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腐植物質が有害ラフィド藻 Chattonella antiquaの増殖に与える影響

福﨑　康司1)・内藤佳奈子2)・吉岡　崇仁1), 3)・澤山　茂樹4)・今井　一郎5) 

 (2011年 4月 1日受付，2011年 4月 6日受理) 

Effects of Humic Substances on the Growth of the Harmful Raphidophyte Chattonella antiqua

Koji Fukuzaki1), Kanako Naito2), Takahito Yoshioka3), Shigeki Sawayama4) and Ichiro Imai5) 

Abstract

　　Humic subsatnces (HS)  are major components of dissolved organic matter in aquatic systems and known to have a substan-
tial influence on the trace metal speciation, and thus the bioavailability of trace elements. Trace metals, such as iron, frequently 
act as a crucial limiting factor for phytoplankton growth, and sometimes bloom developments in the sea.　The effects of HS on 
the growth of the harmful red tide phytoplankton, Chattonella antiqua were investigated by using of a chemically defined artifi-
cial medium. Humic acid (0.6, 6, 60 and 600 μg L-1)  supplied with iron (541 μg L-1 of ferric chloride hexahydrate)  had accel-
erative effects on the growth of C. antiqua. The growth yield was highest in the medium of 6 μg L-1 of humic acid, and 8 times 
larger than that in the control medium without humic acid. On the contrary, fulvic acid did not enhance the growth of C. anti-
qua.　It is suggested that the composition and concentration of HS possibly affects the bloom developments of C. antiqua by 
controlling the iron availability. This is the first report of the effects of humic substances on the growth of C. antiqua, raising an 
insight into the growth physiology of this fish-killing species.
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緒　　　　　言

　河川水の影響を強く受ける沿岸域において，陸域から
供給される物質は植物プランクトンの増殖に大きな影響
を及ぼす。窒素やリンなどの栄養塩が植物プランクトン
の動態を制御する重要な因子であることは古くから知ら
れてきたが，近年の研究により，微量金属元素である鉄
も海洋の植物プランクトンの増殖を律速する要因として
重要であることが認識されるようになった (Martin and Fitz-
water, 1988 ; Martin et al., 1991, 1994 ; Coale et al., 1996 ;  
Hutchins and Bruland, 1998 ; Hutchins et al., 1998 ; Boyd and 
Ellwood, 2010)。
　海水や陸水中には金属イオンと錯体を形成する有機リ
ガンドが多量に存在し，微量溶存鉄の 99.9%は有機錯体
として存在すると報告されている (Wu and Luther, 1995 ; 
Witter and Luther, 1998)。河川水中の有機物の大部分を占め

