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研究成果の概要（和文）：環境ストレスを受けた海苔の劣化初期段階の診断技術の確立を目指して、蛍光スペク
トル測定、蛍光寿命測定による海苔診断技術の開発を行った。まず、蛍光寿命測定を行い、初期のあかぐされ病
においてより感度の高い測定法であることを明らかにした。次に、葉体各部位での蛍光測定を行い、蛍光スペク
トルおよび蛍光寿命の海苔葉体内での分布を明らかにした。さらに、励起蛍光マトリックス（EEM）の測定を行
い、正常なスサビノリおよびあかぐされ病に感染したスサビノリなどのEEMを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We performed the diognosis of initial stage of degradation of Susabi-nori by
 fluorescence measurements. First, fluorescence lifetime of Susabi-nori (Porphyra yezoensis) was 
investigated by time-resolved fluorescence spectroscopy. It was found that the fluorescence lifetime
 measurement was sensitive method for the diagnosis of Susabi-nori compared with the conventional 
fluorescence spectroscopy. Furthermore, we measured fluorescence spectra and lifetimes in each part 
of Susabi-nori, and excitation emission matrix.

研究分野：光計測

キーワード： スサビノリ　海苔　蛍光計測　レーザー誘起蛍光法　蛍光寿命

  ２版



１．研究開始当初の背景 
海苔養殖は海を生産の場とするため、気象、

海象の影響が大きく、さらに生態系の生物の

相互の関係によっても影響を受ける。また、

赤潮や疾病などによる被害も問題となって

いる。これまでは、海苔養殖の漁業従事者が、

これらの影響を目視などの経験則によって

状態の判断していた。しかし、より安定な生

産を行うためには、疾病や障害を定量的に判

断する方法が必要である。我々は、その計測

手段として非破壊で簡便かつ迅速に定量的

な測定が行える蛍光計測法を提案し、病害の

影響や淡水によるストレスにより、蛍光スペ

クトルが変化することを明らかにしてきた。 
一方、可視判断ができる状態以前の早期の

段階で診断する手法も求められている。あか

ぐされ病などの発生の初期に検出が可能と

なると病害の蔓延の防止が容易になり、海苔

の安定生産に大きく貢献できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、従来の蛍光計測技術に加えて

蛍光寿命測定などの新しい技術を取り入れ

ることにより、環境ストレスを受けた海苔の

劣化初期段階の診断技術を確立することを

目的としている。 
 
３．研究の方法 
 環境ストレスを受けた海苔の劣化初期段

階の診断技術の確立を目指して、本研究では 

(1) 蛍光寿命測定技術の確立、(2) 葉体各部

位での蛍光スペクトルおよび蛍光寿命測定、

(3) 低温での蛍光測定、(4) 励起蛍光マトリ

ックス（EEM）の測定を行った。千葉県水産

総合研究センター、金田漁業協同組合、新富

津漁業協同組合と連携して研究を進めた。 

 海苔の光学的評価方法としては、半導体材

料の評価装置として保有するマルチチャン

ネル分光器、蛍光寿命測定装置、紫外可視分

光光度計、分光感度測定装置等を利用して行

った。 

 

４．研究成果 

(1) 蛍光寿命測定技術の確立 

蛍光寿命測定には浜松ホトニクス製の小

型蛍光寿命測定装置（Quantaurus-Tau）を使

用した。励起光源にパルスレーザ（パルス幅:
～60ps）を用いて蛍光寿命測定を行った。パ

ルスレーザを用いることにより、パルス幅が

小さくなり、時間分解能の高い測定が可能と

なる。励起光の波長はスサビノリの生育診断

に適している励起波長であるフィコエリス

リンの吸収ピーク波長付近の 470 nm の励起

光を用いて蛍光寿命測定を行った。測定した

蛍光波長はフィコエリスリンに起因すると

思われる蛍光波長の 580 nm、およびクロロフ
ィル a に起因すると思われる蛍光波長の 720 
nmとした。得られた蛍光減衰曲線をデコンボ
リューション処理することにより蛍光寿命

を解析した。今回測定した蛍光寿命は 2成分

と仮定し、下記の式を用いてフィッティング
を行い、デコンボリューション処理を行うこ

とにより導いた。 

G(t)=A1exp(-t/τ1)+ A2exp(-t/τ2) 

 
平均寿命は下記の式を用いて導いた。 

〈τ〉=(Στi2Ai)/(ΣτiAi) 

 

図 1 に正常なスサビノリおよびあかぐされ

病に感染したスサビノリの蛍光スペクトル

を示す。あかぐされ病に感染したスサビノリ

は正常なスサビノリに比べて 580 nm の蛍光

強度が高くなっている。また、あかぐされ病

に感染したスサビノリだけに注目してみる

と 580 nm の蛍光強度に違いが見られる。こ

れは病気の進行につれて 580nmの蛍光強度が

強くなるためだと考えられる。そのため今回
測定したスサビノリでは(a)→(d)の順に病

気が進行していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 正常なスサビノリおよびあか

ぐされ病に感染したスサビノ
リ(a)～(d)の蛍光スペクトル

（励起波長：470 nm） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 正常なスサビノリの蛍光減衰曲線 

