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研究成果の概要（和文）：真核微生物には環境配列のみで知られる多数の未知生物が存在し，中には既存系統群のいず
れにも当てはまらない全くの未知生物も報告されている。その一方で，既に分類学的には記載されてはいるものの，塩
基配列情報が取得されていないために未知生物と判断されている場合も少なからず存在する。本研究では実体未知生物
，あるいは難培養や高速遊泳が原因で遺伝情報が欠失している真核微生物での網羅的かつ効率的な生物プロファイリン
グを目指し研究を実施した。

研究成果の概要（英文）：Metagenomic studies using environment sequences reveals that huge numbers of unkno
wn species, including completely new phylogenetic groups, existed in the eukaryotic microorganisms. On the
 other hand, some of taxonomically described species might be recognized as unknown organisms because thei
r sequences data have not been accumulated. In this study, we performed trial investigations to make a com
prehensive and efficient bio-profiling method for unknown, hardly culturable, or high speed swimming eukar
yotic microorganisms.
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１．研究開始当初の背景 

 近年の環境メタゲノム解析は，膨大な環境

配列情報をもたらし，真核微生物（藻類やプ

ロティスト）の多様さだけでなく，多数の未

知生物の存在を明らかにした。環境配列と

FISH(fluorescent in situ hybridization)

により色素体の存在が示唆されていたピコビ

リ藻(Not et al. 2007)は，その後，

FACS(fluorescence activated cell sorting)

での生物単離と，WGA（Whole Genome 

Amplification）によるゲノム解析で，従属栄

養生物と推測された(Yoon et al. 2011)。最

終的に実体が顕微鏡で観察されるに至り，こ

の系統群の少なくとも1種は，色素体を持たな

い生物であることが判明し，Picomonas 

judraskedaとして記載された（Seenivasan et 

al. 2013）。しかし，本研究の開始当初には，

その実体（形態）は依然不明のままであった。

同様に，各スーパーグループ（真核微生物の

上位分類群）の基部という進化的に重要な位

置にありながら，形態情報が不明な生物群も

多数存在する のが現状である(例えばラッペ

モナス，MAST; 海産ストラメノパイル, 

MALV；海産アルベオラータなど)。このような

実体が未知生物の多くは，従属栄養性プロテ

ィストである可能性が高い。従属栄養真核微

生物は，消費者や分解者として，生態学的に

も非常に重要であるにもかかわらず，分類・

生態学的情報が欠如しているものが多い。そ

のため，既に形態に基づき分類学的記載が行

われ，学名が付与されているにも拘らず，遺

伝子配列が取得されず，系統的位置が不明な

ままとなっている生物も多数存在する。この

ような形態情報と分子情報の不一致，あるい

は真に未発見な未知生物が多数存在する理由

は，これらの生物が希少，難培養性，細胞が

微小，高速運動性，不定形態（多形態），あ

るいは化学固定困難などが原因であると考え

られている。したがって，これらの未知生物

の実体（実態）を明らかにするための，新し

い視点に立った形態観察方法の確立が必要と

されていた。 

２．研究の目的 

 本研究では，形態と塩基配列情報の不一致

解消，あるいは未知生物の記載のための効率

的な生物プロファイリング法の確立を目的し

た。特に，難培養，高速遊泳性の藻類やプロ

ティストなどの形態情報を効率的に取得する

ためのプロトコル作りを目指すものである。 

 

３．研究の方法 

 真核微生物の形態情報を効率的に取得す

る手段として，本研究では，高速ビデオ撮影

を用いた顕微鏡観察を試みた。効率的な形態

情報取得のためのプロトコル作りの端緒と

して，（１）既存培養株による形態観察法の

検討（２）観察チャンバーの検討，（３）未

記載種の鞭毛運動観察，（４）野外採集物の

観察，（５）単離細胞からの塩基配列情報取

得法の検討を実施した。なお，高速度撮影に

は FASTCAM FA3(フォトロン社)を使用し，観

察に用いた顕微鏡は所属研究室に既設の倒

立顕微鏡 IX71(OLYMPUS)を用いた。 

４．研究成果 

（１）既存培養株による形態観察法の検討 

 培 養 株 と し て 確 立 し た Pyramimonas 

sp.,Symbiodinium sp.を用いて高速度撮影を

実施した。Symbiodinium sp.の回転遊泳運

動や Pyramimonas sp.の鞭毛運動は 1500fps

の撮影速度で，高解像な静止画として撮影で

きることを確認した。一方，葉緑体の自家蛍

光や核酸蛍光染色などにより，オルガネラの

位置も同時取得する方法についても検討し

た。明視野から蛍光へ切り替えることで，同

一細胞の明視野像と蛍光像の両方を取得で

きた。しかし，観察倍率の上昇とともに，光

量が大幅に減少するため，得られた蛍光像は

明瞭ではなく，今後，画像解析などを組み合

わせた改良が必要であることも確認された。 

（２）観察チャンバーの検討 



 本研究では形態観察後に塩基配列取得の

ため再単離するため，上方が大きく開口して

いる市販のガラスボトムディッシュを用い

た。しかし，高倍率での観察時に高速遊泳細

胞を観察視野に留めることが困難で，チャン

バーの改良が必要となった。そこで，様々な

チャンバー作成を試みた。チャンバーは浅い

方が明瞭な観察像が得られるが，区画が浅く，

小さくなるほど，蒸発と表面張力の影響が大

きくなり良好な結果が得られなかった。今後

更なるチャンバー改良を行うことで，観察後

の再単離作業がさらに効率化できることが

明らかとなった。 

（３）未記載種の鞭毛運動観察 

 クロララクニオン藻類の未記載種の遊走

子を高速ビデオで観察した。その結果，クロ

ララクニオン藻の既知種と同様に，一本鞭毛

を体に巻き付けた遊泳を行うことが明らか

となった。 

（４）野外採集物の観察 

 難培養性のラフィド藻，渦鞭毛藻，広義の

緑色藻類，ケルコゾア，エクスカバータ類な

どの野外採集サンプルの遊泳形態，鞭毛運動

の観察を実施した。 

（５） 単離細胞からの塩基配列情報取得法 

 単一細胞からの塩基配列取得方法につい

て検討した。 
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