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（２）新たな赤潮原因プランクトン水産生物に対する毒性の影響等の調査 

ア．北海道太平洋沿岸に発生した赤潮原因プランクトンの種同定と 

生理生態特性の解明 
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【目的（全体計画）】 

 令和 3 年 9 月に北海道東部太平洋で発生した赤潮は、サケ類やウニ類など有用水産生物

の大規模なへい死を引き起こし、令和 3 年 12 月現在、80 億円を超える甚大な漁業被害を

もたらしている。赤潮の主体は Karenia selliformis であることが確認されているが、我が

国において本種による赤潮の発生は初報告であり、我が国の沿岸環境下における生態や増

殖生理特性については知見がない。赤潮による漁業被害を軽減するためには、早急に原因

プランクトンの実態や特性を把握し、赤潮の発生メカニズムを解明するとともに対策が求

められている。本課題は、赤潮原因プランクトンの生物学的特性を明らかにすることを目

的とする。北海道太平洋沿岸で発生した赤潮原因プランクトンの種組成や構成種の形態お

よび分子分類学的特徴を明らかにする。また、赤潮原因プランクトンの培養株を確立して

室内培養実験系を構築し、増殖生理特性の把握、細胞形態に及ぼす環境の影響、シストの

存在有無などの生活史の把握を試みる。 

 

【方法】 

１）赤潮原因プランクトンの分類学的検討 

 海水試料に含まれるカレニア科渦鞭毛藻を単離して単藻培養株を作成し、光学顕微鏡、

蛍光顕微鏡、走査型電子顕微鏡を用いた形態観察、そして ITS と LSU 領域の rDNA に基

づく分子系統解析を実施した。赤潮構成種を把握するために 2021 年の赤潮試料、その後

の赤潮モニタリングに利用する出現種情報を得るために 2022 年の海水試料を用いた。 

 

２）種同定手法の開発 

①化学固定法および検鏡による種判別手法の開発 

培養株を用いてK． selliformis の最適な化学固定法を検討した。検討に用いた固定液は、

1）グルタールアルデヒド［終濃度 1%、以下 GA］、2）パラホルムアルデヒド［終濃度 1%、

以下 PFA］、3）ホルマリン［終濃度 1%、以下 FA］、4）片野固定液［Katano et al. 2009 参
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照］、5）改変片野固定液［固定剤は GA のみ、緩衝液や浸透圧調整試薬の組成が異なる。

ここでは嶋田液と呼称］、の 5 種類を用いた。培養株で得られたデータを基に、野外試料で

も FA を除く上記の固定液に、ルゴール終濃度 1%を追加した 5 種類を用いて、K. selliformis

を観察した。 

Karenia selliformis と近縁種（Karenia mikimotoi と Karenia longicanalis）は核の位置で

種判別できる（Iwataki et al. 2022）。片野固定液で固定した K. selliformis と K. mikimotoi

の培養株を DAPI 染色で蛍光観察（UV と BV 励起）し、核の位置や形態を確認した（以

下、DAPI 観察）。その後、野外試料において混在する形態類似種の識別を実践した。野外

試料は 2021 年 9 月 19 日から現在まで継続しているモニタリング試料（釧路市東部の桂恋

漁港口と漁港内東側、釧路庁舎の飼育用の取水の 3 点）の一部を用いた。 

 