る溶存腐植物質 (フミン酸及びフルボ酸) は，多価の原子
価をもつ金属イオンとの錯形成能が高く (長尾，2008)，環
境水中における金属のスペシエーションに大きく影響す
る (Nagai et al., 2007 ; 永井ら，2007)。吸着濃縮ボルタンメ
トリー (Cathodic Stripping Voltammetry : CSV) 法を現場海水
に適用した最近の研究においても，天然海水中に存在す
る溶存腐植物質が，鉄の配位子として主要な要素を占め
ていることが報告されている (Laglera and Van Den Berg, 
2009)。従って，溶存腐植物質は鉄との錯化を通じて，植
物プランクトンへの鉄供給の重要な因子となっていると
推察される (Kuma and Matsunaga, 1995 ; Matsunaga et al., 
1998 ; Kuma et al., 1999, 2000 ; 大西，2010)。
　ラフィド藻の Chattonella antiquaは沿岸域において赤潮
を形成する有害植物プランクトンの一種であり，これま
でに瀬戸内海等において頻繁に赤潮を形成し，巨額の漁
業被害をもたらしてきた (今井，2005, 2010)。本種が沿岸
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域において著しく大きい生物量の増殖を達成する上で，
腐植物質共存下での鉄の利用は重要な要素と想定され，
その生理学的特性を明らかにすることは喫緊の課題であ
る。溶存腐植物質が植物プランクトンに与える影響に関
する既往の知見をみると，増殖を促進したとするものと
阻害したとするものの両者の報告が認められる (Prakash 
and Rashid, 1968 ; Prakash et al., 1973 ; Jackson and Hecky, 
1980 ;   Guildford et al., 1987 ; 今井ら，1999)。しかし，その
多くが現場群集に対する添加実験や現場観測に基づくも
のであり，ある特定の植物プランクトン種に対する影響
という観点からの研究は技術上困難であることから乏し
く，沿岸域における最重要赤潮種とも言える Chattonella 
antiquaに関する限り，研究例は皆無である。溶存腐植物
質と結びついた鉄を植物プランクトンが利用可能である
か否かを実証するためには，人工合成培地による無菌培
養実験が必須である。2004年に発表された IHN培地は，
それまで不可能であったラフィド藻を始めとする多種の
海洋植物プランクトンの培養を可能にした完全人工合成
培地である (Imai et al., 2004)。この培地を用いた培養実験
により，有機リガンドの存在が植物プランクトンの鉄取
り込みに大きな影響を与えることが次第に明らかにされ
てきている (Naito et al., 2005a, b, 2008)。
　本研究においては，改変 IHN培地を用いて培養実験を
行うことにより，沿岸域において養殖魚の大量斃死を伴
う赤潮を発生させる有害ラフィド藻，Chattoenlla antiqua
について，腐植物質と錯形成した鉄の利用能，及び腐植
物質の濃度が増殖に与える影響を明らかにすることを目
的とした。

実　験　方　法

　培地の調製

　実験のために用いた，完全人工合成培地である改変
IHN培地 (m-IHN培地) を Naito et al. (2005a) の方法に従っ
て調製した。Table 1にm-IHN培地の組成を示した。この

培地は鉄源として 770 μg L-1の Fe-Na-EDTA，キレーター
として 11.17 mg L-1の Na2EDTA・2H2Oを含んでいる (Naito 
et al., 2005a)。
　培養実験のために，腐植物質や鉄を様々に組み合わせ
た培地を調製した (Table 2)。ネガティブコントロールとし
てm-IHN培地から鉄とキレーターを除いた培地を調製し
た (Non 培地)。Non培地に鉄源として 541 μg L-1の FeCl3・
6H2Oを添加した培地を調製し，基礎培地とした (Fe培地)。
検討する腐植物質として，フミン酸 (和光純薬) とフルボ
酸 (日本腐植物質学会) を使用した。腐植物質の溶液調製
は Sun et al. (2005) の方法に従った。腐植物質と鉄の影響
を検討するために，Fe培地に有機配位子として 600, 60, 6, 
0.6 μg L-1のフミン酸を含む培地 (Fe-H1, Fe-H2, Fe-H3, 
Fe-H4)，600, 60, 6 μg L-1のフルボ酸を含む培地 (Fe-F1, 
Fe-F2, Fe-F3) を調製した。 同様に腐植物質のみによる影
響を検討するために，Non培地にフミン酸を 600, 60, 6, 
0.6 μg L-1の濃度となるように添加した培地 (H1, H2, H3, 
H4)，フルボ酸を 600, 60, 6 μg L-1の濃度となるように添加
した培地 (F1, F2, F3) を調製した。
　培地の pHは 7.8±0.1に調整した。全ての培地は 121°C
で 15分間オートクレーブ滅菌した後，平衡に達するまで
少なくとも 24時間 20°Cの暗所に静置した。培地の調製
に使用する試薬は，金属の混入を出来るだけ少なく抑え
るため，手に入る限り純度の高いものを用いた。鉄源を
含まない培地の準備は空気中の金属による汚染を避ける
ためにクリーンボックス中で行った。培地の調製には
Milli-Q水 (Milli-Q system，Millipore) を使用した。培地の
調製，保存には塩酸洗浄を施したポリカーボネート製透
明角型ビン (Nalgene) を用いた。

