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研究成果の概要（和文）：日本のサンゴ礁域と温帯域に代表的な4種の石灰藻（紅藻サンゴモ類）について，高濃度のC
O2が溶け込んだ酸性海水による生育への影響を確認した。とくに，ヒライボについて，夏期の酸性条件下でマイナス成
長することを初めて示した。また，無節サンゴモからのRNA抽出法を改良し，ヒライボから生育に関与すると考えられ
るβ-炭酸脱水素酵素の3'末端側の部分配列を決定したことで，この遺伝子の発現解析用のプライマー設計を可能にで
きた。

研究成果の概要（英文）：The effects of acidified seawater made by bubbling CO2 were confirmed on four cora
lline algal species each representing coral reefs and temperate regions in Japan.  This study indicated fo
r the first time that the summer temperature caused the negative growth of Lithophyllum okamurae under aci
dified condition.  The RNA extraction method for nongeniculate coralline algae was improved and the 3'-end
 partial sequence of beta-carbonic anhydrase from L. okamurae was determined, which made it possible to de
sign primers for the examination of mRNA expression levels. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

海藻類の系統分類・生理生態
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１．研究開始当初の背景 
 紅藻サンゴモ類は，炭酸カルシウムを細胞
壁と細胞間隙に沈着した硬い体を持つ藻類
で，とくにサンゴ礁では主要な造礁生物の１
つである。しかし，近年の地球温暖化や海洋
酸性化，沿岸の水質汚染などが，サンゴモ類
の生育に悪影響を与え，その減少によって，
サンゴをはじめとした海産無脊椎動物の新
規加入の制限や，サンゴ礁の浸食が引き起こ
される可能性が示唆されている（Nelson 
2009 など）。これまで，サンゴモ類への高温
や高濃度 pCO2（partial pressure of carbon 
dioxide, 二酸化炭素分圧）条件下における影
響については，世界的に比較的研究が行われ
ている（Kuffner et al. 2008, Anthony et al. 
2009 など）。しかし，サンゴモ類の石灰化量
や成長量の変化を扱った研究が多く，サンゴ
モ類の生育に影響が出るメカニズムを扱っ
た，特に遺伝子レベルの研究は報告されてい
ない。そこで，今後予想される環境変動のサ
ンゴモ類への影響を詳細に評価するために
は，遺伝子レベルでの応答機構の解明が必要
である。 
 
２．研究の目的 
 紅藻サンゴモ類は，体に炭酸カルシウムを
硬く沈着する，サンゴ礁では主要な造礁生物
の１つであるが，近年の地球環境変動の影響
による衰退が懸念されている。紅藻サンゴモ
類の成長には，光合成と石灰化の共役が推定
されているため，本研究では，サンゴモ類の
光合成や石灰化に関与する遺伝子の同定な
らびに，水温，光量，pH を制御した水槽実
験による，目的の遺伝子の発現解析を行うこ
とで，光合成や石灰化に影響を与える環境因
子を推定する。そして，これらに関わる遺伝
子をマーカーとして用いた，サンゴモ類への
環境ストレスの影響評価を可能にする。 
 
３．研究の方法 
 当初，サンゴ礁域のサンゴモ類のみ対象に
していたが，近年の水温上昇等によって，温
帯以北では，水産生物の生育場所として重要
な藻場が大規模に消失する「磯焼け」と呼ば
れる現象がおき，無節サンゴモが繁茂する
「サンゴモ平原」がしばしば出現する。その
ため，温帯域の無節サンゴモについても研究
対象に加えた。 
 また，環境ストレスに応答する遺伝子とし
て，サンゴモ類では，光合成と石灰化の両方
に関与する炭酸脱水素酵素の配列決定を行
った。 
 
I. 研究対象種の決定 
 南西諸島のサンゴ礁域に多産する無節サ
ン ゴ モ の ミ ナ ミ イ シ モ Lithophyllum 
kotschyanum，サモアイシゴロモ Hydrolithon 
samoense，有節サンゴモのハネヒメシコロ
Jania spectabilis を，沖縄本島北部で採集
した。また，温帯域でよくみられる無節サン

ゴモのヒライボ Lithophyllum okamurae は，
瀬戸内海中西部の広島県竹原市沿岸で採集
した。 
 無節サンゴモは塊状体で，外形のみでは，
属レベルでさえ同定が難しいので，組織を観
察して種同定し，種レベルの判別に使われる
ミトコンドリアのCOI遺伝子の塩基配列を決
定し，サンプル間の遺伝的変異を把握した。 
 
