanabe et al. 2017）。
また，大阪湾では 7月（夏）に表層水温と底層水温に差があり，水温躍層が形成されている（表
4-6）。このことから，大阪湾では春から冬にかけて対流が起こり，表層水と底層水が循環して
いると考えられる。以上のことから，Aplanochytrium 系統群の季節的に鉛直移動していると仮
説を立てた（図 4-10）。春になると海面温度が上昇し，豊富な栄養塩を利用して，植物プラン
クトンのブルームが発生する（春のブルーム）。Aplanochytrium は，表層付近の植物プランク
トンから栄養を摂取し，表層付近では細胞密度が高くなる。また，栄養摂取の過程で
Aplanochytrium と植物プランクトンは集合体を形成する。以上のことから，Aplanochytrium
は，表層付近の植物プランクトンから栄養を摂取し，表層付近では細胞密度が高くなると考えら
れる。また，栄養摂取の過程で Aplanochytrium と植物プランクトンは集合体を形成し，一部
の集合体は沈降すると推測される。夏になると，春のブルームが収束し，一部の植物プランクト
ンは底層に沈降する。植物プランクトンから栄養摂取していた Aplanochytrium は植物プラン
クトンとともに底層に沈降する。また，沈降した Aplanochytrium は底層で増殖すると考えら
れる。以上のことから，夏は底層での Aplanochytrium の細胞密度が高くなると推測される。
秋は海面が冷却され始めるため，表層水が重くなり，栄養塩が豊富な中層および底層との間に上
下混合が起こる。さらに，植物プランクトンのブルームが発生する（秋のブルーム）。DHAの
比重は 0.950 と小さいため，夏に植物プランクトンから栄養を摂取することで DHA を蓄積し
た Aplanochytrium は，比較的海水に浮きやすいと考えられる。Aplanochytrium は大量発生
した植物プランクトンから栄養摂取し，表層付近では細胞密度が高くなる。海水が循環している
ので，表層の Aplanochytrium の一部は底層に沈降する。冬になると，日射量が不足し水温が
低下するため，秋のブルームが収束する。水温の低下によって海水の循環が活発になるため，表
層の Aplanochytrium の一部は底層に沈降する。 
 サンプリングが行われた 2017 年 10 月 3 日には秋のブルームが発生しておらず，
Aplanochytrium の細胞密度が高くなった理由は不明である（表 4-6）。しかしながら， サン
プリング日より以前（2017 年 9 月 27 日から 10 月 2 日）に，周辺海域のクロロフィル a濃度
が上昇しており（大阪湾水質定点自動観測データ配信システム（近畿地方整備局神戸港湾空港技
術調査事務所；http://222.158.204.199/obweb/index.aspx；図 4-11），この時期に発生し
た植物プランクトンから栄養を摂取し増殖していたと推測された。また，Aplanochytrium が死
滅した Skeletonema から栄養を摂取し，増殖する様子を観察しており，分解者としての役割を
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もつことが明らかになった（データは未掲載）。このことから，生きている植物プランクトンが
多い時期は生きている植物プランクトンから栄養を摂取する“消費者”として，少ない時期は植物
プランクトンの死骸などの海洋由来のデトライタスから栄養を摂取する分解者として機能して
いる可能性が考えられた。Aplanochytrium 系統群の細胞密度と懸濁態有機物の相関を調査す
る必要がある。 
 河口域では，ヤブレツボカビ・スパイクと名付けられた，ヤブレツボカビ類の細胞密度は春か
ら晩夏にかけて急激に増減する現象が報告されている（Ueda et al. 2015）。この現象は，春
の急激な水温上昇と降雨による塩分の低下によって活発化し発生すると推測されている。また，
これまでに２種類のヤブレツボカビ類（Aurantiochytrium と Sicyoidochytrium）に感染する
ウイルスの存在が報告されている（Takao et al. 2005，2006，2007b）。このように，ヤブ
レツボカビ類の細胞数が増減する要因は多様である。また，系統群によっても違いがあると予想
される。1年間を通したデータやさまざまな海域でのデータの蓄積，他のヤブレツボカビ類のデ
ータが不可欠である。 
 
 
3.7.Aplanochytrium による高度不飽和脂肪酸の供給 
 
 Aplanochytrium を含むラビリンチュラ類は，高度不飽和脂肪酸，特に DHAを合成・蓄積す
る（Nakahara et al. 1996，Lewis et al 1999，Fan et al. 2000，Yokoyama and Honda 
2007，Yokoyama et al. 2007，Kaya et al. 2011，Nakazawa et al. 2014）。海産魚類も
DHA と EPA を蓄積しているが，体内で合成できないため必須脂肪酸として餌から取り入れる
必要がある（Tocher 2010）。 
 これまでに，さまざまな藻類や原生生物を含むさまざまな生物群の脂肪酸組成が調べられて
おり，EPA をより高濃度に蓄積する生物群，DHAをより高濃度に蓄積する生物群に分けること
ができる。EPA をより高濃度に蓄積する生物群として，珪藻が挙げられる（Zhukova and 
Aizdaicher 1995，Brown et al. 1997）。珪藻は海洋の主要な一次生産者であることから，珪
藻が魚類の EPA の蓄積に大きく関与していると予測される。一方，DHA をより高濃度に蓄積
する生物群として，渦鞭毛藻類，ラビリンチュラ類が挙げられる。渦鞭毛藻類の大きさは，特に
大きなものを除くと 10～100 μmである。一般的に被食者と捕食者の大きさの比が 1:10 であ
ることを考慮に入れると （Azam et al. 1983），繊毛虫やカイアシ類のような 100～1,000 
μm の大きさの動物プランクトンが捕食できる大きさである。また，渦鞭毛藻類はおよそ 300 
属 2,000 種以上もの現生種が存在し，沿岸域から外洋まで世界中の海洋に広く分布している
（Gómez 2012）。以上のことから，渦鞭毛藻類が DHAの供給源として重要な役割を担ってい

第4章 定量PCRによる Aplanochytrium の現存量調査 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.考察

66



ると考えられる。ヤブレツボカビ類の大きさはおよそ 5～20 μmであるが，コロニーや植物プ
ランクトンとの集合体を形成した場合，動物プランクトンが捕食できる大きさになる。実際，動
物プランクトンの消化管からヤブレツボカビ類（Aplanochytrium）が分離・検出されている
（Raghukumar and Raghukumar 1999，Damare and Raghukumar 2006， 2010，Hirai 
et al. 2018）。ヤブレツボカビ類が世界中の海洋に存在していることからも（Ulken 1986， 
Kimura et al. 1999，Raghukumar et al. 2001，Bongiorni et al. 2004，Naganuma et al. 
2006），ヤブレツボカビ類は動物プランクトンや魚類の DHA 供給源の候補の 1 つとして，そ
の影響力を調査する必要があるといえる。 
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図4-1.サンプリング地点

大阪湾の湾央に位置するStation 8（図中，Sta. 8）と，湾奥に位置するStation 15 （図中，15）で
行った。湾奥は，淀川河口からおよそ 15 km 離れており，降雨による河川水の出水の影響を受けや
すい場所である。一方，湾央は淀川河口からおよそ 30 km 離れており，河川水の影響をほとんど受
けない場所である。
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サブサンプルに含まれる
「暫定的な」コピー数

（x）

pGEM-3Z Vectorの量
（a）

pGEM-3Z Vectorの量
（b）

DNA回収率（a/b）

サブサンプルに含まれる「補正された」コピー数（xb/a）

サブサンプルに含まれる細胞数（xb/ya）

環境サンプル

サブサンプル＃1

1細胞あたりに含まれるコピー数（y）

サブサンプル＃2

定量PCRによる“暫定的”サンプルrDNAとプラスミドの定量

pGEM-3Z Vectorを添加

DNA抽出

環境サンプルを1/4に分割

pGEM-3Z Vectorを添加

図4-2.DNA回収率を考慮した定量PCRの概要（Hariganeya et al. 2013 改変）

サブサンプル#1にはDNA抽出前（a）に，サブサンプル#2にはDNA抽出後（b）にプラスミド
（pGEM®-3Z）を添加する。プラスミドのコピー数を定量することでDNA回収率を算出する（a/b）。
サブサンプル＃1のAplanochytrium の「暫定的な」コピー数（x）を定量し，DNA回収率で除すること
で，「補正された」コピー数を算出することができる（xb/a）。

細胞
DNA
pGEM-3Z Vector

ホモジナイズ
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CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

Aplanochytrium 属
SC1-1 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

PR1-1 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

PR-12-3 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

PR15-1 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

PR24-1 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

SC24-1 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

A. kerguelense CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

A. minutum CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

A. stocchinoi CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

SEK717 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

SEK602 CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG

Oblongichytrium 属
SEK710 CCTTGGCTGAGAAGCCTGGG

Schizochytrium 属
SEK7346 CCTGGGCCGGAAGGTTTGGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

ACCGGACCATTCAATCGG

図4-3.Aplanochytrium 属特異的プライマーの設計

米国生物工学情報センターが提供している塩基配列データベースであるGenBankに登録されてい
る9配列，培養株からDNAを抽出して配列決定した2配列，合計11配列のアライメントをとり，
PCRプライマーセットを設計した。

Aplanochytrium -F Aplanochytrium -R
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ACCCTTGCAATTATTGGTCT

Aplanochytrium 属
SC1-1 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

PR1-1 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

PR-12-3 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

PR15-1 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

PR24-1 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

SC24-1 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

A. kerguelense ACCCTTGCAATTATTGGTCT

A. minutum ACCCTTGCAATTATTGGTCT

A. stocchinoi ACCCTTGCAATTATTGGTCT

SEK717 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

SEK602 ACCCTTGCAATTATTGGTCT

Oblongichytrium 属
SEK710 ATTATTGCAATTATTAATCT

Schizochytrium 属
SEK7346 ATCTTTGCAATTATTGATCT

Aplanochytrium -TaqMan

図4-4.Aplanochytrium 属特異的TaqMan プローブの設計

米国生物工学情報センターが提供している塩基配列データベースであるGenBankに登録されてい
る9配列，培養株からDNAを抽出して配列決定した2配列，合計11配列のアライメントをとり，
TaqMan プローブを設計した。

第4章 定量PCRによる Aplanochytrium の現存量調査 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4.図表

71



100bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

図4-5.Aplanochytrium 属特異的プライマーセットの特異性の確認

Aplanochytrium 属特異的プライマーの特異性を確認するために,Aplanochytrium 培養株5株と
他属のヤブレツボカビ類の培養株9株,外群2株を対象としてPCRを行った。アガロースゲル電気
泳動によって，Aplanochytrium 属のDNAのみが増幅しているかを確認した。

1. Aurantiochytrium limacinum（SR21）
2. Parietichytrium sarkarianum（SEK351）
3. Botryochytrium radiatum（SEK597）
4. Ulkenia amoiboidea（SEK615）
5. Thraustochytrium aureum（ATCC34304）
6. Schizochytrium aggregatum（SEK576）
7. Sichyidochytrium sp.（NBRC 102979）
8. Oblongichytrium sp.（SEK347）
9. Thraustochytrium striatum（SEK533）
10. Aplanochytrium kergelence（KMPB N-BA-107）
11. Aplanochytrium sp.（SEK602）
12. Aplanochytrium sp.（SEK717）
13. Aplanochytrium sp.（SEK755）
14. Aplanochytrium sp.（SEK756）
15. Heterosigma akashiwo（SEK293）
16. Ochromonas danica（SEK368）
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IsoplantⅡ kit

フェノール・クロロホルム抽出法

0 200 400 600 800 1000

CTAB法

PowerSoil® DNA Isolation Kit 

ND

コピー数

図4-6.環境サンプルからAplanochytrium を検出するためのDNA抽出法の検討

定量PCRに適したDNA抽出法を決定した。フェノール・クロロホルム・イソアミルアル
コール抽出法，CTAB法，ISOPLANT II（NIPPON GENE）およびDNeasy PowerSoil Kit
（QIAGEN）の4種類の方法で野外サンプルからDNAを抽出し，定量PCRで定量された
Aplanochytrium のコピー数の比較を行った。
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図4-7.定量PCRで使用するプラスミドの検量線

10倍希釈で6段階の希釈系列を調整し，検量線を作成した。

A. DNA回収率を算出ために添加したpGEMｰ3zの検量線
（a）pGEM-3z-F/R （b）pGEM-3z-F/RとpGEM-3z-Taq Man

B. Aplanochytrium kerguelense（KMPB N-BA-107）の18S rDNA配列を含むプラスミドの検量線
（a）Aplanochytrium-F/R （b）Aplanochytrium-F/RとAplanochytrium-Taq Man
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図4-8.定量PCRによって推定されたAplanochytrium の細胞密度と環境データ

（a）水温
（b）クロロフィル量
（c）定量PCRによって推定されたAplanochytrium の細胞密度
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炭素量バイオマス
表層 0.48 mg C/m3
底層 0.23 mg C/m3

細胞密度（平均）
表層 2,900 cells/L
底層 1,400 cells/L 炭素含有量

1.65 104 μg C/cell

1m3

瞬間増殖率を1.2/dと仮定

表層 0.57 mg C/m3/d
底層 0.28 mg C/m3/d 4.96 g C/m2/yr

水深
32m

図4-9.湾央におけるAplanochytrium の生産速度

ラビリンチュラ類1細胞あたりの炭素含有量から，Aplanochytrium の炭素量バイオマスを推定した。
また，Aplanochytrium の増殖率を1.2/dと仮定し，1日の1m3あたりの生産速度を推定した。さらに，
水深から1年間の1m2あたりの生産速度を推定した。
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春 秋夏 冬

25 20 15 10
水温
（℃）栄養塩

図4-10.Aplanochytrium の細胞密度から推測された，季節的な変動
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標的とするDNA プライマー名 配列（5'-3'） 蛍光色素 Tm Enhancer 精製方法
pGEM-3z Vector pGEM-3z-F CGGCATCAGAGCAGATTGTA

pGEM-3z-R CTGGCGTAATAGCGAAGAGG
pGEM-3z-TaqMan AGAAAATACCGCATCAGG FAM MGB HPLC精製

Aplanochytrium 系統群 Aplanochytrium-F CCTTGGTTGAAAAGCCTGGG
Aplanochytrium-R ACCGGACCATTCAATCGG
Aplanochytrium-TaqMan ACCCTTGCAATTATTGGTCT FAM MGB HPLC精製

表4-1.Aplanochytrium の定量PCRに使用したプライマーとTaqManプローブ

MGB：Minor Groove Binder
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濃度（%）
トリプトン［Tripton］ 1.0
乾燥酵母エキス［Extract Yeast Dried］ 0.5
塩化ナトリウム［Sodium Chloride；NaCl］ 1.0
寒天末［Agar, powder］ 1.5
イオン交換水［distilled water］ 100

表4-2.LB培地の組成

121℃ 20分間 オートクレーブ滅菌処理

アンピシリンナトリウム塩［Ampicillin sodium salt］ 最終濃度：100mg/ml
X-Gal（5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactoside） 最終濃度：20mg/ml
IPTG（dioxane free）（Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside） 最終濃度：100mg/ml
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表4-3.コピー数の定量のために使用したAplanochytrium
株番号 属  培養温度

（ C） サンプリング地点 引用文献
SEK number NBRC number Original number 
  KMPB N-BA-107 Aplanochytrium kerguelense 25 インド南部 Honda et al. （1999）
SEK602 376-05m Aplanochytrium sp. 20 日本 兵庫県 神戸市 六甲アイランド Ueda et al. （2015）
SEK603 NBRC 110844 465-05m Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 西宮市 夙川河口 Ueda et al. （2015）
SEK717 1110-8S-01m  Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）
SEK753 1607-d-15S-01y Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾
SEK754 1209-15B-01m Aplanochytrium sp. 25 日本 兵庫県 神戸市沖 大阪湾 Ueda et al. （2015）
SEK755 Y01-Dc-01d Aplanochytrium sp. 25 日本 沖縄県 石垣市 宮良川
SEK756 Y06-T30p-18d Aplanochytrium sp. 25 日本 沖縄県 八重山郡 浦内川
SEK757 h10-ulvp-144kt Aplanochytrium sp. 25 日本 北海道 厚岸郡 霧多布湿原
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表44 .Aplanochytrium 属特異的プライマーのBLAST相同性検索の結果

配列名
同一性
Identities
（%）

Uncultured eukaryote clone DDI280.fa small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Uncultured eukaryote clone DDI254.fa small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Aplanochytrium stocchinoi isolate BH41_43 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Uncultured fungus DGGE-F35-3 gene for 18S rRNA, partial sequence 100
Aplanochytrium sp. APKK3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Aplanochytrium sp. APKK2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Aplanochytrium sp. SEK 717 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence 100
Aplanochytrium sp. SEK 603 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence 100
Coscinodiscus sp. TN-2014 isolate ECT3850CoscinoHIconvex 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Aplanochytrium sp. ANT10.3 partial 18S rRNA gene, isolate on ANT10.3 100
Uncultured eukaryote clone SGYX510 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Coscinodiscus sp. 1 MPA-2013 isolate CVPan4Cosc 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Uncultured eukaryote clone CC02A740.067 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Uncultured eukaryote clone CC02A105.056 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
Uncultured stramenopile clone 905st23-36 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 100
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株番号 属 rDNA コピー数 （copies/cell）

SEK753 Aplanochytrium sp. 150 50
KMPB-N-BA 107 Aplanochytrium kerguelense 190 20

SEK754 Aplanochytrium sp. 400 220
SEK755 Aplanochytrium sp. 450 230
SEK757 Aplanochytrium sp. 480 160
SEK602 Aplanochytrium sp. 580 130
SEK717 Aplanochytrium sp. 790 230
SEK756 Aplanochytrium sp. 790 230
SEK603 Aplanochytrium sp. 980 240

表4-5.Aplanochytrium の1細胞あたりのr18S コピー数
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サンプリング地点 水温
（℃）

クロロフィル
（μg/L）

塩分
（PSU）

SiO2
（μM） サンプリング地点 水温

（℃）
クロロフィル
（μg/L）

塩分
（PSU）

SiO2
（μM）

2017.5 17.0 0.67 32.31 8.43 2017.5 18.2 2.54 30.36 0.64
2017.6 20.5 1.89 31.11 3.52 2017.6 20.4 16.39 28.19 1.80
2017.7 24.0 0.83 30.11 10.26 2017.7 27.5 45.25 15.1 33.18
2017.8 29.0 9.11 28.56 24.04 2017.8 27.2 4.39 20.6 70.74
2017.9 25.0 0.63 32.56 2.90 2017.9 25.5 15.81 31.46 6.98
2017.10 24.2 0.94 32.49 4.68 2017.10 23.5 10.09 29.24 12.35
2017.11 20.4 12.77 30.92 7.34 2017.11 19.3 28.48 25.82 23.13
2017.12 15.7 2.34 31.82 6.97 2017.12 14.5 2.05 29.41 16.37
2018.1 11.1 1.44 31.83 8.96 2018.1 9.5 8.82 28.33 8.18
2018.2 8.8 1.85 31.90 4.94 2018.2 8.3 15.37 31.35 0.69
2018.3 11.6 4.93 31.19 2.97 2018.3 9.8 16 28.6 12.23
2018.4 14.3 1.73 31.38 7.16 2018.4 15.2 13.54 24.6 8.78

