
有明海においては, 現在多くの異変が報告されている｡ 特

に, 諫早湾干拓事業が始まった時期と前後して諫早湾ではタ

イラギやアサリ等の漁獲高が大幅に減少し, また, 周辺海域

では赤潮発生頻度が増加する傾向にある｡ さらに, ����年の冬

期から翌年春期には浮遊性珪藻, リゾソレニア (����������	

�
���
	�	) による大規模な赤潮が発生し, 養殖ノリに対す

る著しい色落ちの原因となったとされている｡ 諫早湾での赤

潮原因プランクトン種は珪藻類の他, 渦鞭毛藻類, ラフィド

藻類, クリプト藻類などの植物プランクトン, 繊毛虫類の動

物プランクトンの報告がある｡ これまでの赤潮発生に関する

長崎県総合水産試験場等の報告によると, 潮受け堤防完成後,

高来町から小長井町沿岸域北部海域では特に赤潮発生件数が

著しく増加し, その大多数は小長井町地先や小長井港であっ

たと記録されている｡ また, それらの赤潮は比較的富栄養塩

化を好む渦鞭毛藻やラフィド藻を原因プランクトン種とするこ

とが特徴的である１)｡ この様な状況の中で, ����年５月��日に

長崎県小長井町沖でヘテロシグマ (���������
		�	�����)

による赤潮が発生した｡ その際, 小長井漁協の協力により赤

潮海域より ��	�	�����を高濃度に含む海水を採水し, 当

研究室にて採取海水中に存在するプランクトンについて分析

した｡ ��	�	�����が大多数を占めていたが, 数は少ないも

のの, 珪藻類や動物プランクトン等他の種類のプランクトン

が多種混在していた｡ 一般的なクローニングの手法をくり

かえすことにより��	�	�����を単離することに成功した｡

��	�	�����は, ラフィド藻綱 (緑色鞭毛藻類) に属し,

光合成能力を有する独立栄養型の単細胞植物プランクトンの

一種であり, 日本近海で発生する代表的な赤潮原因プランク

トンとして知られている｡ 細胞の全形は楕円形に近いが, 前

端は円頭状で後端が細くなる｡ やや扁平で, 細胞の側面に凹

部が存在する｡ 体長の１����倍の２本の鞭毛を持ち, 海水中

を活発に遊泳する｡ 細胞壁は存在せず, 細胞表層に柔らかい

粘液層 (グリコカリックス) を有する｡ ヘテロシグマ赤潮は,

日本においては養殖ハマチやタイ２), カナダ, チリー３), ニュー

ジーランド４)では養殖サケやマスの斃死をもたらすことが報

告されている｡ ��	�	�����の培養は比較的容易で, 海水に
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��������＋	場合によっては土壌抽出液を添加した培地に