②LAMP 法等による簡易種同定・検出手法の開発 

 2021 年 9 月に北海道太平洋沿岸で発生した K. selliformis 赤潮海水から分離した、複数

培養株の LSU rDNA D1-D2 領域の遺伝子配列情報をもとに K. selliformis 種特異的な配列

を検出の標的とした LAMP 法プライマーを設計した。設計には Primer Explorer Ver.5 

(FUJITSU Solution)を用い、ループプライマーを含む 6 本の LAMP 法プライマーを作製

した。得られたプライマーを用いて LAMP 法による検出の至適温度や反応時間、検出限界

DNA 抽出濃度を検討した。これらの検討には K. selliformis 培養株(北海道厚岸産 21Ks11 

AK 株および青森県平内産 MoKr600 株)を 5% Chelex DW で加熱抽出（99.9℃、10 分）し

た DNA 粗抽出液(10 cells 200 µL-1)およびその段階希釈液を用いた。LAMP 法の分析には

リアルタイム濁度検出器 Loopamp LA-200（栄研化学）および Loopamp DNA 増幅試薬キ

ット（栄研化学）を用いた。 

 本 LAMP 法の標的遺伝子である K. selliformis の LSU rDNA D1-D2 領域を PCR 増幅、

精製した DNA 断片をもとに既知コピー濃度の LAMP 法用標品を作製した。検出限界につ

いては本標品の段階希釈液を用いて検討し、LAMP 法による検査の際の適切な標品濃度を

決定した。 

 

３）環境DNAによる赤潮原因プランクトン分布情報の収集 

2021 年に北海道太平洋沿岸で発生した赤潮原因プランクトンの分布や種組成について、

広く情報を収集することを目的とし、環境 DNA 解析技術を用いて網羅的解析を実施する

こととした。解析に用いる遺伝子領域を決定し、それに基づいて、2021 年の赤潮発生前や

発生時期の海水から得た環境 DNA を解析し、生物組成について評価した。海水試料は、

2021 年 3 月から 9 月まで水産機構水産資源研究所釧路庁舎（以下、北水研）取水から得ら

れた海水 6 サンプル、道東から道南の沿岸域で得られた海水 14 サンプルを解析に供試し

た（表１）。海水試料はバケツを用いて採取し、そのうち 200~1000 mL を Sterivex HV フ

ィルター0.45 µm (Merk Millipore, Germany)内に濃縮することで粒子を回収し、RNAlater
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™ Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) を 2 mL 加えた後、保冷

剤を入れた発泡スチロールボックスに入れて研究室に持ち帰り、解析まで冷凍保存した。

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, CA, U.S.A.) を用いて DNA を抽出し、メタバーコー

ディング解析を生物技研（株）に依頼した。ブラスト検索については信頼性の高い手法（長

井ら；2023 年 GitHub で公開予定）を用いて行い、得られた群集データを Hellinger 変換

後、Bray-Curtis 非類似度で距離行列を作成し、Ward 法で階層的クラスタリングを実施し

た。 

 

４）培養株の維持培養方法と大量培養系の確立 

2021 年秋の北海道赤潮海水より分離した K. selliformis 培養株を健常な状態で維持し、

暴露試験などに供する大量培養を準備するために、増殖に及ぼす培地や培養容器の影響を

調べた。2021 年 10 月末に確立した培養株を 20℃、12 hL：12 hD、150 µmol m-2 s-1、改変

SWM-3 培地（紫加田ら 2011）を 25 mL 含む 50 mL 容ガラス製三角フラスコで継代培養

した。その後、同じ温度および光の条件下で、0.5 L、1 L、2 L の培地を含む 2 L ガラス製

メジウム瓶および培地 5 L を含むウナギ仔魚飼育用ボール（アクリル製、透明）にて本種

を培養し、細胞密度の推移を追跡した。 

 

