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ラフイド藻丑θ6870s’9〃2α罐αsh加oおよびCh碗on8ZZααn吻砿の

培養ろ液が珪藻S舵」860n8那αoosゑα伽那の増殖に及ぼす影響
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Ef：霊ect　of　Culture　Filtrate　of　Raphidophytes　Hα870s∫g〃観ακαsh加o

　　　　　and　Chα甜on8伽αn吻麗αon　the　Growth　ofDiatom

　　　　　　　　　　　　　S舵Z窃onθ吻αcos砂伽η2
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Abstract　Effects　of　culture　filtrates　of　two　raphi（1gphytes　Eα6705’8溺ααたαsh’wo　and

Ch確on6磁αn吻照on　the　growth　of　diatom5舵1αon61nσoos嬬μ那were　examined　under　the

axenic　con（1ition．　Cell－free　filtrate　of　both　raphidophytes　at　late　logarithmic　ph＆se　markedly

suppressed　the　growth　of　S。cos薦魏溺in　nutrients－enriched　con（iitions．　The　results　clearly

in（1icated　that　both　filtrates　had　allerbpathic　ef五ects　on　S。oo5磁朔2mediated　by　growth　suppressor

released　by　the　two　raphi（iΦhyfes．　The　growth　suppressor　in　filtrate　were　not　inactivate（l　when

the　me（iium　was　subjected　in　heat　bath（80QC）for60min，and　were　low　molecular　weight1

（M．W．＜3，000）．Further，growth　suppressor　were　absorbed　to　Sep－pak　C18column　but　pot

XAD－4，and　imctivated　by　ether　rinses　under　the　acidic（pH32）con（iition．　These、r鎚ults

suggestedthat血egr・wthsupPress・rinculture且ltrates・fb・thraphid・phytes肛epr・り孕b1ヌlipid

suchasfattyacidも，

Keywords3 Hα8703’8ηzα礁σ3h加o，Chαπon8〃ααn∫り襯，raphidophyte，growth　suppression，
3た8勉on6脚cos嬬μ規，filtrate

　赤潮とは一般的に特定の生物（主に植物プランクト

ン）が海水の着色を伴うまで異常増殖することを呼ぶ。

通常の海域では，珪藻や鞭毛藻など多種多様な生物群が

お互いに競合しつつ，全体として多様性の高い生物相を

形成している。しかし，赤潮の場合は特定の1種あるい

は数種の生物が他の生物群を凌駕して増殖し，ついには

水柱を独占してしまう。こうした特定の生物が異常増殖

して赤潮を形成するためには，水温，塩分，光，海水流

動といった物理的環境が増殖に好適な範囲にあることと

同時に，増殖に必要な栄養塩が河川や底層から十分に供

給されることが必要であると言われる（飯塚・入江

1972）。さらに，同じ栄養塩を利用して増殖する他の植

物プランクトンとの栄養塩をめぐる競合にうち勝ち，海

域に溶存する栄養塩を独占的に利用することも，赤潮形

成には重要な要因である。

　大規模な赤潮を形成し，甚大な漁業被害を引き起こす

生物群には，ラフィド藻や渦鞭毛藻といった鞭毛藻類が

多く含まれる。鞭毛藻類は最大の栄養競合者である珪藻

類との競争にうち勝つために，様々な機能を備えている。

それらのうち，最も有効なのは遊泳能力である。鞭毛藻

の遊泳能力は1m／hを越えることもあり（Kamykowski

ε短Z．1998，Koizumi8雄」．1996），成層時などの鉛直的

な海水の混合が弱い時期でも，日周鉛直移動を行うこと

で珪藻類が利用できない下層に豊富に含まれる栄養物質を

利用できる（Eppleyε厩ム1968，Koizumiε厩Z．1996）。

また，その細胞外壁がセルロース質の鎧版，膠質の皮膜，

あるいは多糖類の細胞外マトリックス（glycocalyx）な

どの有機物質で形成されており，珪酸塩を栄養源として

必要としない。このことは，陸水と比較して珪酸塩濃度

が著しく低い海水中で，珪藻類と競合するうえで非常に

有効であると言える。さらに，栄養競合者である珪藻類

や他の藻類などを直接栄養源として利用する従属栄養渦
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鞭毛藻（Heterotrophic　dinonagellate）や，光合成を

行いつつ同時に珪藻類などの捕食も行うという混合栄

養（mixotroph）の鞭毛藻も知られている（Gaines　and

Elbrachter1987）。

　このように，鞭毛藻が珪藻類に対抗するために様々な

機能を有しているとはいえ，個体群の維持に重要な役割

を果たす増殖速度は珪藻類には及ばず，通常の海域では

珪藻類が優占することが多い。しかし，一時期とはいえ，

なぜ増殖速度の遅い鞭毛藻類が珪藻類を凌駕するまで増

殖するのかについては，上述の機能や物理化学的環境要

因だけでは説明が難しく，化学的作用で珪藻類を排除す

る能力が鞭毛藻類に備わっているのではないかと考えら

れてきた（Rice1984）。

　その一つとして生物が化学物質を分泌して相手の増殖

を抑制する作用：アレロパシー（allelopathy，イ吻感作用）

が，鞭毛藻類が珪藻類を排除するのに重要な役割を演じ

ているのではないかと考えられている（Rice1984）。し

かしながら，アレロパシーによって鞭毛藻が珪藻類の増

殖を抑制しているかどうかについては実証的な知見が乏

しい。過去に行われたアレロパシーに関する研究のほと

んどが有菌培養系で行われているため，混在するバクテ

リアによって細胞外に分泌した物質が分解されて実際の

作用を十分に把握できなかったり，あるいは分解の過程

で生じる副産物の影響が含まれていて，アレロパシー作

用を示す物質と珪藻類の増殖抑制との因果関係を断定す

るまでには至っていないのが現状である。今回鞭毛藻

の珪藻類に対するアレロパシー作用を明らかにするた

め，ラフィド藻H召オ6ro5’8〃1α磁α5h加oとChαπon81Zα

αn吻照の無菌培養からろ液を調製し，これが珪藻

Sた6忽oη8灘co5観μ〃3の増殖に及ぼす影響を検討したの

で報告する。

材料および方法

広島湾におけるEθ護8705な配αα肋5h帥o赤潮発生時の珪

藻類の動態

　現場海域におけるラフィド藻類と珪藻類の動態を把握

するため，且訟αsh加o赤潮発生時の広島湾における植

物プランクトン細胞密度の変化について調べた。観測は
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Fig。1．Location　of　sampling　station（◆）。

