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研究成果の概要（和文）：人工合成培地を用いた無菌培養実験により、赤潮原因藻類の増殖における鉄利用能の
検討を行った。その結果、ノリ色落ち原因珪藻Eucampia zodiacusと有害渦鞭毛藻Cochlodinium polykrikoides
の利用鉄種と有機配位子の産生能を明らかにした。また、主要な赤潮藻8種の最小細胞内鉄含量を求め、現場海
域における増殖可能な細胞密度と他種との競合における優位性を評価した。瀬戸内海沿岸域の調査研究では、有
害赤潮藻類の細胞密度と溶存鉄濃度との間の相関性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Iron is essential trace metal for microalgal growth.  In axenic culture 
experiment using a chemically-defined synthetic medium, we examined iron availability for the growth
 of red tide microalgae.  The results showed that iron species used for growth and production of 
organic ligands such as siderophore by harmful diatom Eucampia zodiacus and harmful dinoflagellate 
Cochlodinium polykrikoides. And we investigated the minimum iron quota in the cell of eight kinds of
 main red tide algae and evaluated the permissive cell density and the superiority in the 
competition with other algal species in coastal area.  In the research of coastal area in the Seto 
Inland Sea, there was a correlation between cell density of harmful red tide algae and concentration
 of dissolved iron.

研究分野： 微細藻類学
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１．研究開始当初の背景 
赤潮は、原因となる微細藻類が著しく高い

密度まで増殖した状態にあるので、その増殖
を支える栄養条件が第一に必要な条件とい
える。したがって、赤潮原因藻類の栄養要求
や増殖の動力学的特性等の栄養生理を理解
することは、発生機構を解明する上で重要な
課題である。 
赤潮などの微細藻類が大量発生する海域

では、多量栄養素である窒素やリンに対して
相対的に鉄が不足しやすくなっている。その
鉄不足は、微細藻類による栄養塩の利用を制
限する。したがって、赤潮発生において制限
要因となりうる鉄の微細藻類による利用特
性を明らかにすることは、とりわけ重要な研
究課題である。 
微細藻類の鉄利用能に関する研究では、水

溶液中の組成と濃度を完全に把握できる化
学合成培地が必須である。しかしながら、こ
れまでに創案された人工海水ベースの合成
培地では、赤潮藻類の多くは増殖不可能であ
った。 
報告者らは赤潮を形成する 21 種の主要な

藻類に対して、人工合成培地（IHN 培地）を
開発し、日周鉛直移動の特性をもつ渦鞭毛藻
や珪藻、クリプト藻の 6 藻種が粒子態のリン
酸鉄もしくは硫化鉄を増殖に利用可能であ
ることを明らかにした。さらに海水中に存在
する有機態の鉄についても、利用鉄種と有機
配位子の濃度による増殖への影響を示した。
しかし、これらの利用鉄種がどのようなメカ
ニズムで細胞内に取り込んでいるかは解っ
ていない。 
また、西日本沿岸域において優占種となる

にも関わらず、上記の IHN 培地でも無菌培養
が困難であった有害珪藻 Eucampia zodiacus
と有害渦鞭毛藻 Cochlodinium polykrikoides に
対して、増殖可能となる人工合成培地の開発
に成功している。これらの主要な有害藻を加
えた多種の赤潮藻類について、増殖制限因子
となりうる微量鉄の取り込み戦略を解明す
ることにより、藻類大量発生メカニズムの一
端を明らかにできる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、赤潮原因藻のまだ解明されて
いない鉄に関する基礎的な増殖生理研究に
ついて、多種の赤潮藻に対する鉄取り込み機
構の解明と実海域における鉄スペシエーシ
ョン（存在する濃度と化学形態）に関する研
究を行い、赤潮藻類がどのようなメカニズム
により利用鉄種を取り込み、沿岸域において
大量発生しているのかを明らかにすること
を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
(1) 鉄利用における取り込みメカニズムの解

明 
完全合成培地で新たに培養可能となった

赤潮種に対して利用可能な鉄種を明らかに

する。また、鉄不足状態での取り込み戦略と
して鉄輸送体シデロホア産生能を検討する。 

①ユーカンピアとコクロディ二ウム増殖へ
の利用鉄種の解明 
有害赤潮藻 E. zodiacus と C. polykrikoides に

対して増殖可能な完全合成培地を用いて各
鉄種（有機鉄錯体、無機鉄錯体）を添加した
条件を設定し、人工気象器内にて培養を行っ
た。In-Vivo 測定法を用いたクロロフィル測定
装置による多検体の蛍光値（増殖量）を測定
し、対象種の増殖における利用鉄種を明らか
にする。 

②増殖における鉄要求量の検討 
赤 潮 藻 8 種 の 無 菌 株 Skeletonema 

marinoi-dohrnii complex NIES-324, Chaetoceros 
lorenzianus, Ditylum brightwellii, Coscinodiscus 
wailesii, Karenia mikimotoi, Heterocapsa 
circularisquama, Heterosigma akashiwo, 
Eutreptiella gymnastica を用いた。通常培地の
1/10 量の鉄濃度培地にて前培養を行い、対数
増殖期後期の培養液をポリスチレンチュー
ブ内の多段階鉄濃度に設定した培地に 1/50
量接種し、人工気象器内で培養した（光量 100 
µmol photons m-2 s-1, Light : Dark = 14 h : 10 h，
温度 20 or 25 ℃）。日々、in vivo 蛍光値を測
定することにより、各赤潮藻の増殖における
鉄要求性を評価した。 

