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序論
自然環境中で生物は周囲の環境の影響を受けながら

生活している。生物の集まりである個体群は環境に

対応して消長を繰り返している。環境への対応は生

物種ごとに異なり、生態系を構成する種数や各種個

体群の個体数（個体群密度）、すなわち生物群集の構

造は生態系ごとに大きく異なる。生物群集の構造を

明らかにすることは、生態系の環境とそこに生活す

る生物の関係を考える上で重要である 1)。我々は相

模川河口域生態系の長期変動を検討するため、棲息

環境と対応付けて植物プランクトン群集構造の解析

を行ってきた 2-4)。群集構造の解析に必要な植物プラ

ンクトン各種の同定と計数は、光学顕微鏡を用いた

形態観察によって行う。しかし、形態観察による藻

類種の同定には熟練が必要であり、十分な形態観察

を実施しても、種同定が難しい種も少なくない。労

力を必要とする形態観察による同定と計数は、群集

構造の解析を質的にも量的に制限してきた。

　近年、形態観察に加えて各種の持つ DNA 塩基配列

を指標として、藻類種の同定が行われるようになっ

た。生物種や生態型で差異が認められる適切な DNA
領域について塩基配列を決定して比較することで、

形態観察によることなく種同定が可能である 5)。塩基

配列をバーコードに見立てた DNA バーコード計画

では、分類群ごとに適切な DNA 領域を指定し、効

率的に塩基配列情報を蓄積することを目指している。

生物種と塩基配列を対応付けた情報がデータベース

として十分に蓄積されれば、対象とする個体の塩基

配列をデータベースに照合することで、個体の種同

定が可能になる 6)。さらに、百万分子を超える DNA
塩基配列を決定（シーケンシング）する次世代シー

ケンシング技術（NGS）をこの種同定に適用するこ

とが可能である。NGS を生物群集に適用するメタ
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植物プランクトン群集構造
バンドーン採水器（離合社）を用い、表層と水深

20m の海水 10 ℓを採水した。海水試料は沈降係数板

（Combined Plate Chamber, Hydro-Bios, Germany）
を用いて濃縮し、光学顕微鏡（IX70, オリンパス）

で種同定と細胞密度測定を行った。

全DNAの調整
採水した試料をプラスチックボトルに移し、暗所で

保冷しながら実験室に輸送した。試料 50ml を減圧

濾過し、フィルター（Isopore　GTTP02500, ミリ

ポア）上に集められたプランクトンを冷凍庫内で

凍結し（-80℃）保存した。抽出の操作を行うため

冷凍庫より取り出したフィルター上の試料は、室

温で融解後直ぐに、抽出緩衝液で洗い落とし、マ

イクロチューブ中でペッスルを用いて破砕した。

破砕液から DNA 吸着カラム法 (DNeasy,Qiagen)
で全 DNA を抽出した。精製された全 DNA の

濃度と共雑物の過多は、試料の吸収スペクトル

で検討した。全精製試料 200 μ l のうち各 2.0
μ l を鋳型とし、光合成生物psbA 領域に対する

プライマー (F:TNCAYTTCTAYCCNVTHTGGGA, 
R:RNCATGTGGAATGGGTGCAT）を用いて PCR
を行った。95℃で 5 分、その後、94℃× 20 秒、55℃
× 30 秒、72℃× 2 分の一連の反応を 35 回繰り返し、

最後に 72℃× 7 分で伸長反応を終了、その後 4℃で保

存した。得られた PCR 産物をアンプリコン読解に供

した。

NGSによるアンプリコン読解
DNA 溶液の濃度測定を行い (Synergy H1 (Bio Tek), 
QuantiFluor dsDNA System (Promega) )、 ア ン プ