平均 18.5 3.26 31.35 7.68 平均 18.2 14.89 26.92 16.26
最大値 29.0 12.77 32.56 24.04 最大値 27.5 45.25 31.46 70.74
最小値 8.8 0.63 28.56 2.90 最小値 8.3 2.05 15.10 0.64

サンプリング地点 水温
（℃）

クロロフィル
（μg/L）

塩分
（PSU）

SiO2
（μM） サンプリング地点 水温

（℃）
クロロフィル
（μg/L）

塩分
（PSU）

SiO2
（μM）

2017.5 15.4 32.44 9.61 2017.5 14.9 32.25 21.275
2017.6 18.6 32.87 14.85 2017.6 18.6 32.73 16.84
2017.7 20.9 32.86 19.04 2017.7 19.7 32.61 59.87
2017.8 25.1 32.63 16.78 2017.8 24.9 32.32 23.93
2017.9 23.3 33.74 8.73 2017.9 24.7 33.25 13.79
2017.10 23.1 32.76 5.19 2017.10 23.0 32.73 9.4
2017.11 20.7 31.51 14.63 2017.11 20.8 31.47 15.98
2017.12 16.4 31.95 7.38 2017.12 16.7 31.82 9.79
2018.1 11.9 32.00 8.90 2018.1 11.8 31.89 8.62
2018.2 9.1 31.86 5.24 2018.2 9.2 31.64 4.89
2018.3 9.2 32.02 7.00 2018.3 9.2 32.11 8.22
2018.4 11.3 32.20 10.26 2018.4 10.9 32.06 13.22

平均 17.1 32.40 10.63 平均 17.0 32.24 17.15
最大値 25.1 33.74 19.04 最大値 24.9 33.25 59.87
最小値 9.1 31.51 5.19 最小値 9.2 31.47 4.89

表4-6.大阪湾の環境データ

Sta.8-底層 Sta.15-底層

Sta.8-表層 Sta.15-表層
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2017.07 2017.10 2018.01 2018.04 平均 最小値 最大値

コピー数（copies/250ml） 354.6 22.1 199.4 198.2 193.6 22.1 354.6

回収率（%） 23.1 11.4 19.1 25.7 19.8 11.4 25.7

実際のコピー数（copies/L） 613,600.2 77,586.1 417,078.0 308,524.7 354,197.3 77,586.1 613,600.2

細胞数（min:コピー数980）
（cells/L） 626.1 79.2 425.6 314.8 361.4 79.2 626.1

細胞数（max:コピー数150）
（cells/L） 4,090.7 517.2 2,780.5 2,056.8 2,361.3 517.2 4,090.7

細胞数（平均）
（cells/L） 2,358.4 298.2 1,603.1 1,185.8 1,361.4 298.2 2,358.4

Sta.8-表層水

2017.07 2017.10 2018.01 2018.04 平均 最小値 最大値

コピー数（copies/250ml） 160.1 233.6 269.5 460.5 280.9 160.1 460.5

回収率（%） 19.9 8.3 22.7 19.0 17.5 8.3 22.7

実際のコピー数（copies/L） 322,655.7 1,132,297.5 507,647.4 967,375.6 732,494.1 322,655.7 1,132,297.5

細胞数（min:コピー数980）
（cells/L） 329.2 1,155.4 518.0 987.1 747.4 329.2 1,155.4

細胞数（max:コピー数150）
（cells/L） 2,151.0 7,548.7 3,384.3 6,449.2 4,883.3 2,151.0 7,548.7

細胞数（平均）
（cells/L） 1,240.1 4,352.0 2,009.4 3,829.2 2,857.7 1,240.1 4,352.0

表4-7.大阪湾の2017年5月から2018年4月までのAplanochytrium の細胞密度

コピー数（copies/250ml）：定量PCRの実測値
DNA回収率（％）：算出されたDNA回収率
実際のコピー数（1000ml）：コピー数（250ml）をDNA回収率で除した。
細胞数（min:コピー数980）：
回収率を考慮したコピー数をAplanochytrium の1細胞あたりの18S rDNAコピー数（980 copies）で換算。
細胞数（min:コピー数150）：
回収率を考慮したコピー数をAplanochytrium の1細胞あたりの18S rDNAコピー数（150 copies）で換算。

Sta.8-底層水
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2017.07 2017.10 2018.01 2018.04 平均 最小値 最大値

コピー数（copies/250ml） 752.6 1,443.9 463.5 212.7 718.2 212.7 1,443.9

回収率（%） 9.1 11.3 23.1 22.2 16.4 9.1 23.1

実際のコピー数（copies/L） 3,318,847.7 5,120,622.8 800,964.0 383,687.8 2,406,030.6 383,687.8 5,120,622.8

細胞数（min:コピー数980）
（cells/L） 3,386.6 5,225.1 817.3 391.5 2,455.1 391.5 5,225.1

細胞数（max:コピー数150）
（cells/L） 22,125.7 34,137.5 5,339.8 2,557.9 16,040.2 2,557.9 34,137.5

細胞数（平均）
（cells/L） 12,756.1 19,681.3 3,078.5 1,474.7 9,247.7 1,474.7 19,681.3

2017.07 2017.10 2018.01 2018.04 平均 最小値 最大値

コピー数（copies/250ml） 438.9 3,488.3 130.0 374.8 1,108.0 130.0 3,488.3

回収率（%） 12.7 9.3 21.1 28.1 17.8 9.3 28.1

実際のコピー数（copies/L） 1,385,582.3 15,048,754.0 245,973.4 534,329.3 4,303,659.8 245,973.4 15,048,754.0

細胞数（min:コピー数980）
（cells/L） 1,413.9 15,355.9 251.0 545.2 4,391.5 251.0 15,355.9

細胞数（max:コピー数150）
（cells/L） 9,237.2 100,325.0 1,639.8 3,562.2 28,691.1 1,639.8 100,325.0

細胞数（平均）
（cells/L） 5,325.5 57,840.4 945.4 2,053.7 16,541.3 945.4 57,840.4

Sta.15-表層水

Sta.15-底層水

表4-7.大阪湾の2017年5月から2018年4月までのAplanochytrium の細胞密度（続き）

コピー数（copies/250ml）：定量PCRの実測値
DNA回収率（％）：算出されたDNA回収率
実際のコピー数（1000ml）：コピー数（250ml）をDNA回収率で除した。
細胞数（min:コピー数980）：
回収率を考慮したコピー数をAplanochytrium の1細胞あたりの18S rDNAコピー数（980 copies）で換算。
細胞数（min:コピー数150）：
回収率を考慮したコピー数をAplanochytrium の1細胞あたりの18S rDNAコピー数（150 copies）で換算。
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第5章
次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析



1.材料と方法 
 
1.1.TARA OCEANS のデータ解析 
 
 海洋生態系の多様性と機能を明らかにすることを目的とし，世界 40 カ国の科学者らによって
編成されたチーム（TARA 海洋探査国際コンソーシアム）によって，2009 年から 3 年以上に
わたって全球規模の探査航海が行われた（Pesant et al. 2015，de Vargas et al. 2015）。ウ
イルスからバクテリア，原生生物，植物プランクトン，動物プランクトンまで，全ての大きさの
プランクトンを採取し遺伝情報が解析された。 
 採取されたプランクトンサンプルは，2つの水深（表層［surface：SUR］とクロロフィル最
大層［deep chlorophyll maximum：DCM］），5つのフィルターサイズ（＜5 μmもしくは
＜3 μm，5～20 μmもしくは 3～20 μm，＜20 μm，20～180 μm，180～2,000 μm）
に分けられ，解析された（Pesant et al. 2015）。 
 本研究では，47 のサンプリング地点から採取されたプランクトンサンプルから検出されたお
よそ 7.66×109（7,660,000,000）の rDNA 配列を使用した。 
 
 最初に，TARA OCEANS のデータベース上でラビリンチュラ類として分類されている全 351
の OTUs［operational taxonomic units］を，2つの方法でラビリンチュラ類であることを確
認した。 
 １つ目の方法は，ラビリンチュラ類とストラメノパイル生物群の 18S rRNA 遺伝子配列のア
ラインメントファイルに基づいて分子系統解析である。全 351 OTUs をラビリンチュラ類とス
トラメノパイル生物群の 18S rRNA 遺伝子配列のアラインメントファイル（Ueda et al. 2015，
Honda et al. 1999 ） に 基 づ き ， ClustalX 2.1 （ Larkin et al. 2007 ；
http://www.clustal.org/clustal2/）で profile alignment を行った。系統樹は Tamura-Nei 
model （Tamura and Nei 1993）で距離計算を行い，近隣結合法［neighbor-joining：NJ］
（ Saitou and Nei 1987 ） で MEGA 5.2.2 （ Tamura et al. 2011 ；
http://www.megasoftware.net/）を用いて系統樹を作成した。ギャップの処理は pairwise 
deletion を用いた。ブートストラップ値は 100 回の再抽出を行った。 
 2 つ目の方法では，351 OTUs を Pan et al.（2017）の分類群に基づいて分類を行った。 
Pan et al.（2017）は，米国生物工学情報センターが提供している塩基配列データベースであ
る Gen Bank において，ラビリンチュラ類として分類されている小サブユニットリボソーム
RNA［small subunit ribosomal ribonucleic acid：SSU rDNA］の系統解析を行い，環境 DNA
のみで構成されたクレードを含む多様な分類群が存在することが明らかにした。さらに，
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GenBank に登録されているラビリンチュラ類のアクセッション番号と Pan et al.（2017）に
おける分類群の対応表を公開している。一方，TARA OCEANS のデータベース上では，ラビリ
ンチュラ類の全 351 OTUs を含むすべての OTUs に，アクセッション番号が割り当てられられ
ている。アクセッション番号とは，米国生物工学情報センターによって塩基配列データに割り当
てられられている固有の ID である。本研究では，TARA OCEANS のデータベース上でラビリ
ンチュラ類として分類された全 351 OTUs に割り当てられられているアクセッション番号を
Pan et al.（2017）の対応表に照合し，分類を行った。 
 
 
1.1.1.ヤブレツボカビ類の構成系統群の解析 
 
 ラビリンチュラ類の構成系統群を把握するために，表層，クロロフィル最大層，さらに，表層
とクロロフィル最大層を併せた場合で，それぞれの系統群が占める割合を算出した。Ueda et al.
（2015）と Honda et al.（1999）に基づいた分類では，4つの系統群（狭義のヤブレツボカ
ビ類，アプラノキトリウム類，オブロンギキトリウム類，狭義のラビリンチュラ類）に分類した。
Pan et al.（2017）に基づいた分類では，25 の系統群に分類された。 
 また，表層，クロロフィル最大層，表層とクロロフィル最大層を併せた場合における，珪藻に
対するラビリンチュラ類の割合，全生物に対するラビリンチュラ類の割合を算出した。統計学的
分析はMicrosoft Excel software を使用し，スチューデントの t-検定を行った。 
 
 
1.1.2.環境中における Aplanochytrium 系統群による集合体形成 
 
 Aplanochytrium 系統群が環境中で，コロニーや植物プランクトンとの集合体を形成してい
る可能性を調査した。Aplanochytrium 系統群のリード数が上位 30 位のサンプリング地点を対
象とし，表層とクロロフィル最大層のデータをまとめた。次に，それぞれのデータを，5つのフ
ィルターサイズで分けられたサンプルを＜20 μm（＜5 μmもしくは＜3 μm，5～20 μm
もしくは 3～20 μm，＜20 μm），20～80 μm，180～2,000 μmの 3つのサイズ画分分
類した。最後に，それぞれのサイズ画分が寄与する割合を算出した。統計学的分析はMicrosoft 
Excel software を使用し，スチューデントの t-検定を行った。 
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1.1.3.Aplanochytrium 系統群と植物プランクトン，動物プランクトンのリード数の相関 
 
 Aplanochytrium 系統群のリード数が多いサンプリング地点の上位 30 位を対象とし，
Aplanochytrium 系統群と，光合成生物（渦鞭毛藻類を除く），珪藻，緑藻，カイアシ類との相
関分析を行った。統計分析フリーソフト R version 3.3.3（R Core Team 2012；http://www.R- 
project.org/）を使用し統計学的分析を行い，ピアソンの積率相関［Pearson's product 
moment correlation coefficient］を算出した。 
 
 
1.2.次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析 
 
1.2.1.野外サンプリング 
 
1.2.1.1.調査場所と調査期間 
 
 第４章の定量 PCR による Aplanochytrium 系統群の現存量調査と同じく，大阪湾でのサン
プリングは，2016 年 3 月から 2018 年 1 月のおよそ 2年間，大阪府立環境農林水産総合研究
所の調査船「おおさか」に乗船させていただき調査を行った。2018 年 2 月からは，同研究所か
らサンプルを送付いただいた。 
 前述したように，大阪湾における，ヤブレツボカビ類の細胞密度と構成系統群に関する継続的
な調査が行われており，分離株の分子系統解析から，10 の未同定または新規の系統群を含む 27
系統群が存在することが明らかとなった（Ueda et al. 2015）。沿岸域の主要系統群は，
Aplanochytrium sp. が夏から秋にかけて，unidentified thraustochytrid 3b が春と秋から冬
に出現した。このことからヤブレツボカビ類は系統群ごとに，水温，塩分，栄養源などの環境要
因によって棲み分けをしており，季節によって出現する系統群が移り変わる可能性が示唆され
た。 
 
 
1.2.1.2.野外サンプルの準備 
 
 採取した海水 500 ml をメンブレンフィルター（孔径 0.8 μm；Merck Millipore）でろ過し，
4分割した。分割した一片を 1.5 ml マイクロチューブに回収し，サブサンプルとした。サブサ
ンプルは，DNA抽出まで-80℃で保管した。 
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1.2.2.次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析に向けた取り組み 
 
1.2.2.1.ライブラリーの調整 
 
 ２段階 PCR によってライブラリーを調整した（図 5-1）。まず，標的とする領域に特異的な
配列とMiSeq（illumina）での解析に必要な配列（アダプター配列）を含むプライマーを用いた
1st PCR を行った。次に，得られたアンプリコンを精製し，アダプター配列とサンプル識別を
行うためのインデックス配列を含むプライマーを用いて 2nd PCR を行った。得られたアンプ
リコンを精製し，次世代シーケンサー解析を行った。 
 環境 DNA の網羅的な解析である次世代シーケンサーの解析結果は，DNAを抽出し，PCR 増
幅してアンプリコンを生成する作業に依存すると考えられている（Stoeck et al。2010）。そ
こで，1st PCR で使用する 1st PCR プライマー，次世代シーケンサーに適した DNA抽出法，
さらに，1st PCR および 2nd PCR で使用する PCR 酵素を検討した。 
 
 
1.2.2.1.1.１stPCR プライマーの検討 
 
 次世代シーケンサー解析では，系統学的に多様で広い範囲の生物群を検出できるように，小サ
ブユニットリボソーム RNAの高頻度可変領域［hypervariable region：HVR］を標的としたプ
ライマーが使用されることが多い。一般的に使用される領域として，原核生物では 16S rDNA
の V3 領域と V6 領域（Huse et al. 2008），真菌では内部転写領域［internal transcribed 
spacer：ITS］（Vobis et al. 2004），真核生物では 18S rDNA の V4 領域と V9 領域（例え
ば，Amaral-Zettler et al. 2009，Stoeck et al. 2010）が挙げられる。そこで，本研究では，
V4 領域と V9 領域を標的とした 1st PCR プライマーでライブラリーを調整し，次世代シーケ
ンサー解析に適した 1st PCR プライマーを検討した。 
 使用した PCR プライマーセットを表 5-1 に示す。TAReuk454FWD1 と TAReukREV3 は
V4-V5 領域（Stoeck et al. 2010）を，SSU-F1 と SSU-R1772 は V7-V9 領域（Tanabe et 
al. 2015）を標的とするように設計されている。V4-V5 領域を標的とする TAReuk454FWD1
と TAReukREV3 は，ラビリンチュラ類との相補性がより高くなるように改変を行った。さら
に，V4-V5 領域と V7-V9 領域を標的とした PCR プライマーセットとラビリンチュラ類に特異
的なプライマーセットである LABY-A と LABY-Y のプライマーセット（Stokes et al. 2002；
表 5-1）の比較を行った。 
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1.2.2.1.2.DNA 抽出法の検討 
 
 本研究では，野外に生息するAplanochytrium系統群の細胞密度を定量するために，定量PCR
を行った。その過程で，野外サンプルに適した DNA抽出する方法に関する検討を行った（第４
章 参照）。その結果，比較した抽出法の中では，DNeasy PowerSoil Kit が最も検出感度が高
いことが明らかになった。一方，次世代シーケンサー解析でプランクトンの群集構造解析を行っ
た研究の多くで，キレート樹脂である Chelex 100 Chelating Resin（Bio-Rad）を使用して
DNA抽出が行われている（Tanabe et al. 2015，Nagai et al. 2016，2017）。そこで，本研
究では，DNeasy PowerSoil Kit と Chelex 100 Chelating Resin で抽出した DNAを使用して
次世代シーケンサー解析を行い，適した DNA抽出法を検討した。 
 DNeasy PowerSoil Kit を使用して，これまでと同様の方法で DNA抽出を行った（第４章 参
照）。最初にサブサンプルをホモジナイザーペッスル（BIO-BIK）で 1分間ホモジナイズし，ホ
モジナイズ後は，製品に添付されている使用法の指示に従って使用した。 
 Chelex 100 Chelating Resin は，最終濃度が 5%（w/v）になるようにイオン交換水で溶解
した懸濁液を使用した（Tanabe et al. 2015，Nagai et al. 2016，2017）。100 μl の 5% 
Chelex 100 Chelating Resin をサブサンプルに添加し，ホモジナイザーペッスルで 1分間ホ
モジナイズし，97℃で 20 分間インキュベートした。インキュベート後，抽出された DNAを回
収した。 
 
 
1.2.2.1.3.PCR 酵素の検討 
 
 これまでに，ラビリンチュラ類の新規系統群を探索することを目的とし，野外から採取した紅
藻（Ceramium sp.）から抽出した DNA を PCR で増幅し，次世代シーケンサー解析でラビリ
ンチュラ類の群集構造解析が行われた（2016 年度 甲南大学大学院 博士後期課程修了 𡈽井 耕
作氏 博士学位論文）。この研究では，PCR 酵素として KAPA HiFi HotStart ReadyMix （2X）
（日本ジェネティクス株式会社）が使用された。一方，プランクトンの群集構造解析や食性解析
などを行った研究の多くでは，PCR 酵素として KOD -Plus- Ver.2（TOYOBO）が使用された。
（Dzhembekova et al. 2017，Hirai et al. 2015，Tanabe et al. 2015，Nagai et al. 2016，
Nagai et al. 2017，Hirai and Nagai 2017a，2017b，2017c）。そこで，本研究では，KAPA 
HiFi HotStart ReadyMix （2X）と KOD -Plus- Ver.2 でライブラリーを調整して次世代シー
ケンサー解析を行い，適した PCR 酵素を検討した。 
 KAPA HiFi HotStart ReadyMix （2X）は，1.0 μl の DNA 鋳型，0.75 μl のプライマーセ
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ット（10 pmol/μl），12.5 μl の 2×KAPA HiFi HotStart ReadyMix の組成で反応液を調整
した。PCR は， 95℃で 5 分間を 1 サイクル，95℃で 30 秒，56℃で 30 秒，72℃で 1 分の
3ステップを 30 サイクル，72℃で 7分を 1サイクルの条件で行った。 
 KOD -Plus- Ver.2 は，0.5 μl の DNA 鋳型，0.75 μl のプライマーセット（10 pmol/μl），
2.5 μl の 10×PCR Buffer for KOD-Plus-，2.5 μl の dNTP Mixture（各 2.0 mM），1.0 μl
の 25 mM MgSO4，0.5 μl の KOD-Plus-（1 U/μl）の組成で反応液を調整した。PCR は，
94℃で 2 分間を 1 サイクル，94℃で 15 秒，50℃（V4-V5 領域）56℃（V7-V9 領域および
ラビリンチュラ類特異的領域）で 30 秒，68℃で 40 秒の 3ステップを 30 サイクルの条件で行
った。 
 いずれの場合も，PCR 装置は，Veriti Thermal Cycler を使用した。アガロースゲル電気泳動
によって，アンプリコンを確認した。SYBR™ Safe DNA Gel Stain in 0.5X TBE と Agarose 
L03「TAKARA」を含む 2％アガロースゲルを作製した。アガロースゲル電気泳動によって，
DNAの増幅を確認した。 
 