図1に示した大野瀬戸に位置する1定点で，1992年6

月23日から7月2日にかけて7回行った。最高潮位時

の前後2時問以内に，ニスキン採水器を用いて試水を採

水した。採水層は水深0，2，5mである。1Lの海水を採

水後，直ちに室内に持ち帰り，界線入スライドグラス上

の海水に含まれるプランクトンを顕微鏡で同定・計数し

た。細胞密度が1cell／mZを下回った時には，グラスファ

イバーフィルター（Whatman社製，GFIC，孔径1．2

μm）を装着した本城式プランクトン濃縮器で試水を濃

縮した後に，同定と計数を行った。なお，本濃縮による

珪藻類の回収率は，S丸8Z8‘on6用αcos診α魏灘で平均82％，

Chα8オoo6ro5spp．で平均67％であったことから，濃縮試

料の計数値については，それぞれを0．82および0．67で除

して最終細胞密度を計算した。

ラフィド藻の無菌培養ろ液によるS。oo伽魏溺の増殖試験

　実験には広島湾から分離された且誼α5h加o（HS－92）

および大阪湾から分離されたCh確on6ZJαα漉∫g砿（OC－

B5）の無菌培養株を用いた。また，アッセイに供した珪

藻＆cos嬬μ配（SK85W）は，大阪湾から分離された無

菌培養株である。培養には改変SWM3培地（伊藤・今

’井1987）を用い，水温220C，塩分31psu，12L：12D，

・100μmol／m2／sの条件下で培養を行った（表1）。

Table1． Preparation　of　cell－free　filtrate　of　two　r＆phi（iophytes　for

Sた召1αon召n昭cos艇μ醒culture．Cult皿econditions：22。C，31

psu，12L：12D，100μmol／m2／s

πα召703ど8配α漁sh加グ、1¢加π・n6磁α吻襯

Strain　name（origin）

Medium
Culture　periods

Cell　density
Cenhrifugation

Filtration

HS－92（Hiroshima　Bay）

modified　SWM3

14～20days
1．6～2．8×105cells！m1

720×g，10min
GFIC（ca．1μm）

OC一耳5（OsakaBay）

modified　SWM3
14てY22days

5．6～7．5×104cells／mZ

720×菖，10min

GFIC（ca．1μm）
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　培養ろ液の調整は，π訳α5h加oは培養日数が14～20