て, 
��
�, ��℃, 光照射下で増殖し, ４���５��������程

に達する｡ フィールドにおいては, 春から夏にかけて瀬戸内

海～九州の沿岸域を中心に海域によっては大量発生し, 細胞

密度が��５��������を越えると魚類の斃死が起こる恐れがあ

るとされている｡ 秋から冬季に水温の低下とともに自然消滅

するが, 一部のヘテロシグマは栄養細胞からシストを形成し,

海底に沈む｡ 翌年, 水温の上昇とともに再びシストから栄養

細胞が発芽し, 赤潮を形成する｡ 従って, 一度赤潮が発生し

た海域では, 次の年にも同様な赤潮が発生する可能性があり,

海底堆積物中のシストの分布状況を調査することはヘテロシ

グマの大量発生を予測する上で重要である｡

ヘテロシグマによる赤潮は現在もわが国の他諸外国におい

て頻発しており, 特に����年鹿児島県錦江湾におけるヘテロ

シグマ赤潮は, 大被害をもたらした｡ ヘテロシグマの毒性原

因物質に関してはこれまで様々な仮説が提唱されてきたが,

未だ定説を得るに至っていない｡

最近の研究から, ヘテロシグマが活性酸素を放出するこ

とが見出され, 魚毒性との関連性が示唆されている５)｡ ヘテ

ロシグマと同様, ラフィド藻綱に属する, シャットネラ

(�����������	�
�������������������
��), オリストディ

スカス (�������������������), フィブロカプサ (���
������

��������) の活性酸素産生が確認されていることから, 活生

酸素産生はラフィド藻類に共通した生化学的性質と考えられ

る６)｡ これまで本研究室では主に, ��	�
���の活性酸素産

生機構について種々の検討を行っている｡ これまでに研究に用

いてきたプランクトン株は����年に鹿児島県で分離されたシャッ

トネラ株をはじめとして, 人工的環境下で長期間培養維持され

てきた株がほとんどで, 赤潮現場海域から分離された直後のプ

ランクトンに対する解析が未だ行われていない｡ そこで, 本研

究では今回, 小長井沖で発生した赤潮原因プランクトン, ��

��������の活生酸素産生能について, これまで長期間人工的

環境下で培養してきたヘテロシグマ株と比較検討を行った｡

�������

(�) プランクトン株

ヘテロシグマ株をグロースキャビネット内で, ����

���������� ��!���(���) 培地, ��℃, "����#�で��時

間毎の明期, 暗期のサイクルで培養し, 対数増殖期の細胞を

主に実験に用いた｡ ���培地組成は�$���１に示した｡ 各

試薬�����%�３＋, �������２＋, &�'$���(��, �� '��を脱

イオン水に溶かしておき��μ�ずつ海水１リットルに添加す

ることにより設定濃度 (�$���１)になるようにした｡ その

他の試薬は常温溶解し, ５)の�*�にて
��
�に調整した後,

オートクレーブ (���℃, �����)を行ったものを培養及び

実験に用いた｡ 本実験には, ��+�年に大阪湾で赤潮を形成し

た際に分離され維持された国立環境研究所株 (),����) 及

び����年に当研究室が長崎県小長井町沖で形成した赤潮から

単離した２株を用いた｡ 新たに小長井沖で分離された株につ

いてはストレプトマイシンとペニシリンＧをそれぞれ���μ

-添加した���培地にて数日培養したものについても, スー

パーオキサイドの測定及び培養系に存在する細菌の検出を行っ

た｡

(�) スーパーオキサイドの測定

スーパーオキサイドは, ウミホタル・ルシフェリン誘導体

の化学発光試薬である����'�.����(
���'� �.
���.�)�"	+�

���.�� ����$/ [�	��$]
.�$/���"� ��(�*0�	(株)東京化

成工業) を用いた化学発光法により測定した７)｡ 測定には,

�1������４��������または"������４��������のヘテロシ

グマ細胞浮遊液��μ�, �*0���μ�(終濃度は�μ-���) 及

び2� �
�$'��#!!���$����(2(�) を順次添加, 攪拌後,

���1ルミノメーター ((株)ライフサイエンスインターナショ

ナルジャパン) で"�秒間の発光パターンあるいは"�秒間の積

算値を測定した｡ この時の化学発光強度から2(�の代わりに

スーパーオキサイドの特異的消去酵素である�#
�� ����

����#'$��(�3�	(株)和光純薬工業)溶液��μ�(終濃度���

#��'����) を加えた時の化学発光強度を差し引いたものを

スーパーオキサイドによる化学発光とした｡ なお, キュベッ

トはアイビス製の�
���マイクロチューブを用いた｡ �*0�

は遮光しながら高純度蒸留水に溶かし, ５��の保存液を調

整し ���℃で凍結保存したものを使用時に室温で遮光解凍し

て���で���倍に希釈したものを使用した｡ また, �3�は滅

菌2(�に溶解後, �"�℃にて凍結保存し, 使用時に室温解凍

して使用した｡
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(�) 培養系内に存在する細菌の検出

