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｀ LAMP法を活用したヤコウチュウに摂食された有害赤潮プランクトンの検川

北辻さほ*1 • 紫加田知幸*l• 坂本節子*l・中山奈津子*1 • 永井清仁*2• 

鬼塚剛*l・多田邦尚*3

Detection of harmful algae grazed by Noctiluca scintillans by LAMP method 

Saho KITATSUJI, Tomoyuki SHIKATA, Setsuko SAKAMOTO, Natsuko NAKAYAMA, 

Kiyohito NAGAI, Goh ONITSUKA and Kuninao TADA 

Grazing by heterotrophic dinoflagellates often plays an important role in the termination of harmful algal blooms. 

However, there are no simple methods to detect the ingestion of harmful algae by heterotrophic dinoflagellates in the 

field. Here, we examined the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method to detect the grazing by Noctiluca 

scintillans on Karenia mikimotoi and Chattonella spp. in laboratory and field experiments. In the laboratory, the LAMP 

method detected DNA from K. mikimotoi in N. scintillans food vacuoles for no longer than 3 h after their ingestion, 

indicating active grazing by N. scintillans in the early diurnal period. In Ago Bay, Japan, we collected N. scintillans at 

intervals of 2-5 h during August 2015, when K. mikimotoi and Chattonella spp. co-occurred. The LAMP method detected 

DNA from K. mikimotoi and Chattonella spp. ingested by N. scintillans with high frequency during the daytime. These 

results show that the LAMP method can detect grazing by N. scintillans on harmful algae, and that daytime sampling is 

optimal to identify active grazing. 
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従属栄養性プランクトンによる摂食は，有害赤潮プラ

ンクトンの衰退の一因となることが知られている

(Turner 2006)。現場海域においては，従属栄養性の渦鞭

毛藻類が摂食者として有害赤潮プランクトンの衰退に寄

与した事例が多数報告されている (Nakamuraet al. 

1996, Matsuyama et al. 1999)。ヤコウチュウ（夜光虫；

以下， Noctilucascintillans) は従属栄養性の渦鞭毛藻類

に分類され，温帯域や亜熱帯域に広く分布し，沿岸域に

おいて高密度化することが報告されている (Maclean

1989, Miyaguchi et al. 2006, Harrison et al. 2011)。本種

は植物プランクトンの高密度化と同時，あるいはその衰

退時に，その細胞密度が急増する現象が観測されており，

本種の摂食行動が赤潮の衰退に関与する可能性が指摘さ

れている (Dela-Cruzet al. 2002, Kitatsuji et al. 2019)。従っ

て，現場海域で本種と有害赤潮プランクトンの関係を詳

細に明らかにすることは，海域の有害赤潮の動態を理解

する上で重要である。

従属栄養性プランクトンの摂餌物を解析するために，
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これまで様々な手法が提案されてきた。例えば，糞を電

子顕微鏡観察することによって摂餌物を特定する手法

(Turner 1984), 腸管のクロロフィルa濃度を測定するこ

とによって摂食の有無を判断する手法 (Bautistaand 

Harris 1992) , ボトル実験により餌料プランクトンの減

少速度から摂食速度を推定する手法 (Nakamura1998) 

などが提案されてきた。しかしながら，電子顕微鏡観察

において柔らかい外被を有する生物は化学固定などによ

り形態が変化しやすく同定が難しいこと，クロロフィルa

濃度からは種組成の情報が得られないこと，ボトル実験

には時間を要し，操作に熟練を要することなど，いずれ

の手法も無殻の有害赤潮プランクトンヘ応用する上では

問題点を有する。

近年，動物プランクトンの摂餌物の検出にPCR法が

適用されるようになった (Nejstgaardet al. 2003, Olsen 

et al. 2014)。定量PCR法を用いてカイアシ類の摂餌物を

定量的に解析した事例も複数報告されている (Troedsson

et al. 2009, Nejstgaard et al. 2008, Hu et al. 2014, Haley 

et al. 2010)。また， Nishitaniet al. (2018)は，従属栄養

性渦鞭毛藻Phalacromamitraを現場海域から単離して

PCR法でrDNAを増幅した後制限酵素を用いて増幅産

物から本種由来のDNAを除去することで，摂餌物由来

のDNAを特異的に検出する手法を提案している。

しかしながら， PCR法には高価な機器や特別な試薬が

必要となる。近年，サーマルサイクラーや定量PCR装置

のような高価な機器を必要とせず，迅速かつ簡易に精確

な遺伝子増幅を行う手法として， loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP)法が医療分野や農業分野などで