日，細胞密度はL6～2．8×105cells／mZ，C．αn吻砿は

培養日数が14～22日，細胞密度は5．6～7．5×104cells／

mJの範囲に達した段階で実施した。また，藻体の破損に

よる細胞内物質の放出を最小限にするため，藻体を遠心

分離（720×g，10min）で沈殿させた後，上澄をグラス

ファイバーフィルター（GFIC）で常圧ろ過した。ろ液

中に含まれる阻害物質の性状を調べるため，得られた培

養ろ液に対して以下の7通りの処理を行った。

1）　加熱処理区

　実験は且ακαsh加oとCαη吻醐の培養ろ液を用い

て行った。50mZのろ液を100mZ容の三角フラスコに

収容してフラスコの口をパラフィルムで密栓し，80。C

に調温されたウォーターバス中で60分間加熱した。

2）　限外ろ過処理区

　実験は丑激α5h加oとCαn吻醐の培養ろ液を用い

て行った。50mJのろ液をAmicon社製の限外ろ過膜

（ダイアフローメンブレン，YM3）を装着した撹拝式限

外ろ過器（model8400）に供して分子量3，000以上の画

分を除いた。

3）　XAD－4樹脂処理区

　実験は且畝αsh加oの培養ろ液を用いて行った。疎水

性の物質（特にフェノール関連鞠質）を吸着する作用のあ

るXAD－4樹脂（PutnamandTang　l986）をカラム

（20×100㎜）に充填し，メタノール，1N－HCl，再蒸

留水の順で洗浄した後，ろ液を通過さた。

4）弱アルカリーエーテル処理区

　実験はE磁α3h加oの培養ろ液を用いて行った。50

mZのろ液（pH8．8）を，室温（24。C）で等量のジエチ

ルエーテルで激しく振盤し，5分間静置後上層のエーテ

ルを除いた。この操作を3回繰り返した後，ろ液をガラ

ス製ビーカー・に移し，試験管スターラーでエーテル臭が

なくなるまで激しく撹絆した（240C，約2時間）。

5）酸性一工一テル処理区

　実験は且磁α5h加oの培養ろ液を用いて行った。ろ液

を，1N－HClでpH32まで低下させた後・4）と同様の

操作を行った。

6）　ODS樹脂処理区

　実験は且磁砺h加oの培養ろ液を用いて行った。低極

性の物質を吸着させる作用のあるODSカラム（Sep－

pak　C18，Millipore社製）を20mZのメタノールおよび

蒸留水の順で洗浄した後，1N－HClでpH5．4に調整さ

れたろ液を通過させた。

　上述の処理を行ったろ液は，改変SWM3培地に準じ

て栄養塩類，金属，ビタミンを規定量再添加し，pHを

1N－HClもしくは1N－NaOHでpH7．8に再調整した。

最終的にこれをシリンジフィルター（Millipore社製，

GV，孔径0．1μm）でろ過滅菌し，予め滅菌されたPP

キャップ付ガラス製試験管（13×120mm）に分注した

後，S，co5嬬μnτを初期密度450～1，660cells／m1になる

ように接種した。これらの操作はろ液の調製から最大6

時間以内に行った。なお，これらの処理そのものが

SWM3培地の増殖能に影響を与えないことを予備試験

において確認している。＆co瀬魏鷹の生物量は蛍光光

度計（Tumer　Design社製，model　llO）を用いて’n

v∫vo蛍光値（Huorescence，relative　units）を毎日測定し

た（Brand6∫αZ．1980）。蛍光値とS、oos嬬麗n¢の細胞密

度との問には，図2で示したような強い相関関係が認め

らることから，細胞密度の代わりに蛍光値を用いて増殖

量を評価した。実験は5本立てで行い，平均値と標準偏

差を算出した・対照区には栄養塩濃度を規定量の2倍に

調整した改変SWM3培地に接種した区を設定した。な

お，培養ろ液，およびそれを用いたS。oo5嬬μ〃3増殖試

験のいずれも，実験終了時に培養法による細菌検査

（ProvasoliααZ．1957）を行い，バクテリアの増殖が認

められたものについては除外した。
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結 果

広島湾におけるπθ護ε705’g〃昭磁αsh∫”o赤潮発生時の珪

藻類の動態

　広島湾における調査時のE誼αsh加oと主要珪藻類の

出現状況を図3に示す。第1回目の採水時点で丑
謡α5h加oは4β00cells／mJと高密度で出現しており，

海水もやや微着色を呈するなど既に赤潮を形成してい

た。3日後に細胞密度は急激に増加し，今回の観測中最

も高い細胞密度である27，400cells／mJに達した。その

後細胞密度は徐々に低下し，ピークから一週間後に最大

出現密度の1／100になって赤潮は終息した。
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Temporal　changes　in　ce11（1ensities　of　Hαθ70s’8配α

αた‘z3h’wo，Sた召」αoηθ濯αoo5頗膨灘，and　Chα6孟oo670s

spp，at　sampling　station，Hiroshima　Bay．

　E．磁∬h加oが15，000cells／mZを越えて出現してい

た期間中のS．oos嬬襯3の細胞密度は70cells／m1以下，

Chααoc6ro5spp．はl　cell／mZ以下といずれも極端に

低く推移していた。しかし，π。磁αsh加oの赤潮が終，息、

（＜25cells／mJ）するとこれら珪藻類は急激に増加し，

細胞密度はいずれも1，000cells／mJを越えた。なお，こ

の年はCh碗on8磁属の出現が見られなかったので，現

場における珪藻類との出現動態を比較検討することがで

きなかった。

ラフィド藻の無菌培養ろ液によるS．oo8砲加πの増殖試験

　図4～7，表2，3に，H．礁αsh加oとCαn吻襯の

培養ろ液から再調製された培養液が，S。cos嬬麗規の増

殖に及ぼす影響を示した。S．co5脇魏彫最大細胞密度は，

丑謡αsh加oのろ液で対照区の0。7％，C．αn吻襯のろ液

で対照区の2．3％に留まっており，いずれの培養ろ液でも

S．00S」伽配の増殖は強く抑制された・ろ液中のS．

cos孟α磁nは死滅することはなかったが，細胞が非常に小

さく，しかも連鎖が歪曲するなどの異常な形態を呈して

いた。

　次に各処理区のS．oo5孟α魏彫の増殖実験結果について

以下に示す。

1）　加熱処理区

　最大細胞密度は，E．磁砺h加oの加熱ろ液で対照区の

Fig。4・
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circle　shows　the　filtrate　after　ultra－filtration（YM3，

Amicon）．

0．9％，Cαn吻砿の加熱ろ液で対照区の3．3％に留まって

いたことから（図4，6，表2，3），いずれの加熱ろ液

でも，S．oos嬬μ彫の増殖抑制作用は全く低下しなかった。
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0

Growth　of5舵」αonθ規α　co3如臨配　in　nutrients－

enriched且1trate　of　Chαπon6〃ααnr’g麗α。　Eπor　bars

（1enote　standard　deviation　（±S。D．）　an（i　closed

triangle　shows　the　filtrate　after　heated　with　water　bath

（800C，60血n）．

Fig．7．

0 5 10

　　　　　　　　　　　　Days

Growth　of　Sた6」αoπ6班α　co∬α伽配　in　nutrients－

enriched　filtrate　of　Chαπoη6〃α　α吻殉麗α．　Error

bars　denote　stan（iard　deviation　（±S．D．）　an（1close（i

circle　shows　the　filtrate　after　ultra－filtration（YM3，

Amicon）。

Table2。 Effect　of　Hα870s’8吻αακαsh∫wo　filtrate　on　the　growth　of　S舵」αoηε隅α

oosfαオ麗n¢

Growth　of　S舵」αoπ佛αoo3嬬朋z［mean±S。D．（n＝5）］

　　　　　Maximum　yield　　　　　Growth　rate
　　（fluorescence，relative　units）　　　（divisions／day）

Control

Filtrate

Filtrate（80。C，for60min）

Fi1碇ate（M．W．＜3，000）＊1

97．34±2．9

0。64±0．06

0。85±0．14

1．25±0．27

1．72±0．14

0．52±0．25

0．46±0．26

0．56±0．26

＊150mJ　of　filtrate　was　su切ected　to　ultra－fi1αation（YM3，Amicon）

Table3．　Ef£ect　of　Chαπonθ磁αn吻襯filtrate　on　the　growth　of　S舵」αon召襯α60s‘α臨醒

Growth　of舐ε」αon8配αcos観研n［mean±S．D．（n＝5）］

　　　　　Maximum　yield　　　　　Growth　rate
　　（伽orescence，relativeunits）　（divisions／day）

Control

Filtrate

Filtrate（80。C，for60min）

Filtrate（M。W．＜3，000）＊1

122，3±6。85

2．86±0．37

4。09±0．22

3．79±0．78

1．37±0．35

0．55±0．21

0．64±0．22

0，53±0．42

＊150mJ　of　filhrate　was　sublected　to　ultra－filtration（YM3，Amicon）

2）　限外ろ過処理区

　最大細胞密度は，H．磁αsh加oのろ液で対照区の1．3％，

C．侃吻照のろ液で対照区の3，1％に留まっていたこと

から（図5，7，表2，3），いずれのろ液から分子量

3，000以上の画分を除いても，S。co5孟α魏配に対する増殖

抑制作用は全く低下しなかった。

3）XAD－4樹脂処理区

　最大細胞密度は対照区の1．4％に留まっていた（表4）
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Tab且e4． Effects　of　various　treatments　on　the　growth　suppression　in　H召婬os‘8規ααたαεh加o