③多種の赤潮藻類によるシデロホア産生の
検出 
シデロホア産生の検出には、構造に依存し

ない普遍的な高感度の化学的方法である
Chrome azurol S (CAS) assay method を改良し
た検出法を使用した。 

(2) 実海域における溶存鉄と優占種の関連性
の把握 

広島湾および播磨灘における現場調査と
海水サンプリングを月1回の頻度で行った。
各層の採水は、内面テフロンコートニスキ
ン-X採水器を用いて行い、水温と塩分は塩
分計により現場で測定した。海水中の鉄濃
度は、フェロジン法を用いた長光路フロー
セル分光器による吸光度分析で測定した。
植物プランクトン種組成については倒立顕
微鏡を用いて測定し、栄養塩（窒素、リン、
ケイ素）濃度はオートアナライザー分析に
て測定した。また、播磨灘海水については、
ポリアミノポリカルボン酸型キレート樹脂
固相抽出カラム（NOBIAS，CHELATE-PA1）
にて脱塩濃縮をした後、ICP発光分光分析装
置により溶存態の微量金属(Mn, Fe, Ni, Cu, 
Zn, Mo)についても測定した。 
 
４． 研究成果 
(1) 鉄利用における取り込みメカニズムの
解明 

①-1. ユーカンピア増殖への利用鉄種の解明 
有機キレーターとして検討した有機酸 7 種

（酢酸，クエン酸，乳酸，リンゴ酸，EDTA，



フミン酸，フルボ酸）の存在下において、供
試藻の増殖を確認することができた。一方、
3 価の鉄との高い錯生成能を持つ微生物シデ
ロホアであるフェリオギザミンBを添加した
培地では、増殖は認められなかった。また、
本種の無菌株に対する人工合成培地の開発
に成功しており、低濃度における栄養塩や微
量金属などの利用・摂取特性が明らかになる
と期待できる。 

①-2.コクロディ二ウム増殖への利用鉄種の解明 
C. polykrikoides（INO76 株および KMY438

株）2 株について検討した。供試藻の両株と
もに完全人工合成培地で良好な増殖を示し、
溶存態の無機 Fe のみならず、腐植物質など
の有機酸をキレーターとする有機 Fe をも増
殖に利用できることが分かった。ただし、株
間によって異なる有機態の Fe 利用特性を示
した。一方、微生物シデロホアであるフェリ
クロム、フェリオギザミン B を添加した培地
では両株ともに増殖が認められなかった。 
これらの結果から、沿岸海域に溶存しうる

有機配位子は Fe スペシエーションに影響を
与え，両藻種の増殖を左右しうることが示唆
された。 

②増殖における鉄要求量の検討 
各鉄濃度培地における最大細胞収量と培

養開始時の溶存態鉄濃度より算出した各赤
潮藻種の最小細胞内鉄含量を比較すると、S. 
marinoi-dohrnii complex は細胞サイズが小さ
いにも関わらず大きな値を示し、他 7 藻種に
比べて増殖に対する鉄要求性が高いことが
示唆された。また、栄養塩が十分に存在して
いる海水中に鉄が 100 nM 溶けていると仮定
した場合の増殖可能な細胞密度を比較して
みると、C. lorenzianus が最も高く，上記条件
に該当する海域でこれら 8 藻種が競合した際
には本種が優占種になりうると考えられた。 
本実験によって、主要な赤潮藻種について

鉄要求量が明らかとなったことから、沿岸海
水中の鉄濃度から発生あるいは細胞密度の
予知予察が可能となった。 

③多種の赤潮藻類によるシデロホア産生 
検討した全藻種において、0.2 µM 以上の

CAS 反応性物質が検出された。この結果から
シデロホアのような有機配位子を介した赤
潮藻類の鉄取り込み機構が考えられる。 

(2) 実海域における溶存鉄と優占種の関連性
の把握 

播磨灘では、大型珪藻のEucampia zodiacus、
小型珪藻のChaetoceros spp. が2014年12月か
ら2015年4月の灘奥表底層に出現しており、そ
れに伴う溶存態の無機窒素DIN、ケイ素DSi濃
度の減少が認められた。一方、広島湾では同
時期でのE. zodiacusの出現はあまり見られず、
2014 年 8 月 に 有 害 渦 鞭 毛 藻 の Karenima 
mikimotoiが622 cells ml-1出現し、DINとDIP濃
度は低い値を示した。また、表中層でのDIP
濃度とアルカリフォスファターゼ（AP）活性

量との間に負の相関関係が認められ、とくに
表層では植物プランクトン細胞密度とAP活
性量との間に正の相関があることが明らかに
なった。 

2015 年 5 月から 2016 年 2 月において、播
磨灘の灘奥、灘央ともに Chaetoceros spp.と
Skeletonema spp.が優占種であった。また、灘
奥において，E. zodiacus の細胞密度と各微量
金属の濃度を比較してみると、灘奥の底層に
おいて、Fe、Zn、Mn との間に負の相関性が
認められた。さらに大型珪藻 Eucampia 
zodiacus が 2016 年 1 月より出現しており、
それに伴う DFe 濃度の減少が確認されたこ
とから、本種による海水中の DFe 消費の可能
性が考えられた。一方、広島湾では 2015 年 6
月表中層において H. akashiwo が高密度に発
生し、DFe 濃度との関連性が示唆された。 
これらの結果より、両海域ともに主要な赤

潮原因藻類の発生に鉄が大きく関与してい
る可能性が示された。 
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