小長井沖で分離された株について, 抗生物質の添加の有無

によるヘテロシグマ細胞浮遊液中の海洋細菌の生菌数を混釈

法により調べた｡ 細菌の検出には���������� 		
�培

地 (�
���)を用いた｡ 脱イオン水
リットルに対し,

���������� 		
�培地���
�を
��℃で完全に溶解後,

オートクレーブ(
	
℃, 
�分)を行い��℃に保温した｡ 
��
�

�
�４��������のヘテロシグマ細胞浮遊液, ヘテロシグマ細

胞浮遊液を遠心分離器にて	
�����, ３分間遠心分離して

細胞を集め, 再び元の濃度になるように���に懸濁したも

の, 培養上清及び超音波処理を行ったヘテロシグマ細胞浮遊

液を
�μ�ずつシャーレに入れ, 保温している培地を
��
���

注ぎ良く振り混ぜた後固め, ��℃, ３日間インキュベーター

にて培養した｡

� �

(
) 小長井沖で分離されたヘテロシグマ株の増殖曲線

	��	年, 当研究室にて分離したヘテロシグマ株の増殖を抗

生物質添加及び無添加条件下で調べた｡ �
��１に示すように,

抗生物質を添加した場合, 無添加に比べ, その増殖が著しく

良くなる現象が認められた｡ 培養初期では両者に大差はなかっ

たが, 培養７日目以降から, 抗生物質無添加培地での細胞密

度は低下した｡ これに対して, 抗生物質添加培養ではさらに

増殖し続け, ピークに達した時の細胞密度は抗生物質無添加

培養の２倍以上に達した｡ 抗生物質無添加培養の場合, 培養


�日目以降に培地のわずかな白濁が認められ, 細菌類の繁殖

が疑われた｡ そこで, 一般的海洋細菌用培地を用い, 混釈法

により細菌の存在について検討した｡ その結果, �
��２に示

すように, 抗生物質無添加培養では, 多数のコロニーの形成

が確認されたのに対し, 抗生物質添加培養ではコロニー形成

は全く確認されず, 少なくとも本実験で用いた寒天培地にて

増殖可能な細菌はストレプトマイシンとペニシリンＧにて死

滅したと考えられる｡ さらに, �
��３に示すように, 無傷な

細胞浮遊液に比べ, 超音波処理した細胞浮遊液では検出され

る細菌数の増加が認められた｡ また, プランクトン細胞を遠

心分離により除去した上清中の細菌数はプランクトン細胞浮

遊液の半分以下に低下であった (�
��３)｡ 以上のことから,

今回分離されたヘテロシグマ細胞浮遊液に検出された細菌の

少なくとも半分以上はプランクトン細胞に付着あるいはプラ

ンクトン細胞に会合していると推定された｡
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(�) 抗生物質存在下非存在下にて培養したヘテロシグマの化

学発光法によるスーパーオキサイド産生能の比較

���������	(������) では, �	
�を添加すると同時

に強い化学発光が認められ, その発光は経時的に暫減した｡

小長井沖由来株も���������	(������) とほぼ同様の発

光パターンを示した (�
��４)｡ 抗生物質を添加, 培養し,

細菌がほとんど検出されなくなったものと抗生物質無添加培

養のものにおいても, その発光パターンに差異は認められな

かった (�
��４)｡

なお, 終濃度�����
�����の���存在下では, これらヘ

テロシグマ株が誘導する発光は���培地のみのバックグラ

ウンドまで低下した｡ 従って, ヘテロシグマによる発光は

プランクトン細胞から産生放出されたスーパーオキサイドに

よることが証明された｡ また, 一定期間に放出されるスー

パーオキサイドの総量を反映すると考えられる化学発光の積

算値においても, 海洋細菌の有無や株の相違に関わらずほぼ

一定の値が得られ, その値は細胞濃度依存的に上昇してい

る (�
��５)｡

� �

赤潮プランクトンによる活性酸素産生に関する最初の報告

としては����年, ��
����らが観察した, 通常の条件下で

培養中の
����	�
����������にチトクロームＣ還元能が見

い出されたとするものであろう８)｡ 彼らは, この還元が���

添加によって阻害されたことから, 
��������が活性酸素

の一つであるスーパーオキサイドを産生したと推定した｡ そ

の後, 筆者らの研究室においても
�������について同様に

調べたところ, 細胞数に依存したチトクロームＣ還元が観察

され, その還元は���添加により部分的に阻害されること

が見い出された９)｡ チトクロームＣはスーパーオキサイド以

外の還元性物質によっても容易に還元されることから,

���添加により阻害された部分が真のスーパーオキサイド

によるものと考えられる｡ 活性酸素産生能が知られている貪

食細胞においては, スーパーオキサイド産生時には通常, 過

酸化水素も同時に検出される｡ そこで, スコポレチン法によっ

て
�������の過酸化水素産生について調べたところ, やは

りシャットネラ細胞数に依存して過酸化水素が検出され, そ
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の量は過酸化水素分解酵素であるカタラーゼ添加によってほ