 

図 2 に正常なスサビノリの蛍光減衰曲線を

示す。正常なスサビノリの蛍光寿命は各蛍光

ピークでの大きな差は見られなかった。また

平均蛍光寿命を算出したところ 580 nm の蛍
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光ピークの場合で 0012 ns 0 0010 ns、660 nm
の蛍光ピークの場合で 0015 ns 0 0017 ns、
685 nmの蛍光ピークの場合で 0021 ns 0 0022 
ns、720 nmの蛍光ピークの場合で 0012 ns 0 

0013 ns という値が得られた。 

図 3、図４にあかぐされ病に感染したスサ
ビノリ(a)および(d)の蛍光減衰曲線を示す。

あかぐされ病に感染すると各蛍光ピークの

寿命が正常な場合に比べて長くなることが

わかる。また、あかぐされ病が進行するにつ

れて各ピークの蛍光寿命が長くなっている

ことも確認できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 あかぐされ病に感染したスサ
ビノリ(a)の蛍光減衰曲線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 あかぐされ病に感染したスサ
ビノリ(d)の蛍光減衰曲線 

 

得られた結果より、あかぐされ病の指標と

なるフィコエリスリンに起因すると考えら

れる 580 nm付近のピーク強度 I580とクロロフ
ィル a に起因すると考えられる 720 nm 付近
のピーク強度 I720の強度比 I580/I720と 580 nm
のピークおよび 720 nm のピークの平均蛍光

寿命の関係を図５に示す。これまでの研究で、

あかぐされ病に感染すると 580 nm 付近のピ
ーク強度 I580が相対的に増加することがわか

っている。すなわち、あかぐされ病が進行す

ると蛍光ピークの強度比 I580/I720 が大きくな

る。580 nmの蛍光寿命に着目すると、蛍光ピ
ークの強度比 I580/I720 が増加するにつれて平
均蛍光寿命が長くなっている。このことより、

蛍光寿命測定によりあかぐされ病の診断が

可能であることがわかる。また、強度比
I580/I720 ではほとんど変化が見られない軽度

のあかぐされ病の場合でも、580 nmの平均蛍

光寿命は大きく変化している。このことより、

蛍光寿命測定は初期のあかぐされ病におい

てより感度の高い測定法であるといえる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 蛍光ピーク強度比と蛍光寿命の関係 

 

また、580 nm の平均蛍光寿命が、強度比
I580/I720 が 005以下の範囲で急激に増加して

いるのに対して、720 nmの平均蛍光寿命は強
度比 I580/I720 にほぼ比例して増加している。

この結果は、色素間でのエネルギー移動に関

連していると考えられる。励起光に用いた波
長 470 nm の光は主としてフィコエリスリン

で吸収される。フィコエリスリンで吸収され

た光のエネルギーは様々な過程を介して光

合成反応中心であるクロロフィル aへとエネ

ルギー移動する。そのため、フィコエリスリ

ンに起因すると考えられる 580 nm の蛍光と

クロロフィル a に起因すると考えられる 685 
nmおよび 720 nmの蛍光の両方が観測される。

正常なスサビノリの場合には、フィコエリス

リンで吸収された光のエネルギーはスムー

ズにエネルギー移動され、クロロフィル a に

移動されたエネルギーはスムーズに光合成

に利用される。そのため、フィコエリスリン

に起因すると考えられる 580 nm の蛍光およ

びクロロフィル a に起因すると考えられる

685 nmおよび 720 nmの蛍光の寿命は 001 ns 
0 002 ns 程度と短くなると考えられる。一

方、あかぐされ病に感染すると、初期の段階

ではまずフィコエリスリンで吸収されたエ
ネルギーのクロロフィル aへの移動が阻害さ

れるため、580 nmの蛍光寿命が長くなると考
えられる。さらにあかぐされ病が進行すると、

クロロフィル aに移動されたエネルギーの光

合成への利用も阻害されるようになるため、

720 nmの蛍光寿命が長くなると考えられる。 

これらのことより、蛍光寿命測定によりあ

かぐされ病の診断が可能であることがわか

る。 

 

(2) 葉体各部位での蛍光測定 

次に、正常なスサビノリの葉体各部位での

蛍光スペクトルおよび蛍光寿命を測定した。

図６に葉内の異なる部位の蛍光スペクトル

を示す。この図では、基部（根元の緑がかっ

た部分）および基部から葉状体の中央部に向
けて 5 cm 離れた部分の蛍光スペクトルを示
している。励起光源には、波長 488 nm の LD
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励起固体レーザ (30 mW, 85BCD030, Melles 
Griot) を用いた。この図によると、基部か

ら 5 cm 離れた部分の蛍光スペクトルはこれ

までに報告した正常なスペクトルと同様で

あるが、基部では 720 nm のクロロフィル蛍

光の強度が他のピークに比べ相対的に強い

ことがわかる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 葉内の異なる部位の蛍光スペクトル 

 