filtrate，50m’of　filtrates　were　subjecte（l　to　each　treatment

Growth　of舐6」αon6醒αoo伽魏醒［mean±S．D．（n＝5）コ

　　　　Maximum　yield　　　　Growth　rate
　（nuorescence，relative　units）　　（divisionslday）

Control

Filtrate

Filtrate（pass　through　XAD－4column）＊1

Control

Filtrate

Filtrate（rinse（1with　ether　at　pH＝8．3）＊2

Filtrate（rinsed　with　ether　at　pH＝3．2）＊2

ControI

Filtrate

Filtrate（passthr・・ghC旦8ca託hdge）＊3

134．50±5．30

　0，91±0．08

　1．89±0．14

131．00±4．10

　6．90±0．56

　1．45±0，14

83．70±6．32

140．10±4．00

　0．91±0。08

80．98±18．50

1．68±0．46

0．51±0．30

0．56±0．05

1．47±0．56

0．37±0．15

0．44±0．19

1．15ニヒ0．34

1．62±0，49

0．51±0．31

1。52±0．60

＊lFiltratewaspassed血oughXAD－4column（20×100㎜）
＊2Filtrate　was　extracted　three　times　with　equivalent　volume　of〔1iethylether

＊3Filtrate　was　passed　t㎞ough　Sep－pak　CI8cartridge　which　was　activated　with20mZ　of　methanol

　before　use

ことから，π磁αsh加oのろ液をXAD－4樹脂で処理し

ても，S。cos嬬麗配に対する増殖抑制作用は全く低下し

なかった。

4）弱アルカリーエーテル処理区

　最大細胞密度は対照区の1．1％に留まっていた（表4）

ことから，E倣αsh加oのろ液を弱アルカリ性条件下で

エーテル処理しても，S。oos磁罵濡に対する増殖抑制作

用は全く低下しなかった。

5）　酸性一工一テル処理区

　最大細胞密度は対照区の63．9％に達し，増殖速度も

対照区とほとんど変わらなかったことから（表4），丑

謡砺h加oのろ液を酸性条件下でエーテル処理すると，S。

oosオα砒那に対する増殖抑制作用が低下した。

6）　ODS樹脂処理区

　最大細胞密度は対照区の85．6％に達し，増殖速度も対

照区とほとんど変わらなかったことから（表4），E

畝αsh加oのろ液を弱酸性条件下でODS樹脂処理する

と，S．oo5オα魏配に対する増殖抑制作用が低下した。

考 察

珪藻類に対する鞭毛藻のアレロパシー物質に関する考察

　κ礁αsh加oが珪藻S。60s磁麗溺の増殖を抑制するア

レロパシー作用については，Pratt（1966）の先駆的な

研究が広く知られている（論文中では0〃s‘ho4∫30麗s

J惚麗5として記載されている）。Naragansett湾における

7年間の現場観察によって，E磁侭h加oが増殖する時

にはS、co5嬬麗溺が衰退することを見出し，さらに且

畝α5h加oの培養ろ液がS．co3オα加nの増殖を抑制するこ

とを室内実験において確認している。原因物質は水溶性

でかつ耐熱性を有していることから，おそらくタンニン

酸ではないかと結論づけられている（Pratt　l966）。π

畝αsh加oとS・oos鰯麗〃3が現場で共存的に赤潮を形成

できないという結果は，Tomas（1978）とHonjo　and

Tabata（1985）においても示唆されている。・

　今回の広島湾における調査においても，乱謡α5h加o

の赤潮形成とほぼ同期して珪藻類の細胞密度が著しく低

くなる現象が観察された（図3）。さらに顕微鏡下での

観察によると，丑盈α5h∫wo海水中のS．oo5‘α魏配の細

胞の多くは連鎖が歪曲したり断片化しており，しかもそ

の細胞自体は非常に小型で色素も薄かった。このような

現象は栄養塩が欠乏した場合にも観察されるが，今回の

実験において栄養塩を十分に添加した丑謡硲h加oの培

養ろ液にS。oo5観μ〃zを接種した場合にも同様な現象が

観察されたことから，現場海域における同様な現象が栄

養塩の欠乏以外にアレロパシー作用によっても引き起こ

されている可能性が考えられた。

　微細藻類が産生するアレロパシー物質は，脂肪酸，ア

クリル酸，フェノール化合物など多種多様な物質が知ら

れている（Rice1984）。この中でも脂肪酸は藻類が産生

するアレロパシー物質として比較的多く報告されている

成分のひとつである（Craigie　and　McLachlan1964，

TakagiααZ．1984，Kakisawaαα」．1988，Gentien　and

Arzul1990，ImadaααZ．1991，Perezαα」．1997，Arzul

8雄Z．1993；199511999）。特に遊離脂肪酸はそれ自体が

溶血活性などの毒性を示し（Curtisθ雄Z．1974，Takagi

θ厩1．1984，Lawrenceε緬」．1995），微細藻類が産生する

魚毒性成分としても知られている（Kamiyaα砿1979，

西尾1982，0kaichi1989，sol＆8厩’．1999）。

　今回の実験でも，S詔05嬬蹴およびσαη吻砿の培

養ろ液中には，S護05魏μ溺の増殖を抑制する，つまりア
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レロパシー作用を引き起こす物質が溶存している可能性