５）増殖生理特性の解明 

①水温・塩分・光強度が増殖速度に及ぼす影響の把握 

2021 年 10 月に釧路沿岸で採水した赤潮海水から単離した K. selliformis 培養株（Ks-1, 

Ks-6, Ks-13 株）を改変 SWM-3 培地中、12 hL：12 hD（明期 6:00–18:00, 150 µmol m-2 s-

1）、塩分 33 の条件のもと、異なる温度（5, 10, 15, 17.5, 20, 22.5, 25℃）で 14 日間馴致培

養を行った。その後、各温度の培養液を異なる塩分（15, 20, 25, 30, 33）に調整した培地に

接種し、15 日間培養した。2 日に 1 回 in vivo クロロフィル a 蛍光値を測定し、紫加田ら

（2011）に従って、最大増殖速度（div. day-1）および最大細胞密度（cells mL-1）を算出し

た。また、20℃、塩分 33、12 hL：12 hD（150 µmol m-2 s-1）の条件で培養した K. selliformis

の 3 株を１日間暗処理した後、異なる光強度（0, 5, 10, 20, 50, 100, 150, 250, 400, 1,000 

µmol m-2 s-1）に移して培養した。各培養株の細胞密度を培養開始後 10 日間計数し、紫加

田ら（2011）に従って、最大増殖速度（div. day-1）、増殖に必要な最小光強度（I0）、半飽和

定数を算出した。実験は全て 3 回繰り返しで実施した。 

 

②細胞の大きさや色素量の変化に与える環境要因の検討 

100 mL ガラス製三角フラスコに 60 mL の f/2 培地を入れ、18℃、光強度 500–600 µmol 

m-2 s-1（12h:12h 明暗周期）で当該種 21KS11 株の培養を行った。細胞の計数・サイズ測定

は Tali イメージサイトメーター(Thermo Fisher Scientific)を用いて行った。培養液 100 µL

に対して 1％GA 水溶液を 1/100 量添加し、直後に計測を実施した。 
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６）生活史の把握 

 海底泥中における K. selliformis のシストの存在を調べるために、赤潮発生期間（2021 年

10 月、11 月）および非発生期間（2022 年 1 月）の海底泥を用いて、栄養細胞発芽試験を

行った。用いた試料は、表 2 の通りである。試験方法は次の通りである。10℃暗所で保存

していた海底泥を薬さじで１分間泥が均一になるようよく混ぜたあと、１ｇ測り取り、10 

mL の SWM-3 培地に加え（final 0.1g mL-1)、超音波で１分間処理した。発芽試験は、48

ウェルマイクロプレートを用いて終点希釈法(Imai et al. 1984)により行い、水温 15℃、光

強度は 50 または 100 µmol photos m-2 s-1、GeO2 添加または無添加の条件でインキュベー

タ内で実施した。培養期間は 8 日間で、2 日に 1 度顕微鏡下で発芽細胞の有無を観察した。

最終観察日（8 日目）は、上清を抜き取り観察した。さらに、GeO2 を添加しなかった区に

関しては、珪藻類の種類を観察した。 

 2021 年 9 月に厚岸湾および釧路市桂恋漁港で採集した海水から K. selliformis を 48 ウェ

ル培養プレートに単離した。増殖したウェルについて培養液の一部を培地(f/2+現地海水

1:1)に添加して培養株を立ち上げるとともに、残りの培養液を 48 ウェルまたは 24 ウェル

の培養プレートに移し、培地を適量足して 10℃または 15℃、で培養し、シスト様細胞お

よび葉緑体が消失した細胞の出現の有無を不定期に観察した。 

 

【結果および考察】 

１）赤潮原因プランクトンの分類学的検討 

 2021 年の赤潮試料からは優占種である Karenia selliformis のほか、Karenia longicanalis、

Karenia mikimotoi、Karlodinium sp.、Takayama cf. acrotrocha、Takayama tuberculata、

Takayama sp.の出現を確認した（Iwataki et al. 2022）。これらのうち、K. selliformis、K. 