 
1.2.2.1.4.アンプリコンの精製 
 
 増幅されたアンプリコンを Agencourt AMPure XP（BECKMAN COULTER）で精製した。 
 まず，アンプリコン 1 μl あたり AMPure XP を 1.8 μl を加えた。ピペッティングで混合，
5分間静置し，DNA 断片を AMPure XP に結合させた。マグナスタンド（日本ジェネティクス
株式会社）上で 2分間静置した後，上清を除去した。次に，マグナスタンド上で 70%エタノー
ル 200 μl を加え，30 秒静置後に上清を除去した。70%エタノール洗浄は 2 回繰り返した。
マグナスタンドからおろし，RNase-free Water を 25 μL を加え，ピペッティングを行い再懸
濁した。5 分間静置後，マグナスタンド上で 1 分間静置した。マグナスタンド上で精製された
DNA を含む上清を新しい PCR チューブに移した。精製した DNAは，Qubit 3.0 Fluorometer
を用いて濃度測定した。 
 
 
1.2.2.1.5.2nd PCR とアンプリコンの精製 
 
 精製した 2nd PCR のアンプリコンを株式会社 生物技研にに送付し，2nd PCR，アンプリコ
ンの精製をしていただいた。 
 2nd PCR は，TAKARA Ex Taq を PCR 酵素として使用した。2.0 μl の DNA 鋳型，0.5 μl
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のプライマーセット（10 pmol/μl），0.1 μl の TAKARA Ex Taq（5 U/μl），1.0 μl の 10 
× Ex Taq Buffer（20 mM Mg2+ plus），0.8 μl の dNTP Mixture（各 2.5 mM）の組成で反
応液を調整した。PCR は，94℃で 2分間を 1サイクル，94℃で 30 秒，60℃で 30 秒，72℃
で 30 秒の 3 ステップを 10 サイクル，72℃で 5 分を 1 サイクルの条件で行った。2nd PCR
で得られたアンプリコンの精製は，Agencourt AMPure XP で精製した。 
 
 
1.2.2.2.MiSeq によるシーケンシング  
 
 株式会社 生物技研にMiSeq によりシーケンシングいただいた。 
 全自動キャピラリー電気泳動システム Fragment Analyzer と dsDNA 915 Reagent Kit 
（Advanced Analytical Technologies）を用いて，作製したライブラリーの品質確認が行われ
た。品質確認で合格したライブラリーを，MiSeqを用いて2×300 bpペアエンド解析を行った。 
 
 
1.2.2.3.データ解析 
 
 データ解析は，株式会社 生物技研に依頼した。 
 
①リードのクオリティーフィルタリング 
 Fastx toolkit（Pearson et al. 1997；http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index. 
html）の fastq_barcode_spliltter を用いて，配列の読みはじめが使用したプライマーと完全一
致 す る 配 列 の み を 抽 出 し た 。 そ の 後 ， sickle （ Joshi and Fass 2011 ；
https://github.com/najoshi/sickle.）を用いてクオリティー値が 20 未満の配列を除き，40 塩
基以下の長さとなった配列とそのペア配列を破棄した。 
 
②リードのマージ  
 ペアエンドリード間のオーバーラップを検出し，マージする（つなぎ合わせる）ソフトウェア
ツールである FLASH［Fast Length Adjustment of SHort reads］（Magoč and Salzberg 
2011；http://www.cbcb.umd.edu/software/flash.）を用いて，①クオリティーフィルタリン
グ を通過した配列をマージした。マージ後の断片長 480 塩基，リードの断片長 270 塩基，最
低オーバーラップ長 10 塩基をマージの条件とした。 
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③キメラチェック 
 ②リードのマージ でマージされた配列（結合配列）を，usearch（Edgar 2010；
https://www.drive5.com/usearch/download.html）のuchime アルゴリズムとSilva（Quast 
et al. 2013；https://www.arb-silva.de/）を使用し，以下のようなキメラ配列のチェックを行
った。まず，1 本の結合配列を 4 等分に断片化した。断片化した結合配列をそれぞれ Silva の
97%OTU を比較した。4 本の断片すべてが同一の Silva の OTU 配列として解析された結合配
列は実在する配列と判断された。一方，1 本以上が同一の Silva の OTU 配列として解析されな
かった結合配列が PCR による増幅ミスによって得られた実在しない配列，つまりキメラ配列と
判断され，キメラ配列と判断された結合配列は破棄した。 
 
④OTU 作成と系統推定  
 OTU 作成は Qiime（Caporaso et al. 2010；http://qiime.org/）のワークフロースクリプ
トを用いて，リファレンスなし，パラメーターをすべてデフォルトの条件で行った。③キメラチ
ェックを通過した結合配列を 97%以上の相同性の条件で，それぞれ OTU としてまとめ，分類
群の同定に使用した。Silva の 97％の OTU 配列を使用して，作成された OTU の代表配列と相
同性検索を行った。同時に，作成された OTU の代表配列と NCBI の塩基配列を BLAST 相同検
索により比較し，系統推定を行った。 
 
 
1.2.2.4.群集構造解析 
 
 得られたデータ上で真核生物として分類されている全ての OTUs を 8 大系統群に基づいて分
類した（Baldauf 2003）。 
 また，得られたデータ上でラビリンチュラ類として分類されている全ての OTUs を，2 つの
方法でラビリンチュラ類であることを確認した。１つ目の方法は，ラビリンチュラ類とストラメ
ノパイル生物群の 18S rRNA 遺伝子配列のアラインメントファイルに基づく分子系統解析，2
つ目の方法は，Pan et al.（2017）の分類群に基づく分類である。詳細は「1.1.TARA OCEANS
のデータ解析」を参照。 
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1.2.3.大阪湾のプランクトンの群集構造解析 
 
1.2.3.1.ライブラリーの作製 
 
 1st PCR のプライマーは，V4-V5 領域を標的とした TAReuk454FWD1 と TAReukREV3 
（Stoeck et al. 2010），DNA 抽出法は DNeasy PowerSoil Kit，PCR 酵素は KOD -Plus- 
Ver.2 が適していると判断した（「1.2.2.次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構
造解析に向けた取り組み」参照）。また，2nd PCR でも PCR 酵素として KOD -Plus- Ver.2 を
使用した。 
 
 
1.2.3.2.MiSeq によるシーケンシング  
 
 株式会社生物技研にMiSeq によりシーケンシングを依頼した。 
 全自動キャピラリー電気泳動システム Fragment Analyzer と dsDNA 915 Reagent Kit を
用いて，作製したライブラリーの品質確認が行われた。MiSeq を用いて 2×300 bp ペアエンド
解析で行われた。  
 
 
1.2.3.3.データ解析 
 
 国立研究開発法人水産研究・教育機構 中央水産研究所 グループ長 長井 敏 博士にデータを
解析いただいた。 
  
①リードのクオリティーフィルタリング 
 Trimmomatic version 0.35（Bolger et al. 2014；http://www.usadellab.org/cms/? 
page=trimmomatic）を用いてリードのクオリティーフィルタリングを行った。3’末端の 25bp
のサイズの window でのクオリティーが 30 より低い塩基から端を削除した。また，両端からク
オリティーチェックを行い，クオリティーが 20 より低い塩基から端を削除した。 
 
②リードのマージ  
 ペアエンドリード間のオーバーラップを検出し，マージするソフトウェアツールである
Usearch version 8.0.1517（http://www.drive5.com/usearch/）を用いて，①クオリティー
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フィルタリングを通った配列をマージした。 
 
③キメラチェック 
 誤った配列やキメラ配列は，Mothur の pre.cluster（diffs = 4）コマンド，chimera.uchime
コマンド（minh=0.1）を使用して検出・除去した（Edgar et al. ， 2011；http:// 
drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html）。 
 
④OTU 作成と系統推定  
 Mothur の unique.seqs コマンドを使用して，同一の配列を OTU にまとめた。得られた配列
を count.seqs コマンドによって OTU としてカウントし，その後の分類学的同定に使用した。 
 
 
1.2.3.4.群集構造解析 
 
 得られたデータ上でラビリンチュラ類として分類されている全 138 の OTUs を，2つの方法
でラビリンチュラ類であることを確認した。１つ目の方法は，ラビリンチュラ類とストラメノパ
イル生物群の 18S rRNA 遺伝子配列のアラインメントファイルに基づく分子系統解析，2つ目
の方法は，Pan et al.（2017）の分類群に基づく分類である。方法は「1.1.TARA OCEANS の
データ解析」を参照。  
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2.結果 
 
2.1.TARA OCEANS のデータ解析 
 
 TARA OCEANS のデータベース上では，351 OTUs がラビリンチュラ類として分類されて
いる。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいた分類では，326 OTUs がラビリン
チュラ類，21 OTUs が外群として同定され，4 つの分類群に分類された。残りの 4 OTUs は
ラビリンチュラ類ではあるものの，以下の 4 つの分類群に分類することはできなかった。ラビ
リンチュラ類として同定された 326 OTUs のうち，127 OTUs が狭義のヤブレツボカビ類，
60 OTUs がオブロンギキトリウム類，45 OTUs がアプラノキトリウム類，94 OTUs が狭義
のラビリンチュラ類であった（表 5-2a）。 
 Pan et al.（2017）に基づいた分類では，351 OTUs のすべてがラビリンチュラ類として同
定され，26 の分類群に分類された（表 5-2b）。OTU が多かった分類群は，Labyrinthulida 
ANT10_3 が 61 OTUs，Aplanochytrium と Oblongichytrium が 43 OTUs，LAB7 が 35 
OTUs，Labyrinthula が 30 OTUs であった。 
 
 
2.1.1.ヤブレツボカビ類の構成系統群の組成 
 
 ラビリンチュラ類の構成系統群を把握するために，本研究では，表層，クロロフィル最大層，
さらに，表層とクロロフィル最大層を併せた場合で，それぞれの系統群が占める割合を算出した。 
全ラビリンチュラ類のリード数に対する，それぞれの系統群のリード数の割合を算出した。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいた分類では，3つの系統群（オブロ
ンギキトリウム類，アプラノキトリウム類，狭義のラビリンチュラ類）が全ラビリンチュラ類の
リード数のうち，平均 80～90%を占めた。表層では，アプラノキトリウム類が 23.7％（4.5％
～72.5％），オブロンギキトリウム類が 29.0％（2.3％～65.4％），狭義のラビリンチュラ類
が 32.6％（3.8％～84.0％）を占めた（図 5-3 Aa）。クロロフィル最大層では，アプラノキト
リウム類が 25.0％（4.0％～56.3％），オブロンギキトリウム類が 24.7％（5.2％～51.1％），
狭義のラビリンチュラ類 29.4％（0.0～60.9％）を占めた（図 5-3 Ba）。表層とクロロフィル
最大層を併せた場合では，アプラノキトリウム類が 23.2％（4.6％～53.4％），オブロンギキ
トリウム類が 27.9％（5.8％～65.4％），狭義のラビリンチュラ類が 32.8％（8.3％～84.0％）
を占めた（図 5-3 Ca）。 
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 Pan et al.（2017）に基づいた分類では，Aplanochytrium，Labyrinthulida ANT10_3，
LAB7 が全ラビリンチュラ類のリード数のうち，大部分を占めた。表層では，Aplanochytrium
が 23.1％（0.2％～72.6%），Labyrinthulida ANT10_3 が 13.4％（1.3％～83.8%），LAB7
が 36.2％（2.6％～75.4％）を占めた（図 5-3 Ab）。 
クロロフィル最大層では，Aplanochytrium が 19.3％（1.4％～52.9%），Labyrinthulida 
ANT10_3 が 16.7％（2.5％～53.7%），LAB7 が 25.2％（0.0％～62.1％），さらに，LAB15
が 22.0％（0.0％～73.9%）を占めた（図 5-3 Bb）。表層とクロロフィル最大層を併せた場合
では，Aplanochytrium が 20.1％（0.2％～52.2%），Labyrinthulida ANT10_3 が 15.3％
（1.3％～83.8%），LAB7 が 31.6％（1.8％～75.4％），さらに，LAB15 が 12.6％（0.0％
～57.8%）を占めた（図 5-3 Cb）。 
 
 また，表層水，クロロフィル最大層，表層とクロロフィル最大層を併せた場合について，珪藻
に対するラビリンチュラ類の割合をそれぞれ算出した。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいて分類した場合，それぞれのサンプ
リング地点における珪藻に対するラビリンチュラ類の割合はいずれの水深でもおよそ 10%程度
であり，表層では 11.5％（0.0％～58.2％），クロロフィル最大層では 9.1％（0.0％～32.1％），
表層とクロロフィル最大層を併せた場合では 10.1％（0.0％～58.2％）であった（図 5-4 Aa, 
Ba, Ca）。 
 Pan et al.（2017）に基づいて分類した場合，それぞれのサンプリング地点における珪藻に
対するラビリンチュラ類の割合はいずれの水深でもおよそ 10%程度であり，表層では 12.4％
（0.0％～58.8％），クロロフィル最大層では 13.9％（0.0％～56.0％），表層とクロロフィル
最大層を併せた場合では 12.0％（0.0％～58.3％）であった（図 5-4 Ab, Bb, Cb）。 
 
 さらに，表層水，クロロフィル最大層，表層とクロロフィル最大層を併せた場合について，全
生物に対するラビリンチュラ類の割合をそれぞれ算出した。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいて分類した場合，それぞれのサンプ
リング地点における全生物に対するラビリンチュラ類の割合はいずれの水深でも 0.05%程度で
あり，表層では 0.05％（0.00％～0.14％），クロロフィル最大層では 0.05％（0.00％～0.19％），
表層とクロロフィル最大層を併せた場合では 0.05％（0.00％～0.11％）であった（図 5-5 Aa, 
Ba, Ca）。 
 Pan et al.（2017）に基づいて分類した場合，それぞれのサンプリング地点における全生物
に対するラビリンチュラ類の割合はいずれの水深でも 0.05%程度であり，表層では 0.05％
（0.00％～0.14％），クロロフィル最大層では 0.08％（0.00％～0.29％），表層とクロロフ
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ィル最大層を併せた場合では 0.06％（0.00％～0.13％）であった（図 5-5 Ab, Bb, Cb）。 
 
 
2.1.2.Aplanochytrium 系統群の集合体形成 
 
 Aplanochytrium が環境中で集合体を形成している可能性を検討するため，＜20 μm，20～
80 μm，180～2,000 μm の 3 つのサイズの画分に分けて，それぞれのサイズ画分が寄与す
る割合を算出した。全 47 のサンプリング地点のうち 5つのサンプリング地点は，一部のサイズ
の画分のサンプルのデータが存在しないため，42 のサンプリング地点を対象としている。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいて分類した場合，＜20 μm，20～
180 μm，180～2,000 μmのサイズ画分がそれぞれ 80.2％，16.5％，3.3%ずつ寄与した（図
5-7 a）。サンプリング地点 42 地点のうち 18 地点（42.9%）では，検出された Aplanochytrium
系統群のうち＞20 μm のサイズ画分から検出された割合が 25%，3 地点（7.1%）では 50%
を超えた。 
 Pan et al.（2017）に基づいて分類した場合，Aplanochytrium は＜20 μm，20～180 μm，
180～2,000 μmのサイズ画分でそれぞれ 79.6％，16.1％，4.4%を占めた（図 5-7 b）。サ
ンプリング地点 42 地点のうち 16 地点（38.1%）では，検出された Aplanochytrium のうち＞
20 μmのサイズ画分から検出された割合が 25%，3地点（7.1%）では 50%を超えた。 
 
 
2.1.3.Aplanochytrium 系統群と植物プランクトン，動物プランクトンのリード数の相関 
 
 Aplanochytrium と捕食-被食の関係にある生物との相関を把握するために，本研究では， 
Aplanochytrium 系統群のリード数が豊富なサンプリング地点上位 30 位を対象とし，
Aplanochytrium 系統群のリード数と，光合成生物（渦鞭毛藻類を除く），珪藻，緑藻，カイア
シ類のそれぞれのリード数との相関分析を行った（図 5-8）。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいて分類した場合，Aplanochytrium
系統群と光合成生物，Aplanochytrium 系統群と緑藻は，それぞれ正の相関があった
（Aplanochytrium 系統群と光合成生物：r=0.388，p=0.034，Aplanochytrium 系統群と緑
藻：r=0.535，p=0.002）。一方，Aplanochytrium 系統群と珪藻，Aplanochytrium 系統群と
カイアシ類は，それぞれ相関がなかった（Aplanochytrium 系統群と珪藻：r=0.323，p=0.081，
Aplanochytrium 系統群と光合成生物：r=0.123，p=0.517）。 
 Pan et al.（2017）に基づいて分類した場合も，Aplanochytrium 系統群と光合成生物，
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Aplanochytrium 系統群と緑藻は，それぞれ正の相関があった（Aplanochytrium 系統群と光
合成生物：r=0.401，p=0.028，Aplanochytrium 系統群と緑藻：r=0.552，p=0.002，）。一
方，Aplanochytrium 系統群と珪藻，Aplanochytrium 系統群とカイアシ類は，それぞれ相関が
なかった（Aplanochytrium 系統群と珪藻：r=0.341，p=0.065，Aplanochytrium 系統群と
カイアシ類：r=0.160，p=0.399）。 
 