が強く示唆された。以下に且磁αsh加oの培養ろ液の各

処理区におけるS．cosオα魏規の培養実験の結果から，ア

レロパシー物質の推定を試みた。

　乱磁αsh加oの培養ろ液中に存在するアレロパシー物

質は，①丑磁砺h加oの培養ろ液から限外ろ過で分子量

3，000以上の物質を除いても，S・cos嬬μ醒の増殖を抑制

する活性（以後はアレロパシー作用）は全く低下しな

かったことから，アレロパシー物質は明らかに低分子物

質である。②この物質は800Cの加熱でもほとんど失

活しないことから，水溶性でかつ耐熱性を有している。

③フェノール系の疎水性物質を吸着する作用のある

XAD－4樹脂に全く吸着されないが，低極性物質に親和

性を示すODS樹脂にはほとんど吸着される。④海水よ

りやや高いpH8．8の弱アルカリ性条件下ではエーテル

層に移行しないが，pH3．2の酸性条件下ではエーテル

層に移行する等の特性を有していた。今回はアレロパ

シー物質の精製を十分に行っていないため，GCIMSな

どによる同定を行うことができなかった。しかしながら，

今回得られたアレロパシー物質の特性と既知の知見を

総合して判断すると，乱磁砺h加oのアレロパシー物質

は脂肪酸関連の物質である可能性が非常に高い。C

αn吻醐のアレロパシー物質についても，耐熱性で低分

子であることから，S．co5嬬μ溺同様に脂肪酸関連物質

である可能性が高い。しかしながら，この他にも全く異

なる成分が少ないながら関与している可能性もあり，引

き続き詳細な検討が必要である。

　E礁砺h加oやCαn吻昭の脂質組成については
Nichols6餓Z．（1987），山岡他（1992），およびKeusgen

α認．（1997）で，また遊離脂肪酸組成と含量については

西尾（1982）およびSuzuki　and　Matsuyama（1995）で

既に報告されている。これらの報告によれば，E畝α5h加o

の脂肪酸はPalmitic　acid（16：0）を主成分としている

が，高度不飽和脂肪酸の一種であるEicosapentaenoic

acid（20：5）も多量に含まれており，珪藻や渦鞭毛藻に

比較すると高度不飽和脂肪酸の割合がかなり高いことが示

唆されている（Suzuki　andMatsuyama1995，Matsuyama

and　Suzuki1998）。このEicosapentaenoic　acidは褐藻

類，珪藻，および渦鞭毛藻σy解no4∫n伽規n磁’1noオo’か

ら分離されたアレロパシー物質のひとつである（lmada

6‘α乙1991，Kakisawa1988，K司iwara　l992）。さらに，

且激α5h∫woやC侃吻醐の細胞表層にはオスミウム酸

で染色される脂質の穎粒が多数認められることからも

（原1990），これらの種が脂質（水溶性で低分子である

いことから多くは遊離脂肪酸と思われる）を細胞外に滲

出し，これによってS．60s嬬麗配などの珪藻類がアレ

ロパシー作用を受けると考えるのが妥当であろう。実際

に，渦鞭毛藻σy704’n∫％n観群60Zμ醒（σyn3no4’n加n　cf

nαgα躍た’6ns召）が産生する遊離脂肪酸が珪藻類の増殖を

阻害するという報告もある（Gentien　and　Arzul1990，

Arzulαα」。1993）。

　溶血作用は脂肪酸だけに限らず，その複合体も強い作

用を示し，いくつかの有害赤潮藻からは実際に脂肪酸関

連物質が多数報告されている。例えば，Pa皿ish6rαZ．

（1998）やYasumoto6厩1．（1990）は，有害赤潮藻α

側r60Zμ〃2とCh’フsooh70〃2μ」∫nαρoZy16p’sが産生する

物質が強い溶血活性を示し，原因物質として糖脂質であ

るmonogaractocyl　diacylglycerolまたはdigaractocyl

diacylglycerolを同定している。これらの物質は数種の

渦鞭毛藻や大型海藻にも認められ，強い溶血作用や巻

貝への摂餌誘因作用を示すという（Oshima8厩Z。1994，

Parrish8∫α1．1998，Sakataan（11na1985）。いずれの脂

質も脂肪酸に親水性の糖が結合しており，基本的な構造

が界面活性剤に似ている。

　この他にも，Uchida（1977）はPro7006彫r麗1n配’cαn5

が産生するアレロパシー物質の性状を，熱に不安定で透

析膜を通過しない高分子物質であると報告している。ま

た，Ho切o（1993）は，E磁αsh’woが産生する珪藻類

のアレロパシー物質として多糖タンパク質複合体を報告

している。脂質以外にもアレロパシー作用を示す物質は

存在する可能性が考えられることから，引き続き詳細な

検討が必要である。

　なお，一部の報告では珪藻類が鞭毛藻に対するアレロ

パシー作用も報告されている（lmadaαα1．1991，宮下

他1994，広海他1995）。今回の試験に先立ち，S．

oos嬬μ濡とChαε言oo870s4’4y解硲の培養ろ液が，丑

磁α5h加o，Cαn‘’9雌，およびP7070c召彫川〃146彫α砺η3

の3種の鞭毛藻の増殖に及ぼす影響を予備的に調べた

が，いずれも顕著な増殖阻害作用は見いだされなかった

（未発表）。従って，少なくとも今回用いたS，oos∫伽配

とC漉4y〃躍5の培養ろ液中には，鞭毛藻の増殖を阻害

するアレロパシー物質は非常に少ないものと判断された。

珪藻類に対する鞭毛藻のアレロパシー作用の生態学的考察

　アレロパシー作用は特定の生物が栄養競合者を排除す

る作用であり，生態学的観点から見ると非常に重要な作

用と言える。陸上植物の間では，こうしたアレロパシー

作用が種の遷移を優位に進める上で有効に機能している

ことが既に知られている（Putnam　and　Tang　l986）。今

回試験に用いた丑畝α5h加oとS．603診伽珊は富栄養化

した海域で高密度出現する代表的な微細藻類であるが，

Pratt（1966）が示したように，両者が全く同時期にブ

ルームを形成することは希である。こうした種間競合を

説明する場合，今回示したようなアレロパシー作用が実

際の海域でも影響している可能性は十分に予想される。

　しかしながら，今回の結果は，無菌のバッチ培養下で
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高密度に増殖したE畝α5h加oやC．αn勿醐の培養ろ

