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研究成果の概要：本研究では海苔の生育診断法としてレーザー誘起蛍光法 (Laser-Induced 

Fluorescence (LIF) 法) を提案した。まず、スサビノリについて、あかぐされ病などの病害の

影響および淡水による影響などを LIF 法により検討した。その結果、病害や淡水などのストレ

スの影響により、蛍光スペクトルが変化することを明らかにした。さらに、海苔の LIF スペク

トルへの励起波長依存性も検討し、病害などの診断には 500 nm 付近の励起光が適していること

を明らかにした。さらに、病害の部位を初期段階で診断するためにデジタルマイクロスコープ

を用いて、細胞レベルでの蛍光分布測定を行った。 
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２．研究の目的 １．研究開始当初の背景 
本研究では、疾病・障害などの状態の計測

手 段 と し て LIF 法 （ Laser-Induced 
Fluorescence method；レーザー誘起蛍光法）
を提案し、この手法を用いた海苔養殖管理技
術の開発を行うことを目的としている。 

海苔の養殖では海を生産の場とするため、
気象、海象の影響が大きく、海洋汚染や疾病
による被害も問題となっている。従来は、海
苔養殖の漁業従業者が、これらの影響を目視
などの経験則によって判断していた。しかし、
より安定した生産を行うために、疾病や障害
を定量的に判断する方法が求められていた。
そこで本研究では海苔の生育診断法として
レ ー ザ ー 誘 起 蛍 光 法  (Laser-Induced 
Fluorescence (LIF) 法) を提案した。 

 
 
３．研究の方法 
LIF 法を用いた測定系を図１に示す。本研

究では、励起光源として cw-Ar+レーザー
（GLG3020, NEC, 488.0 nm，5 mW）を用い、  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．LIF スペクトル測定系 
 
LIF スペクトルの測定を行った。LIF スペク
トル測定にはマルチチャネル分光器（PMA-11, 
PMA-12, 浜松ホトニクス）を用いた。レーザ
ーは 488 nm 以外の発振線を取り除くために
干渉フィルターを通し、ミラーで角度をつけ
て試料に照射した。レーザーの照射で得られ
た蛍光を光ファイバーで分光器に取り込ん
だ。また、励起光の影響を防ぐため、ロング
パスフィルター(530 nm以上を透過)を介して
から光ファイバーで分光器に取り込んだ。測
定した試料は千葉県水産総合研究センター
で 18℃で培養した海苔を用いた。海水は 1mm
のフィルターでろ過し、90℃で３時間熱処理
したものを使用した。測定時間は約 1秒であ
る。 

励起波長依存性の測定では、励起光源とし
て He-Cd レーザー（IK3301R-G-S, 金門, 
325.0 nm, 19 mW ）， 半 導 体 レ ー ザ ー
（LDM375.10CW, オーテックス, 375.0 nm, 
0.2 mW），半導体レーザー（405-50-COL-003, 
オーテックス, 405.0 nm, 4.6 mW）、cw Ar+

レーザー（GLG3020, NEC, 488.0 nm, 4.5 mW）
の 4つの波長のレーザと、連続波長を有する
Xe ランプ（L6759, 浜松ホトニクス, 150 W）
光を分光器で分光した光を用いた。 

さらに、病害の部位を初期段階で診断する
ためにデジタルマイクロスコープを用いて、
細胞レベルでの蛍光分布測定を試みた。蛍光
分布の観察にはデジタルマイクロスコープ
（VHX-900，キーエンス）を用いた。試料へ
照射するための励起光源として cw-ＬＤ励起
固体レーザ(85BCD30，メレスグリオ；発振波
長 488 nm)を用いた。LIF スペクトルで特徴
的に変化するピーク波長の干渉フィルタを
介してデジタルマイクロスコープに画像と
して取り込み、蛍光分布測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 病害による影響 

海苔養殖で生じる障害は様々な要因で起

こるが、本研究では病原微生物による疾病と
して、あかぐされ病、壺状菌病によるものに
ついて調べた。あかぐされ病は、あかぐされ
病菌が海苔に感染したもので、赤さび色の斑
点ができる。壺状菌の感染は、寄生部位を退
色させ、病変部細胞を崩壊させる。 
LIF 法により正常な海苔、あかぐされ病の海
苔、壺状菌病の海苔の LIF スペクトルを測定
した結果を図２に示す。スサビノリは紅藻類
で、光合成に関係する主色素としてクロロフ
ィル a、補助色素としてフィコビリン（主と
してフィコエリスリン、フィコシアニン、ア
ロフィコシアニン）などを含んでいる。正常
な海苔は主として、フィコエリスリンに起因
すると思われる 580 nm 付近の発光（ピーク A）、
アロフィコシアニンに起因すると思われる
660 nm 付近の発光（ピーク B)、クロロフィ
ルに起因すると思われる 685 nm 付近および
720 nm 付近の発光（ピーク C,D）が観測され
た。また、図中に矢印で示すように 640 nm
付近に肩が見られるが、これはフィコシアニ
ンの発光と考えられる。正常な海苔では 660 
nm，685 nm，720 nm の発光強度が同程度なの
に対し、580 nm の発光強度がその半分ほどの
割合になっている。 
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あかぐされ病に感染した海苔では 580 nm
付近の発光強度が相対的に強くなっている。 
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図２ (a) 正常な海苔、(b) あかぐされ病の
海苔および(c) 壺状菌病の海苔の典型
的な LIF スペクトル 