ぼ完全に検出限界以下に低下した９)｡ さらに, フェノールレッ

ド法によっても正常な培養条件下で��������が過酸化水素

を産生していることを観察している｡ 一方, 活性酸素の検出

法としは電子スピン共鳴 (���) 法が最も信頼性が高いと

されている｡ 事実, スピントラップ剤である������	
��
����

�
������
�������
(����) 存在下において��������細

胞浮遊液の���スペクトルを測定したところ, スーパーオ

キサイド (��������) の他, より反応性にとみ毒性の強

い活性酸素種であるハイドロキシラジカル (・��) の存在

を示すシグナル (�������) も見出された��)｡ これらのシ

グナルは���の添加によってほぼ完全に消失し, また, 超

音波処理により破壊した��������細胞浮遊液では全く検出

されなかった｡ さらに, ハイドロキシラジカルの検出法とし

て最近報告された�������
������
�
�������
(���) を用

いた方法によってもハイドロキシラジカルの存在が確認され

ている��)｡ その後の我々及び他の研究グループによってシャッ

トネラと同様, ラフィド藻類に属するヘテロシグマについて

も活性酸素産性能が確認され, 現在では, ラフィド藻類はす

べて活性酸素を産生すると考えられている６)｡ ヘテロシグマ

やシャットネラは魚毒性が強い赤潮プランクトンとして知ら

れており, これらのプランクトンの魚毒性発現時に, 活性酸

素が関与していると推測されるが, 断定的結論には未だ至っ

ていない｡ しかしながら, カナダの研究グループはヘテロシ

グマの魚毒性が活性酸素消去処理により低下したと報告して

いる��)｡ さらに, 我々の研究においても, 活性酸素産生能が

低いシャットネラ株は高い株にくらべ魚毒性が著しく低いこ

とが見い出されている� )｡ 今後, ヘテロシグマやシャットネ

ラの魚毒性発現と活性酸素産生との関連性については研究が

必要であろう｡

最近, ウミホタル由来のルシフェリン誘導体 (�!"#)

を用いた高感度で簡便な化学発光法によるスーパーオキサイ

ド検出法が開発され�$)�多くの研究者がプランクトンの活性

酸素産生の検出に利用するようになった｡ この化学発光法を

利用したこれまでの種々の解析から, ヘテロシグマとシャッ

トネラの活性酸素産生機構には多くの類似点が見い出されて

いる｡ すなわち, ある種のレクチンや鰓及び体表由来粘液物

質添加により, 両プランクトンともに, その活性酸素産生量

が増加する点, 膜不透過性蛋白質分解酵素 (����
���%
&)

処理で, 活性酸素産生が著しく阻害される点である�')｡ また,

免疫学的手法により, 両プランクトン表層には共通抗原が存

在することも見い出されている��)｡ 以上の点から, ヘテロシ

グマとシャトッネラは細胞表層の糖皮膜であるグリコカリッ

クスに活性酸素産生を司る酵素系を有しているとの推論に至っ

ている｡ 一方, ヘテロシグマは光合成能力を有するは植物プ

ランクトンであることから, これまでに報告されている植物

細胞内のミトコンドリア, ミクロゾームあるいはクロロプラ

ストの電子伝達系と種々の酸化酵素による活性酸素産生系の

関与の可能性が考えられる�()｡ 最近, 植物細胞の形質膜に活

性酸素産生系が存在していることが示され�)), また, 植物の

生体防御においても活性酸素が重要な役割を演じているとい

う報告もある�*)｡ 従って, 細胞壁を持たず, 物理的には非常

に無防備なヘテロシグマ (おそらく, シャットネラを含む他

のラフィド藻についても当てはまると思われる) は生体防御

の一手段として強力な活性酸素産生機構を獲得することによっ

て今日まで生き残ってきたと推論出来るかもしれない｡

ヘテロシグマやシャットネラはどのような理由あるいは目

的で活性酸素を産生しているのか, その生物学的意義につい

ても多く点が不明である｡ 今回, 赤潮現場海域から分離され

た直後のヘテロシグマについて得られた知見は多くの示唆を

与えるものである｡ これまで活性酸素産生の測定に用いられ

てきたプランクトン株は長期間, 場合によっては��年以上人

工的環境下で培養されてきた株であり, 実際に海洋で赤潮を

形成したプランクトンがどの程度の活性酸素を産生するか不

明であった｡ +�,-４及び+�,-５に見られるように, スーパー

オキサイド産生に関しては, 海洋から分離直後のヘテロシグ

マ株と国立環境研究所由来株との間にはほとんど差異は認め

られなかった｡ 従って, 少なくとも今回のヘテロシグマに関

する結果から判断すると, 長期間人工的環境での培養は活性

酸素産生にはほとんど影響を与えなかったと言える｡ おそら

く, ヘテロシグマにとって活性酸素産生は生命反応に必須な
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代謝反応の一つと考えられる｡ このような推測は, これまで