　培養実験

　実験には，ラフィド藻 Chattonella antiqua NIES-1株 (国
立環境研究所より分譲) の無菌培養株を供した。実験にお
ける無菌状態は DAPI染色，及び落射蛍光顕微鏡を用いた
直接検鏡法により確認した (Imai, 1987)。容量 8 mLのスク

Table 1.　 Composition of m-IHN medium (concentration per liter) (Naito et al., 2005a) after modification of IHN medium 
(Imai et al., 2004).

S3-Vitamin mix P1 metals

NaCl 25.1 g Vitamin B12 1 μg H3BO3 61.8 mg 
KCl 0.7 g Biotin 1 μg Na2EDTA・2H2O 11.2 mg 
MgSO4・7H2O 9.1 g Thiamine HCl 0.5 mg NaFeEDTA 0.77 mg 
CaCl2・2H2O 1.1 g Nicotinic acid 0.1 mg MnCl2・4H2O 6.9 mg 
NaNO3 170 mg Calcium pantothenate 0.1 mg ZnCl2 0.5 mg 
NaH2PO4・2H2O 15.6 mg p-aminobenzoic acid 10 μg CoCl2・6H2O 23.8 μg 
Na2SiO3・9H2O 93.8 mg Inositol 5 mg CuCl2・6H2O 0.2 μg 
Na2SeO3 0.3 μg Folic acid 2 μg 
KI 78.0 μg Thymine 3 mg 
Na2MoO4・2H2O 24.2 μg 
HEPES 1.2 g 
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リューキャップ付きポリスチレン製試験管 (Evergreen sci-
entific) 内の培地 4 mLに，対数増殖期後期から前期定常期
の培養を 80 μL接種し，増殖を調べた。培養条件は温度
25°C，光強度 75～110 μmol photons m-2 s-1 (白色蛍光灯使用)，
14h L : 10h Dの明暗サイクルとした。植物プランクトン
の増殖量は，in vivo クロロフィル a量を蛍光光度計 (Turner 
Designs 10-AU 005) を用いて測定することにより求めた 
(Brand et al., 1981)。培養実験は 3～4本立てで行った。培
地の分注及び，培養株の接種はクリーンベンチ内で酸洗
浄したチップを用いて行い，空気中及びチップからの鉄
の混入を防いだ。実験用の培養株は，上述の条件下で使
用する培地を用いて 2回前培養を行った後に本実験に供
した。

結 果 と 考 察

　フミン酸添加による増殖への影響

　それぞれの培地中における C. antiquaの最大増殖量を
Fig. 1に，また増殖曲線を Fig. 2に示した。C. antiquaは鉄
源を添加しない培地 (Non, H1, H2, H3, H4, F1, F2, F3培地) 
中では全く増殖を示さなかった (Fig. 1)。このことから，
腐植物質試薬からの鉄混入の影響はないと判断できる。
また，m-IHN区と比べ，その他の実験区での増殖が著し
く低いことから，m-IHN区以外の区では鉄が本種の増殖
を制限する要因となっていることが明らかである。C. 
antiquaは無機鉄－フミン酸添加区 (Fe-H培地) において増
殖を示し，特に 6 μg L-1の濃度でフミン酸を添加した区 
(Fe-H3培地) において，m-IHN区以外の実験区の中で最
も顕著な増殖を示した (Figs. 1, 2b)。無機鉄のみ添加区 (Fe
培地) と無機鉄－フミン酸添加区 (Fe-H培地) を比較する

