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Eflおctsof lempera加 re，saIi凶ty叩 dirradiance叩出egrow由 oftoxic dinoflagellate Alexandrium tamarense isolated 

from Mikawa Bay， Japan were investiga陪d.百leranges of temperature四 dsa1inity in which A. tamarense was able to 

grow were 5-20・C田 d10-35%0，叩 dthese va1ues were in accordance with those observed in situ. However， the growth 

W踊 suppu田ssedby low sa1inity at lempe回制問 below15・C，叩d祉問S戸ctiveof sa1i凶tyabove 25・C.In comparison 

wi曲thefield data， it w出国sumed白althe generation of血isspecies in Mikawa Bay mighl be delayed if the in si.加

姐h語句 is low， and the timing of血edi岨P戸町田cemighl be mainIy aff，配也dby血etempera回目i即時a盟百leop回num

lemperatu周回dsa1血ityfor the growth of由isMikawa Bay s回 in，15.C四 d32%0， were a1so in accordance wi白血。田

observed in si，削 whenhigh cel1 density of由isspecies Was found.百leirradiance-growth curve was described酪 μ=

0.16 (1-45)/(1-28)， showing the maximum grow曲 raleof O. 1 6 d.' and ha1f-saturalion constanl of 62 J.IE皿、-，羽田

irradiance-grow血curvea1so impIicaled血al血eMikawa Bay strain d田snol grow below the irradi叩田of45 J.lEm-'s.'. 
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Alexan.出町伽arense(Le加町)Ba1echは温帯を中心

とした世界各地の沿岸域に広く分布し，麻薄性貝毒を

産生する有毒プランクトンの一種として知られている。

日本沿岸域においても，各地で本種によるカキ，ホタ

テガイ，アサリ，ムラサキイガイなどの毒化が報告さ

れるようになってきており，これらの出荷規制や加工

品のイメージの低下により水産業に被害が出ている

(野口ほか 1984)。

A. t，抑制'nseの増殖機構を解明するためには，その

生理的特性を調べる必要がある。生理的特性に関する

実験報告はこれまでいくつかなされているが(Prakぉh

1967， Watras et aJ. 1982， Anderson et aJ. 1984，石丸 1985，

阿知波・岩崎 1990)，株の違いによって生理的特性も

異なると考えられるので (Gallagher1982) ，ここでは

三河湾における本種の発生・増殖機構を考えるため，

同湾から採取した株を用いて実験を行った。

三河湾では貝類の養殖は行われていないが，地撤き

によるアサリの生産高は全国一である(愛知県 1993)。

悶湾におけるA.tamarenseの発生は 3-4月に見られ

(土屋ほか 1988)，時には赤潮状態まで増殖するにもか

かわらず(土屋ほか 1985，土屋ほか 1986，宮本ほか

1987， 山本ほか 1988，坂口・石田 1992)，アサリの蓄

積毒量が規制値以上になったことはほとんどなく，

1991年に初めての出荷規制を経験した(愛知県 1992)。

一般的に現場の植物プランクトンの増殖には，水

温，塩分，光強度，潮流，風などの物理的要因，栄養

塩濃度などの化学的要因，他の生物による捕食などの

生物的要因など，様々な要因が複雑に関係している。

本研究では，これらのうち，水温，塩分および光強度

の違いがA.tamarenseの増殖に及ぼす影響を明らかに

することを目的とした。さらに，今回の実験結果と三

河湾における本種の出現状況から，現場における増殖
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可能時期および水深について考察した。