広く活用されている (Notomiet al. 2000, Fukuta et al. 

2003, Imai et al. 2006, Mori and Notomi 2009)。LAMP法

は①全ての反応が等温で進行する，②核酸の増幅効率が

極めて高く， 1時間以内の反応で大量の増幅産物を得る

ことができる，③極めて高い反応特異性を持つ，④央雑

物が多く含まれる試料でも良好な核酸増幅反応が得られ

る，などの特長を有している。そのため， LAMP法は有

害赤潮や貝毒の原因プランクトンを高感度に検出する方

法として，水産研究分野で広く活用されている (Zhang

et al. 2009, 坂本ら2011,坂本ら2012,Nagai and ltakura 

2012, Nagai et al. 2012, Nagai 2013)。

そこで，本研究では，まず室内実験でLAMP法を活用

してN.scintillansが摂食した有害赤潮プランクトンを検

出可能であることを明らかにし，次に現場海域で本手法

を試用して， N.scintillansの摂食による有害赤潮プラン

クトンヘの影響を把握するための適切な調査方法の適用

条件を見出すことを目的とした。

材料と方法

供試生物 Karenia mikimotoiは2013年7月に広島湾か

ら単離した培養株 (13HBKm2) または2014年6月に佐

伯湾から単離した培養株 (Km69-9ax) を供した。継代

培養は，改変SWM-3培地（以降培地紫加田ら

2011), 光強度200μmolphotons m―2 s―1 (12hL : 12hDサ

イクル）， 20°cの条件で行い，実験には対数増殖期の培

養株を供した。 N.scintillansは2015年3月または2019年

3月に広島湾で採集し，光強度10μmolphotons m―2 s―l 

(12hL : 12hDサイクル）， 20°cで， Dunaliellatertiolecta 

(NIES-2258) を給餌し， 1週間ごとに継代しながら培養

した。 N.scintillansは実験前に，ガラス繊維ろ紙 (GF/C,

Whatman) によりろ過後オートクレーブ滅菌した海水

中に移し， 24時間絶食させた。

N. scintillansに摂食された摂餌物由来DNAの抽出

2mLの培地に懸濁した20細胞のN.scintillansをパスツー

ルピペットで6穴マイクロプレートの3穴に単離して合

計60細胞準備し，それぞれに5mLのK.mikimotoi培養液（対

数増殖期， 10,000cells mL -1) を接種して， N.scintillans 

の培養条件と同条件下で1時間摂食させた。その後培地

で洗浄し， lmLに定容したN.scintillans細胞懸濁液に対

して4mLの99.5%エタノール（以下，エタノール）を添

加して固定し， 4°cで保存した。 N.scintillansにより摂食

された餌は食胞中で消化されることが知られており，食

胞の有無で摂食活動を行った細胞を光学顕微鏡下で識別

できる（高山1977)。そこで，エタノール固定試料の中

から光学顕微鏡下 (x40 ; IX71, OLYMPUS)で食胞を

有するN.scintillansを，パスツールピペットを用いて分

離し，氷上に置かれた0.5mLマイクロチューブに移した。

リン酸緩衝食塩水 (PBS) またはトリスー EDTA緩衝液

(TE, pHS.O) をlOOμL添加後 99.9°Cで15分間加熱抽

出することにより DNA粗抽出液を得た。

LAMP法によるK.mikimotoiおよびChattonellaspp. 