さらに、淡水中から海苔を海水に戻したと
きの変化を測定した。その代表例として、図
４に淡水に３時間浸けた後に海水に戻した
ときの LIF スペクトルの変化を示す。この図
より、淡水に浸けておいた試料を海水に戻す
と、海水に戻した時間の経過とともに 580 nm
のピーク強度が大きく減少し、正常な海苔の
LIF スペクトルに回復した。そのピーク強度
はおよそ 100 秒間で一定になった。また、淡
水に浸す時間が与える影響を検討した。図５
に淡水に 36 時間浸した後に海水に戻した試
料の LIFスペクトルの変化を示す。この図は、
海水に戻してから 1200 秒まで 50秒間隔でプ
ロットした。この図によると、淡水に 36 時
間浸すと、海水に戻しても大きな変化は見ら
れず、580 nm のピーク強度は元に戻らないこ
とがわかる。図６に淡水に 3時間、24 時間お
よび 36 時間浸した試料の 580 nm および 660 
nm のピーク強度比(F580/F660)の時間変化を
示す。淡水に浸した時間が 3時間および 24
時間の場合には、F580/F660 強度比が時間と
共に減少し、約 100 秒で正常な海苔の場合と
同程度（約 0.5）まで回復している。しかし、
淡水に 36 時間浸した場合には回復していな
い。これらの結果は、淡水に 36 時間程度以
上浸すと海苔の細胞が破壊されることを示
している。 

これは、あかぐされ病に感染することによっ
て、光合成反応中心（クロロフィル a）への
エネルギー移行が阻害されたためと考えら
れ、その結果として 580 nm 付近の蛍光が強
くなったと思われる。 

壺状菌病に感染した海苔では、580 nm，660 
nm 付近の発光強度が相対的に著しく弱くな
っている。これは、フィコビリン系統が壺状
菌によって破壊され、強度が減少したと考え
られる。 
 
(2) 淡水による影響 

海苔の生育段階では、河川水の流入や、干
潮時に空気中にさらされたときの降雨など、
淡水の影響を受けることがある。そこで、海
水中で培養した海苔を淡水に浸けたときに
どのように LIFスペクトルが変化するかを調
べた。海水から淡水に試料を移したときのス
ペクトルの変化を図３に示す。この図では、
淡水に移してから 200 秒までの LIF スペクト
ルを 10 秒間隔でプロットしてある。この図
より、海水中から淡水に試料を移すと、元の
正常な LIF スペクトルから変化して、580 nm
のピークが淡水に浸けた時間とともに強く
なっていくことがわかった。また、この580 nm
のピークは淡水に浸してから約 100秒間でほ
ぼ一定の発光強度になった。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 海水から淡水に移したときの LIF スペ
クトルの時間変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 淡水に 3時間浸した海苔を海水に移し
たときの LIF スペクトルの時間変化 
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図５ 淡水に 36 時間浸した海苔を海水に移
したときの LIF スペクトルの時間変化 
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Wavelength (nm) 図６ 淡水に 3時間、24 時間および 36 時間
浸した試料の 580 nm および 660 nm の
ピーク強度比(F580/F660)の時間変化 



った色素が励起され、蛍光スペクトル形状も
異なることが予測される。そこで蛍光スペク
トルの励起波長依存性を測定し、吸収スペク
トルとの比較検討を行った。 

(3) LIF スペクトルの励起波長依存性 
海苔葉体内には様々な色素が含まれてお

り、各色素で吸収する光の波長が異なってい
る。そのため入射する光の波長によって異な 

図７に Xe ランプを用いて得られた海苔の
蛍光スペクトルの励起波長依存性を示す。こ
れらの図より励起波長によってピーク強度
比が変化することがわかる。 
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また、蛍光スペクトルと吸収の関係を調べる
ため、図８に 580nm のピーク強度（F580）と
685 nm のピーク強度（F685）の強度比
（F580/F685）の励起波長依存性および光合
成色素の吸収スペクトルを示す。この図より、
430 nm付近で強度比は最小となっていること
がわかる。これは 685 nm 付近の発光の起源
がクロロフィル aによるものであり、430 nm
付近の励起光がクロロフィル aの最大吸収波
長と一致し効率的に吸収され、685 nm 付近の
蛍光強度が強くなったために F580/F685強度
比が小さくなったと考えられる。また、500 nm
付近では強度比は増加している。580 nm 付近
の発光の起源はフィコエリスリンによるも
のと考えられ、500 nm 付近の励起光がフィコ
エリスリンの最大吸収波長と一致し効率的
に吸収され、580 nm 付近の蛍光強度が強くな
ったために F580/F685強度比が大きくなった
と考えられる。 