材料と方法

実験には 1991年5月に三河湾から採取，分離し，ピ

ペット洗浄法と対数増殖期の植え継ぎを繰り返してバ

クテリアによる汚染を最小限に抑えたA.tamarenseク

ローン株を用いた。培地には栄養塩添加海水町2培地

(Guillard and Ryther 1962)からケイ酸塩を除き， l00ml 

に対し 50mgの割合でTrisを加えたものを使用した。

培養容器には，ネジ口試験管 (13X l00mm， Pyrex 

製)を使用した。植え継ぎなどの操作はすべてクリー

ンベンチ内で行った。なお，実験に使用したガラス器

具類はすべて十分に洗浄し，自然乾燥させた後，オー

トクレープ (121'C，2気圧， 20分)あるいは乾熱滅菌

(170・C，3時間)を施してから使用した。

in vivoクロロフィル蛍光と細胞数の関係

本研究では次に述べるようにinvivoクロロフィル蛍

光値と細胞数の関係をあらかじめ求めておいて t in 

vivoクロロフィル蛍光値の変化でA.t，抑制'nseの増殖

を評価することとした。本法は大量のサンプルを迅速

に処理できるうえ，蛍光光度計のセルにあうサイズの

試験管を用いればサンプリングが不要であるという利

点を有する (Brandet aJ. 1981)。

A. tamarenseを水温 15'C，塩分34%0，光強度200

llB m-2 s-'， 12L : 120 (明期は 8:00-20: 00)の明暗周

期で細胞数約3.7X 10 3 cells ml"まで増殖させたもの

を希釈してさまざまな細胞密度の溶液をつくり，蛍光

光度計 (TumerOesigns社製ModellO)で蛍光値を測定

した。蛍光値の測定はBrandet aJ. (1981)にならって

サンプルを約15分間遮光し，撹排してから行うことと

し，以下の実験すべてにおいて同様に行った。同時に

細胞数を計数し，細胞数と蛍光値の関係を求めた。そ

の結果，A. tamarenseの細胞密度と invivoクロロフィ

ル蛍光の聞には次式で示される高い相関関係が認めら

れた (Fig.1)。

ln (cell density) = 1.197ln (fluo児:scence)+ 5.614 

(戸0.998) (1) 

増殖に友ぽす水温と塩分の影響

培養実験温度は 5，10， 15， 20， 25'Cの5段階，塩

分は 10，15， 20， 25， 30， 32， 35%。の7段階とし，こ

れらを組み合わせてお通りの設定で実験を行った。

栄養塩の添加により塩分がわずかに上昇するため，

培地の調整は次のようにした。天然海水約34%。に趨純

水を加えて目的とする塩分より低めに調整した後，栄

養塩等を添加し，希HClでpH8.2にした。この時，海

水濃度計(アタゴ海水濃度屈折計，サリニティー S/

Mill)を用いて塩分が10，15， 20， 25， 30， 32， 35%。

であることを確認した。これらは実験直前に作成し，

メンプランフィルタ (ポアサイズ0.22同九ミリポ

In(coll donsity) = 1.197In(fluorescence) + 5.614 

• • 
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In Fluorescence (relatlve unit) 

Fig. 1 Relationship between cell density and in vivo chlorophyll 
fluorescence of A 臼marense.

ア，タイプGS)で議過滅菌してから使用した。

水温，塩分の急激な変化は培養株にとって好ましく

ないと考え，培養株の移行は次のように行った。まず，

水温15・C，塩分34%0，光強度 1501lBm-2 s"，明暗周期

12L: 120 (明期は6:∞-18:∞)で培養したもの0.5m1

ずつを，塩分20，25， 30， 32， 35%。の培地4mlへ植え

継いだ。これらの増殖を確認した後，さらに，塩分

20%。のもの0.5m1ずつを 10，15%。の培地4mlへ植え継

いだ。また，水温15・Cのものから水温を 1-2'Cずつ

上昇あるいは下降させ，その都度増殖を確認しなが

ら， 10・cと20・Cに馴致させた。 10・Cから 5'Cへ， 20・c
から 25'Cへ移行する際には，約 10日聞かけて目的の

温度条件とした。

以上の操作を前培養とし，次に前培養と同じ水温，

塩分に保ったfρ培地を 3.5mlずつ分注した3本のネジ

口試験管に前培養溶液を lmlずつ接種し(接種細胞密

度は1O-200cellsml-')，前培養と同じ水温，塩分，光

強度で本培養を行った。培養期間中は，毎日 1-2回撹

祥し， 1日おきに定時(16:00)に蛍光値を測定した。

比増殖率は，前述した細胞数とクロロフィル蛍光値

の関係(式 1)から細胞数を算出し、次の式にあては

めて対数増殖期の値について最小自乗法により算出し

た。データはtriplicateで得られるので，それらの平均

値をとった。
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1. NI 
μ=zzlnRE 

ここで，

No :対数増殖初期の細胞密度 (cellsml-I) 