液で得られたものであり，これをそのまま開放系である

現場海域に適用するのは問題がある。つまり，現場海域

が開放系でしかもバクテリアなどの他種多様な微生物の

活動が活発な状況では，細胞外に分泌されたアレロパ

シー物質は希釈や分解などの作用を受け，実際の効力は

無菌培養下で得られた結果よりも弱いと推定される。実

際にE謡αsh加oの培養ろ液を新鮮培地で1／2に希釈

するだけで，S．cos嬬疏醒に対するアレロパシー作用は

ほとんど消失した（未発表）。従って，現場海域における

π倣αsh加oのS。oo3嬬麗配1こ対するアレロパシー作用

は，赤潮のような高密度環境下においてのみ発現してい

ると考えるべきであろう。実際に微細藻類の種間競合に

ついて現場海域を想定した条件下で調べた結果では，細

胞外に滲出した物質によるアレロパシー作用の影響より

も，栄養塩をめぐる競合の方がより重要であるという報

告もある（Elbrachter1976，Kyser1979）。従って，且

倣αsh加oのアレロパシー作用は赤潮の形成段階で相手

を排除するために機能しているというよりは，ブルーム

を可能な限り長期化させる役割を担っていると思われ
る。

　ところで，近年になって，ある種の植物プランクトンが

他の植物プランクトンに直接接触して，相手を死滅させ

たり増殖を抑制したりする現象が報告されるようになっ

た。例えば，有殻渦鞭毛藻π6すε700αp躍cか6認αガsg襯醒α

と無殻渦鞭毛藻σy704∫n劾用’ns醜α魏溺を混合すると，

α’ns加α魏溺は且6かo躍α溜g襯n1αと接触した瞬間に

直ちに遊泳を停止し，最終的に破裂して死滅する。詳細に

観察すると，πoかo認α廓卿α配αの培養ろ液は全く影響

を及ぼさないにも拘わらず，丑oかoμZα7’sg醐襯αの細胞

とわずか数回接触するだけで，α’n5薦伽〃2は瞬間的に

運動能力を失って死滅するという　（Uchidaε厩」。1995）。

さらにUchida8オα乙（1999）は，E　o’rc認α7’sg醐溺αと

Gylnno4’n∫研’履ん枷oオo∫との相互作用についても検討

し，この場合は双方の細胞密度の違いによって，増殖を

抑制される側が交代することを見出した。本報告で調べ

たE磁α3h加oのS．oos1伽規に対する影響のように，

ある生物が細胞外へ分泌した物質が海水という媒体を経

由して相手の細胞に影響を与える場合には一般的にアレ

ロパシーと解釈されるが，海水という媒体を経由せず，

直接接触によって相手に影響を及ぼす場合には同様の解

釈が当てはまらない。つまり，生物が捕食や攻撃あるい

は防御のために直接接触等によって相手に影響を及ぼす

作用のことをアロモン（allomone）と呼ぶことから，丑

c加ぬ溜g昭〃厩とα溺彬〃観o’との問に観察される相

互作用はアロモンである可能性がある。アレロパシーの

ように，細胞外に滲出した物質は希釈や分解作用を受け

るため，実際の海域においてどの程度効力を発揮してい

るか不明であるが，細胞同士が直接接触することによっ

て阻害作用が発揮されるとなると，開放系である実際の

海域でも十分に効力を発揮できる可能性が考えられる。

　このように，植物プランクトン間の相互作用はアレロ

パシーに限らず様々な作用があることが明らかになりつ

つある。現場海域における植物プランクトン群集の遷移

は，単純に水温，塩分，光強度，あるいは栄養塩濃度な

どの物理化学的要因のみによって進行しているのではな

く，これらの物理化学的環境という場をめぐる複数種の

種間競合よっても進行していく。特に富栄養化した沿岸

域や内湾域など，種の多様性が低くしかも生物密度も非

常に高い海域では，赤潮の時などは種間競合が激しく，

アレロパシー作用やアロモン作用などの競合者（あるい

は捕食者）を排除する能力の有無が種の優占化機構にお

いて重要な役割を果たしていると考えられる。今後は現

場海域においてこうした作用が植物プランクトン群集の

遷移や赤潮の形成・維持に寄与しているのかを検討する

必要があろう。

要 約

1．広島湾における観測において，π磁α5h加o赤潮発

　生時には珪藻類の細胞密度が著しく低くなり，E

　磁αsh加oの赤潮が終息すると急激に細胞密度が高く

　なる現象が観察された。

2．ラフィド藻π疏α5h加oとC侃吻醐の無菌培養

　ろ液に栄養塩を再添加し，珪藻S。oosオα伽配を培養す

　ると増殖が著しく抑制されたことから，アレロパシー

　物質の存在が示唆された。

3．アレロパシー物質は耐熱性，低分子量（M．W．3，000

　以下），酸性条件下でエーテル層に移行，XAD－4樹脂

　に吸着せずODS（Sep－pak　C18）に強く吸着する等の

　性質を示したことから，脂質（特に脂肪酸）である可

　能性が強く示唆された。

謝 辞

　ラフィド藻Chαπoη召ZJααn‘’g照の無菌培養株を提供

戴くと共に，培養試験に際してご指導を戴いた赤潮環境

部の山口峰生室長，および珪藻Sた8Z6如n8灘cos嬬μ溺

の無菌培養株を提供に戴いた大阪市立大学環境都市工学

科の矢持進助教授に謝意を示す。また，植物プランクト

ンの同定・計数に際してご指導を戴いた九州大学の本城

凡夫教授に御礼を申し上げる。瀬戸内海区水産研究所赤

潮環境部長の玉井恭一博士には本稿を校閲していただ

き，貴重なご意見を頂いた。記して謝意を表す。

文 献

Arzu1，G．，P．Gentien，G．Bodennec，F，Toularaste1，A．

　Youenou，and　M．P．Crassous，1995。Comparison　of



ラフィド藻培養ろ液中の増殖抑制物質 65

　　toxic　effects　in　Gy配no4疏彪ηz　cf、nα8αsα㍑εns6polyun－

　　saturated　fatty　acids，in“Harmful　Ma血e　Algal　Blooms”