の検出 LAMP法には表lに示すK.mikimotoiおよび

Chattonella spp. のプライマーを使用し，反応液は表2に

示す組成で調製した。なお， Chattonellaspp. のプライマー

はC.marina, C. antiquaおよびC.ovataを検出すること

が確認されている（坂本ら 2012)。LAMPの反応は， K.

mikimotoiおよびChattonellaspp. の検出ではそれぞれ

64°Cおよび65℃で30分間行い，反応の間，等温増幅蛍

光測定装置 (GenieRII, OptiGene社）を用いて蛍光検出

することにより増幅産物を経時的に観察するとともに，

その結果をもとに反応終了後に会合曲線解析 (Annealing

curve analysis)を行うことでその反応特異性を確認した。

N. scintillans細胞内におけるK.mikimotoiのDNA分解

時間の把握摂餌物のDNAは時間とともにN.scintillans 

の細胞内で消化される。そこで， K.mikimotoiについてN.

scintillans細胞内におけるDNA分解時間の検討を行った。

前述の方法 (N.scintillansに摂食された摂餌物由来DNA

の抽出）で420細胞のN.scintillansを5枚の6穴プレート（合

計21穴）に分注し， K.mikimotoiを1時間摂食させた。

摂食後直ちにN.scintillansを培地で洗浄し， 5mLの培地

を入れた6穴マイクロプレートに20細胞ずつ単離して，
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LAMP法による夜光虫の摂餌物の検出

表1. Karenia mikimotoiおよびChattonellaspp. 検出のためのプライマー塩基配列

種 プライマー
濃度
(μM) 
塩基配列

長さ
(mer) 文献

Karenia mikimotoi F3 
B3 

FIP 
BIP 

LF 
LB 

5
5
4
0
4
0
2
0
2
0
 

GCGATACTGCTICTCGCC 
CGTICTAATGTCAAGGACA 
AGGACATICAGTCACTCGGGCATGTCAACGTCAGTICAT 
CTCTGTGTGTCTGGTAGCACAACAACCTICATGCAGAGC 
GTCCTIAGAGTTTTCCTCAA 
CTGCTICATGTGCTIGCCT 

18 

19 

39 

39 

20 

19 

坂本ほか (2011)

Chattonel/a spp. F3 
B3 

FIP 
BIP 

LB 

5
5
4
0
4
0
2
0
 

TGfGAGCTGGATGCITCTG 
CGTGTITCAAGACGGGGTA 
AACAGGAGAGfAACAAGCAGGCCTCTCTGfCGfGGCITGGA 
CTGTCCTACTGCITGCAGTGITGTCAGGATCCTGACCITGC 
GITGCAGTGA ITGGACTG 

19 

19 

41 

41 

18 

坂本ほか（未発表）

表2. LAMP法に用いた反応液の組成

種 反応液

Karenia mikimotoi超純水

プライマー（表lのプライマーを
lμLずつ混合）

反応試薬 (IsothermalMaster Mix, 
OptiGene社）

DNA抽出液

超純水

プライマー（表lのプライマーを
lμLずつ混合）

反応試薬 (IsothermalMaster Mix, 
OptiGene社）
DNA抽出液

Chattonella spp. 

量

）
加
叫
＿
2

6

1

5

2

-

3

5

1

5

2

添

引き続きN.scintillansの培養と同条件下で培養した。 N.

scintillansを培地に移してから0,0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6 

時間経過後にパスツールピペットでN.scintillansを50細

胞以上分離して，エタノールを5mL入れた6穴マイクロ

プレートに移して固定した。固定試料より前述の方法(N.

scintillansに摂食された摂餌物由来DNAの抽出）に準じ

てN.scintillansを単離し， DNAを抽出した。得られた

DNA抽出液を前述の方法 (LAMP法によるK.mikimotoi 

およびChattonellaspp. の検出）に準じてLAMP法により

分析した。また，光学顕微鏡下 (IX71,OLYMPUS)でN.