II. 水槽実験 
a．サンゴ礁域産のサンゴモ類 
・サンプル調整 
 無節サンゴモのミナミイシモ，サモアイシ
モについて，各 1個体を 1cm 角程度のチップ
状に切り出したサンプルを作成し，実験水槽
（後述）に配置する前に, 1 ヶ月程度，屋外
水槽で養生した。有節サンゴモのハネヒメシ
コロについては，採集後すぐ，カルコフロー
ルホワイト水溶液（終濃度 20 g/ l）に 5 分
程度浸漬して蛍光染色を行い，実験水槽に配
置した。 
 
・実験水槽のセットアップ 
 作成したサンプルは，琉球大学瀬底研究施
設（沖縄県国頭郡本部町）の実験水槽システ
ムで生育試験を行った。実験水槽は，海水掛
け流し式で，現在と将来の予測 CO2 濃度の合
計 2段階の pCO2（約 400，700 atm），水温は，
夏期の平均水温である 27 C，光量は 40-60 
mol photon m-2 s-1 に調整し，同条件の水槽

を 2個ずつ準備した。各水槽に上述 3種を 10
サンプルずつ配置し，4 週間生育させた。4
週間後，各水槽から無節サンゴモ 2 種の各 5
サンプルの湿重量を計測し，初期重量との差
を成長率とした。 
 酸性条件下での生育による生理的ストレ
スを評価するため，光合成活性として，クロ
ロフィル蛍光測定装置（Diving PAM）を用い
て量子収率（Fv/Fm）を測定した。この測定
は，湿重量の測定をしたサンプルについて行
った。 
 カルコフロールホワイトで染色したハネ
ヒメシコロは，2，4 週間後に UV 照射下で写
真撮影して，成長量を比較した。 
 
b. 温帯産無節サンゴモのヒライボ 
・サンプル調整 
 ヒライボも，サンゴ礁産種と同様，1 個体
を1cm角程度のチップ状に切り出したサンプ
ルを作成し，実験前に 2〜3 週間，屋外水槽
で養生した。その後，実験水槽の温度まで，
1 C ずつ変化させて馴致させた。 
 
・実験水槽のセットアップ 
 作成したサンプルは，環境生物環境研究所
（新潟県柏崎市）の実験水槽システムで生育
試験を行った。実験水槽は，海水掛け流し式
で，産業革命前，現在，将来の予測 CO2濃度 4
段階の合計 6段階の pCO2（約 280，400，550，
750，1000，1200 atm），水温は，広島県竹原



市沿岸の海藻の繁茂期の 5 月下旬（17 C）と
8月（25 C）の平均水温，光量は 90-100 mol 
photon m-2 s-1に調整し，各条件につき 1水槽
ずつ準備した。各水槽に 5 サンプル（25 C）
あるいは 10 サンプル（17 C）ずつ配置し，6
週間生育させた。6 週間後，全サンプルの水
中重量を計測し，初期重量との差を成長率と
した。 
 
III. 遺伝子実験 
 RNA 抽出は，生のサンプルをそのまま用い
るか，液体窒素で凍結させた後，あるいは固
定液に浸漬した後，−80 C で保存したサンプ
ルを用いて抽出した。RNA抽出と抽出したRNA
をもとにした cDNA 合成は，市販のキットを
用いた。 
 この cDNA をもとに，炭酸脱水素酵素の配
列を市販のキットを用いて RACE 法により決
定した。炭酸脱水素酵素の配列に特異的なプ
ライマーは，先行研究の紅藻スサビノリの配
列をもとに設計した。 
 
４．研究成果 
I. 水槽実験 
a．サンゴ礁域産のサンゴモ類 
 ミナミイシモ，サモアイシゴロモともに， 
400，700 atm での成長率と Fv/Fm に有意差は
なかった（図 1, 2）。先行研究で，今世紀末
までに予想される最大CO2濃度の約1000 atm
前後では，サンゴモ類の成長が阻害されると
推測されている。しかし，現在の濃度から
1000 atm までの中間の濃度では，放物線状
に，いったん成長が増してから減少する場合
や，CO2濃度に応じて，あるいは CO2濃度によ
らず増減する場合の両方が報告されている。
おそらくこのような中間的な濃度では，結果
が実験条件や生物サンプルの状態に影響さ
れやすいと考えられる。今回の場合は，さら
に，計量したサンプルが 1水槽あたり 5サン
プルであったことと，4 週間の実験期間が湿
重量から成長率を把握するには短かった可
能性がある。 
 