リコンの濃度を調整した。得られたアンプリコンに

対し 2step tailed PCR 法でライブラリーを作製し

た。作製したライブラリーは断片長、副生成物の有

無など品質確認を行った。次世代シークエンサー

（NextSeq,Illumina）を用いて2x300 bpの条件でシー

ケンシングを実施した。

読解データの解析
マージ後の断片長 290 塩基、リードの断片長 230
塩基、最低オーバーラップ長 10 塩基とし、クオリ

ティーフィルタリングを通った配列をマージした。

解 析 ソ フ ト (Usearch drive5) で OTU(operational 
taxonomic unit) を求めた。得られた代表配列を

BLAST 検索し、最も類似性の高い生物種を推定し

た。また、出現頻度の高い 15 の OUT について、解

析ソフトを用いて (CLC Sequence Viewer, QIAGEN 
図 1．観測海域と観測地点．図中の 5,000m の直線に沿っ
て観測を行った．

ゲノム解析と DNA バーコードを用いれば、一度の

解析で生物群集全体の種同定が可能になる。非常に

多数の塩基配列を一度に確認するこの方法では、顕

微鏡観察では見つけにくい出現頻度の低い種の検出

も可能になると考えられる。試料に含まれていた

DNA 量に比例してアンプリコン（PCR で増幅され

た DNA 断片）が増幅されると仮定できれば、NGS
で決定された配列の割合から、生物群集に含まれて

いた種ごとの DNA 量、さらに生物量が推定できる。

DNA バーコードとメタゲノム解析を活用すること

で、群集構造の解析を質的・量的に改善できる可能

性が高い 6)。

　本研究では、相模川河口域生態系の植物プランク

トン群集にメタゲノム解析を適用した。DNA バー

コード領域として、全ての光合成生物が持つpsbA（光

化学系Ⅱ反応中心 D1 蛋白質コード遺伝子）を用い、

植物プランクトンの群集構造の解析がメタゲノム解

析により可能であるかどうかを検討した。

材料と方法
環境要因と植物プランクトン生物量の測定
2017 年 12 月に相模川河口から沖合に向かって南北

方向に 5.0 km の範囲で観測を行った。調査船舷側よ

り、直読式総合水質計 (AAQ126, JFE アドバンテッ

ク株式会社 ) を垂下して、観測海域の各地点で電気

伝導度、温度、圧力に加えて、クロロフィル蛍光強

度を測定した。電気伝導度と圧力は、測定器付属の

ソフトウェアにより塩濃度 (‰ ) と水深 (m) に換算

した。海水密度の指標 ( σ ) は、塩濃度と温度、圧

力から算出した海水密度 (kg m-3) より 1000 を引い

て求めた。全地球測位システム (GPS) 端末 (FG-530, 
EMPEX 社 ) を用いて、測定期間中の時刻と緯度・

経度を記録し、測定時刻から観測地点を算出した。

観測点の河口からの距離を求め、各測定値の鉛直分

布を入力し、海洋断面上の各要因の分布をコンター

マップとして図表化した (Gsharp, dlp 社 )。
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Bioinformatics) を用いて系統関係を解析した。

結果と討論
海況
観測実施日（2017.12.18）の塩濃度は河口付近の表

層でわずかに低く 33.2‰であったが、河口の水深

3.0 m 以深やその他の地点では 34.2‰であった（図

2a）。16.5℃の最低水温も河口付近で認められた。沖

合 1000m の地点でも、16.7℃以下のやや低い温度

が表層で認められたが、沖合 2000m 地点では表層

で 16.8℃、5m 以深で 17.0℃となり、さらに沖合で

は 17.0℃で表層から水深 45m まで一定となった（図

2b）。河口付近でのわずかに低い塩濃度と水温は、相

模川からの淡水流入の影響であると考えられる。し

かしながら、その影響は限定的で、影響を受けやす

い表層でも沖合 2500m 以近に限られていた。密度の

指標σは調査海域全体でほぼ均一であり、塩分成層

を示す低密度の水塊は表層 1m 足らず、沖合 2000m
足らずに限定されていることが明らかであった（図

2c）。これ以外の部分の密度は 25.0-25.1 でほぼ一定

であった。この結果は、少なくとも水深 45m までの

範囲で表層水の冷却に伴う鉛直混合が盛んに生じて

いることを示していた。この時期の深い鉛直混合は

植物プランクトンの増殖を低く抑えていたと考えら

れる。また、相模川からの淡水の流入がわずかであ

ることも植物プランクトンの増殖を低く抑えていた

と考えられる。クロロフィル蛍光シグナルは沿岸域

で 720 相対値とわずかに高かったが、測定海域全体

でほぼ一定の値を示した（図 2d）。

植物プランクトン群集の種組成
海況に違いが認められた河口と沖合 5000m 地点で

水深 1m 層と水深 10m 層から試料を採収した。海水

試料中の藻類を 40-400 倍の倍率で顕微鏡観察した

ところ、主として珪藻類から成る植物プランクトン

群集が観察された。藻類の細胞密度は河口の 1m 層

と 10m 層の試料でそれぞれ 11800 と 9300 細胞 ℓ -1、

沖合の 1m 層と 10m 層の試料でそれぞれ 5500 と

5300 細胞 ℓ -1 であった（図 3）。クロロフィル蛍光

強度の差は 5% 足らずであるにも関わらず（図 2d）、
細胞密度に大きな差が生じたことは、種組成の違い

と対応していた。相模川からの淡水流入の影響を

受ける河口では羽状目珪藻のNavicula spp. が優占

し 1m 層と 10m 層でそれぞれ 68.4% と 29.6% を占

めていた。さらに、河口では羽状目の様々な珪藻類

が 1m 層と 10m 層でそれぞれ 11.7% と 16.2% を占

め、Navicula spp. と合わせて、羽状目珪藻類が卓

越する生物群集を形成していた。これに対して沖合

図 2．観測海域の海況とクロロフィル a 蛍光シグナル．河
口から沖合 5000m までの塩濃度 (a)，水温 (b)，密度 (c)，
クロロフィル a 蛍光シグナル (d) を表す．