と，フミン酸添加培地中において，増殖速度と最大増殖
量が共に大きく (Figs. 1, 2)，特に Fe-H3区では Fe区の 8.7
倍の最大増殖量を示した (Fig. 1)。多重比較検定の結果，
Fe区と Fe-H3区の差は有意であった (P<0.01)。従って，
フミン酸はある濃度を最適として C. antiquaの増殖への鉄
利用を促進する物質であるといえる。Stolte et al. (2006) は
限外濾過法により，河川水から捕集した高分子量 (>1,000 
Da) の溶存有機物を用いたメソコスム実験により，溶存有
機物の添加が藍藻類の増殖を促進することを見出し，そ
の効果は鉄の植物プランクトンへの鉄供給を促進した結
果であると推察している。この結果と本研究の結果は整
合する。
　多種の赤潮形成植物プランクトンの鉄利用に対して，
有機リガンドの与える影響について検討がなされ，有機
リガンドの種類と共に鉄との濃度比が増殖に大きく影響
することが報じられている (Naito et al., 2008)。本研究で用
いたフミン酸は市販の汎用試薬であり，分子量に関する
分析データは無いが，一般的にフミン酸の分子量は数十
から数十万程度であると言われている (藤嶽，2007)。本研
究で用いたフルボ酸の値を参考に，仮にフミン酸も同程
度の平均分子量 (3,000) を持つものとして計算すると，6 
μg L-1のフミン酸は，2 nMに対応する。鉄源である FeCl3

の濃度が 2 μMであるとこを考えると，フミン酸は極めて
少量で植物プランクトンの増殖に影響を及ぼすことが示
唆される。またフミン酸添加による増殖の効果が一番高
かったのは 6 μg L-1の時であり，フミン酸の鉄に対する濃
度比がより低い場合もより高い場合も共に，その効果は
小さかった (Figs. 1, 2b)。Naito et al. (2008) は IHN培地を用
いた培養実験により，Fe : EDTAの濃度比が 1 : 10の時に
本種の増殖が促進され，濃度比がより低い (1 : 1) 場合も
より高い (1 : 100) 場合もその効果が小さい，あるいは見ら
れないことを報告しており，本研究の結果はこの報告と
傾向が同じである。
　一方，フルボ酸添加による増殖促進の効果は観察され
なかった (Figs. 1, 2c)。このことから，C. antiquaはフルボ
酸鉄を増殖に利用できないものと考えられる。溶存腐植
物質が植物プランクトンへの鉄供給に与える影響につい
て，今井ら (1999) はMicrocystis aeruginosa無菌株を用いた
培養実験により，霞ヶ浦由来のフルボ酸の添加がM. aeru-
ginosaの増殖を阻害することを見出している。そして，そ
れが鉄と腐植物質の錯形成による鉄供給の制限のためで
あると推察している。本研究においては，C. antiquaが無
機鉄のみではさほど良好な増殖を示さないため，フルボ
酸の添加が増殖を阻害したか否かは明らかではないが，
共存する腐植物質の種類によって，植物プランクトンの
増殖における鉄利用は大きな影響を受けることが示唆さ
れた。

　環境水中の腐植物質が植物プランクトンに与える影響

　腐植物質は河川水中に遍く存在する物質であり，溶存

Table 2.　Concentrations of iron and chelators in each medium.

Media Iron sources (μg L-1) Chelators (μg L-1)

m-IHN Fe-Na-EDTA 770 Na2EDTA・2H2O 11,167
Non None None
Fe FeCl3・6H2O 541 None

Fe-H1 FeCl3・6H2O 541 Humic acid 600
Fe-H2 FeCl3・6H2O 541 Humic acid 60
Fe-H3 FeCl3・6H2O 541 Humic acid 6
Fe-H4 FeCl3・6H2O 541 Humic acid 0.6

H None Humic acid 600
H2 None Humic acid 60
H3 None Humic acid 6
H4 None Humic acid 0.6

Fe-F1 FeCl3・6H2O 541 Fulvic acid 600
Fe-F2 FeCl3・6H2O 541 Fulvic acid 60
Fe-F3 FeCl3・6H2O 541 Fulvic acid 6