NI:対数増殖終期の細胞密度 (cellsml-I) 

at:対数増殖の期間 (d)

である。また，細胞数の最大収量も同様に式 lから細

胞数を見積もり， triplicateの平均値とした。ただし，そ

れぞれの設定条件下で行った triplicateの実験のうち，

明らかに増殖の様子の異なったものは計算から除外し

た。

増殖に友ぽす光強度の影響

ネジ口試験管にマイクロピペットでf{2培地を4.3凶

ずつ分注し，これに光強度200!Am-2 S-I (白色蛍光灯)， 

明暗周期 12L:12D (明期は 8:∞-20:∞)，水温15T，

塩分34%0，pH8.2で7日間前培養して対数増殖中のA.

tamarenseを0.2mlずつ接種した(細胞密度は 10-

40cells m-I)。これらを黒あるいは白いメッシュで覆う

ことで光強度を 10，30， 50， 70， 90， 110， 130， 150， 

170， 190!A m-2 S-I (スフェリカル光量子センサー， LI-

1∞0， Li・Cor社)の 10段階に調節して実験を行った。

各段階とも3本立てで実験を行った。これらを毎日 1-

2回撹排するとともに， 1日おきに定時(17:∞)に蛍

光値を測定した。比増殖率は上記の水温と塩分に関す

る実験と同様の方法で求めた。

比増殖率と光強度の関係については， Lederman and 

Tett (1981)の直角双曲線モデルを改変した次式を適

用し，非線形最小自乗法(安倍 1985)で近似して各パ

ラメータを求めた。

凶一
μ
 

ここで， μ:比増殖率 (d-')

1 :光強度(!Am-2 S-I) 

10 :光強度の閥値(!Am-2 S-I) 

!1m:最大比増殖率 (d-1)

Ks: !JmI2を与える光強度(!Am-2 S-I) 

である。

結果

摺殖に及ぼす水温と塩分の影響

塩分の違いによるA.tamarenseの増殖曲線をそれぞ

れの温度についてFig.2に示した。 5'Cでは 10，15%。
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(2) 
において植え継ぎの時点から蛍光値がOであり， 20%。

では6日目に蛍光値が0になり増殖が認められなかっ

た。このとき細胞は，球形のシストになっていた。

25-35%。では増殖は認められたが，比増殖率は0.02-

0.05d-I，最大収量も 30-2∞cellsml-Iと低い値を示した。

25および30%。は遊泳する細胞としない細胞が混在し

ていたが， 32， 35%。ではほとんどの細胞が遊泳してい

fこ。

IO'Cでは， 10-20%。で増殖が認められず，直径40-

65問1のシストが多く見られた。 25-35%。では比増殖

率0.03-0.09d七最大収量は 90-97Ocellsml-Iで高塩分

ほど高い値を示した。また，高塩分ほど遊泳細胞が多

く見られた。

15・Cでは，すべての塩分で増殖が認められ， 10-

20%。では比増殖率0.05-0.08d-I，最大収量 100-2100

cells ml-Iと低い値を示したが，25-35%。では比増殖率

0_16-0_23d-'，最大収量3490-512Ocellsml-Iと高い値を

示した (Fig.2)0 10%。ではシストになった細胞が多く，

15%。では深緑色， 20-35%。では薄緑色の遊泳細胞が多

かった。

(3) 