scintillansを50細胞以上観察し，食胞が形成されている

細胞の割合を算出した。

N. scintillansの摂食リズムの把握従属栄養性プラン

クトンの摂食には日周リズムがあることが知られている

(Mackas and Bohrer 1976)。そこで， N.scintillansの摂食

速度の日周性を把握し，現場における適切なサンプリン

グ時刻を設定することを目的として，本実験を実施した。

実験区にはlmLの培地に懸濁させたN.scintillans 10細胞

を，対照区にはlmLの培地のみを 12穴マイクロプレー

トに分注し， 3mLのK.mikimotoi培養液（対数増殖期，

1,000cells mL→）を接種して， 1時間培養した。実験区

および対照区は3連とし，培養条件は，温度20°c. 光強

度約100μmolphotons m―2 s―1, 6:00~1s:ooを明期，

1s:00~6:ooを暗期とした。培養前後のK.mikimotoi 

細胞密度を光学顕微鏡下 (IX71,OLYMPUS)で計数した。

1時間の摂食実験を， 9時から翌日の9時まで2時間おき

に13回繰り返した。

N. scintillansの摂食速度はNakamura(1998) に従い， K.

mikimotoi細胞密度の減少量を摂食量として算出した。実

験区のK.mikimotoi細胞密度の平均値CKm (cells rnLりは

CKm = (c,g -C。)lln (C,/C。）で求められ，ここでC。は

実験開始時の， c,gは実験区における実験終了時のK.

mikimotoi細胞密度 (cellsrnL―I) を示す。 N.scintillansの

濾水速度FNs (mL grazer―lh―1 ; N. scintillansをgrazerと表

す）はFN,= VINT (lnC, -lnC) となり，ここでVは培lg 

養量 (rnL),Nは接種したN.scintillansの細胞数 (cells),

Tは実験時間 (h), C, は対照区における実験終了時のK.

mikimotoi細胞密度 (cellsrnLりをそれぞれ示す。 N.

scintillansの摂食速度G (cells grazer-1 h―1)はG= CKm F心

により求めた。

天然試料へのLAMP法の適用 LAMP法を用いたN.

scintillans細胞内の有害赤潮プランクトン検出法を現場

に適用し，天然海域における摂食動態の日周性を調べた。

調査は， 2015年8月10日16:00-11日16:00に，三重

県の英虞湾における調査定点 (34°17.?'N, 136°50.4'E ; 

水深約Sm)でN.scintillansの採集を2-5時間おきに 11

回実施した。当時英虞湾ではK.mikimotoiおよび

Chattonella spp. が混合赤潮を形成していた（三重県ホー

ムページ， http://www.pref.mie.lg.jp/suigi/hp/78550017262.

htm)。N.scintillansは小型のプランクトンネット（口径

45cm, 目合いlOOμm) による海底直上lmから表層まで

の鉛直曳きにより採集した。得られたN.scintillansは目

合い330μmのプランクトンネット上で，滅菌ろ過海水

を用いて洗浄し，エタノール（最終濃度約80%)で固

定して4°cで保存した。また，光学顕微鏡 (X40; 