longicanalis、K. mikimotoi、T. cf. acrotrocha、Takayama sp.の培養株が確立できたため系

統的位置を確認した。2021 年の道東赤潮の原因となった K. selliformis の ITS と LSU rDNA

配列は 2020 年にロシア・カムチャツカに発生した赤潮試料の K. selliformis のものと一致

し、これらは種内系統群 I に含まれた（Iwataki et al. 2022; Orlova et al. 2022）。また、これ

らは 2018 年に青森県より分離した K. selliformis（系統群 II）とは種内での系統的位置が

異なっていた（Iwataki et al. 2022）。2021 年の道東赤潮中に確認された Karenia の 3 種の

形態形質を比較したところ、核の位置、葉緑体の形状と数が 3 種の識別に有用であること

が分かった。2021 年の赤潮試料において、葉緑体が減少あるいは消失した K. selliformis や

油球を持った K. selliformis の出現を確認するなど、本種の形態が多様であることがわかっ

た。出現環境条件や本種の生活環と、これらの細胞の出現との関係についてはさらに調査

研究が必要である。なお、副次的研究成果物として、観察したカレニア科渦鞭毛藻の写真

を整理して種同定の参考となる資料を作成し、本事業のモニタリング担当関係者間で情報

を共有した。これにより、モニタリングにおいて細胞形態による種同定をより正確に実施
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するための基盤が構築された。 

 観察した 2022 年の海水試料からは K. selliformis の細胞は確認されていない。カレニア

科渦鞭毛藻は、Karenia cf. longicanalis、K. mikimotoi、Karlodinium sp.、Takayama sp.の

4 種の出現が確認された。K. cf. longicanalis は 2021 年に出現した K. longicanalis とは系統

的位置が異なり、核の位置も K. longicanalis とは異なるため未記載種であると考えている。

Karlodinium sp.は系統的に K. digitatum と近縁であり、2021 年に出現が確認された

Karlodinium sp.とは横溝の交差の程度と上錐溝の長さが異なるため、これとは別種である。

また、Takayama sp.は 2021 年の赤潮中に確認された Takayama sp.とは形態形質と系統的

位置が一致したため同種であると考えている。有害赤潮モニタリングを道東沿岸でより正

確に実施するためには、これらの未記載種の記載や未同定種の同定を進めることで、カレ

ニア科渦鞭毛藻の種組成を把握する必要がある。 

 

２）種同定手法の開発 

①化学固定法および検鏡による種判別手法の開発 

各種固定液で K. selliformis 培養株の固定後、細胞を観察したところ、片野固定液を除く

固定液では著しい原形質分離や色素凝集などが見られた。片野固定液はわずかな原形質分

離を生じたものの、生細胞とほぼ同様の形態を保持した（図 1）。野外試料の形態観察でも

片野固定液が概ね形態を維持し、追加したルゴールは着色により色素観察が困難であった。

これらの結果から固定液は片野固定液を選定した。培養株の DAPI 観察では K selliformis

の特徴である核が下錐に存在することと、K. mikimotoi についても核は半身（左部）に位

置することを確認した。赤潮期間中の野外試料の DAPI 観察では同所的に出現した K. 

selliformis と近縁種を識別でき、定常期に単独で出現したカレニア様細胞についても DAPI

観察で種同定できた（図 2）。よって、K. selliformis 赤潮では（1）片野固定液による固定、

（2）DAPI 観察による種判別、がモニタリングに有効な手法であると考えられる。 

 

②LAMP 法等による簡易種同定・検出手法の開発 

 作製した LAMP 法プライマーを用いて K. selliformis の北海道株および青森株をともに

検出できることを確認した（図 3）。Iwataki et al. (2022)は K. selliformis に 2 つの種内系統

群が存在し、北海道株は系統群 I、青森株は系統群 II に分類されることを報告している。

このことから、作製した LAMP 法では K. selliformis の両系統群を検出することが可能で

ある。LAMP 法の反応至適温度は 62～64℃であった。これらの温度帯では反応時間に差

は認められなかった。K. mikimotoi を含む他種渦鞭毛藻 14 種および有害ラフィド藻 4 種

は本 LAMP 法では検出されなかった。また、既存の K. mikimotoi を検出する LAMP 法で

は K. selliformis は検出されなかった。K. selliformis（21Ks11 株）の DNA 粗抽出液(10 cells 

200 µL-1)とその段階希釈液（0.001～1 cell 200 µL-1 相当の 4 段階）および既知コピー濃度

の段階希釈液（2×100 ～2×106 copies µL-1 の 7 段階）を分析した結果、それぞれ 0.001 
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cells 200 µL-1 および 2×102 copies µL-1 の濃度までを 60 分以内に検出可能であった(図 4：