図７に葉内各部位の平均蛍光寿命を示す。

蛍光寿命測定の励起光には波長 483 nm のパ

ルスレーザを用いた。横軸は基部を 0 cm と

して、基部から葉状体の中央部方向への距離
を示している。縦軸は測定した蛍光減衰曲線
を用いて、２成分の蛍光寿命を仮定してフィ
ッティングして算出した平均蛍光寿命を示
している。基部(0 cm)では、580 nm および

720 nmの平均寿命は 008～100 ns程度であり、

これまでに報告した通常の正常なスサビノ
リの蛍光寿命（001～002 ns 程度）より長く

なっている。中央部に近づくにつれて平均寿

命は減少し、基部からの距離が 4 cm 程度以

上になると通常の正常なスサビノリの平均
蛍光寿命と同程度になった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ 葉内各部位の平均蛍光寿命 

 

(3) 低温での蛍光計測および蛍光寿命測定 

次に、低温でのスサビノリの蛍光スペクト

ルおよび蛍光寿命を測定した。図８に蛍光波
長 720 nm の場合の室温および液体窒素温度

で計測した蛍光減衰曲線を示す。クロロフィ
ル a に起因する蛍光波長 720 nmの場合には、

平均蛍光寿命は室温で約 0032 ns、液体窒素
温度 (77 K) で約 107 ns となった。一方、

フィコエリスリンに起因する蛍光波長580 nm
の場合には、室温で約 0018 ns、77 Kで約 0051 

ns であった。この結果より、液体窒素温度に

すると蛍光寿命が室温に比べて長くなり、特
に 720 nm の蛍光寿命が大幅に長くなること

が明らかとなった。図９に室温および液体窒
素温度で計測した蛍光スペクトルを示す。蛍

光スペクトルでは、720 nmの蛍光ピークの強
度が非常に強くなり、580 nmの蛍光ピークな

どの強度は相対的に非常に小さくなった。こ

のメカニズムは次のようであると考えられ

る。今回用いた励起光（483～488 nm）は主
としてフィコエリスリンに吸収される。フィ
コエリスリンで吸収された光エネルギーは

様々な過程を介して光合成反応中心である

クロロフィル aへ移動し、光化学反応が起こ

るが、一部は蛍光として放出される。液体窒
素温度に冷却すると、励起エネルギー移動や

光化学反応が妨げられ、光合成で使われるは

ずのエネルギーが蛍光として放出されるた

め、蛍光強度が増すとともに蛍光寿命が長く

なるが、特にクロロフィル a での励起エネル

ギー移動や光化学反応への影響が大きいた

めに 720 nm の蛍光強度が増し、蛍光寿命が

長くなったと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８ 蛍光波長 720 nmの蛍光減衰曲線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９ 室温および 77 K で計測した蛍

光スペクトル 

 

 また、蛍光スペクトルの温度特性を測定し

た。結果を図 10 に示す。比較のために乾海

苔についても測定した。乾海苔では室温の状

態から液体窒素に浸した際に一度強度比が

低下したのち、徐々に上昇しているのに対し、

生海苔では一度低下したのち上昇し、その後
乾海苔の強度比とは反対に温度の低下と共
に急激に強度比も低下していることがわか

る。 
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図 10 生海苔および乾海苔の蛍光

ピークの強度比 

 

(4) 励起蛍光マトリックス（EEM）の測定 

 スサビノリの劣化初期段階の診断に有効
な測定方法の確立を目的として、励起蛍光マ

ト リ ッ ク ス (EEM: Excitation Emission 
Matrix)測定を行った。EEM とは、X 軸：蛍光

波長、Y 軸：励起波長、Z 軸：蛍光強度で表
される 3次元表示のスペクトルのことで、蛍

光指紋ともよばれる。励起光の波長を変化さ

せると、光吸収する光合成色素が変化し、結
果としてエネルギー移動の過程が変化する

ことになる。そのため、EEM には多くの情報
が含まれ、海苔の劣化初期段階の診断に有効
であると考えられる。  

スサビノリに分光感度測定装置(BQE-100、
分光計器)を用いて励起光を照射し、得られ

た蛍光を光ファイバーを通してマルチチャ

ネル分光器(PMA-12、浜松ホトニクス)に取り

込んだ。励起波長は 350 nmから 500 nmまで

5 nm 刻みで変化させ、露光時間を 1000 ms と

した。 

図 11 に正常なスサビノリ、図 12 にあかぐ

され病のスサビノリを EEM測定した結果であ

る。正常なスサビノリでは、励起波長 450 nm
以上で蛍光波長 660 nm、685 nm 付近に強い

ピークが見られるが、あかぐされ病のもので

は、蛍光波長 580 nm 付近に強いピークが見
られた。これは、ストレス下にあるスサビノ
リでは、波長 580 nm の発光起源であるフィ
コエリスリンからのエネルギー移動が阻害

されたためと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 正常なスサビノリの EEM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 あかぐされ病に感染したスサ
ビノリの EEM 
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