20・Cでは， 10%。でのみ増殖が認められず，シスト

となっていた。 15-35%。では比増殖率0.03-0_11d-'，最

大収量は 620-295Ocellsml-Iで、 20%。以上でともに高

い値を示した。 15%。ではシストが多かったのに対し，

20-35%。では遊泳細胞が多かった。また， 25'Cでは，

いずれの塩分においても全く増殖が見られなかった。

以上の水温と塩分のさまざまな組み合わせに対する

比増殖率の違いを Fig.3にまとめた。増殖可能な水温

と塩分の範囲は 5-20・C，10-35%。であった。また，

5-10・Cでは 25%。以上， 15'Cでは 10%。以上と， 15'C 

までは水温の上昇とともに増殖可能な塩分範囲の拡大

が明らかであった。一方， 20・Cでは 15%0以上で増殖が

一応可能であるが， 20・C以上ではいかなる塩分でも急

激に比増殖率が低下することから， 20・C以上の高温条

件は本種の増殖に対して危機的なダメージを与えるも

のと恩われる。

15・Cの水温条件では今回設定したいかなる塩分条

件でも増殖した。ただし， 15Tでの比増殖率は統計的

には 25-35%。で等しく， 15%。以下の塩分条件に比べ

て有意な差Ct-検定， d.f.=19， p<O.05)が認められ，中

でも最大比増殖率を与えた水温と塩分の組み合わせ

は， 15・C，32%。であった。

一方，水温と塩分の様々な組み合わせに対する最大

収量は 15・C，25%。で最も大きかった σig_4)。これは，

最大比増殖率を示した15・C，32%。とは塩分濃度におい

て異なっていたが，このようなずれは， G. nagasakiense 

でも観察されており(山口・本城 1989)，それほど不
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現場において本種の発生がよく見られるのも同様に水

温 15・C，塩分32%。付近であり(土屋ほか 1988)，今回

の実験で得られた最適水温・塩分は現場の観測結果と

よく一致している。 A.伽卸脚の水温，塩分に対する

増殖特性に関してこれまで報告されているところで

は，大船渡湾産の株では 10-18・C，32%0で(阿知波・

岩崎 1990)，北米東海岸産のそれは 11-22"C，30.5%。

(加dersonet aJ. 1984， White 1978)で増殖が活発である

といわれており，今回の実験結果はこれらとよく類似

している。一方，最適水温については台湾産の株で

28"C (Su et aJ. 1993)，最適塩分については北米東海岸

産の株で15・23%0(町北ash1967)との報告例もあり，株

聞による違いがあるように恩われる。

今回の実験で得られた 10は45j.IEm.2 5-'と高く，三

河湾産A.加 narenseが活発な分裂を行うにはかなり高

い光強度が必要であることが分かつた。 Yentschet aJ. 

(1975)が北米東海岸産A.加刀arenseの光一光合成曲線

を調べたところ，珪藻類その他の種の光一光合成曲線

と何ら違いは見られなかった。彼女らの実験設定の詳

細は十分に述べられていないが，約 lOOOlux以下の照

度でA.加 刀arenseの炭酸同化が抑制されており，使わ

思議なことではないと思われる。

増殖に友ぽす光強度の影響

10， 30 j.IE m-2 5-'では増殖が認められず， 50， 70j.IE 

m.25-'で比増殖率は0.06，0.08がと上昇し， 90-1卯 Ij.IE

m-2 s-.では比増殖率0.1l-0.16d-'とほぼ等しくなった

(Fig.5)。最大収量は 50j.IEm-2 s-，で 226Ocell5ml・2と少

なかったが， 70-190 j.IE m.2 5-'の範囲では 4700-

684OceU5凶-.で，これらの値の聞には統計的には有為

な差が認められなかった(ト検定， d.f.=17， p<0.05; Fig. 

5)。非線形最小自乗法による近似から，山は0.16d-'，

Ksは62凶 m-25-'，10は45j.IE m-' 5・1となり， (3)式は

炉0_16(1-45) / (1・28)(r=O.868)となった (Fig.6)。し

たがって，本種は光強度45j.IE m-2 5-'以下の弱光では

増殖できないことが明らかとなった。

考察

今回の実験結果から，三河湾産A.陶刀町nseの最適

水温は 15・C，最適塩分は32%。であるといえる (Fig.3)。
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れた光源が白色蛍光灯であったとして単位の換算を行