 
2.2.次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析に向けた取り組み 
 
2.2.1.本研究で使用するプライマーの検討 
 
 18S rDNA の V4-V5 領域と V7-V9 領域を標的とした 1st PCR プライマーでライブラリー
を調整し，次世代シーケンサー解析に適した PCR プライマーを検討した。 
 V4-V5 領域を標的とする TAReuk454FWD1 と TAReukREV3（Stoeck et al. 2010）のプ
ライマーセットの方が，検出されるリード数が多かった（図 5-9 Aa）。しかし，V7-V9 領域を
標的とする SSU-F1 と SSU-R1772 のプライマーセットは（Tanabe et al. 2015）の方が，
ケルコゾア生物群，リザリア生物群ストラメノパイル生物群を含む，より多様な生物群が検出さ
れた（図 5-9 Aa）。ケルコゾア生物群，リザリア生物群には，クロララクニオンや放散虫，有孔
虫が含まれ（Baldauf 2003），大阪湾で採取したネットサンプルから Acantho-metron や
Sticholonche を観察している。また，ストラメノパイル生物群生物群には，不等毛植物（珪藻，
褐藻，黄金色藻など）に加えて卵菌，サカゲツボカビ，ラビリンチュラ類，オパリナ類，ビコソ
エカ類などが含まれ（Baldauf 2003），大阪湾で採取したネットサンプルからCoscinodiscus，
Eucampia，Skeletonema，Thalassiosira を観察している。このことから，V7-V9 領域を標的
とするプライマーセットの方が，次世代シーケンサー解析の PCR プライマーに適していると考
えられた。 
 さらに，V4-V5 領域と V7-V9 領域を標的とした PCR プライマーセットとラビリンチュラ類
に特異的なプライマーセットである LABY-A と LABY-Y のプライマーセット（Stokes et al. 
2002）の比較を行った（図 5-9 Ba）。その結果，ラビリンチュラ類の構成系統群に大きな差は
みられなかった。 
2.2.2.次世代シーケンサー解析に適した DNA抽出法 
 
 DNeasy PowerSoil Kit と Chelex 100 Chelating Resin で抽出した DNAを使用して，次世
代シーケンサー解析に適した DNA抽出法を検討した。 
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 Chelex 100 Chelating Resin よりも DNeasy Power Soil Kit の方が，検出されるリード数
が多かった（図 5-9 Ab）。 
 また，DNeasy PowerSoil Kit と Chelex 100 Chelating Resin では，検出される生物群が
大きく異なり，DNeasy Power Soil Kit で DNA 抽出した場合，リザリアやストラメノパイル，
ケルコゾアを含むより多様な生物群が検出された（図 5-9 Ab）。前述したように，ケルコゾア
生物群，リザリア生物群に含まれる放散虫やストラメノパイル生物群生物群に含まれる珪藻を
観察している。このことから，DNeasy Power Soil Kit の方が，より野外サンプルからの DNA
抽出に適していると考えられた。 
 検出されるリード数の多さと生物群の多様性から，次世代シーケンサー解析に適した DNA抽
出法は，DNeasy Power Soil Kit と判断した。 
 
 
2.2.3.次世代シーケンサー解析に適した PCR 酵素 
 
 KAPA HiFi HotStart ReadyMix（2X）と KOD -Plus- Ver.2 でライブラリーを調整し，次世
代シーケンサー解析に適した PCR 酵素を検討した。KAPA HiFi HotStart ReadyMix （2X）
と KOD -Plus- Ver.2 では，場合によって検出されるリード数に差があった（図 5-9 Aa，Ab）。
一方，検出される生物群はほとんど同じであった（図 5-9 Aa，Ab）。 
 次世代シーケンサー解析に適した PCR 酵素は，KOD -Plus- Ver.2 とした。 
 
 
2.3.大阪湾に生息するラビリンチュラ類の群集構造解析 
 
 2016 年 3 月から，大阪湾の湾央と湾奥においてサンプリング調査を行った。そのうち，2017
年 5 月から 2018 年 4 月に採取した表層水と底層水から，次世代シーケンサー解析でプランク
トンの群集構造解析を行った。 
 大阪湾全体では，多様なラビリンチュラ類が 1 年間を通して普遍的に生息していることが明
らかになった。 
 本研究では，2つの方法でラビリンチュラ類を分類した。 
 Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいて分類した場合，ラビリンチュラ類
として同定された 138 OTUs のうち，狭義のヤブレツボカビ類が 84 OTUs，オブロンギキト
リウム類が 35 OTUs ，アプラノキトリウム類が 16 OTUs であった。 
 Pan et al.（2017）に基づいて分類した場合，大阪湾には 19 の分類群が生息していることが
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明らかになった。OTUが多かった分類群は，17OTUsが検出されたOblongichytrium，15OTUs
が検出されたAplanochytriumである。新しい系統群も検出され，LAB2とThraustochytriidae 
SEK690 がそれぞれ 8 OTUs，LAB7 が 7 OTUs，LAB17 と LAB4 がそれぞれ 5 OTUs，LAB8
と LAB14が 3 OTUs，Amphifilidae group，LAB5，LAB15，Thraustochytriidaeが 2 OTUs，
Aurantiochytrium，LAB1，LAB9，，LAB10，Labyrinthulida ANT10_3，Ulkenia が 1 OTU
検出された。 
 
 また，Ueda et al.（2015）と Honda et al.（1999）に基づいた分類では，3つの系統群（オ
ブロンギキトリウム類，アプラノキトリウム類，狭義のヤブレツボカビ類）が全ラビリンチュラ
類のリード数のうち，ほぼ 100%を占め，狭義のラビリンチュラ類は検出されなかった（図 5-
10 a）。湾央の表層では，アプラノキトリウム類が 53.0％（0.0％～100.0％），オブロンギキト
リウム類が 22.6％（0.0％～65.5％），狭義のヤブレツボカビ類が 24.3％（0.0％～100.0％）
を占めた。湾央の底層では，アプラノキトリウム類が 48.4％（4.0％～100.0％），オブロンギ
キトリウム類が 40.7％（0.0％～96.0％），狭義のヤブレツボカビ類が 10.6％（0.0～30.8％）
を占めた。湾奥の表層では，アプラノキトリウム類が 61.3％（0.0％～100.0％），オブロンギ
キトリウム類が10.6％（0.0％～71.0％），狭義のヤブレツボカビ類が28.1％（0.0％～100.0％）
を占めた。湾奥の底層では，アプラノキトリウム類が 32.7％（0.0％～72.2％），オブロンギキ
トリウム類が 59.4％（0.0％～84.8％），狭義のヤブレツボカビ類が 7.8％（0.0～100.0％）を
占めた。 
 Pan et al.（2017）に基づいた分類では，表層と底層で優占してる系統群が異なった。表層で
は，Aplanochytrium，Oblongichytrium，Ulkenia が，一方の底層では，Aplanochytrium，
LAB7，Oblongichytrium が全ラビリンチュラ類のリード数のうち，大部分を占めた（5-10 b）。
湾央の表層では，Aplanochytrium が 69.2％（0.0％～100.0%），Oblongichytrium が 10.0％
（0.0％～66.7%），Ulkenia が 8.9％（0.0％～100.0％）を占めた。湾央の底層では，
Aplanochytrium が 59.2％（11.1％～100.0%），LAB7 が 12.3％（0.0％～60.0%），
Oblongichytrium が 20.5％（0.0％～88.9％）を占めた。湾奥の表層では，Aplanochytrium
が 65.7％（0.0％～100.0%），Oblongichytrium が 10.3％（0.0％～71.0%），Ulkenia が 9.4％
（0.0％～100.0％）を占めた。湾奥の底層では，Aplanochytrium が 51.4％（0.0％～100.0%），
LAB7 が 20.1％（0.0％～100.0%），Oblongichytrium が 15.8％（0.0％～90.9％）を占めた。 
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3.考察 
 
3.1.TARA OCEANS のデータ解析 
 
3.1.1.Aplanochytrium 系統群の集合体形成 
 
 これまでに，環境中でヤブレツボカビ類の集合体が観察されている。１例目は，ハワイ沖にお
けるアクリフラビン直接計数法による調査であり，マリンスノーからヤブレツボカビ類が検出
された（Li et al. 2013）。２例目は，北大西洋におけるラビリンチュラ類特異的なプローブ（Lab-
Y）を使用した CARD-FISH による調査であり，マリンスノーからヤブレツボカビ類が検出され
た（Bochdansky et al. 2016）。本研究では，世界中の海洋を対象に行われた海洋プランクト
ンの群集構造解析である TARA OCEANS の解析を行った。その結果，世界中の海洋から採取
したサンプルで，Aplanochytriumの栄養細胞以上の大きさのサイズ画分からAplanochytrium
が検出された（図 5-7）。これは，世界中の海洋で，Aplanochytrium がコロニーや植物プラン
クトンとの集合体を形成している可能性や，動物プランクトンに捕食されて消化管に残留して
いる可能性を示している。  
 
 
3.1.2.Aplanochytrium 系統群と植物プランクトン，動物プランクトンのリード数の相関 
 
 世界中の海洋を対象に行われた海洋プランクトンの群集構造解析である TARA OCEANS の
解析を行った結果，ほとんどすべてのサンプリング地点において，オブロンギキトリウム類，ア
プラノキトリウム類，狭義のラビリンチュラ類が主要な構成系統群であることが明らかになっ
た（図 5-3）。また，珪藻に対するラビリンチュラ類の割合は，いずれの水深でも 10%程度であ
った（図 5-4）。系統群ごとに１細胞あたりの 18S rDNA コピー数に差があり，同じ生物群でも
属や種によって差がある（Prokopowich et al. 2003，Zhu et al. 2005，Godhe et al. 2008，
Gong et al. 2013，Hariganeya et al. 2013）。そのため，18S rDNA コピー数をそのまま細
胞数に換算することはできない。しかし，アプラノキトリウム類の 18S rDNA コピー数が，海
洋の主要な一次生産者である珪藻（Leblanc et al. 2012）の 10％に相当し，アプラノキトリウ
ム類が，海洋生態系に大きな影響を与えていると考えられる。 
 また，アプラノキトリウム類のリード数は，緑藻と渦鞭毛藻類を除く光合成生物のリード数と
わずかに正の相関があった（図 5-8）。緑藻である Pyramimonas （プラシノ藻），光合成生物
である Pleurochrysis（ハプト藻）からも栄養を摂取している様子が観察されており（2018 年
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度 甲南大学 卒業研究生 茂木 大地氏 私信），緑藻や光合成生物のリード数と正の相関がある
ことは妥当な結果として理解できる。一方，Aplanochytrium は珪藻から栄養摂取できること
が明らかになったが，珪藻のリード数と正の相関はないという結果となった。 
 ハプト藻は海洋の主要な一次生産者であり，重要な役割を果たしている（Andersen et al. 
1996）。近年の人工衛星（SeaWiFS）による大規模な海洋調査では，ハプト藻の年間現存量は，
珪藻の 2倍に匹敵する 2.5×109 kg Chla であると推定されている（Liu et al. 2009）。さらに，
ハプト藻は珪藻が希薄な外洋にも分布していると報告されている（Liu et al. 2009）。
Aplanochytrium が珪藻だけでなくハプト藻からも栄養摂取できることから，沿岸域だけでな
く，珪藻が希薄な外洋でも生息できると推測される。 
 
 
3.2.大阪湾に生息するプランクトンの群集構造解析 
 
 大阪湾においてヤブレツボカビ類の細胞密度と構成系統群の継続的な調査が行われた（Ueda 
et al. 2015）。その結果，季節によって出現するヤブレツボカビ類の系統群が移り変わっており，
夏 か ら 秋 に か け て Aplanochytrium sp. が ， 春 と 秋 か ら 冬 に か け て unidentified 
thraustochytrid 3b が，不定期に Oblongichytrium sp. 2 が出現していることが明らかにな
った。Ueda et al.（2015）では，マツ花粉MPN法によってヤブレツボカビ類の現存量が推定
されている。この方法は，マツ花粉で釣りあげたヤブレツボカビ類を寒天培地で培養することで，
確立的にヤブレツボカビ類の細胞密度を推定する方法である。ヤブレツボカビ類がマツ花粉へ
の走化性をもつこと，寒天培地上で増殖することが前提となる。そのため，ヤブレツボカビ類が
マツ花粉への走化性をもつこと，抗生物質を含む寒天培地上で増殖することが前提となること
から，マツ花粉MPN法による調査では，見過ごされている系統群が存在すると考えられる。本
研究では，次世代シーケンサー解析を行うことで，より正確なラビリンチュラ類の群集構造の把
握を目指した。 
 次世代シーケンサー解析の結果，大阪湾では，ラビリンチュラ類は 1 年間を通して普遍的に
存在していること，Aplanochytrium と Oblongichytrium は高頻度に検出され，大阪湾の主要
系統群であることが明らかになった。この結果は，Ueda et al.（2015）によって行われたマツ
花粉MPNによる調査結果と一致した。さらに，Pan et al.（2017）によって新たに認識された
系統群である LAB7 が高頻度に出現した。また，ラビリンチュラ類の構成系統群は季節変動し
ており，Aplanochytrium は年間を通して，Oblongichytrium は秋から冬にかけて，LAB7 は
不定期に出現していることが明らかになった。さらに，表層と底層の両方から検出される系統群
と一方の層でしか検出されない系統群が存在した。Aplanochytrium，Oblongichytrium，LAB2
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は表層でも底層でも検出されたが，Ulkenia と LAB4 は表層からしか検出されなかった。この
ことから，ラビリンチュラ類は，系統群ごとに適した水温や塩分が違い，棲み分けを行っている
と考えられた。 
 本研究の次世代シーケンサー解析による調査と Ueda et al.（2015）によるマツ花粉MPN法
による調査では，ラビリンチュラ類の構成系統群の季節変動に違いがみられた。マツ花粉MPN
による調査では，Aplanochytrium は夏から秋にかけて出現することが明らかになった（Ueda 
et al. 2015）。しかし，本研究で行った次世代シーケンサー解析による調査では，1年間を通し
て検出された。また，マツ花粉MPNによる調査によって Oblongichytrium が不定期に検出さ
れていたが（Ueda et al. 2015），本研究で行った次世代シーケンサー解析による調査の結果，
秋から冬に検出された。出現する時期が長くなったことは，ラビリンチュラ類を検出する手法の
違いによると考えられた。前述したように，マツ花粉MPN法では，検出されやすい系統群とさ
れにくい系統群が存在し，把握できるラビリンチュラ類の系統群に偏りがでてしまうと考えら
れる。一方，次世代シーケンサー解析は，環境 DNAから群集構造を解析するため，把握できる
ラビリンチュラ類の系統群に偏りが少ないと考えられる。本研究では，環境 DNAからラビリン
チュラ類の群集構造解析を行うことで，培養法では検出が困難な系統群の検出と季節変動をよ
り詳細に把握することができた。しかし，次世代シーケンサー解析では，ラビリンチュラ類の状
態を把握することができない。例えば，マツ花粉MPN法は生きている細胞のみを検出すること
ができるが，次世代シーケンサー解析は生きている細胞だけでなく死んでいる細胞も検出して
しまう可能性が高い。また，動物プランクトンの消化管内に残留しているラビリンチュラ類や糞
便内のラビリンチュラ類も検出してしまうと考えられる。次世代シーケンサー解析だけでなく，
FISH やアクリフラビン直接計数法などで野外サンプルを観察することで，ラビリンチュラ類の
環境中での状態を把握する必要がある。 
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図5-1.2段階 PCR によるライブラリー調整 
 
2段階 PCR によってライブラリーを調整した。標的とする領域に特異的な配列とアダプター配列を含む
プライマーを用いた 1st PCR を行った。 次に，得られたアンプリコンを精製し，アンプリコン配列と
インデックス配列を含むプライマーを用いて 2nd PCR を行った。得られたアンプリコンを精製し，次
世代シーケンサー解析を行った。  

18S rDNA 
フォワードプライマー 

リバースプライマー 
PCRによって，標的とする領域を増幅する 

アガロースゲル電気泳動によって，アンプリコンを確認 

アンプリコンの精製 

PCRによって，インデックス配列を付加する 

アンプリコンの精製 

アガロースゲル電気泳動によって，アンプリコンを確認 

次世代シーケンサー解析 
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狭義のヤブレツボカビ類

オブロンギキトリウム類

図5-2.系統群の凡例

（a） Ueda et al.（2015），
Honda et al.（1999）に基づいた分類

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
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（A）表層水［surface：SUR］

図5-3. 
TARA OCEANSの全サンプリング地点におけるラビリンチュラ類の主要な系統群の相対的な割合

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］
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（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
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（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
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図5-3. 
TARA OCEANSの全サンプリング地点におけるラビリンチュラ類の主要な系統群の相対的な割合（続き）

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
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図5-3. 
TARA OCEANSの全サンプリング地点におけるラビリンチュラ類の主要な系統群の相対的な割合（続き）

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
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SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類

（C）表層とクロロフィル最大層を併せた場合
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NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
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SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］
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図5-4.TARA OCEANSの全サンプリング地点における珪藻に対するラビリンチュラ類の割合（続き）

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類

（B）クロロフィル最大層［deep chlorophyll maximum：DCM］
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図5-4.TARA OCEANSの全サンプリング地点における珪藻に対するラビリンチュラ類の割合（続き）

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類

（C）表層とクロロフィル最大層を併せた場合
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（A）表層［surface：SUR］

図5-5.TARA OCEANSの全サンプリング地点における全生物に対するラビリンチュラ類の割合

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
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図5-5.TARA OCEANSの全サンプリング地点における全生物に対するラビリンチュラ類の割合（続き）

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類

（B）クロロフィル最大層［deep chlorophyll maximum：DCM］
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図5-5.TARA OCEANSの全サンプリング地点における全生物に対するラビリンチュラ類の割合（続き）

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類

第5章 次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4.図表

117



図5-6.
TARA OCEANSの全サンプリング地点における解析結果（A：表層，B：クロロフィル最大層）
と平均（C）

（1）ラビリンチュラ類の主要な系統群の相対的な割合
（2）珪藻に対するビリンチュラ類の割合
（3）すべての生物に対するラビリンチュラ類の割合

SUR：表層水
DCM：クロロフィル最大層
SUR+DCM：表層とクロロフィル最大層を併せた場合

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
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図5-7.各サイズ分画の相対的な寄与

Aplanochytrium が環境中で集合体を形成している可能性を検討するため，＜20μm，
20~80μm，180~2,000μmの3つのサイズの画分に分けて，それぞれのサイズ画分が寄与
する割合を算出した。サンプリング地点82は，孔径180μmのフィルター代わりに200μm
のフィルターを使用している。

NA：北大西洋［North Atlantic Ocean］
MS：地中海［Mediterranean Sea］
RS：紅海［Red Sea］
IO：インド洋［Indian ocean］
SAO：南大西洋［South Atlantic Ocean］
SO：南極海［South Ocean］
SPO：南太平洋［South Pacific Ocean］
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図5-8.Aplanochytrium と被捕食者/捕食者の相関関係

Aplanochytriumと捕食-被食の関係にある生物との相関を把握するために，Aplanochytrium のリード
数が豊富なサンプリング地点上位30位を対象とし，Aplanochytrium のリード数と，光合成生物（渦鞭
毛藻類を除く），珪藻，緑藻，カイアシ類のそれぞれのリード数との相関分析を行った。

（A）渦鞭毛藻類を除く光合成生物 （r=0.388，p=0.034）
（B）珪藻 （r=0.323，p=0.081）
（C）緑藻 （r=0.535，p=0.002）
（D）カイアシ類（r=0.123，p=0.517）

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
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（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類

10
5

10
5

10
5

10
6

（A）

（C）

（B）

（D）

図5-8.Aplanochytrium と被捕食者/捕食者の相関関係（続き）

Aplanochytriumと捕食-被食の関係にある生物との相関を把握するために，Aplanochytrium のリード
数が豊富なサンプリング地点上位30位を対象とし，Aplanochytrium のリード数と，光合成生物（渦鞭
毛藻類を除く），珪藻，緑藻，カイアシ類のそれぞれのリード数との相関分析を行った。