F1 None Fulvic acid 600
F2 None Fulvic acid 60
F3 None Fulvic acid 6
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有機物 (DOC) の大半を占める。日本の富栄養湖である霞ヶ
浦で行なわれた研究によると，湖水中に存在する DOC (約
1.1～4.1 mg C L-1) の多くは河川から供給された陸域起源フ
ルボ酸であり，それらが鉄との錯形成を通して，植物プ
ランクトンの種構成と多様性に大きく影響していること
が示唆された (今井ら，1999 ; Nagai et al., 2004, 2006, 2007)。
海洋においても，河川水を通して供給された腐植物質は
様々な濃度で沿岸環境に存在すると考えられる (Laglera et 
al., 2007, 2009)。例えば，東京湾における定線観測の結果
から，荒川河口から湾口に向かって塩分の上昇に伴い，
DOCが約 3.5 mg C L-1から 1.5 mg C L-1まで漸減する様子
が示されている (鈴村ら，2001)。また周防灘において，沿
岸域で濃度が高いという傾向が報じられている (今井ら，
1986)。その他の海域において，DOCは 0.9～4.7 mg C L-1 (三
河湾)，3～12 mg C L-1 (知多湾)，0.8～2.5 mg C L-1 (広島湾) 
の範囲で変動することが報告されている (田中ら，1982 ;
三戸ら，2007 ; 赤根ら，2004)。DOCの 90%が腐植物質
であり，そのうちさらに 90%をフルボ酸が占めると仮定
すると，フミン酸は DOCの 9%前後に相当すると概算さ
れる。沿岸域における DOCの既報の値からフミン酸の濃
度を試算すると約 70 μg C L-1～1 mg C L-1の範囲で存在し
ているものと想定される。本研究で C. antiquaに対して増

殖促進効果の認められたフミン酸濃度は 6, 60 μg L-1であ
るが，これは沿岸環境水中では下限付近の濃度である。
このことから，本種の鉄利用にとって最適な腐植物質濃
度は，陸域由来の DOC濃度が低い外洋水の混合がある程
度起こる環境であることが示唆される。例えば周防灘に
おいては Chattonella赤潮の発生水域がやや沖合いに認め
られる場合が観測されている (今井，1990)。また八代海に
おいては，Chattonella赤潮の発生した年の表層塩分は，非
発生年に比べて有意に高いことが報じられている (櫻田
ら，2007)。以上から，Chattonella赤潮の発生機構に関して，
河川水とそこに含まれる腐植物質の組成と濃度を考慮す
るという，新しい視点が必要であることが提唱される。
　本研究では人工合成培地を用いた培養実験により，腐
植物質が代表的な有害赤潮鞭毛藻 C. antiquaの増殖に与え
る影響について検討した。その結果，フミン酸によって C. 
antiquaの増殖が促進されることが示された。
　腐植物質は複雑な構造を持つ高分子有機物の混合物で
あり，その起源や生成過程によって性質が異なる。今後，C. 
antiquaの増殖に対して腐植物質が与える影響をより詳細
に検討するためには，起源の異なるいくつかの腐植物質
を用いて同様の実験を行うことが必要である。また，本
研究においては培地の滅菌にオートクレーブを使用して
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Fig. 1.　 Maximum growth yields of Chattonella antiqua in each experimental medium supplied with various concentrations of humic 
substances (see Table 1). Fluorescence value of 10 corresponds to approximate 4,500 cells mL-1. Error bars represent 
standard error.

Fig. 2.　 Growth curves of Chattonella antiqua in artificial media supplied with iron and EDTA (m-IHN), with iron only (Fe)  and 
without iron and its chelator (Non)  (a), supplied with iron and various concentrations of humic acid (b), and supplied with 
iron and various concentrations of fluvic acid (c).　Fluorescence value of 10 corresponds with approximate 4,500 cells 
mL-1. Error bars represent standard error.
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おり，腐植物質の一部が分解・変性している可能性が完
全には棄却できないことから，結果の解釈にはある程度
注意が必要である。
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