　　（eds．by　Lassus，P。，G．Arzu1，E　Erard，P。Gentien，and　C。

　　Marcaillou），Lavoisier，Paris，1995，pp。395－400．

Arzu1，G，，E．Erard－Le　Dem，C．Videau，A。M　Jegou，and　P。

　　Gentien，1993，Diatom　growth　repressing　factors　during

　　an　offshore　bloom　ofσyro読n彪灘cf。側rεo伽襯．in“Toxic

　　Phytoplankton　Blooms　in　the　Sea”（eds。by　Smayda，

　　T．J。and　Y．Shimizu），Amsterdam，Elsevier，719－724．

Arzul，G。，M。Segue1，L　Guzman，and　E．E、Denn，1999。

　　Comparison　of　allelopathic　properties　in　three　toxic

　AZ6xαn4「碗灘sPecies・　1・ExP・ハ4α7・B‘oJ・E60Z・，232（2），

　　285－295

Brand，L．E。，R．R．L．Guillard，and　L．S．Murphy，1980，

　A　method　for　the　r＆pid　and　precise　determination　of

　　acclimate〔1phytoPlankton　repro（iuction　rates。　／，P伽nた言on

　R63．，3，193－201，

Craigie，J、S．and　J，McLachlan，1964。Excretion　of　colored

　ultraviolet－absorbing　substances　by　marine　algae。Cαn．ノl

　Boガ．，42ラ23－33．

Curtis，R．F．，D．T．Coxon，and　G．Levett，1974，Toxicity　of

　fatty　aci（ls　in　assays　for　mycotoxins　using　the　brine

　　shrimps（Aπθn’αsα伽α）．　F4。Cos吻6よToκ’ooム，12，

　　233－235．

Elbrachter，M，，1976．Population　dynamic　studies　on

　phytoplanktoncultures。砿α詔∫oJ・，35，201－209・

Eppley，R。W。，0。Holm－Hansen，and　J，D，H。Strickland，1968。

　　Some　observations　of　vertical　migration　of　dinoflagellates、

　ノl　Ph）700’。，4，333－340，

Gaines，G．and　M．Elbrachter，1987．Hetero甘ophic　nutrition。

　　in“Dinonagellate”（e（1．by　F．J，R　Taylor），Blackwe11，

　London，pp。224－268．

Gentien，P．and　G．Arzu1，1990．　Exotoxin　production　by

　　σyro4加朗nz　cf．側780伽配（Dinophyceae）．ノ1ル毎孔B’oZ・

　Ass．U．K．，70（3），571－581。

原　慶明，1990．日本の赤潮生物。日本水産資源保護協会，秀

　　和ジ東京，pp。333，347，

広海十朗・今西大介・門田定美，1995．赤潮ラフィド藻
　Hε‘εros’g駕α盈αsh∫woに対する珪藻Cy伽4ro‘hεoα

　　cZos‘67加πの増殖阻害効果．日本大学農獣医学部学術研究

　　報告，52，122－125．

Honjo，T．and　K　Tabata，1985。　Growth　dynamics　of
　　α’srho4’so配5伽∫6麗s　in　outdoor　tamks　with　flowing　coastal

　　water　an〔i　in　small　vessels．ゐ枷noJ．Oc6伽08r．，30（3），

　　653－664．

Honjo，T．，1993。Overview　on　blom　dynamics　and　physi－

　　010gical　ecology　of　Hα870s’8η3ααたα3h加o，in“Toxic　Phy－

　　toplankton　Blooms　in　the　Sea”（e（1s、by　Smayda，T。J．and

　　Y．Shimizu），Amsterdam，Elsevier，33－4L

飯塚昭二・入江春彦，1972．大村湾におけるGyn¢no4‘n彪規

　　’65年型赤潮の発生機構．日本プランクトン学会報，19，

　　22－33．

Imada，N．，K。Kobayashi，K　Tahara，and　Y．Oshima，1991．

　　Production　of　an　autoinhibitor　by　S丸ε」αon6〃観co∬‘π麗配

　　and　its　e鎚ect　on　the　growth　on　other　phytoplankton．　B認」。

　　ゆn．Soc．Sc’．F’sh．，57（12），2285－2290，

伊藤克彦・今井一郎，1987．ラフィド藻．赤潮生物研究指針，

　　日本水産資源保護協会編，秀和，東京，304－473．

Kakisawa，H．，F．Asari，T。Kusumi，T。Toma，T。Sakurai，T。

　　Oohusa，Y．Hara，and　M．Chihara，1988。An　allelopathyic

　　fatty　acid　from　the　brown　algaαα40吻hoηoたα灘μ7αn麗s、

　　Phy渉ooh8〃πsrび，27（3），731－735．

Kamiya，　H，，　K　Naka，　and　Y、　Hashimoto，　1979，
　　Ichthyotoxicity　of　nagellate　U708’6παvoZvox，　8麗ZJ，ゆη。

　　Soc．Sσ。F’3h・，45（1），129．

Kamykowski，D。，H。Yamasaki，A。K。Yamasaki，and　G、J、

　　Kirkpatrick，1998．A　comparison　of　how　different　orien－

　　tation　behaviors　influence　dinoflagellate　trajectories　and

　　photoresponses　in　turbulent　water　columns．in“Physi－

　　ological　Ecology　of　Harmful　Algal　Blooms”（eds．by

　　Anderson，D．M．，A．D．Cembella，and　G．M。Hallegraeff），

　　Springer－Verlag，Berlin，Heidelburg，pp581－599。

Keusgen，M。，J。M、Curtis，P，Thibault，J。A、Walter，A．

　Windust，and　S．W。Ayer，1997。SulfoquinovosyI
　　diacylglyceroles　from　the　alga　Hαα05∫8n2αcαr‘αα6。

　L’p∫43，32（10），1101－1112．

Koizumi，Y．，T。Uchida，and　T．Honjo，1996．Diumal　vertical

　nhgration　ofσy〃3no4∫η’麗〃3ηz∫丸’〃εo言o∫〔luring　a　re（1tide　in

　Hoketsu　Bay，Japan．　訊PZαn々on　Rεs，，18（2），289－294．

Kyser，H．，1979，　Growth　interactions　between　ma血e

　　dinoHagellates　in　multi－species　culture　experiments，

　ルfα孔B’oJ．，52，357－369．

Lawrence，J。F，R、K．Chadha，W，M。N　Ratnayake，and　J。E

　Truelove，1995．　An　incident　of　elevated　leve正s　of　unsat－

　urate（1free　fatty　acids　in　mussels　from　Nova　Scotia　and

　their　toxic　effect　in　mice　after　intraperitoneal　injection，

　勲燃α’Tox’n3，2（5），318－32L

Matsuyama，Y、and　T、Suzuki，1998。Free　fatty　acid　in
　Hε‘ε700αP3αcか（7扉」α7’sg扉α配αand　lf6孟870cαP5αぴ’（1麗召餅α