（A）渦鞭毛藻類を除く光合成生物 （r=0.401，p=0.028）
（B）珪藻 （r=0.341，p=0.065）
（C）緑藻 （r=0.552，p=0.002）
（D）カイアシ類（r=0.160，p=0.399）
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図5-9.次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析に向けた取り組み

1st PCRで使用する1st PCRプライマー，次世代シーケンサーに適したDNA抽出法，PCR酵素
を検討した。検出されるリード数の多さと生物群の多様性から，次世代シーケンサー解析に適し
ているかを判断した。
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図5-9.次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析に向けた取り組み（続き）

1st PCRで使用する1st PCRプライマー，次世代シーケンサーに適したDNA抽出法，PCR酵素
を検討した。検出されるリード数の多さと生物群の多様性から，次世代シーケンサー解析に適し
ているかを判断した。
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図5-10.次世代シーケンサー解析でラビリンチュラ類の群集構造解析

次世代シーケンサー解析によって，大阪湾に生息するラビリンチュラ類の群集構造解析を行った。
ラビリンチュラ類の主要な系統群の相対的な割合を示す。

（a） Ueda et al. 2015，Honda et al. 1999に基づいた分類
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図5-10.次世代シーケンサー解析でラビリンチュラ類の群集構造解析（続き）

次世代シーケンサー解析によって，大阪湾に生息するラビリンチュラ類の群集構造解析を行った。
ラビリンチュラ類の主要な系統群の相対的な割合を示す。
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OUT # OUT code # of read
1 4bdd337dc496d45cfd1f62f0cd51b8d1 58497
2 1ff80d085fd6b76bc4fd9ae683b2838f 1252
3 805bf64c779619c75e161f17de75901e 478
4 962055636af95d80ae08dd1ba4ea360e 386
5 675324ab17b10b7ac11fa7698e490896 357
6 78d823d2d81ae3251e72d9f4ba360c62 357
7 efd98c9e0af5b20e281b46b2bba2b596 291
8 ea1607b0181b3181796d9d859024fc24 277
9 e2db29d2f18ca3678c8ee3420bd5cc16 239
10 ed2c863bf4bbad1afffb4935233ec363 219
11 1f658b5910bc5fb6bf54270e882f1c8c 211
12 fded7939edd5fcd5044d1a1c54323ba7 128
13 70c6d58dbe226b9648043ebe2cf17acb 118
14 44fa63447a971cad23515284a4f6b887 112
15 72bc078fcd56964d69479cf05f011317 100
16 67f0daa6d6fadb911f4949cf7f20d6f3 74
17 b4467ceacda741ca130dde56302caa7b 48
18 9127dfec0dde3bd91e248c833a5c9716 38
19 60c67c1aee5f36f7e8a638d35d2f0886 27
20 f980c4ed1550359a29c5c413bfc23c19 18
21 08c3c5adfbbb14e9bf1819465d2e3453 17
22 1cf040143d2601123731ec130801d1ff 14
23 bcbffe8f41ab6bd611ab4d25fc14114b 13
24 751e79dd4462a49a486d3ea4b0b253f7 12
25 dd60bd20c1aea411263ea40a65bf0b72 12
26 e68d515d76058ffbf4c57a920f3d529c 12
27 cc23c29e51d515db63f0e577131b8fad 9
28 982679211a910a1d4e4e080f7932aab3 8
29 e3b8f0c27eedfa4701af58d4a6eed93f 8
30 86864f712cd44a19603118ecfd2998f2 7
31 b7d1e2dcb79f3061d1a25e8ddbd72cd5 7
32 0258763ddbf7c5f72409234f8362f5f0 6
33 50c8dd31a46b56821889968cc8ec002b 5
34 b23e3f0f0a3f42e4ce99fcacc2c185ae 5
35 73f0937bae7e99a39fd4114584557b72 4
36 c49e15bd13b324de6b75100220957c84 4
37 cfc43f1be533bd672ad6e021f19eafa6 4
38 1d1f20432346572a1385e68fe22763ee 3
39 3424673363b30d95cab284c229352a67 3
40 5fe7964b6afb006149af09d0501baea9 3
41 608f16d278b2ca80bb9c4553f28452c1 3
42 7c11beedd1493d4b45a24881dff67b47 3
43 496fcf3a63d99e662e56230ec7653edc 2
44 1c1bcdc4a786f9a335c41ad71385a3ad 1
45 5133d7c348cc35e0eae8452f97a9d60a 1

アプラノキトリウム類

表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs
（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
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オブロンギキトリウム類

OUT # OUT code # of read
46 a17905132d3331696d69a6eec215b165 33670
47 0e1868375a02a9fc540f85bb6b80505c 26278
48 bedcd7f6edb5ef006a5dcec216b61684 8169
49 ed94b9b25767a068ffe0bf91f36207b6 1918
50 338a28778065fe0657e66e8153ca0dd8 692
51 e75485294619fd885c8e48be0caec93f 533
52 e6abbec2c843054bea7762f48e8d444e 407
53 1211ceba4f9a57ebc9e45854c20b1b6d 331
54 d71cf53db823f269b7aa3a605395eaa8 268
55 5bc4cd01621b4b9231f1b148732a8dc7 236
56 f3746150301cdac46b6c496e50bd7386 203
57 a2b282ff32610de026a7d9d5cd53c8b9 183
58 1987cef92ab9c78f2d95b69f82d8e0b9 173
59 a9ecdc8c856a80f45d25ab67cef65ed4 162
60 bceccd928e1f78fb949a52187792c54e 104
61 9aa288360d4808b5be9adf0fd3c1f5b9 81
62 bd8d2b26d56b17fb8a2b068b8228cee5 61
63 e7be89637e3bf5aaaa47b9426e7d4ed1 28
64 4ff215d9703ffe03ffeda797a1c864a6 23
65 9884306e46612502c6228cc4d126b914 23
66 558b0b95520fc8acbfab2e2d91add871 21
67 29add138cdb5b8c01dd63a5c6247f8e7 19
68 a0bde2b89286e7125b5585cadc4282aa 19
69 f0311a7af3a016256e6e3236f4b7f050 17
70 5b6fa9ab4d87e485c94b7e06c51900e2 15
71 b9fe46271e5369aaa215b836db8059e1 12
72 634bf915c98e17a80ac8ac86c74a9057 11
73 a7a087fbe89374eedbc67516528512bf 10
74 5cc9b8571c28c668ae28d2876724f053 8
75 0ad9e32d01ddc60dfcd57d4e9116d6ce 7
76 7d567fa706e81bd68a2741639b79ed44 7
77 2332821f6297a6866bae2b5844074a75 6
78 7d340630552cd7464a51e8a495b7cdbd 6
79 be17c93cf1acbd5f50ec261c2bf1552c 6
80 3f79fb94bf9b55ede32ce12304294ecd 5
81 570facf3eb2ed66b3c26dbef4cfc2f85 5
82 b3075691009b51e1c4efd621d21afc7c 5
83 c4336e625cfb0080be64e8103ee912e2 5
84 d0d6b9c699e9e87f27cbcb495b05e061 5
85 e9ee8df9254e7e6ba5d91b8e63a3864a 5
86 1f083c7da57aa74567d70af7af45a009 4
87 3085443d7ceee391ec3bbfc22edbbade 4
88 4a561ae9ef865304c18cdd8fe4991213 4
89 84e8ea9092c35b4143ffb3ea77eaa603 4
90 9f9fd2706aa7d02d717e49728e83f379 4

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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オブロンギキトリウム類

OUT # OUT code # of read
91 bd9395ff3879751cd074a60694bb09e3 4
92 f9a8a81f66870d0616a1566256ae95ef 4
93 1618798f865a8a56817b36a4213a85f9 3
94 3957d6a1fbcc1240159f7ddc37024090 3
95 6aca984d2cc5d36318dcbc812f1b99f4 3
96 7942f1d88381bdfbdebe99a10561bc73 3
97 7b27093121b182e1a5531581a7f304e6 3
98 986fa4e19e0b1edc10222fd65bc7049b 3
99 9ecd6060d836de6a04c438c93eaf270a 3
100 c2f17c2fa57e5dd4200541449d823cc9 3
101 c6e45ccf913e289d8c6edbbec968bd71 3
102 cceaf6f4244957c852268e719756b011 3
103 f2de9883cf5a01373c4be70c6873fe37 3
104 38c4dfc755cc4a3cdd94e941cedbd246 2
105 7542f5d7334d1ca30b0163d8c4d0d25a 1

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
106 264b99017913aec3e7160a25b071aa71 22018
107 d3e1bbe4c5a6906e7794e528abbdd40e 12083
108 ed77a91dca6408bedfdbc6805e1f3bc3 10822
109 a7607486fb7d05b4edf332c228a5b74a 8483
110 358eca818ab8d85290d9ae4003e5086a 7661
111 8a849dbbb3a48634e74e00b509617dcc 3254
112 942f2796eaf505c0ef0bd03ca7da10a4 2916
113 f513214b061518e07b3c25ffb135af4d 2653
114 6f17f30cc973169296b137122835dfcb 2461
115 c0a61cd47f4ec8515a128fc8ea071c2e 2037
116 45f243aa1b74378224828726523899b1 1239
117 6db17c966368eb25675bb5cc4706e605 1232
118 f0e927105b237e2194dd04db415729da 1110
119 72e2c282f089af75298a19e78a99ee76 833
120 4c5b892187c4f5e077d25122484fcf9c 584
121 a8cb5bbd976961b73afffaf50c6efe33 500
122 b9a2c6a6391be79300b6b89281be2dae 287
123 051ccbc9d546bae7505e0d05eccb3c16 248
124 289ae5ecdf612791883395622131b37e 216
125 da7d67354de72a8bda1fc5aa4c20c815 209
126 c8824a94780fcfad10667e4860808810 142
127 2b8e510c0b1034cc704d2baeb620546e 125
128 a8400533d62ee29bd87bc4e1d5123009 120
129 d672245b2601f5201513bdfac86aa117 111
130 69c33b6162f698b68110ecd292467d81 104
131 87f0a7af8806c6d263b86bfde796ab4b 94
132 e5448c565a45c8fde1b430acddef0dbb 88
133 5f219168f3260aa1c223b122a6e6d11e 87
134 6eece825b4e0f4a0378380c395a2e6b4 87
135 a82dcba4d3fba6bcdd3bbb209b70fc93 80
136 53ba4cef714818dc2281921efa9efae1 77
137 c4f0977c771c835b703637331853860e 71
138 8b5b85cad5c6744a0c25327c263f75a9 64
139 5432141d842320b74732c757e598168b 63
140 35fb282422a76d6d3c9573c025d6b5dd 62
141 d5d726340546001a186dee9e584e5206 48
142 347b76d983446186d046124e700ee5f3 44
143 be216fa40bba28fedb50b41c5c897fa0 38
144 0fbdff7e8d4bf380b348a0e0803628a4 33
145 930f55cb9beb75cbb9d46932b48bf2d9 32
146 b14d763c89057214c78c6cc4d66c90e7 32
147 228fc867f22b2e9748d9a6f64b3bb502 30
148 2fdc9e38619390db697c7a0e55a8e8ec 27
149 e317bdb07b2277d6f38b11cf2847d3bb 27
150 e022bcc682cb23ee1d5ec23cc2d2e642 23
151 84290e5ebf2db78c20e78769666a8bc5 21

狭義のラビリンチュラ類

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
152 afeb5a012c84ec4c88a1ef02a89f68b0 21
153 fe5e6068e622bd103852be3788e61955 20
154 1e3c38650ceef171916e4ab299f907d3 19
155 f54a0835e96a4d52b8b3e55113dfa355 16
156 f7cdf2c59586003356ff11aa2f3570bd 16
157 c377e49ea7defcaa8f453291ce2efdbc 15
158 b022d677e43538295afe36c8e024d316 14
159 eab2f1aa1aafab4377ea77ebcabf7510 14
160 bd8dbbb6f1fea9151fad5b5909802b6c 13
161 788facf36c5eaa912341190a036dc4ed 12
162 7b1a1b8dc29cf4e3bf8d282b6dec0add 11
163 ea7e0fbeff1eb69146cf2a36cf6767d6 11
164 15f9f04423419e623923acdbc2ac7473 10
165 ad4e6897084ca7172afbb3195863bade 10
166 17b576e03b681d00538e4c23c079074c 9
167 de008654a3231fc6753822ee634a1fa6 9
168 b1eb0b2abf33b7a4797ec09c7bd1d3f8 8
169 0cd78adfa4b1d40552b3258294c82852 7
170 2eb12d9e73c9c743e1fb8b0af91faddf 7
171 400eca555a6aac3d3b573873d4129a4f 7
172 8ffd6e2e184466d38a0a59f6228cadbe 7
173 af5c28866ba12699e24b684ff29b21d7 7
174 bedc05ab66c4357518ade80de202377c 7
175 2e78ebbf54b4ed94131e291eb8184952 6
176 56fbda71b1f00c698b5fb34f04b2859e 6
177 d647e22c19001a7e02c87aecab529c47 6
178 08ca241c7ee0b9e6a692c099f6ae9e36 5
179 30ec7d34beeb9dcd9ae4061bf46cd2f0 5
180 b77b7763bf7f6f108abf76adf052b3ce 5
181 ce36b94ac646863e5efa706d2ec4cc99 5
182 49752c0296cef63c93e59891a1dacc7f 4
183 4abff421370ba938ae6ddbae0f4ea96e 4
184 9121c4979e950862cf009931b3b172fa 4
185 9d3e512bb2a7d0e49cbab1b6188f669f 4
186 17304bceac9c48c100ec5ebec1c84185 3
187 522decfee9792f80c2c1ab392fbefedb 3
188 6a312634e3382571514340be08845a45 3
189 8b21d8fa948eb450037afa06974c8151 3
190 9851f810f1b5386058ca6c54cbaca6ff 3
191 9f904d2773dd98609c915bae36303011 3
192 c202b4322985cbac009f4bea6bb72a0f 3
193 d60408ddc60b861955d2c4a64f8847d2 3
194 da21275586904767dd086a8638a399cc 3
195 fe2c5474f78915d5d8d2e94a20d25b18 3
196 74871db2bb08cd28925cfcbdcd0e114a 2
197 81c926614a516cca004c57828b9032d4 2
198 5534b78f9f1e90d1a2e756fa3991da07 1
199 5ac79d7e7ff5e4ecabaf6ecda39302dc 1

狭義のラビリンチュラ類

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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狭義のヤブレツボカビ類

OUT # OUT code # of read
200 26294f5e4628e4c0fca3f178da8c072d 5057
201 f21685ef9b790b07a2f30b8ee7b1a0f3 4530
202 0a5dd510964f46fb23a21da7f1fb8805 4104
203 8cdf9b02964933a64d5302bc7cc2ced2 3765
204 2ad10341bffd942240975ec138631035 1480
205 24c4aac3e9a4df4d59493b61f5079f87 1383
206 6ace4910bceb8de9cb633d8b38f802af 1258
207 cd6390e79303cf15bc0a8d10076e9627 1115
208 5e5dab6352a31f604a474b0df827ae66 917
209 aa4038c91c85e43ac89684f2dcb7c8b6 886
210 7136f3cec9cb5a8b7baa3e4ce8d1730c 804
211 1442449d02e004bf3e3e17007d35b29c 743
212 d21d64dff88db2a0c5999ca095f46d0e 741
213 2bd45d34e946524feff8e6101fa2d501 689
214 6e6102cf3173e36f8ce8ad338dd1eb49 657
215 956bf69b5499ea4da9207cf54a1d64c4 531
216 0ac956c966c39217b25085e9fa150e60 460
217 0c7084497edde2fd2b44cce92b07447e 389
218 e479e3ff527fd44c1a12af16a0fa8af0 329
219 efac8354d64af38ae5b698981e3076ba 317
220 bbd7bb2237db0576145549d075725ca5 311
221 ce15e72562b272ae14f71a6b1359cec4 309
222 cd65d99d0f60bac42e5ef8e348b554e6 278
223 7fcedae1d51b27ea843d1368912db27b 277
224 40bec14a1f2f39ecd94f9998d4537362 241
225 00fb3357eb0441cdd1e54c19e917daf1 223
226 2a40476a358ddcbcfefcff1cca178d36 213
227 9a62b71ac68a33e1afe12c60d77b8923 191
228 a87de179e0c31d9bc5dc526e66c56c3e 188
229 d62e2095fe8dff5049927d0b9c17ed3b 183
230 cbdeb2bb6b6ec92ed9f63a07331da237 179
231 9a99b618a516b9d68880697b58de2e8c 177
232 bcd2c47f7fa282bd8e1c1e49d31ccaa4 175
233 0b89bbd1fc642fe86251b5366d835415 174
234 306df1d946c7a53a39de1c06aef7e1e9 161
235 67d41fff32592ec5a19597d45bdc3c4a 155
236 282ef4a0bf90843336f8778b5cf5b1ee 142
237 a63898738247b4ffc93fd69fe18016f7 106
238 7c24390333831951073ad140c7f6a824 102
239 55dc61b290ae216af8d74461560730d1 101
240 6d7a62acbcf4aabe317a05b91e78c333 84
241 a6dcf2c25d92ce1790cd2d42124708cb 82
242 2c601f0ba97aa7b0eb0d0eb9003f979a 81
243 17a469f3c6ce1b0d6323d891f252aeab 79
244 bd9fcd968388d2005ae3eedc5de387ee 72
245 e0347448c702e04ee200c4074ee6a52f 68

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
246 355f68a64d7f9ab83b6530f282aa8124 64
247 8550f4732b1efb4cefbd392469e428a3 63
248 9329832be86642566fd56ffeb151cd5f 55
249 3f573ed06f0c693799cd7d1af20486b2 52
250 06bf8cde5f6ab29e929fb141a16eb32a 51
251 3dc43adfd02ecfc780728967e361e8b2 49
252 c911080e2d16b7964ce90598d2cf0b23 35
253 03063b95d45f9247148b06e429208f7d 32
254 4db6c85271102e12ab84d973a58a958c 30
255 59159c8782196051707cdceddae1f171 30
256 e39dbd80302fdecb8f0e05da74fe7933 28
257 a8a0a6ff46bc23963aeb7db544958df1 27
258 c2905e0dfc38871c1c28a4de871c12e4 26
259 bd5c31a072560b9f64d88ad244726260 25
260 64fc6964f6ebae1a1077603095e51962 23
261 56ccee4a62b66c59a960b865ac78832e 22
262 6679a8cabb1992747e80ab8457930da9 19
263 fd31193897f456b3c2d87fb3bd8ddecc 18
264 6093e61f4291fad285b28bb9594b8e07 15
265 216275b3605d0325507387626ee14ae8 14
266 38b70e4e935fb2f94c62e415487b7b63 14
267 2cd155d681d618fc5cd3e282f160ec2b 13
268 d6690d7eccdc4133f93c297ba39dec32 13
269 6f3e3a30d0295c42dd34dc247da52866 12
270 2bf010eac293bea132777efaedfadd33 11
271 b6a69bf1a3ef5743b64b90f2666abb27 11
272 20dfc92addffe3a7b9902e33582bfa29 10
273 220e2b42c57b220b9baf1c25aec71367 10
274 274f53cc9853b636e17b78f07aa337c0 10
275 5bc93f63389065957de48d367a73774f 10
276 81f3a6e8e2d63ddc50e15d3dc12ec72a 10
277 e696e3ac85389d1f8fbf1d8b900efb2c 10
278 f765c9fb6bfc171b3c43932c4187d2f8 10
279 2685737d5518272e46d2c93e7d29165e 9
280 3583d2dedc48e5df7070846b82f579b8 9
281 c5b83c2adcdbd7295d46ea0807a44625 9
282 c8266d99083f42332ec5e293ea814a23 9
283 ce43a2d0aa00a1a2998eebcf90d72fe3 9
284 2fbed860fa8777065b0b8dccc4e06607 8
285 44981815848c59279dfa58fbeae1b56d 8
286 5fdf050d643cb9832c9cac717b0c4c84 8
287 960e329b247488e17b050f7819d3af87 8
288 b2158de2410e236c22dee84789023fc5 8
289 02d9d420997fb05bca066de981c273eb 7
290 0e3284c463b497396ac21f27f963cad1 7
291 7454b5a766973da8222e256e2d925c22 7