既知コピー濃度の段階希釈のみ掲載)。また、検出時間は DNA 粗抽出液あるいは既知コピ

ー濃度の段階希釈液の濃度に比例して早くなることから、本 LAMP 法はある程度定量的

な出現の推定にも利用可能であると推察された。一方で、非常に高感度でごくわずかな標

的 DNA の存在も検出してしまうことから、実際の現場試料での検出と生きた細胞の存在

との関係については慎重な判断が必要となる。 

以上の結果から、LAMP 法を用いて K. selliformis を種特異的、かつ高感度、短時間に検

出できる手法が確立できた。本 LAMP 法は K. selliformis と K. mikimotoi を遺伝子検査で

判別する際に有効な手法となると期待される。一方、本 LAMP 法は定量的な検出も可能で

あることが確認できたものの、極低濃度の K. selliformis 標的遺伝子を検出可能であること

から、その活用方法についてはさらなる検討が必要と考える。 

 

３）環境DNAによる赤潮原因プランクトン分布情報の収集 

① 解析領域の検討 

環境 DNA 技術を利用した本解析に用いる領域やプライマーを決定するために、赤潮時

期の試料（表１●印）を用いて、18S rDNA および 28S rDNA についてメタバーコーディ

ング解析を実施した。その後、得られた結果のリード数や配列に対してブラスト検索を実

施した。その結果、18S では綱レベルの広範囲での生物分類を、28S rDNA では、種レベ

ルでの把握が可能であるとの結果を得たため、今後は、18S rDNA および 28S rDNA を併

用して解析し、環境中の生物組成を総合的に評価することとした。 

② 18S rDNA 領域に基づく生物組成 

結果①に基づき、北海道の道東から道南までの表層から採取した海水中のメタバーコー

ディング解析を行い、18S rDNA に基づく種組成を明らかにした。 

まず、18S rDNA に基づいて生物組成を評価したところ、Dinophyceae の割合が 50%以

上と多く、Bacillariophyta、Ciliophora と合わせて 80％以上を占める結果が得られた（図

5）。続いて、これらをクラスター解析した結果、得られた配列は概ね３つのグループに分

けられた。グループ１は、北水研取水、グループ２は、桂恋漁港より東の海域、グループ

３は桂恋漁港より西の海域から得られた配列で構成された。赤潮の非発生/発生の観点から

は、グループ３に赤潮期のサンプルのほとんどが含まれる結果となった（図 6）。一方で、

グループ１に、北水研取水から採取された、2021 年 3 月から９月まで（非赤潮期から赤潮

期）の配列が全てここに含まれることから、グループ１に関しては、何らかの要因が制限

になっていることも推測された。 

次に、得られた 3 つのグループの多様度、主要種について解析した。主要種については、

高次分類、さらに、渦鞭毛藻類、珪藻、繊毛虫に分けて精査した。まず、多様度について

は、図 7 の多様度指数で示したように、グループ１、２の順で高く、グループ３は低かっ

た。リード数はほぼ同程度であった。 
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主要種については、各グループを以下のように整理した。 