図 3．河口と沖合 5000m 地点の表層と水深 5m 層の植物プ
ランクトンの種組成．1: Chaetoceros spp. 2: Skeletonema 
costatum. 3: Coscinodiscus sp. 4: Odontella sp. 5: Navicula 
spp. 6: Nitzschia  spp. 7: pinnate diatoms 8: centric dia-
toms の細胞密度（細胞 ℓ -1

）を示す．
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ではSkeletonema costatum が優占し 1m 層と 10m
層でそれぞれ 57.5% と 67.4% を占めていた。中心

目 珪 藻 類 のChaetoceros spp.、Coscinodiscus sp.、
Odontella sp. も高い頻度で認められ、沖合では中心

目珪藻類が卓越する生物群集を形成していた。観察

された羽状目珪藻は概して小型であったことが、２

倍近い細胞密度にもかかわらずほぼ同一のクロロ

フィル蛍光強度しか示さなかった原因と考えられる。

アンプリコン解析
種組成に明瞭な差異が認められた河口と沖合の藻類

群集の全 DNA 試料を用いてpsbA 領域を対象にア

ンプリコン解析を行った。その結果それぞれの試料

について 6100-113000 の raw reads を得ることがで

きた。解析プログラムを用いて結合すると、４試料

で合わせて 1000 以上の OUT が算出された。しか

し、算出された OUT のほとんどが数回の出現頻度

であり、PCR の際の複製ミスや計算上のノイズであ

ると考えられた。出現頻度が 0.5％以上の OTS は河

口 1m 層と 10m 層、沖合 1m 層と 10m 層の試料で

それぞれ 19、23、21、21 配列に過ぎなかった。こ

れらの OTS を BLAST 検索したところ、珪藻のS. 
costatum と一致するのものがあり、プラシノ藻類

のOstreococcus sp、緑藻類Bathycoccus prasinos、
Pyramimonas sp と高い相同性を示すものが認めら

れた。これ以外の OUT の配列は未培養で未知の生

物の配列との関係しか求めることができなかった。

これらの結果は少なくともpsbA 領域はバーコード

DNA としてこの海域の藻類群集に適用可能なほどの

十分なの情報の蓄積がないことを示していた。また、

試料を顕微鏡観察して求めた種の中には、解析結果

から示唆されたプラシノ藻類や緑藻類は認められな

かった。それにも関わらず高い頻度で増幅されたア

ンプリコンがこれらの種と高い相同性を示したのは、

用いたpsbA 領域の配列が系統関係と対応しにくい

こと示唆していた。実際にこれらの配列を用いて最

尤法で系統樹を作成すると系統樹は大きく 3 群に枝

分れした（図 4）。この結果は顕微鏡観察された珪藻

類の中心目と羽状目の２群とpsbA 領域の塩基配列

から求めた系統が対応しないことを示していた。

　検索されたS. costatum について、群集内の細胞

の相対密度（%）と検出された配列の相対出現頻度

（％）を比較すると、細胞密度が 5.6 から 65.4％まで

大きく変動するのに対して、配列の頻度は 17.3 から

8.9％しか変動せず、さらに、細胞密度が高い値を示

す沖合 10m 層で最も低い配列の頻度を示していた。

結論
本実験の方法でフィルターろ過した海水試料から解

析に必要な十分量のゲノム DNA が得られることが

明らかになった。また、NextSeq 次世代シーケン

サー１回の解析で、藻類群集の種組成・群集構造解

析に必要な十分量のアンプリコンを得られることが

明らかになった。本研究で用いた DNA 領域（psbA）

は、塩基配列が系統関係を反映しないこと、珪藻類

に関するデータの蓄積が不十分であることが明らか

になった。これらの結果は、解析する DNA 領域を

適切なものに変えることで、本研究のプロトコルが

藻類群集の解析に適用できる可能性を示唆していた。

図4．アンプリコン解析で求められたOUT配列の系統関係．
OUT 配列の DNA 塩基配列を用いて最尤法により求めた．
図中横棒は遺伝距離を数字は OUT の番号を示す．BLAST
検索により種名が明らかになったSkeletonema costatum
については図中でも属名を記す．
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