狭義のヤブレツボカビ類

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
292 952205d58d0460c0f9852b37d6a8eafd 7
293 a3540c5d3780c042ee5584fd259925b4 7
294 87ab5b9cb3749b1b54b813059408eef5 6
295 9a2779ce17f5e83cd310e0c6087bca5f 6
296 bef8488549a5a9582035a0dc0ddf7737 6
297 da2d7f908e1f4dad4413dfa225e3268e 6
298 3e48576f56f13fc00fa74451b60b8ca8 5
299 3e61328489e786e9e85767351db0c1e9 5
300 6232e36d676f5ac5eaad06b0c1545483 5
301 7a7d17c31fef2499b690513d826ef81a 5
302 bc372a29ec3be4dc90d5826b2abc6452 5
303 d26d849dc766b5a05ba5927376177136 5
304 04e8f8e48dd73fb4a8a4646d53524529 4
305 1283f0573f01d5b31d4a059e3fce082b 4
306 13ee9c93351e0a0f18c1d477225c4109 4
307 40c799f626f435eb9336cae6c231252e 4
308 67c5467620994f30239c8ca477299d76 4
309 b6be3c846ec003b6842ff13714224569 4
310 c624f4bd3eea28bb75b2776b04b4aeb3 4
311 d107dc310b00255801296312707de479 4
312 fb728a1b5cc79550016057e5111dbc92 4
313 fbf0de3e03b5a3e9af9f08c7f61084d5 4
314 034b3a01ce753a6b5077d5ba4d0e30e2 3
315 71c04b0e609817082860f0e0afe723c0 3
316 7ba6cefb929607d2be9ec5863c47eaa4 3
317 837fb45dae5fe73022e49da92d8afe3c 3
318 865e373a5a3562d4a0d43ec019862869 3
319 a0d8495b0da1939d9b75a4eb6034983a 3
320 b284b537e5f0a06e77ea887e50e3dc4d 3
321 ba0c81ca3445cc9045640f9b3fc44139 3
322 cae47611b83973230342edf09a4e8b41 3
323 e990191b928a55444649d39c20534d68 3
324 70efec7fd7df96541418f5a3f320cf94 2
325 a5dbf2b4aa8ab16dcf1362cc13b4daff 2
326 0c920aa401c1acdf564908e0ab47f73a 1

狭義のヤブレツボカビ類

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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外群

OUT # OUT code # of read
327 7fce6b15e0a3597a33580a339a4e2510 40342
328 5b91de13ee62b5812cd2d994738cb421 9259
329 affc5ab3f32df94b6de32808ff7d3dfb 4600
330 b27810161d5d9c509e15fb56e2ca3d03 3370
331 5092933412db8bb2d805e5bbad0cd73c 1845
332 3ffa8be3e6299c976466af643cd29736 1301
333 9c407c800629238c3f28e5d78229a537 492
334 c5591ba6cfdd4eb533dc6b7e318c7be0 367
335 03be54cd2f9c52247845211b4fdf9af1 238
336 5cf871643bbd6fa93220af51d56d84cc 178
337 247fbc7ade72d69c64b335c2e569bc7d 78
338 9767c0f097f9a709c00cb20333994277 52
339 49f4f797f88d87a5da9946e612b1e8c0 33
340 bc2d8d7a2f7bff6f2e23e71fedff2073 26
341 13508454540d62b63732c9382d46767b 16
342 099f5a59508fa46e8708c441f9baf744 11
343 8a343bf5bad6a7c51dd5616802a4c425 6
344 bd90457e41be44426f91df5140fb41b8 4
345 f2440e21e1ec5a6f567e4574c75d4412 4
346 3f55850c19b128d120ee11e5e9376858 3
347 7c0886ee20cdc2e757878c4c048cd52c 3
348 aab8158023c06ee8fab349a09af00bfe 3
349 b1db039ef1775f5cc711574f8b2554ad 3
350 29114b9f1d5dc06b78c96b126c938040 2
351 c641ae534588ea8a1239fa5637b0890e 2

（a） Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）

第5章 次世代シーケンサー解析によるプランクトンの群集構造解析 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4.図表

135



Amphifilidae group

OUT # OUT code # of read
1 bd9fcd968388d2005ae3eedc5de387ee 72
2 216275b3605d0325507387626ee14ae8 14
3 6f3e3a30d0295c42dd34dc247da52866 12
4 5fdf050d643cb9832c9cac717b0c4c84 8
5 bc372a29ec3be4dc90d5826b2abc6452 5

OUT # OUT code # of read
6 4bdd337dc496d45cfd1f62f0cd51b8d1 58497
7 942f2796eaf505c0ef0bd03ca7da10a4 2916
8 45f243aa1b74378224828726523899b1 1239
9 6db17c966368eb25675bb5cc4706e605 1232
10 cd6390e79303cf15bc0a8d10076e9627 1115
11 805bf64c779619c75e161f17de75901e 478
12 962055636af95d80ae08dd1ba4ea360e 386
13 675324ab17b10b7ac11fa7698e490896 357
14 ce15e72562b272ae14f71a6b1359cec4 309
15 ea1607b0181b3181796d9d859024fc24 277
16 e2db29d2f18ca3678c8ee3420bd5cc16 239
17 9a62b71ac68a33e1afe12c60d77b8923 191
18 2b8e510c0b1034cc704d2baeb620546e 125
19 a8400533d62ee29bd87bc4e1d5123009 120
20 70c6d58dbe226b9648043ebe2cf17acb 118
21 67f0daa6d6fadb911f4949cf7f20d6f3 74
22 d5d726340546001a186dee9e584e5206 48
23 9127dfec0dde3bd91e248c833a5c9716 38
24 228fc867f22b2e9748d9a6f64b3bb502 30
25 60c67c1aee5f36f7e8a638d35d2f0886 27
26 fe5e6068e622bd103852be3788e61955 20
27 f980c4ed1550359a29c5c413bfc23c19 18
28 fd31193897f456b3c2d87fb3bd8ddecc 18
29 751e79dd4462a49a486d3ea4b0b253f7 12
30 dd60bd20c1aea411263ea40a65bf0b72 12
31 e68d515d76058ffbf4c57a920f3d529c 12
32 274f53cc9853b636e17b78f07aa337c0 10
33 cc23c29e51d515db63f0e577131b8fad 9
34 982679211a910a1d4e4e080f7932aab3 8
35 e3b8f0c27eedfa4701af58d4a6eed93f 8
36 86864f712cd44a19603118ecfd2998f2 7
37 b7d1e2dcb79f3061d1a25e8ddbd72cd5 7
38 08ca241c7ee0b9e6a692c099f6ae9e36 5
39 b23e3f0f0a3f42e4ce99fcacc2c185ae 5
40 73f0937bae7e99a39fd4114584557b72 4

Aplanochytrium

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
41 c49e15bd13b324de6b75100220957c84 4
42 cfc43f1be533bd672ad6e021f19eafa6 4
43 1d1f20432346572a1385e68fe22763ee 3
44 5fe7964b6afb006149af09d0501baea9 3
45 608f16d278b2ca80bb9c4553f28452c1 3
46 c202b4322985cbac009f4bea6bb72a0f 3
47 496fcf3a63d99e662e56230ec7653edc 2
48 1c1bcdc4a786f9a335c41ad71385a3ad 1

Aplanochytrium

OUT # OUT code # of read
49 24c4aac3e9a4df4d59493b61f5079f87 1383
50 5e5dab6352a31f604a474b0df827ae66 917
51 67d41fff32592ec5a19597d45bdc3c4a 155

Aurantiochytrium

OUT # OUT code # of read
52 a63898738247b4ffc93fd69fe18016f7 106
53 e696e3ac85389d1f8fbf1d8b900efb2c 10
54 c624f4bd3eea28bb75b2776b04b4aeb3 4

Botryochytrium

OUT # OUT code # of read
55 6ace4910bceb8de9cb633d8b38f802af 1258
56 7136f3cec9cb5a8b7baa3e4ce8d1730c 804
57 cd65d99d0f60bac42e5ef8e348b554e6 278
58 a87de179e0c31d9bc5dc526e66c56c3e 188
59 a6dcf2c25d92ce1790cd2d42124708cb 82
60 c2905e0dfc38871c1c28a4de871c12e4 26

L. haliotidis group

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
61 c0a61cd47f4ec8515a128fc8ea071c2e 2037
62 1442449d02e004bf3e3e17007d35b29c 743
63 282ef4a0bf90843336f8778b5cf5b1ee 142
64 59159c8782196051707cdceddae1f171 30
65 fbf0de3e03b5a3e9af9f08c7f61084d5 4

LAB1

OUT # OUT code # of read
66 956bf69b5499ea4da9207cf54a1d64c4 531
67 1987cef92ab9c78f2d95b69f82d8e0b9 173
68 bceccd928e1f78fb949a52187792c54e 104
69 9aa288360d4808b5be9adf0fd3c1f5b9 81
70 a82dcba4d3fba6bcdd3bbb209b70fc93 80
71 4ff215d9703ffe03ffeda797a1c864a6 23
72 84290e5ebf2db78c20e78769666a8bc5 21
73 f54a0835e96a4d52b8b3e55113dfa355 16
74 634bf915c98e17a80ac8ac86c74a9057 11
75 1f083c7da57aa74567d70af7af45a009 4
76 9f9fd2706aa7d02d717e49728e83f379 4
77 1618798f865a8a56817b36a4213a85f9 3
78 3957d6a1fbcc1240159f7ddc37024090 3
79 7b27093121b182e1a5531581a7f304e6 3
80 0c920aa401c1acdf564908e0ab47f73a 1

LAB4

OUT # OUT code # of read
81 6e6102cf3173e36f8ce8ad338dd1eb49 657
82 35fb282422a76d6d3c9573c025d6b5dd 62
83 2eb12d9e73c9c743e1fb8b0af91faddf 7
84 9a2779ce17f5e83cd310e0c6087bca5f 6
85 bef8488549a5a9582035a0dc0ddf7737 6
86 6232e36d676f5ac5eaad06b0c1545483 5
87 7a7d17c31fef2499b690513d826ef81a 5
88 13ee9c93351e0a0f18c1d477225c4109 4
89 40c799f626f435eb9336cae6c231252e 4
90 fb728a1b5cc79550016057e5111dbc92 4
91 a5dbf2b4aa8ab16dcf1362cc13b4daff 2

LAB6

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
92 a17905132d3331696d69a6eec215b165 33670
93 0e1868375a02a9fc540f85bb6b80505c 26278
94 264b99017913aec3e7160a25b071aa71 22018
95 26294f5e4628e4c0fca3f178da8c072d 5057
96 8cdf9b02964933a64d5302bc7cc2ced2 3765
97 338a28778065fe0657e66e8153ca0dd8 692
98 1211ceba4f9a57ebc9e45854c20b1b6d 331
99 5bc4cd01621b4b9231f1b148732a8dc7 236
100 ed2c863bf4bbad1afffb4935233ec363 219
101 da7d67354de72a8bda1fc5aa4c20c815 209
102 69c33b6162f698b68110ecd292467d81 104
103 e5448c565a45c8fde1b430acddef0dbb 88
104 247fbc7ade72d69c64b335c2e569bc7d 78
105 53ba4cef714818dc2281921efa9efae1 77
106 347b76d983446186d046124e700ee5f3 44
107 e7be89637e3bf5aaaa47b9426e7d4ed1 28
108 e022bcc682cb23ee1d5ec23cc2d2e642 23
109 1e3c38650ceef171916e4ab299f907d3 19
110 29add138cdb5b8c01dd63a5c6247f8e7 19
111 a0bde2b89286e7125b5585cadc4282aa 19
112 f0311a7af3a016256e6e3236f4b7f050 17
113 c377e49ea7defcaa8f453291ce2efdbc 15
114 b9fe46271e5369aaa215b836db8059e1 12
115 de008654a3231fc6753822ee634a1fa6 9
116 af5c28866ba12699e24b684ff29b21d7 7
117 d647e22c19001a7e02c87aecab529c47 6
118 3f79fb94bf9b55ede32ce12304294ecd 5
119 ce36b94ac646863e5efa706d2ec4cc99 5
120 6aca984d2cc5d36318dcbc812f1b99f4 3
121 7942f1d88381bdfbdebe99a10561bc73 3
122 9851f810f1b5386058ca6c54cbaca6ff 3
123 c2f17c2fa57e5dd4200541449d823cc9 3
124 c6e45ccf913e289d8c6edbbec968bd71 3
125 cceaf6f4244957c852268e719756b011 3
126 81c926614a516cca004c57828b9032d4 2

LAB7

OUT # OUT code # of read
127 0c7084497edde2fd2b44cce92b07447e 389
128 e39dbd80302fdecb8f0e05da74fe7933 28
129 d26d849dc766b5a05ba5927376177136 5

LAB8

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
130 7fce6b15e0a3597a33580a339a4e2510 40342
131 5b91de13ee62b5812cd2d994738cb421 9259
132 affc5ab3f32df94b6de32808ff7d3dfb 4600
133 b27810161d5d9c509e15fb56e2ca3d03 3370
134 9c407c800629238c3f28e5d78229a537 492
135 c5591ba6cfdd4eb533dc6b7e318c7be0 367
136 289ae5ecdf612791883395622131b37e 216
137 5cf871643bbd6fa93220af51d56d84cc 178
138 9767c0f097f9a709c00cb20333994277 52
139 bc2d8d7a2f7bff6f2e23e71fedff2073 26
140 099f5a59508fa46e8708c441f9baf744 11
141 ea7e0fbeff1eb69146cf2a36cf6767d6 11
142 8a343bf5bad6a7c51dd5616802a4c425 6
143 9d3e512bb2a7d0e49cbab1b6188f669f 4
144 bd90457e41be44426f91df5140fb41b8 4
145 3f55850c19b128d120ee11e5e9376858 3
146 7c0886ee20cdc2e757878c4c048cd52c 3
147 b1db039ef1775f5cc711574f8b2554ad 3
148 29114b9f1d5dc06b78c96b126c938040 2
149 c641ae534588ea8a1239fa5637b0890e 2

LAB15

OUT # OUT code # of read
150 d3e1bbe4c5a6906e7794e528abbdd40e 12083
151 f21685ef9b790b07a2f30b8ee7b1a0f3 4530
152 8a849dbbb3a48634e74e00b509617dcc 3254
153 55dc61b290ae216af8d74461560730d1 101
154 4db6c85271102e12ab84d973a58a958c 30
155 ce43a2d0aa00a1a2998eebcf90d72fe3 9
156 04e8f8e48dd73fb4a8a4646d53524529 4
157 d107dc310b00255801296312707de479 4
158 034b3a01ce753a6b5077d5ba4d0e30e2 3
159 6a312634e3382571514340be08845a45 3

LAB17

OUT # OUT code # of read
161 930f55cb9beb75cbb9d46932b48bf2d9 32
162 74871db2bb08cd28925cfcbdcd0e114a 2
163 5ac79d7e7ff5e4ecabaf6ecda39302dc 1

LAB20

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
164 f0e927105b237e2194dd04db415729da 1110
165 c4f0977c771c835b703637331853860e 71
166 be216fa40bba28fedb50b41c5c897fa0 38
167 eab2f1aa1aafab4377ea77ebcabf7510 14
168 d6690d7eccdc4133f93c297ba39dec32 13
169 788facf36c5eaa912341190a036dc4ed 12
170 2bf010eac293bea132777efaedfadd33 11
171 220e2b42c57b220b9baf1c25aec71367 10
172 ad4e6897084ca7172afbb3195863bade 10
173 17b576e03b681d00538e4c23c079074c 9
174 2fbed860fa8777065b0b8dccc4e06607 8
175 44981815848c59279dfa58fbeae1b56d 8
176 02d9d420997fb05bca066de981c273eb 7
177 0cd78adfa4b1d40552b3258294c82852 7
178 0e3284c463b497396ac21f27f963cad1 7
179 8ffd6e2e184466d38a0a59f6228cadbe 7
180 a3540c5d3780c042ee5584fd259925b4 7
181 bedc05ab66c4357518ade80de202377c 7
182 56fbda71b1f00c698b5fb34f04b2859e 6
183 3e61328489e786e9e85767351db0c1e9 5
184 49752c0296cef63c93e59891a1dacc7f 4
185 9121c4979e950862cf009931b3b172fa 4
186 17304bceac9c48c100ec5ebec1c84185 3
187 837fb45dae5fe73022e49da92d8afe3c 3
188 9f904d2773dd98609c915bae36303011 3
189 b284b537e5f0a06e77ea887e50e3dc4d 3
190 ba0c81ca3445cc9045640f9b3fc44139 3
191 cae47611b83973230342edf09a4e8b41 3
192 d60408ddc60b861955d2c4a64f8847d2 3
193 da21275586904767dd086a8638a399cc 3