ア）高次の分類群で分類（図 8）；多様度の高かったグループ１は、渦鞭毛藻・珪藻・放散

虫・繊毛虫、グループ２は、珪藻・クリプト藻、グループ３は、渦鞭毛藻・繊毛虫で構成

された。 

イ）渦鞭毛藻類（図 9）；グループ１では、３～９月初旬に採取した試料中の渦鞭毛藻の割

合が低めで、Amoebophrya、Alexandrium、他などで構成された。9 月下旬の赤潮期に入る

と、K. selliformis が主要となった。グループ２は、K. selliformis の割合は低く、Amoebophrya、

Prorocentrum など、多様な種で構成された。赤潮期のサンプルが比較的多く含まれるグル

ープ３では、渦鞭毛藻の割合が高く、K. selliformis が優占種であった。 

ウ）珪藻類（図 10）；高次分類で比較的珪藻の多かったグループ１では、Thalassiosira、

Actinocyclus、Bacillaria、Chaetoceros 属で構成された。グループ２も、珪藻の割合はやや

高く、Rhizosolenia、Eucampia などで構成された。珪藻の割合が低かったグループ３では、

Thalassiosira、Skeletonema、Leptocylindrus などが優占種であった。 

エ）繊毛虫の組成（図 11） 

今回の解析で、主要生物として、繊毛虫が検出された。グループ１は、繊毛虫の割合は比

較的低かったが、Strombidium、Pelagostrombidium などが認められた。グループ 2 は、繊

毛虫の割合が高く、Strombidium が主要であった。グループ３は、繊毛虫の割合は季節に

よって異なったが、比較的高く、Tiarina、Tintinnopsis などで構成された。 

 

以上、2021 年の３月から 11 月までの通常期から赤潮発生期間について、道東から道南

沿岸域にかけて得られた海水試料中の環境ゲノムに基づき、18S rDNA 領域の生物組成を

比較した結果、渦鞭毛藻類が全体の 50％以上を占め、珪藻類、繊毛虫類の割合が高という

結果が得られた。生物組成は大きく３グループに類型化され、海域や赤潮/非赤潮期間との

関係性も認められた。赤潮期間中である 10 月の試料を含むグループ 3 では、K. selliformis

の優占が認められるなど、現場環境と一致する結果が得られた。また、K. mikimotoi など

有害藻類による赤潮期間後半で、しばしば Strombidium などの繊毛虫が観察されることが

あるが、本結果においても、珪藻類の他に繊毛虫も多く認められ、赤潮期間後半に繊毛虫

が増加し、他の渦鞭毛藻や珪藻に置き換わるような生物組成の変化が推察された。ただし、

18S rDNA の解像度は高いとは言えず、種レベルの解析はできなかったため、今後 28S 

rDNA においても解析し、本結果と統合し総合的に生物組成の変化を把握する必要がある

と考えている。 

 

４）培養株の維持培養方法と大量培養系の確立 

分離した培養 13 株中は 10 株について、一年半の間継代培養し、現在も維持している。

継代培養の条件においては、増殖速度は 0.65 divisions d-1、最高細胞密度は 23,650 cells mL-

1 であった（図 12）。300 mL 容三角フラスコにおいては、増殖速度は 0.51 divisions d-1、最
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高細胞密度は 14,933 cells mL-1 で、継代培養よりも増殖が低下した。2 L ガラス瓶で培養し

た場合、培地量が 0.5 L、1 L、2 L における最高細胞密度はそれぞれ 5,700 cells mL-1、4,700 

cells mL-1、2,100 cells mL-1 で培地量が多くなるほど増殖が低下した。アクリル容器ではほ

とんど増殖せずに 1 週間後には死滅した。その他、ポリスチレン製の透明フラスコ（Thermo 

Fisher Scientific 製、Nunc 製細胞培養用処理済み EasYFlask、25 および 75 mL 容）につ

いては経時的な細胞密度は追跡しなかったが、十分増殖することを確認した。以上の結果

から、K. selliformis の培養可能スケールは最大で 1 L 程度で、スケールが大きいほど増殖

速度や最高細胞密度が低下することが分かった。 

 