図７ 光源として Xe ランプを用いた場合の
LIF スペクトルの励起波長依存性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８ 580 nm/685 nm の強度比の励起波長依
存性と光合成色素の吸収スペクトル 
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図９に各ピーク強度（F580, F660（660 nm
の蛍光ピーク強度）, F685, F720（720 nm の
蛍光ピーク強度））と 530 nm から 800 nm ま
での積分強度の励起波長依存性を示す。励起
波長 430 nm 付近では、580 nm、660 nm 付近
の蛍光強度がかなり弱くなっているが、685 
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図９ 各ピーク強度と 530 nm から 800 nm ま
での積分強度の励起波長依存性 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 励起波長 430 nm、500 nm のときの正常

な海苔およびあかぐされ病の海苔の
LIF スペクトル 

 
nm、720 nm 付近の蛍光強度は最大値の 1/2～
1/3 程度の強度になっている。これは光合成
の主色素であるクロロフィル aで効率よく吸
収されるために、フィコエリスリンおよびア
ロフィコシアニンの蛍光強度が弱くなった
と考えられる。一方、励起波長 500 nm 付近
では全てのピーク強度で最大の値を示して
いる。これはフィコエリスリンの吸収による
影響と考えられる。フィコエリスリンは海苔
の補助色素であり、吸収したエネルギーを光
合成反応中心であるクロロフィル aへ効率的
に移行させる。そのため、580 nm 付近のフィ
コエリスリンの蛍光と同時に 685 nm、720 nm
付近のクロロフィル aによる蛍光も絶対強度
が大きくなったと考えられる。 
一方、500nm 付近では全てのピークの絶対強
度で最大の値を示している。これはフィコエ
リスリンのはたらきによるものと考えられ
る。フィコエリスリンは海苔の補助色素であ
り、吸収したエネルギーを光合成反応中心で
あるクロロフィル aへ移行させる。そのため、
580nm 付近のフィコエリスリンの蛍光や
660nm 付近の蛍光と同時に 685nm、720nm 付近
のクロロフィル aによる蛍光も絶対強度が大
きくなったと考えられる。 

次に､ストレスの影響を受けた試料の LIF
スペクトルの励起波長依存性を検討した。図
10 に、特徴的な励起波長である、励起波長
430 nm、500 nm のときの正常な海苔およびあ
かぐされ病の海苔の LIF スペクトルを示す。
励起波長 430 nm の光を試料に照射したとき
の LIF スペクトルは、各試料において目立っ

た変化はない。しかし、励起波長 500 nm の
場合は蛍光スペクトルが大きく変化してい
ることがわかる。特に、フィコエリスリンを
発光起源とする 580 nm 付近の発光の励起光
強度に大きな変化が見られる。この結果より、
スサビノリのストレスの診断を行うには 500 
nm 付近の励起波長が有効であると考えられ
る。 
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(4) 海苔の細胞レベルでの蛍光分布の測定 
次に、病害の部位を初期段階で診断するた

めにデジタルマイクロスコープを用いて、細 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

500 μm  
 (a)顕微鏡像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b) 580 nm の蛍光分布画像 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(c) 685 nm の蛍光分布画像 
 
図 11 あかぐされ病に感染したスサビノリ

の顕微鏡像及び蛍光分布画像 



胞レベルでの蛍光分布測定を試みた。図
11(a)にスサビノリの顕微鏡像、(b)，(c)に
LIF スペクトルで特徴的に変化するピーク波
長の蛍光分布画像を示す。(b)，(c)より、中
央部のあかぐされ病に感染して細胞が死滅
した部位からの蛍光は観測されなかった。し
かし、細胞が死滅した周囲において 580nm 蛍
光がその他の正常な部位に比べて強くなっ
ている。つまり、あかぐされ病の感染した初
期段階においては 580 nm の蛍光が強くなり、
細胞が完全に死滅すると光合成色素が破壊
されたために蛍光が観測されなくなると考
えられる。また、画像上部に 685 nm の蛍光
が消失し、580 nm の蛍光が強く観測できる部
位があるが、これはあかぐされ病によってク
ロロフィルが先に破壊されるため、クロロフ
ィル蛍光が消失し、補助色素のフィコエリス
リン蛍光のみが見られたと考えられる。 
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