Labyrinthula

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
194 ed77a91dca6408bedfdbc6805e1f3bc3 10822
195 a7607486fb7d05b4edf332c228a5b74a 8483
196 bedcd7f6edb5ef006a5dcec216b61684 8169
197 0a5dd510964f46fb23a21da7f1fb8805 4104
198 6f17f30cc973169296b137122835dfcb 2461
199 5092933412db8bb2d805e5bbad0cd73c 1845
200 2ad10341bffd942240975ec138631035 1480
201 3ffa8be3e6299c976466af643cd29736 1301
202 1ff80d085fd6b76bc4fd9ae683b2838f 1252
203 72e2c282f089af75298a19e78a99ee76 833
204 d21d64dff88db2a0c5999ca095f46d0e 741
205 2bd45d34e946524feff8e6101fa2d501 689
206 e6abbec2c843054bea7762f48e8d444e 407
207 78d823d2d81ae3251e72d9f4ba360c62 357
208 efd98c9e0af5b20e281b46b2bba2b596 291
209 d71cf53db823f269b7aa3a605395eaa8 268
210 051ccbc9d546bae7505e0d05eccb3c16 248
211 03be54cd2f9c52247845211b4fdf9af1 238
212 00fb3357eb0441cdd1e54c19e917daf1 223
213 cbdeb2bb6b6ec92ed9f63a07331da237 179
214 c8824a94780fcfad10667e4860808810 142
215 fded7939edd5fcd5044d1a1c54323ba7 128
216 44fa63447a971cad23515284a4f6b887 112
217 72bc078fcd56964d69479cf05f011317 100
218 5f219168f3260aa1c223b122a6e6d11e 87
219 6eece825b4e0f4a0378380c395a2e6b4 87
220 e0347448c702e04ee200c4074ee6a52f 68
221 8b5b85cad5c6744a0c25327c263f75a9 64
222 5432141d842320b74732c757e598168b 63
223 8550f4732b1efb4cefbd392469e428a3 63
224 3dc43adfd02ecfc780728967e361e8b2 49
225 0fbdff7e8d4bf380b348a0e0803628a4 33
226 03063b95d45f9247148b06e429208f7d 32
227 2fdc9e38619390db697c7a0e55a8e8ec 27
228 a8a0a6ff46bc23963aeb7db544958df1 27
229 9884306e46612502c6228cc4d126b914 23
230 afeb5a012c84ec4c88a1ef02a89f68b0 21
231 08c3c5adfbbb14e9bf1819465d2e3453 17
232 5b6fa9ab4d87e485c94b7e06c51900e2 15
233 1cf040143d2601123731ec130801d1ff 14
234 b022d677e43538295afe36c8e024d316 14

Labyrinthulida ANT10_3

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
235 bcbffe8f41ab6bd611ab4d25fc14114b 13
236 15f9f04423419e623923acdbc2ac7473 10
237 f765c9fb6bfc171b3c43932c4187d2f8 10
238 c5b83c2adcdbd7295d46ea0807a44625 9
239 0ad9e32d01ddc60dfcd57d4e9116d6ce 7
240 952205d58d0460c0f9852b37d6a8eafd 7
241 0258763ddbf7c5f72409234f8362f5f0 6
242 2e78ebbf54b4ed94131e291eb8184952 6
243 da2d7f908e1f4dad4413dfa225e3268e 6
244 30ec7d34beeb9dcd9ae4061bf46cd2f0 5
245 50c8dd31a46b56821889968cc8ec002b 5
246 b3075691009b51e1c4efd621d21afc7c 5
247 c4336e625cfb0080be64e8103ee912e2 5
248 d0d6b9c699e9e87f27cbcb495b05e061 5
249 e9ee8df9254e7e6ba5d91b8e63a3864a 5
250 3085443d7ceee391ec3bbfc22edbbade 4
251 3424673363b30d95cab284c229352a67 3
252 8b21d8fa948eb450037afa06974c8151 3
253 986fa4e19e0b1edc10222fd65bc7049b 3
254 e990191b928a55444649d39c20534d68 3

Labyrinthulida ANT10_3

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
255 358eca818ab8d85290d9ae4003e5086a 7661
256 f513214b061518e07b3c25ffb135af4d 2653
257 ed94b9b25767a068ffe0bf91f36207b6 1918
258 e75485294619fd885c8e48be0caec93f 533
259 a8cb5bbd976961b73afffaf50c6efe33 500
260 b9a2c6a6391be79300b6b89281be2dae 287
261 2a40476a358ddcbcfefcff1cca178d36 213
262 1f658b5910bc5fb6bf54270e882f1c8c 211
263 f3746150301cdac46b6c496e50bd7386 203
264 a2b282ff32610de026a7d9d5cd53c8b9 183
265 bcd2c47f7fa282bd8e1c1e49d31ccaa4 175
266 a9ecdc8c856a80f45d25ab67cef65ed4 162
267 d672245b2601f5201513bdfac86aa117 111
268 87f0a7af8806c6d263b86bfde796ab4b 94
269 17a469f3c6ce1b0d6323d891f252aeab 79
270 bd8d2b26d56b17fb8a2b068b8228cee5 61
271 b4467ceacda741ca130dde56302caa7b 48
272 b14d763c89057214c78c6cc4d66c90e7 32
273 e317bdb07b2277d6f38b11cf2847d3bb 27
274 558b0b95520fc8acbfab2e2d91add871 21
275 f7cdf2c59586003356ff11aa2f3570bd 16
276 bd8dbbb6f1fea9151fad5b5909802b6c 13
277 a7a087fbe89374eedbc67516528512bf 10
278 5cc9b8571c28c668ae28d2876724f053 8
279 b1eb0b2abf33b7a4797ec09c7bd1d3f8 8
280 400eca555a6aac3d3b573873d4129a4f 7
281 7d567fa706e81bd68a2741639b79ed44 7
282 2332821f6297a6866bae2b5844074a75 6
283 7d340630552cd7464a51e8a495b7cdbd 6
284 be17c93cf1acbd5f50ec261c2bf1552c 6
285 570facf3eb2ed66b3c26dbef4cfc2f85 5
286 b77b7763bf7f6f108abf76adf052b3ce 5
287 4a561ae9ef865304c18cdd8fe4991213 4
288 4abff421370ba938ae6ddbae0f4ea96e 4
289 84e8ea9092c35b4143ffb3ea77eaa603 4
290 bd9395ff3879751cd074a60694bb09e3 4
291 f9a8a81f66870d0616a1566256ae95ef 4
292 7c11beedd1493d4b45a24881dff67b47 3
293 9ecd6060d836de6a04c438c93eaf270a 3
294 f2de9883cf5a01373c4be70c6873fe37 3
295 38c4dfc755cc4a3cdd94e941cedbd246 2
296 5534b78f9f1e90d1a2e756fa3991da07 1
297 7542f5d7334d1ca30b0163d8c4d0d25a 1

Oblongichytrium

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
298 aab8158023c06ee8fab349a09af00bfe 3

OUT # OUT code # of read
299 aa4038c91c85e43ac89684f2dcb7c8b6 886
300 40bec14a1f2f39ecd94f9998d4537362 241
301 355f68a64d7f9ab83b6530f282aa8124 64
302 3f573ed06f0c693799cd7d1af20486b2 52
303 6679a8cabb1992747e80ab8457930da9 19
304 38b70e4e935fb2f94c62e415487b7b63 14
305 2cd155d681d618fc5cd3e282f160ec2b 13
306 5bc93f63389065957de48d367a73774f 10
307 c8266d99083f42332ec5e293ea814a23 9
308 960e329b247488e17b050f7819d3af87 8
309 87ab5b9cb3749b1b54b813059408eef5 6
310 865e373a5a3562d4a0d43ec019862869 3

OUT # OUT code # of read
311 7c24390333831951073ad140c7f6a824 102
312 9329832be86642566fd56ffeb151cd5f 55
313 81f3a6e8e2d63ddc50e15d3dc12ec72a 10

OUT # OUT code # of read

314 0ac956c966c39217b25085e9fa150e60 460

315 522decfee9792f80c2c1ab392fbefedb 3

316 70efec7fd7df96541418f5a3f320cf94 2

Parietichytrium

Sicyoidochytrium

T. aureum group

Quahog parasite group

OUT # OUT code # of read
317 0b89bbd1fc642fe86251b5366d835415 174
318 306df1d946c7a53a39de1c06aef7e1e9 161
319 6d7a62acbcf4aabe317a05b91e78c333 84
320 71c04b0e609817082860f0e0afe723c0 3

T. kinnei group

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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OUT # OUT code # of read
325 4c5b892187c4f5e077d25122484fcf9c 584
326 e479e3ff527fd44c1a12af16a0fa8af0 329
327 efac8354d64af38ae5b698981e3076ba 317
328 bbd7bb2237db0576145549d075725ca5 311
329 7fcedae1d51b27ea843d1368912db27b 277
330 9a99b618a516b9d68880697b58de2e8c 177
331 2c601f0ba97aa7b0eb0d0eb9003f979a 81
332 06bf8cde5f6ab29e929fb141a16eb32a 51
333 c911080e2d16b7964ce90598d2cf0b23 35
334 64fc6964f6ebae1a1077603095e51962 23
335 6093e61f4291fad285b28bb9594b8e07 15
336 7b1a1b8dc29cf4e3bf8d282b6dec0add 11
337 b6a69bf1a3ef5743b64b90f2666abb27 11
338 20dfc92addffe3a7b9902e33582bfa29 10
339 b2158de2410e236c22dee84789023fc5 8
340 7454b5a766973da8222e256e2d925c22 7
341 67c5467620994f30239c8ca477299d76 4
342 b6be3c846ec003b6842ff13714224569 4
343 a0d8495b0da1939d9b75a4eb6034983a 3
344 fe2c5474f78915d5d8d2e94a20d25b18 3

OUT # OUT code # of read
345 d62e2095fe8dff5049927d0b9c17ed3b 183
346 bd5c31a072560b9f64d88ad244726260 25
347 2685737d5518272e46d2c93e7d29165e 9
348 1283f0573f01d5b31d4a059e3fce082b 4

Thraustochytriidae HK10

Ulkenia

OUT # OUT code # of read
321 49f4f797f88d87a5da9946e612b1e8c0 33
322 13508454540d62b63732c9382d46767b 16
323 f2440e21e1ec5a6f567e4574c75d4412 4
324 7ba6cefb929607d2be9ec5863c47eaa4 3

OUT # OUT code # of read
349 56ccee4a62b66c59a960b865ac78832e 22
350 3583d2dedc48e5df7070846b82f579b8 9
351 3e48576f56f13fc00fa74451b60b8ca8 5

T. striatum group

該当なし

（b） Pan et al.（2017）に基づいた分類
表5-2.本研究でラビリンチュラ類と同定したTARA OCEANSのOTUs（続き）
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Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類
TARA OCEANS 大阪湾

Th La Ap Ob 外群 Th La Ap Ob 外群

Pa
n 
et
 a
l.（
20
17
）
に
基
づ
い
た
分
類

Amphifilidae group ○ ○
Aplanochytrium ○ ○ ○ ○
Aurantiochytrium ○ ○
Botryochytrium ○
L. haliotidis group ○
LAB1 ○ ○ ○
LAB2 ○ ○ ○
LAB20 ○ - - - - - 
LAB4 ○ ○ ○ ○ ○不明
LAB5 - - - - - ○ ○
LAB6 ○ ○
LAB7 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
LAB8 ○ ○
LAB9 - - - - - ○
LAB10 - - - - - ○
LAB14 - - - - - ○
LAB15 ○ ○ ○不明
LAB17 ○ ○ ○
Labyrinthula ○ ○ - - - - - 
Labyrinthulida ANT10_3 ○ ○ ○ ○ ○ ○
Oblongichytrium ○ ○ ○ ○ ○ ○
Parietichytrium - - - - - 
Quahog parasite group ○ - - - - - 
Sicyoidochytrium ○ - - - - - 
T. aureum group ○ ○ - - - - - 
T. kinnei group ○ - - - - - 
T. striatum group ○ - - - - - 
Thraustochytriidae - - - - - ○
Thraustochytriidae HK10 ○ ○ - - - - - 
Thraustochytriidae SEK690 - - - - - ○
Ulkenia ○ ○

表5-3.
Ueda et al.（2015），Honda et al.（1999）に基づいた分類とPan et al.（2017）に基づいた分
類の対応表

Pan et al.（2017）の各分類群には複数のOTUsが含まれており，各OTUは，Ueda et al. 
（2015）およびHonda et al.（1999）に基づいて系統解析をした結果，異なるグループに入ること
があった。

Th：thraustochytrids，La：labyrinthulids，Ap：aplanochytrids，Ob：oblongichytrids
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第6章
総合考察

Aplanochytriumを中心とした経路が海洋生態系に与える影響



 本章では，培養実験の結果からラビリンチュラ類が関与する海洋生態系における役割を整理
した。さらに，推定された細胞密度をもとに年間の 1 m2あたりの生産量（生産速度）を推定し，
海洋生態系においてラビリンチュラ類が与える影響力について，総合的に考察した。 
Aplanochytrium が植物プランクトンから栄養を摂取すること，また，Aplanochytrium を含
むラビリンチュラ類が動物プランクトンに捕食されることが，植物プランクトンと動物プラン
クトンの生産量にどれほどの影響を与えているかを評価した。 
 
 まず，先行研究として，瀬戸内海における炭素循環を推定するために 1993 年から 1994 年
にかけて行われた大規模な現存量調査の結果が報告されている。植物プランクトン，微小動物プ
ランクトン，植物食性動物プランクトン，動物食性動物プランクトンからなる生食連鎖と，バク
テリアと従属栄養性鞭毛藻類からなる微生物ループが存在していると推測され，植物プランク
トンの生産速度は 285.0 g C/m2/yr，微小動物プランクトンは 29.2 g C/m2/yr，植物食性動
物プランクトンは 51.8 g C/m2/yr，バクテリアの生産速度は 800.0 g C/m2/yr と推定された
（Uye et al. 1996，Hashimoto et al. 1997，Naganuma and Miura 1997，Uye and Shimazu 
1997；図 6-1）。さらに，微小動物プランクトンと植物食性動物プランクトンの転送効率は，そ
れぞれ 40%，30%と推定されていることから（Ikeda and Motoda 1978），微小動物プランク
トンが消費する炭素は 72.9 g C/m2/yr，植物食性動物プランクトンが消費する炭素は 172.0 g 
C/m2/yr であると推定された（Uye et al. 1996；図 6-1，式-1，式-2）。つまり，植物プラン
クトンが生産する炭素の 244.9 g C/m2/yr（85.9%）が微小動物プランクトンと植物食性動物
プランクトンに消費されており（図 6-1，式-3，式-4），微小動物プランクトンと植物食性動物
プランクトンが消費した残りの 40.1 g C/m2/yr（14.1%）（図 6-1，式-5，式-6）はバクテリ
アを支える炭素としては少ないことが明らかになった（Cole et al. 1988，Uye and Shimazu 
1997）。なお，この調査では，微生物ループを構成する生物群である従属栄養性鞭毛藻類の現存
量が推定されていない。そこで，相模湾におけるプランクトンの現存量調査に関する報告をもと
に，従属栄養性鞭毛藻類の生産速度を仮定した（Ara and Hiromi 2009）。相模湾の植物プラン
クトンの生産速度は 281.5 g C/m2/yr と推定されており，瀬戸内海とほぼ同程度であるといえ
る。そこで，瀬戸内海と相模湾の従属栄養性鞭毛藻類の生産速度は同程度と判断し，本研究の試
算では，瀬戸内海の従属栄養性鞭毛藻類の生産速度を 29.8 g C/m2/yr と仮定した。 
 その上で，ラビリンチュラ類が炭素循環にどれほどの影響を与えているかを評価するため，ま
ず，Aplanochytrium と Aplanochytrium 以外のラビリンチュラ類が，それぞれ何から栄養を
摂取し，何に捕食されているかを考察した。本研究では，Aplanochytrium が珪藻から栄養摂取
する様子を観察し，栄養摂取の過程で集合体を形成する様子を観察した（第 3 章 参照）。さら
に，珪藻以外のプラシノ藻やハプト藻から栄養摂取し，集合体を形成することが確認されている
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（2018 年度 甲南大学 卒業研究生 茂木 大地氏 私信）。いずれの藻類の場合も，形成された集
合体の大きさは 10～1×103 μmであった。一般的に被食者と捕食者の大きさの比が 1：10 で
あることを考慮すると（Azam et al. 1983），形成された集合体は 1×102～1×104 μmの大き
さの動物プランクトンが捕食できる大きさである。実際，次世代シーケンサー解析による
Calanus sinicus の食性解析の結果，C. sinicus の消化管内容物から Aplanochytrium が検出
され，Aplanochytrium を主要な餌のひとつとしている可能性が示された（Hirai et al. 2018）。
以上のことから，Aplanochytrium は，植物プランクトンから栄養を摂取し，微小動物プランク
トンや植物食性動物プランクトンに捕食されるという経路が存在することが強く示唆された。
一方のラビリンチュラ類は，陸起源有機物を分解していると推測されている（Kimura and 
Naganuma 2001，Kimura et al. 2001，Ueda et al. 2015，）。前述の C. sinicus の食性解析
では，C. sinicus の消化管内容物から Aplanochytrium 以外のラビリンチュラ類は検出されな
かったことから，Aplanochytrium 以外のラビリンチュラ類は植物食性動物プランクトンに捕
食される頻度が低いと考えられた。このことから，Aplanochytrium 以外のラビリンチュラ類
は，陸起源有機物を分解し，微小動物プランクトンに捕食されるという経路が想定された。 
 次に，生物が消費する炭素に関して以下のような仮説を立てた。淡水では，微小動物プランク
トンや植物食性動物プランクトンのうち，生産された炭素のうち 10％は消費されていないと報
告されている（Grami et al. 2011）。さらに，前述した “If both herbivorous net-zooplankton 
and microzooplankton depended entirely on phytoplankton as food, their carbon 
requirement would be equal to 86% of the primary production. In this case, the 
remaining（14%）primary production was apparently too small to support the normal 
bacterial production, which averages 20‒60% of the primary production.（植物食性動
物プランクトンと微小動物プランクトンが植物プランクトンのみを捕食していると仮定すると，
2つの生物群が必要とする炭素量は，一次生産量の 86％に相当する。この場合，残りの一次生
産量（14%）は，一次生産量の平均 20～60％であるバクテリアの生産量を支えるには不足して
いる。）”（Uye and Shimazu 1997）という問題を理解するために，微小動物プランクトンは植
物プランクトンと従属栄養性鞭毛藻類を，また植物食性動物プランクトンは植物プランクトン
と微小動物プランクトンを捕食していると推測されている（Uye and Shimazu 1997）。消費者
は植物プランクトンを食べる植物食性動物プランクトン（一次消費者），植物食性動物プランク
トンを食べる動物食性動物プランクトン（二次消費者），さらに動物食性動物プランクトンを食
物にする魚類（三次消費者）で構成されており，生物は互いに「食べる，食べられる」の関係で
鎖のようにつながっているため，食物連鎖という。しかし，実際には多くの生物の「食べる，食
べられる」の関係は 1 本の鎖ではなく，網の目のようにつながっている。Uye and Shimazu
（1997）は，食物連鎖ではなく食物網［food web］の考え方を適用したといえる。 
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 本研究でも，生産された炭素のうち 10%が消費されないという報告と食物網の考え方を適用
し，さらに，以下のような仮説を立てた。生物は複数種の生物を捕食し，複数種の生物に捕食さ
れる。そのため，低次栄養段階の消費者（a）は複数の高次栄養段階の消費者（Xと Y）に消費
される生態系を想定しなければならない（図 6-2）。ここでは，Xと Yが消費するそれぞれの炭
素の比と，aが生産し Xと Yに供給する炭素の比が同じと仮定した。例えば，それぞれ 100 g 
C/m2/yr，50 g C/m2/yr の炭素を消費する Xと Y，50 g C/m2/yr の炭素を生産する aが存在
する場合について考える。aは，50 g C/m2/yr の炭素を生産し，90％に相当する 45 g C/m2/yr
は X と Y に 100：50 の比で炭素を供給される。つまり，a は，X と Y に，それぞれ 30 g 
C/m2/yr と 15 g C/m2/yr の炭素を供給する。また，Xと Yが消費する残りの 70 g C/m2/yr 
と 35 g C/m2/yr の炭素は，他の低次栄養段階の消費者（bと c）が供給すると想定した。 
 瀬戸内海で示されている炭素循環に，上述の 2 つの仮説を適用した。生産された炭素のうち
90％が消費されると仮定したので，従属栄養性鞭毛虫が生産する炭素のうち 26.8 g C/m2/yr
が高次栄養段階の消費者に消費されると推測される（図 6-3，式-7，式-8）。従属栄養性鞭毛藻
類は微小動物プランクトンに捕食されると考えられるので，従属栄養性鞭毛藻類が生産する炭
素（26.8 g C/m2/yr）はすべて微小動物プランクトンに消費されると想定した。同様に，微小
動物プランクトンが生産する炭素のうち 26.3 g C/m2/yr が高次栄養段階の消費者に消費され
ると推測される（図 6-3，式-9，式-10）。微小動物プランクトンは植物食性動物プランクトンと
動物食性動物プランクトンに捕食されると考えられる。ここでは，高次栄養段階の消費者（Xと
Y）が消費するそれぞれの炭素の比と低次栄養段階の消費者（a）が生産し Xと Yに供給する炭
素の比が同じと仮定したので，微小動物プランクトンは，植物食性動物プランクトンと動物食性
動物プランクトンにそれぞれ 19.0 g C/m2/yr，7.3 g C/m2/yr を供給していると推定された
（図 6-3，式-11）。 
 