のシャットネラに関する我々の知見として, シャットネラの

増殖が活性酸素消去酵素である���やカタラーゼ添加で著

しく阻害されること, 及び活性酸素産生が対数増殖期に最も

高くなることを見い出している点からも支持される��)｡ また,

今回分離されたヘテロシグマには多数の細菌が付着している

ことを示唆する結果が得られた (���	２及び���	３)｡ すな

わち, 無傷な細胞浮遊液全体を分析した際に検出される細菌

数に比べ, 超音波処理により破壊した細胞浮遊液では明らか

に, 形成される細菌コロニー数の増加が認められた (���	３)｡

今回の実験結果からは詳細は不明であるが, 何らかの細菌が

ヘテロシグマ細胞の表層あるいは内部に会合していたと推測

される｡ 抗生物質添加により, ヘテロシグマの増殖は無添加

に比べ促進されたことから, どのような存在形態の細菌の影

響かは不明であるが, これら共存細菌はヘテロシグマと競合

的に働き, 場合によってはプランクトンの増殖を抑制する可

能性も考えられる (���	１)｡ 実際, ヘテロシグマの増殖を

抑制するいわゆる殺藻細菌の存在が報告されている｡ 興味あ

ることに, 抗生物質添加により共存細菌がほとんど検出され

なくなったヘテロシグマの培養系と抗生物質無添加で多数の

細菌が共存した状態のヘテロシグマ培養系におけるスーパー

オキサイド産生レベルにほとんど差異は認められなかった｡

好中球やマクロファージでは, 感染によって侵入してきた細

菌を殺す目的で活性酸素を産生することが知られているが,

ヘテロシグマの場合, いわゆる細菌等に対する感染防御とは

異なる目的で活性酸素を産生している可能性が考えられる｡

このことは, 前述の���とカタラーゼ添加で増殖が抑制さ

れたとするシャットネラでの知見, 抗生物質で共存細菌が著

しく減少しても活性酸素産生量が変化しなかったことからも

支持される｡ 興味あることに, シャットネラの場合, ���

とカタラーゼ添加で増殖が著しく抑制された際, シャットネ

ラ細胞が２ないし３個連結した状態が観察されている��)｡ 従っ

て, ヘテロシグマやシャットネラの場合, 細胞分裂時に活性

酸素が何らかの役割を果たしている可能性がある｡ 生物界に

おいては前述したように, 活性酸素は主として貪食細胞が刺

激を受けると産生し, 殺菌作用など生体防御機構に関与する

と考えられているが, それ以外にも種々の生体反応の過程で

活性酸素が産生されることが明らかにされている｡ 最近, こ

の様な貪食細胞以外での活性酸素産生が単なる生体反応の副

産物ではなく, ある種のセカンドメッセンジャーとしての役

割を担っているという考えが提示されている
�)｡ 即ち, 細胞

周期進行の過程に過酸化水素が関与しており, Ｇ１後期の

��
合成がカタラーゼによって上昇したことから, 過酸化

水素がＧ１期からＳ期への進行に負に作用すると考えられて

いる
�)｡ さらに, 蛋白性増殖因子である腫瘍増殖因子による

遺伝子発現がカタラーゼ添加によって抑制されたことから,

細胞外からの刺激が遺伝子発現として伝達される過程に過酸

化水素が関与していると推定されている

)｡ いずれにしろ,

ヘテロシグマやシャットネラの活性酸素産生機構あるいはそ

の意義の解明にはさらに研究が必要であろう｡

� �

小長井町沖の赤潮海水の採水に際し, 小長井町漁業協同組

合にご協力頂きました｡ ここに組合長 新宮 隆喜氏, 並び

に小長井町漁業協同組合の各位に深く感謝の意を表します｡
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