　　（Dinophyceae）．F♂5h、Scど．，64（4），662－663，

宮下一明・木幡邦男・渡辺正孝，1994。赤潮ラフィド藻
　　Ch傭on6JJαα班’g雌に対する珪藻A彫ph’pmrαhyαZ♂nαの

　　増殖阻害効果．日本大学農獣医学部学術研究報告，51，

　　158－163．

Nichols，P．D．，J，K．Volkman，G。M。Hallegraeff，and　S。1、

　　Blackbum，1987．　Sterols　and　fatty　acids　of　the　red　tide

　　flagellates丑α召70s’8規α‘zんαshごvレo　and　Chαπo’τε泥ααnご’9μα

　　（Raphidoceae）．Phyroch8酪め7，26，2537－254L

西尾幸郎，1982．4。有毒・有害プランクトンの魚介類への影

　　響．有毒プランクトンー発生・作用機構・毒成分．水産学

　　シリーズ，日本水産学会監修，恒星社厚生閣，東京，pp。

　　50－61．

Okaichi，T．，1989．Red　ti（1e　problems　in　the　Seto　Inland　Sea，

　　Japan，in“RedTides”（eds，by　Okaichi，T．，D。M　Ander－

　　son，and　T．Nemoto），Elsevier，New　York，137－142，

Oshima，Y，S．Yamada，K．Matsunaga，T．Moriya，and　Y．

　　Ohizumi，1994．A　monogalactosyl　diacylglycerol　from　a

　　cultured　marine　dinoflagellate，So吻1，3観如言700ho‘4εα，

　　∫．ハ砂あPro4．，57（4），534－536．

Parrish，C．C．，G．Bo（1ennec，and　P、Gentiep，1998、

　　Haemolytic　glycoglycerolipids　from　（｝y配no4’n彪醒

　　species，　Ph）7‘oohε濯∫舘疏y，47（5），783－787・

Perez，E．，W．G。Sawyers，and　D。F　Ma梵in，1997。Identifica－

　　tionofallelopathicsubstancesproducedby陥nnochJor’3
　　00麗Z観αthat　affect　a　re〔1tide　organism，σy配no4∫n∫即τ

　　わ76v召．　B’o配ε4’oαJLθ猷召7s，56（221），7－14．

Putnam　A，R。and　C．S．Tang，（eds。）1986。“The　Science　of

　　Allelopathy”，John　Wiley＆Sons，New　York，p．317，

Pratt，D．M．，1966．Competition　between　S鰯θ‘on6耀

　　cos雄薦規and　O屍舘ho4’so配s伽陀麗3in　N「aragansettBay　and

　　in　culture．L∫配no’．Oo6αno87。，11，447－455．

Provasoli，L．，J．J．A．McLaughlin，and　M。R．Droop，1957、



66 松山・内田・小谷

　　The　development　of　artificial　media　for　marine　algae，

　　Arch∫v∫寵ヂM’たroわ’oム，25，392－428，

Rice，E．L．（e（1．），1984．　“Allelopathy”，2nd　ed．，Academic

　　Press，London，p。422．

Sakata，K　and　K，Ina，1985．Digalactocyl　diacylglycerols　an（I

　　phosphati（lylcholines　isolated　from　a　brown　alga　as　effec－

　　tive　phagostimulants　for　a　young　abalone。β観．ゆn．Soo，

　　S6∫．F’sh．，51，659－665．

Sola，F，A，Masoni，B．Fossat，J，Porthe－Nibelle，P。Gentien，

　　and　G。Bodennec，1999，　Toxicity　of　fatty　acid18：5n3

　　from　G遡no伽彪溺cf，癬た加o∫o’l　L　Morphological　and

　　biochemical　aspects　on　D’08nかακh麗s　Jのr砿gills　an（l

　　intestine．　／．AρpJ，Toκ∫（70」，，19（4），279－284。

Suzuki，T。and　Y．Matsuyama，1995．Determination　of　free

　　fatty　aci（1s　in　ma血e　phytoplankton　causing　red　ti〔1es　by

　　fluorometric　high－performance　liquid　chromatography。

　　／．A配，0記Ch6ηz．Soc．，72，1211－1214．

Takagi，T．，K．Hayashi，and　Y．Itabashi，1984。Toxic　effect　of

　　free　unsaturate〔l　fatty　acids　in　the　mouse　assay　of

　　diarrhetic　shellfish　toxin　by　intraperitoneal　injection，

　　BμZZ．加。Soc，S6’。F’3h．，50（8），1413－1418・

Tomas，C．R．，1978．OZ’s漉04ガsc疏5厩8配5（Chrysophyceae）L

　　Effects　of　salinity　an（l　temperature　on　growth，motility　and

　　surviva1．　／．Pんy60Z．，14，309－313。

Uchida，T．，1977．Excretion　of　a　diatom－inhibitory　substance

　　by　Pro700召彫耀配纏oαn3Ehrenberg．日生態会誌，27，1－

　　4．

Uchida，T．，S．Toda，Y．Matsuyama，M．Yamaguchi，Y、
　　Kotani，an（1T．Honjo，1999。Interactions　between　the　red

　　tidedinonagellates丑召r6r・cαP5αcか・吻r切μα脚and
　　σy磁π04’n∫配〃～配’㍑配o診o’in　laboratory　culture・　∫・Exp・

　　ルfαKβ’oJ．EooZ．，241（2），285－299．

Uchida，T．，M，Yamaguchi，Y。Matsuyama，and　T，Honjo，

　　1995．　The　red－tide　dinoflagellate1￥ααocαpsαsp．kills

　　Gyro伽蜘’n謝α鰍bycellcontact．Mα7・EcoZ．Pro9・
　　S67．，118，301－303．

山岡到保・滝村　修・布施博之・上村一雄，　1992．Ch観on8JZα

　　伽πg磁の脂肪酸組成への環境因子の影響。中国工業技術

　　試験所報告，39，37－44．