 この炭素循環の図式に瀬戸内海における炭素循環に Aplanochytrium とラビリンチュラ類を
中心とした新しい経路を加え，Aplanochytrium が瀬戸内海における海洋生態系に与える影響
を考察した。 
 まず，湾央を対象として考察を行った。湾央に生息する Aplanochytrium 系統群と
Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の生産速度を推定した。湾央の
Aplanochytrium 系統群の細胞密度（表層は 2,900 cells/L，底層は 1,400 cells/L）から生産
速度を算出した結果，およそ 5.0 g C/m2/yr と推定された（第 4 章 参照）。本研究では，
Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の細胞密度は定量していない。微生物の群集
構造を把握するために行った次世代シーケンサー解析の結果から，ラビリンチュラ類全体のリ
ード数のうち，Aplanochytrium 系統群は 65%，Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュ
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ラ類は 35%であった（第 5 章 参照）。系統群ごとに１細胞あたりの rDNA コピー数に差があ
り，同じ生物群でも属や種によって差がある（Prokopowich et al. 2003，Zhu et al. 2005，
Godhe et al. 2008，Gong et al. 2013，Hariganeya et al. 2013）。そのため，18S rDNA コ
ピー数をそのまま細胞数に換算することはできないが，Aplanochytrium 系統群以外のラビリ
ンチュラ類の生産速度は，ラビリンチュラ類全体の 35%であると仮定し，2.7 g C/m2/yr と概
算した。 
 前述したように，Aplanochytrium は植物プランクトンから栄養を摂取するという経路が想
定された。これまでに，Aplanochytrium の転送効率は測定されていない。そこで，
Aplanochytrium と同様に植物プランクトンが生産する炭素を消費する微小動物プランクトン
や植物食性動物プランクトンの転送効率が，それぞれ 40%と 30%であることを考慮に入れ
（Ikeda and Motoda 1978），Aplanochytrium の転送効率を 40%と仮定した（Uye and 
Shimazu 1997）。この場合，Aplanochytrium は植物プランクトンが生産する炭素 12.5 g 
C/m2/yr を消費する（図 6-4，式-12）。また，Aplanochytrium は植物食性動物プランクトン
や動物食性動物プランクトンに捕食されているという経路が想定された。Aplanochytrium 系
統群の生産速度は 5.0 g C/m2/yr であり，生産された炭素のうち 90％が消費されると仮定して
いるので，Aplanochytrium 系統群が生産する炭素のうち 4.5 g C/m2/yr が高次栄養段階の消
費者に消費されると推測される（図 6-4，式-13，式-14）。高次栄養段階の消費者（Xと Y）が
消費するそれぞれの炭素の比と，低次栄養段階の消費者（a）が生産し Xと Yに供給する炭素の
比が同じと仮定したので，Aplanochytrium 系統群は，微小動物プランクトンと植物食性動物プ
ランクトンにそれぞれ 1.34g C/m2/yr，3.16 g C/m2/yr を供給していると推定された（図 6-
4，式-15）。次に，Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類について考察した。前述し
たように，Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の生産速度は 2.7 g C/m2/yr であ
り，微小動物プランクトンに捕食されているという経路が想定された。生産された炭素のうち
90％が消費されると仮定しているので，Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類が生
産する炭素のうち 2.43 g C/m2/yr すべてが微小動物プランクトンに消費されると推測される
（図 6-5，式-16，式-17）。よって，植物プランクトンを捕食する生物である微小動物プランク
トンや植物食性動物プランクトンは，植物プランクトンが生産する炭素のうちそれぞれ，42.3 
g C/m2/yr，149.8 g C/m2/yr を消費していると推測された（図 6-5，式-18，式-19）。 
 
 同様に，湾奥に生息するラビリンチュラ類について，炭素循環とエネルギーの流れを推定した。
湾奥の Aplanochytrium 系統群の細胞密度（表層は 17,000 cells/L，底層は 9,200 cells/L）
から生産速度を算出した結果，およそ 17.0 g C/m2/yr と推定された（第 4章 参照）。また，
次世代シーケンサー解析の結果から，ラビリンチュラ類全体のリード数のうち，
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Aplanochytrium 系統群は 58%，Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類は 42%で
あった（第 5 章 参照）。Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の生産速度は，ラビ
リンチュラ類全体の 42%であると仮定し，12.3 g C/m2/yr と概算した。よって，
Aplanochytrium 系統群は，植物プランクトンが生産する炭素 42.5 g C/m2/yr を消費し，微
小動物プランクトンと植物食性動物プランクトンにそれぞれ 4.55 g C/m2/yr，10.75 g 
C/m2/yr を供給していると推定された（図 6-6，式-20，式-21，式-22，式-23）。また，
Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類は，微小動物プランクトンに 11.1 g C/m2/yr
を供給していると推定された（図 6-6，式-24，式-25）。よって，植物プランクトンを捕食する
生物である微小動物プランクトンや植物食性動物プランクトンは，植物プランクトンが生産す
る炭素のうちそれぞれ，30.45 g C/m2/yr，142.25 g C/m2/yr を消費していると推測された
（図 6-6，式-26，式-27）。 
 
 以上のように，Aplanochytrium が植物プランクトンから栄養摂取し，植物食性動物プランク
トンと動物食性動物プランクトンに捕食されているという経路を想定し，植物プランクトン，植
物食性動物プランクトン，動物食性動物プランクトンの生産量にどれほどの影響を与えている
かを評価した。湾央に生息する Aplanochytrium 系統群は，植物プランクトンが生産する炭素
のうち 12.5 g C/m2/yr を，Aplanochytrium と同じく植物プランクトンを捕食する生物であ
る微小動物プランクトンや植物食性動物プランクトンは，植物プランクトンが生産する炭素の
うちそれぞれ，42.3 g C/m2/yr，149.8 g C/m2/yr を消費していると推測された。よって，湾
央に生息する Aplanochytrium 系統群は，真核生物によって消費される植物プランクトンのう
ち，6.1%を消費していることになる。また，Aplanochytrium 系統群が生産する炭素（5.0 g 
C/m2/yr）のうち，微小動物プランクトンと植物食性動物プランクトンによって， それぞれ 1.34 
g C/m2/yr，3.16 g C/m2/yr が消費されていると推定された。微小動物プランクトンと植物食
性動物プランクトンは，それぞれ 72.9 g C/m2/yr，172.0 g C/m2/yr の炭素を消費する（Uye 
et al. 1996）。よって，湾央に生息する Aplanochytrium は微小動物プランクトンと植物食性
動物プランクトンが消費する炭素のうち，それぞれ１.8％を供給していることになる。さらに，
湾央に生息する Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の場合について評価した。
Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の生産速度は 2.7 g C/m2/yr と推定された。
この場合，微小動物プランクトンが消費する炭素 72.9 g C/m2/yr のうち，2.43 g C/m2/yr が
Aplanochytrium系統群以外のラビリンチュラ類によって供給していると推測される。つまり，
Aplanochytrium 系統群以外ラビリンチュラ類は，微小動物プランクトン消費する炭素のうち
3.3％を供給していることになる。 
 同様に，湾奥に生息するラビリンチュラ類が微小動物プランクトンや植物食性動物プランク
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トン，動物食性動物プランクトンに与える影響を評価した結果，真核生物によって消費される植
物プランクトンのうち 19.7%を消費し，微小動物プランクトンと植物食性動物プランクトンが
消費する炭素のうち 6.2％を供給していると推測された。また，Aplanochytrium 系統群以外の
ラビリンチュラ類は，微小動物プランクトンが消費する炭素のうち 15.2％を供給していると推
測された。 
 これまで，ヤブレツボカビ類は，分解酵素を分泌することやクロロフィルとの相関関係から，
分解者であると推測されてきた（Kimura and Naganuma 2001，Kimura et al. 2001，Ueda 
et al. 2015，）。本研究では，分解者であると推測されてきたラビリンチュラ類のうち，
Aplanochytriumが植物プランクトンから栄養を摂取することを示した。また，Calanus sinicus
の食性解析の結果，Aplanochytrium が C. sinicus に捕食されていることが示された（Hirai et 
al. 2018）。以上のことから，植物プランクトンから Aplanochytrium，Aplanochytrium から
動物プランクトンへの物質が転送される新しい経路の存在が明らかになった。 
 また，本研究では，定量 PCR によって Aplanochytrium 系統群の細胞密度を調査した結果，
Aplanochytrium 系統群は 1 年間を通して存在し，季節によって鉛直移動をしている可能性を
示した。推定された Aplanochytrium 系統群の細胞密度から生産速度を算出し，炭素循環にお
ける Aplanochytrium 系統群の影響力を評価した。同時に，次世代シーケンサー解析による微
生物の群集構造解析から Aplanochytrium 系統群以外のラビリンチュラ類の生産速度を概算し，
炭素循環とエネルギーの流れにおける影響力を評価した。 
 これまで，ラビリンチュラ類は DHAを合成する経路をもつことから，魚類や動物プランクト
ンに DHA 供給していると考えられてきた。本研究で Aplanochytrium による動物食性動物プ
ランクトンの影響を試算した結果，細胞密度が低い湾央の場合でも，微小動物プランクトンと植
物食性動物プランクトンが消費する炭素のうち，それぞれ，1.8%を供給していると推定された。
この値は，Aplanochytrium が海洋生態系に与えている影響力は，１属の生物としては大きいと
いえる。Aplanochytrium を含むラビリンチュラ類は，DHAを体内で合成することができるこ
とから，動物プランクトンや魚類に DHA を供給していると考えられており，今回の結果は，
Aplanochytrium が DHA の供給源となっていることを裏付けた。しかし，当初に想定した影響
力よりも小さな値であった。 
 さらに，世界中の海洋を対象に次世代シーケンサー解析でプランクトンの群集解析を行った
TARA OCEANS では，ラビリンチュラ類は Aplanochytrium 系統群のおよそ 5倍のリード数
が検出された。さらに，季節変動するものの，Aplanochytrium 系統群を含むラビリンチュラ類
は普遍的に存在した。以上のことから，Aplanochytrium 系統群以外のヤブレツボカビ類が海洋
生態系に与える影響力は Aplanochytrium よりも大きいと考えられた。 
 一方，動物プランクトンの食性解析を行った結果，動物プランクトンの消化管から，環境サン

第6章 総合考察

154



プル（海水）より高い割合で Aplanochytrium が検出された（Hirai et al. 2018）。
Aplanochytriumが選択的に捕食されている，あるいは消化管内に寄生している可能性があり，
Aplanochytrium と動物プランクトンの関係性に未解明の部分が残っていることを示され，本
研究で推定したよりも Aplanochytrium の影響力は大きいと考えられた。 
 Aplanochytrium 以外のヤブレツボカビ類が，何から栄養を摂取しているか，何に食べられ
ているかは，明らかになっていない。さらに，本研究では，Aplanochytrium 以外のヤブレツボ
カビ類の細胞密度や，生産速度および消費する炭素量を推定するために用いた瞬間増殖率や成
長効率，消費する炭素の量を計測していない。今後は，培養実験によって Aplanochytrium 以
外のヤブレツボカビ類が何から栄養を摂取しているか，何に食べられているかを明らかにし，生
態系における役割を把握する必要がある。また，次世代シーケンサー解析で把握された主要な系
統群の細胞密度を定量 PCR で定量するなど，ラビリンチュラ類の細胞密度を系統群ごとに把握
し，系統群ごとに影響力を評価する必要がある。 
 本研究は，培養実験によって，ラビリンチュラ類の Aplanochytrium が，生きている珪藻か
ら栄養摂取できること，また，Aplanochytrium と珪藻が集合体を形成することから，高次栄養
段階の捕食者に消費されることで効率よくエネルギー転送が行われている可能性を示した。さ
らに，Aplanochytrium の細胞密度を定量 PCR によって推定することに成功し，炭素循環にお
ける影響力について試算した。地球上の主要な一次生産である珪藻から積極的に栄養摂取する
生物の存在を示し，大きな影響力をもつことについて明らかにしたことは，海洋生態系の全体に
対する理解の深化に寄与できたものと考えている。 
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図6-1.瀬戸内海において想定された炭素循環

式-1：MZが消費する炭素＝MZが生産する炭素（29.2）/MZの転送効率（0.4）
＝72.9 g C/m2/yr 

式-2：HNZが消費する炭素＝HNZが生産する炭素（51.8）/HNZの転送効率（0.3）
＝172 g C/m2/yr

式-３：MZが消費する炭素（172.0）+ HNZが消費する炭素（72.9）
＝244.9 g C/m2/yr 

式-4：PHYが生産する炭素に対するMZとHNZが消費する炭素の割合
＝PHYYが生産する炭素（244.9）/MZとHNZが消費する炭素（285.0） 100
＝85.9%

式-5：BAが分解できるPHYが生産する炭素
＝ PHYが生産する炭素（285.0）- MZとHNZが消費する炭素（244.9）
＝40.1 g C/m2/yr 

式-6：PHYが生産する炭素に対するBAが分解できる炭素の割合
＝ BAが分解できるPHYが生産する炭素（40.1）/PHYが生産する炭素（285.0） 100
＝14.1%
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図6-2.高次栄養段階の消費者が消費する炭素に関する仮説

高次栄養段階の消費者（XとY）が消費するそれぞれの炭素の比と，低次栄養段階の消費
者（a）が生産し高次栄養段階の消費者（XとY）に供給する炭素の比が同じと仮定した。
例えば，それぞれ100 g C/m2/yr，50 g C/m2/yrの炭素を消費するXとY，50 g 
C/m2/yrの炭素を生産するaが存在する場合について考える。aは，50 g C/m2/yrの炭
素を生産し，90％に相当する45 g C/m2/yrはXとYに100：50の比で炭素を供給され
る。つまり，a は，XとYに，それぞれ30 g C/m2/yrと15 g C/m2/yrの炭素を供給す
る。また，XとYが消費する残りの70 g C/m2/yrと35 g C/m2/yrの炭素は，他の低次
栄養段階の消費者（bとc）が供給すると想定した。

死滅量
5

一次消費者
c

一次消費者
a

50（45）
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図6-3.死滅量を想定した炭素循環

式-7：HNの死滅量＝ HNが生産する炭素（29.8） 10%
＝3.0 g C/m2/yr

式-8：HNの被食量＝ HNが生産する炭素（29.8）- HNの死滅量（3.0）
＝26.8 g C/m2/yr

式-9：MZの死滅量＝MZが生産する炭素（29.2） 10%
＝2.9 g C/m2/yr

式-10：MZの被食量＝MZが生産する炭素（29.2）- MZの死滅量（2.9）
＝26.3 g C/m2/yr
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図6-3.死滅量を想定した炭素循環（続き）

式-11： MZが供給するHNZが消費する炭素：MZが供給するCNZが消費する炭素
＝ HNZが消費する炭素（172.0）：CNZ（66.4）が消費する炭素
＝19.0 g C/m2/yr：7.3 g C/m2/yr
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図6-4.Aplanochytrium を含む炭素循環

式-12：APが消費する炭素＝APが生産する炭素（5.0 ）/APの転送効率（0.4）
＝12.5 g C/m2/yr 
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図6-4.Aplanochytrium を含む炭素循環（続き）

式-13：APの死滅量＝APが生産する炭素（5.0） 10%
＝0.5 g C/m2/yr

式-14：MZの被食量＝APが生産する炭素（5.0）-MZの死滅量（0.5）
＝4.5 g C/m2/yr

式-15：APが供給するMZが消費する炭素：APが供給するHNZが消費する炭素
＝HNZが消費する炭素（72.9）：CNZ（172.0）が消費する炭素
＝1.34 g C/m2/yr：3.16 g C/m2/yr
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図6-5.Aplanochytrium 以外のラビリンチュラ類を含む炭素循環

式-16：LABYの死滅量＝ LABYが生産する炭素（2.7） 10%
＝0.27 g C/m2/yr 

式-17：LABYの被食量＝ LABYが生産する炭素（2.7）- MZの死滅量（0.27）
＝2.43 g C/m2/yr 

式-18：PHYが生産する炭素のうちMZに消費されている炭素
＝ MZが消費する炭素（72.9）- HNとAPとLABYが供給している炭素（26.8+1.34+2.46）
＝42.3 g C/m2/yr 

式-19：PHYが生産する炭素のうちHNZに消費されている炭素
＝ HNZが消費する炭素（172.0）- MZとAPが供給している炭素（19.0+3.2）
＝149.8 g C/m2/yr
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図6-6.Aplanochytrium を含むラビリンチュラ類の湾奥の炭素循環

式-20：APが消費する炭素＝APが生産する炭素（17.0 ）/APの転送効率（0.4）
＝42.5 g C/m2/yr 

式-21：APの死滅量＝APが生産する炭素（17.0） 10%
＝1.7 g C/m2/yr

式-22：MZの被食量＝APが生産する炭素（5.0）- MZの死滅量（0.5）
＝15.3 g C/m2/yr

式-23：APが供給するMZが消費する炭素：APが供給するHNZが消費する炭素
＝HNZが消費する炭素（72.9）：CNZ（172.0）が消費する炭素
＝4.55 g C/m2/yr：10.75 g C/m2/yr

式-24：LABYの死滅量＝ LABYが生産する炭素（12.3） 10%
＝1.23 g C/m2/yr 

式-25：LABYの被食量＝ LABYが生産する炭素（12.3）- MZの死滅量（1.23）
＝11.1 g C/m2/yr 

式-26：PHYが生産する炭素のうちMZに消費されている炭素
＝ MZが消費する炭素（72.9）- HNとAPとLABYが供給している炭素（26.8+4.55+11.1）
＝30.45 g C/m2/yr 

式-27：PHYが生産する炭素のうちHNZに消費されている炭素
＝ HNZが消費する炭素（172.0）-[MZとAPが供給している炭素（19.0+10.75）]
＝142.25 g C/m2/yr
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図.6-7.Aplanochytriumとラビリンチュラ類を含む海洋生態系

微小動物プランクトンが消費する炭素の
湾央：5.2％（1.8+3.3）
湾奥：21.5％（6.2+15.2）

を供給している

植物食性動物プランクトン
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を消費している
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