５）増殖生理特性の解明 

①水温・塩分・光強度が増殖速度に及ぼす影響の把握 

Karenia selliformis の最大増殖速度は、Ks-1 株では 17.5℃、塩分 25、Ks-6 株では 20℃、

塩分 20、Ks-13 株では 17.5℃、塩分 30 で得られ、それぞれ 0.62, 0.76, 0.51 div. day-1 であ

った。最大細胞密度は Ks-1、Ks-13 株では 17.5℃、塩分 30、Ks-6 株では 17.5℃、塩分 25

で得られ、それぞれ 20,400, 16,800, 12,600 cells mL-1 であった。水温の増殖可能範囲は全

ての株において 10~22.5℃であり、5℃では緩やかに死滅し、25℃では馴致培養の時点で速

やかに死滅した。塩分についてはすべての株で、塩分 15~33 で増殖が確認されたが、塩分

15 では増殖速度が顕著に低下した。また、K. selliformis を異なる光条件で培養した結果、

増殖速度は Ks-1、Ks-6 株で 400 µmol m-2 s-1、Ks-13 株で 150 µmol m-2 s-1 で最大となり、

それぞれ 0.77, 0.71, 0.63 div. day-1 を示した。増殖に必要な最小光強度 I0 は Ks-1、Ks-6、 

Ks-13 株でそれぞれ 19.7, 16.2, 30.4 µmol m-2 s-1、半飽和定数はそれぞれ 94.1, 89.0, 64.5 

µmol m-2 s-1 であった。すべての株において、強光 1,000 µmol m-2 s-1 では増殖速度がわずか

に低下し、10 µmol m-2 s-1 以下の弱光では増殖しなかった。 

以上の結果から、K. selliformis は 15~22.5℃、塩分 20~33、光強度 100~1,000 µmol m-2 

s-1 で活発に増殖することが示唆され、至適条件に大きな株間差はないことが明らかとなっ

た。また、25℃以上、5℃以下では増殖不可能であり、この結果は北海道東部太平洋での赤

潮発生時の環境と概ね一致した。また、本成果から当該海域における越冬の可能性は低い

と考えられるが、低温下における増殖と光強度の関係は未解析であるため、今後の更なる

検討が必要である。 

 

②細胞の大きさや色素量の変化に与える環境要因の検討 

Karenia selliformis は GA 水溶液の添加作業後、イメージサイトメーター計測時間の 2 分

間以内において、細胞形態への明確な変化は認められなかった。Karenia selliformis の細胞

密度は培養初期の 1.1×103 cells mL-1 から徐々に増加し、培養 9 日目に最高細胞密度

6.2×103 cells mL-1 になった後、漸減した。この間、細胞サイズ（直径）は 24–25 µm 程度

で推移していたが、培養末期の 41 日目には 29.5 µm に増加した。また、細胞のクロロフ



- 47 - 

 

ィル自家蛍光強度は培養開始から 16 日目までは概ね一定であったが、培養 20 日目以降減

少する傾向にあった。これらの結果から、培養の定常期から末期にかけて細胞サイズが大

きくなる傾向があること、細胞の自家蛍光は定常期の後期に徐々に減少する傾向があるこ

とが確認できた。一方で、天然の細胞で観察された葉緑体が消失した細胞は、培養の間、

確認できなかった。 

 