図 1. 無節サンゴモ 2 種の酸性海水条件での
成長率（平均±標準誤差）。 
 
 
 
 
 

図 2. 無節サンゴモ 2 種の酸性海水条件での
Fv/Fm（平均±標準誤差）。 
 
 カルコフロールホワイトで染色したハネ
ヒメシコロは，生育させてから 2週間以内で
正常な枝ではない細い枝が伸長し，その後も
伸長を続けた。こうした違いは 400，700 atm
ともに見られたが，両方の条件で，成長に明
瞭な違いは見られなかった。カルコフロール
ホワイト染色による，成長量の比較を行った
先行研究では，野外で生育試験を行っており，
こうした異常は報告されていなかった。おそ
らく，水槽での生育試験で正常に成長させる
には，水流あるいは光量などの厳密な調整が
必要であると考えられる。 
 

図 3. 有節サンゴモ（ハネヒメシコロ）をカ
ルコフロールホワイトで染色し，UV 照射下で
撮影。途中から正常に成長せず，細い枝が伸
長した（黄色矢印）。 
 
b. 温帯産無節サンゴモのヒライボ 
 ヒライボは，17 C では CO2分圧によらず，
正の成長率を示したが，25 C では酸性ストレ
ス条件下で負の成長率を示した（図 4）。 
 おそらく 17 C が海藻の繁茂期の好適な水
温なのに対し，25 C は夏枯れの時期の高水温
に相当していたため酸性ストレスの影響が
大きかったと考えられる。すなわち，17 C で
は，酸性ストレス下で成長による石灰化が溶
解を上回ったが，25 C では，成長が鈍化し，
石灰化が溶解より下回ったと考えられる。サ
ンゴ礁域の種で行ってきた実験結果と同様，
温帯の代表的な種でも，酸性ストレスに弱い
ことを確認できた上，酸性ストレスの影響が



季節的な成長の違いによっても異なること
を確認できた。 
 この結果から，将来，水温上昇と酸性化が
進めば，夏期に成長がマイナスになる期間が
長くなり，無節サンゴモが枯死して，磯焼け
海域に生育する海藻種が変化することが予
測される。しかし，将来，酸性化による海藻
の生育種の変化がどのくらいの規模で起き
るのかについては，磯焼け海域に優占する無
節サンゴモの種や，同じ海域の藻場に生育す
るおもな海藻についての影響も考慮する必
要がある。 
 例えば，無節サンゴモは，本研究において，
CO2分圧によって，成長に明瞭な違いが見られ
なかった。これは，使用したサンプルが，潮
間帯のタイドプールに生育していたため，CO2

分圧の大きな変動に耐性があったためと考
えられる。こうした，種や生育場所によって
異なる酸性条件への耐性について，知見の充
実が必要である。 
 

図 4. 無節サンゴモ（ヒライボ）の17 Cと 25 C
における成長率（平均±標準誤差）。棒グラ
フ上のアルファベットが同じでない場合は
有意差がある（p<0.05, Tukey’s HSD test）。 
 
 
II. 遺伝子実験 
 沖縄県で採集したミナミイシモ，サモアイ
シモについて，液体窒素で生サンプルを瞬間
的に凍結させ，−80 C で保存しておいたサン
プルを粉砕して抽出を行ったが，十分な RNA
を得ることができなかった。その理由の１つ
として，サンゴモ類の藻体の約 90％は，炭酸

カルシウムであり，重量に占める組織の割合
が少ないため，市販のキットの規定量では少
なすぎた可能性がある。そのため，サンプル
量を増やして抽出を行ったが，RNA の著しい
断片化が起きていた。おそらく，組織が炭酸
カルシウムで覆われているため，組織の固定
が十分できていなかったと考えられる。 
 そこで，広島県で採集が容易なヒライボを
用いて藻体の固定方法の改良を試みた。その
結果，生サンプルを粉砕してから固定液に浸
漬し，組織を十分固定してから抽出を行うこ
とで十分な RNA を得られた。この RNA をもと
に 3’RACE 法を行い，β-炭酸脱水素酵素の
部分配列を得た。無節サンゴモについて，RNA
抽出法を改良し，3’末側配列を得たことで，
発現解析用のプライマー設計を可能にでき
た。 
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