IX71, OLYMPUS) で食胞を有するN.scintillans細胞の

割合を300細胞以上計数して求めた。食胞が認められる

細胞を，パスツールピペットを用いてエタノールで洗浄

しながら単離し， O.SmL容のマイクロチュープに 1cellず

つ入れて， 14検体作製した。 11回の調査で得られた固定

サンプルについて14検体ずつ作製し，これを前述の

-25-



LAMP法 (LAMP法による K.mikimotoiおよびChattonella

spp. の検出）により K.mikimotoiおよびChattonellaspp. を

検出した。また，食胞が認められる細胞の割合と LAMP

法で陽性となった細胞の割合を乗じることによって，各

時刻においてK.mikimotoiおよびChattonellaspp. を摂食

した細胞の割合を算出した。

結 果

N. scintillans細胞内におけるK.mikimotoiのDNA分

解時間の把握 K. mikimotoiを摂食したN.scintillansは食

胞内に摂餌物が認められた（図1)。図2にN.scintillans 

の食胞保有率およびLAMP法による K.mikimotoiの検出

率を示す。N.scintillansの食胞保有率は， 1時間後までは

70~72%だったが， 2時間後に56%に減少し，その後6

時間後まで変化 しなかった（図2)。一方で，摂食直後

のN.scintillansからのK.mikimotoi検出率は 100%だった

が， 15分後には40%, 2時間後には 10%に低下し， 3時

間後以降は検出されなくなった。

N. scintillansの摂食リズムの把握 N. scintillansによる

K. mikimotoiの摂食速度は49~ 560cells grazer―lい の範囲

で推移した（図3)。摂食速度は明期の11:00~17: 00 

に減少し，暗期の19: 00 ~ 1 : 00までは低い レベルで推

移したが，暗期の終わりから明期の初めの3:00~ 

5 : 00に上昇し， 7:00~9:ooまで高い レベルを維持し

た（図3)。また， N.scintillansは暗期の21:00~3:00に，

全体の 1~3割の細胞が分裂中であった。

天 然試料 へ のLAMP法の適用 食胞を有するN.

scintillansは全ての時間帯で認められ， 5~38%で推移し

た（図4a)。LAMP法によって得られた，食胞を保有す

るN.scintillansがK.mikimotoiを摂食していた割合は

10: 00に最嵩値 (79%) を示し， 他の時間帯では21~

SO%の範囲で推移した（図4b)。 また，全体のうちK.

mikimotoiを摂食していたN.scintillansの割合は 1-30%

の範囲で推移し， 10:00に最大となった （図4b)。一方，

N. scintillansに摂食されたChattonellasppは12: 00-

16: 00の間のみで検出され，全体のうち Chattonellaspp 

を摂食していたN.sc intillansの割合は7.1-214%の範囲

で推移した（図4c)。Chattonellasppを摂食したN.

scintillansの割合は， 0.5-3.2%と調査期間中一貫して低

かった（図4c)。

考

(a) 

察

本研究により， LAMP法を用いることで， N.scintillans 

細胞内の有害赤潮プランク トンの簡易検出が可能である

ことが示された。従属栄養性プランク トンの食胞および
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0.5 1 2 

経過時間 (h)

Karenia 1nikinwtoiを摂食させたNoctilucascintillans 
(n>so)の食胞保有率 (a)および食胞が認められたN.
sci11tillans (n = IO)のLAMP法による K.mikimotoi検出
率 (b),摂食させた後，ろ過悔水に移してから0-6時
間経過した時点で固定し，分析した

図l. Karenia mikimotoiを摂食したNoctilucascintil/ans, 
は食胞を示す

矢印

9:00 11 :00 13:00 15:00 17:00 19:00 21 :00 23:00 1 :00 3:00 5:00 7:00 9:00 

時間

Karenia mikimotoiに対するNoctilucascintillansの摂食速
度の日変化，上部の白色部分は明期，黒色部分は暗期を
示す
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図4. 2015年8月10-11日の英虞湾におけるNoctilu.cascinti/lansの食胞保有率 (a), 食胞を保有しているN.sci111il/ans (各時刻に
おいてn= 14)がKareniamikimotoiを摂食していた割合（白）および全体のうち K.mikimotoiを摂食していた割合（黒） (b), 
食胞を保有しているN.scintillans (各時刻において11= 14)がChattone/laspp. を摂食していた割合 （白）および全体のうち
Chattonella spp. を摂食していた割合（黒） (c) 
・は検出されず。全体のうちK.mikim.otoiあるいはChattonel/aspp. を摂食していた割合（黒）はN.scintillansの食胞保有率(a)にN.
scinrillans (n = 14)がK.mikimotoiあるいはChatto11el/aspp. を摂食していた割合 (b, Cの白）を乗じて算出した
上部の白色部分は昼間，黒色部分は夜間を示す