６）生活史の把握 

海底泥中における K. selliformis のシストの存在を調べるために、北海道道東から道南に

かけて採集した赤潮発生期や非発生期の海底泥を用いて栄養細胞発芽試験を行った結果、

水温 15℃、光強度 50 および 100 µmol photons m-2 s-1 の条件において、観察したすべての

試料から K. selliformis の栄養細胞の発芽は確認できなかった。 

 次に、GeO2 を添加しないで、珪藻類の発芽試験を行い、発芽した量および種について評

価した。その結果、珪藻の発芽量は、2021 年 11 月初旬の根室港、花咲港、浜中港、大津

港、大樹港で多かった。珪藻の種類については、赤潮発生期であった 2021 年 10 月 12 日

の海底泥は、Chaetoceros spp.が主要であり、11 月初旬は、Skeletonema spp.が道東から道

南まで広く検出され、Thalassiosira spp.は道東で多かった。2022 年の冬季試料については、

全体的に珪藻量が少なく、Nitzchia spp.が主要であった（図 13）。渦鞭毛藻類については、

発芽した栄養細胞は非常に少なかったが、Scrippsiella spp.がより頻繁に検出された。 

 以上より、北海道道東から道南沿岸における珪藻類のシストは、赤潮発生期や冬季では

少なく、赤潮衰退後の道東に多いという結果が得られた。 

 シストあるいは一時シストの形成の可能性を検討するため、比較的低温下で培養した細

胞を不定期に観察した。増殖の定常期に入ったウェルでしばしば球形の不動の細胞が観察

されたが、その多くは葉緑体を持ち、クロロフィル蛍光が観察された。一方、不動細胞の

中に被膜につつまれクロロフィル蛍光がわずか、あるいは観察されない細胞がまれに観察

されることがあった（図 14）。細胞の外形には横溝の形跡が観察され、細胞内には red body

と思われる構造が観察された。本細胞の発芽、復活は確認することができなかった。観察

された細胞が K. selliformis のシストあるいは一時シストの可能性も考えられるが、その出

現はまれであったことから、赤潮への寄与は低いと推察される。今後は、遺伝子等を用い

た冬季の海水および底泥中の K. selliformis の探索により越冬形態を把握することが重要と

考える。 

 

【成果の概要】 

 本課題では 2021（令和 3）年に北海道太平洋沿岸で発生した赤潮原因プランクトンの生

物学的特性について検討し、下記の成果が得られた。 

１）赤潮の優占種が渦鞭毛藻 Karenia selliformis であったこと、その rDNA 配列（ITS お

よび LSU 領域）は 2020 年にロシア・カムチャツカに発生した赤潮試料の K. selliformis の
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ものと一致することを明らかにした。副次的研究成果物として、観察したカレニア科渦鞭

毛藻の写真を整理して種同定の参考となる資料を作成、モニタリングにおいて細胞形態に

よる種同定をより正確に実施するための基盤を構築した。 

２）K. selliformis の形態観察に適した化学固定法を確立し、DAPI による核染色を併用し

て本種と形態が酷似している Karenia mikimotoi や Karenia longicanalis との種判別手法を

確立した。また、遺伝子検出手法の一つである LAMP 法を用いた K. selliformis の高感度

検出手法を確立した。 

３）環境 DNA メタバーコーディング解析により赤潮発生前から発生期間の道東から道南

までのプランクトン種組成の変化を、18Sr DNA に基づいて整理した。得られたデータよ

り、生物組成は 3 つのグループに類型化され、地理的な影響を受けていることが推察され

た。 

４）2021 年に発生した赤潮海水から複数の K. selliformis 培養株を確立した。得られた培

養株は本種の増殖生理特性や有用海産生物への影響評価に寄与した。また、本種の大量培

養に適した条件を明らかにし、その成果は本事業課題（１）アの研究遂行に寄与した。 

５）K. selliformis の増殖至適環境を培養株を用いて検討し、水温（15~22.5℃）、塩分（20~33）、

光強度（100~1,000 µmol m-2 s-1）であること、25℃以上および 5℃以下では増殖不可能で

あることを明らかにした。また、K. selliformis 細胞の形態および葉緑体自家蛍光の変化を

調べ、培養の定常期から末期にかけて細胞サイズが大きくなる傾向があること、細胞の自

家蛍光は定常期の後期に徐々に減少する傾向があることを確認した。 

６）シストの存在の有無を調べるため、MPN 法による底泥中からの発芽や、K. selliformis

培養株の観察を行ったがシストは確認できなかった。本種の越冬形態には不明な点が多く、

さらなる検討が必要である。 
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表 1  メタバーコーディング解析に用いた試料． ●は、実験①で解析領域の検討に用

いた試料． 