腸管内から摂餌物の遺伝子を検出する場合， DNAの消

化分解を止めるために，液体窒素による瞬間凍結や

(Nejstgaard et al. 2008, Wang et al. 2016), 現場海水から

単離した従属栄養性プランクトンを直接DNA抽出バッ

ファーに投入する (Nishitaniet al. 2018)といった方法

が利用されている。一 方で，本研究ではDurbinet 

al. (2011)が用いたエタノ ール固定法を採用し， K

mikimotoiやChattonellaspp. の検出に成功した。 また，

LAMP法はDNA抽出物中に含まれる灰雑物に反応が影

響されにくく，反応の種特異性が高い （吉野ら2006)。

この特徴はN.scintillansの粗抽出物から標的とする有害

赤潮プランクトンの検出に貢献した可能性がある。

ただし，カイアシ類において摂食後2~4時間以上

経過すると摂食物 (Alexandriumfitndyense)をPCR法で

検出することが困難となることが報告されているように

(Haley et al. 2010), 捕食者のDNA消化は検出結果に大

きな影響を与えることは念頭におく必要がある。LAMP

法による N.scintillans細胞内の有害赤潮プランクトン K.

mikimotoiの検出率は，摂食 15分後以降急速に減少し， 3

時間後には検出されなくな った（図2)。従って，本手

法による検出結果は，採集時から 3時間程度前までの摂

食状況を示していると考えられる。DNAの抽出溶媒舟

は本研究では IOOpLとしたが，溶媒批を減少させて

DNA抽出濃度を増加させることにより K.mikimotoiの検

出時間が長くなる可能性はある。検出精度を上げるため

には， この点が今後の技術的な検討課題と考える。

動物プランクトンの摂食リズムは様々な生物種で観察

されている。カイアシ類は夜間活発に摂餌するが(Mackas

and B0l11・er 1976), 従属栄養性渦鞭毛藻Gymdiniumdominans 

およびOxyrrhismarinaの摂食速度は夜間よりも昼間のほ

うが圧倒的に高い (Ariaset al. 2017)。本研究では， N.

scintillansの摂食速度は明期開始直前から明期中盤にか

けて高くなる ことを室内実験で明らかにした（図3)。

さらに，英虞湾においてN.scintillansのK.mikimotoiお

よびChattonellaspp. の摂食率は夜間よりも昼間に上昇す

ることを確認した （図4)。これらのことを踏まえると，

野外においてN.scin.tillansの摂食動態をLAMP法により

経日的に追跡する場合，本種の摂食を確実に捕らえるこ

とができる午前中に実施することが推奨される。

N. scintillansは昼間表陪に多く分布し，深度が深くな

るにつれて指数関数的に減少する傾向がある (J<jmor

1979, J<j1<1rboe and Titelman 1998, Miyaguclli et al. 2006)。

一方で， K.mikimotoiやChattonellaspp. などの有害赤潮

プランクトンは夜明け前に海面へと上昇し，夕方から夜

間にかけて底層へと下降する日周鉛直移動を示すこと

が知られている (Koizumiet al. 1996, Amano et al. 

1998, Shikata et al. 20l7)。 よって N.scin.tillansはK

mikimotoiやChattonel/aspp. などの有害赤潮プランクトン
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LAMP法を活用したヤコウチュウに摂食された有

害赤潮プランクトンの検出

北辻さほ・紫加田知幸・坂本節子・中山奈津子・永井消

仁・鬼塚剛・多田邦尚

ヤコウチュウに摂食された有害赤潮プランクトンの

LAMP法による検出法を検討した。まず，本手法を用い

た室内実験を行い，ヤコウチュウは摂食したKarenia

mikimotoiのDNAを3時間以内に消化することや明期前

半に活発に摂食することを見出した。また.K. mikimotoi 

およびChattonellaspp. の赤潮発生時夜間よりも昼間に

高い確率でヤコウチュウの細胞内から両種を検出した。

以上のことから，結果の解釈に消化や摂食リズムなどを

考慮する必要があるが．ヤコウチュウによる有害赤潮プ

ランクトンの摂食解析にLAMP法を適用可能であると考

えられた。

水産技術， 12(1), 23-29, 2019 