うと， 1瓜lO¥uxの照度は約1.3凶 m'2s・1となる。この光

強度は非常に低く，今回得られた結果とは相反するも

のであるが，この違いが株による違いであるのか，あ

るいは他に何らかの原因があるのか，現在の時点では

考察不可能である。

また，今回の実験設定では最高 190!JEm・2s"の光条

件を与えたが，強光阻害は起きていないように思われ

た (Figs.5， 6)。北米東海岸産A.加盟問'sseでも最大増

殖速度を与える光強度は， 150-2∞!JEm'2s"であり，

650 !JE m.2 S.1でも強光阻害が起きないという報告があ

る(Ande路onet a1. 1984)。一方，このことは大船渡湾

産のA.加盟酎'sseが80!JEm九・1で最大の増殖速度を示

し，それ以上の光強度では強光阻害が起きるという報

告(石丸 1985)とは相反するものである。ただし，石

丸 (1985)の実験において強光阻害が現れているのは

14'C以下の結果においてであり，最大増殖速度を示し

た17.5'Cではそれが見られない。一方，我々の実験で

設定した水温は15'Cであり，すでに示したように三河

湾産の株では最大増殖速度を与える条件である。した

がって，本種は低水温条件下においてのみ，強光阻害

が起こると考えれば，石丸(1985)の結果と我々の結

果の聞に矛盾はない。現状では，これ以上詳細な解釈

は困難であるので，このことの解決のためには，さら

に実験を重ねる必要があろう。

三河湾では，年によっては最低水温になる2月から

本種の遊泳細胞が見られるようになり， 3-4月に最大

細胞密度に遥し， 5月中旬で遊泳細胞は消滅すること

が現場観測から知られている(土屋ほか 1988)。毎年

同じ時期に発生が見られるのは基本的にはその種本来

のもつ生活環によるものと考えるのが自然であるが，

今回の実験で得られた水温，塩分，光強度に対する生

理的応答に関する結果だけからも，本種の発生および

消滅に関して説明可能な部分が多い。例えば水温につ

いては，本種の発生が最もよく見られる蒲郡地先(三

河湾北東奥部)で1963・1994年の32年間に毎日測定さ

れた水温の平均値は2月上旬に最低値5.60C，3月に

8.30C， 4月に 13.7・C，5月中旬に 18.8'C，下旬に20.IOC

であり(愛知県水産試験場私信)，今回の実験結果で

は，本種は水温範囲5-20・Cで増殖が可能であり，現

場の発生水温と実験結果は非常によく一致している。

また，塩分について実験結果は 10-35%。で増殖が

可能であり，低温になればなるほど塩分が高い場合に

限って増殖が可能であることを示していた (Fig.3)。

1963・1994年の32年間における蒲郡地先の平均塩分は

2月に30.59%.， 3月に29.94%.，4月に27.85%.，5月に

27.339{切であるので(愛知県水産試験場私信)，今回得

られた実験結果からは，塩分が平年通りであれば，本

種は5・c程度の低水温である 2月から発生することは

理にかなっている。しかし，湾北東奥部に位置する豊

川の影響によって，本種の発生水域の塩分は短い周期

で変動し，実際には降雨時には10%。程度にまで低下す

る場合もある(愛知県水産試験場私信)010%。程度の

低塩分が長期間維持されることはまれであろうが，例

えば20%.の場合ならば10・C以上にならないと増殖し

ないことを今回の実験結果は示しており (Fig.3)，本

種の発生時期は塩分の低下によって遅れるであろうこ

とが推測される。
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実際には遊泳細胞の増殖に適する水温，塩分は10月

下旬(I8SC，29.42%0)以降5月中旬 (18.8'C，27.33%0) 

まで満たされているので，上記の議論はなぜ2月以前

から発生しないのかという疑問には答えていない。こ

のことについては，本種の遊泳細胞の増殖に比較的強

い光強度を必要とするという実験結果 (Fig.6)に基づ

いて多少の説明が可能であろう。名古屋における 2月

の太陽光強度は 605凶 m.2s.'であり(理科年表 1994)， 

太陽光が海面に入射する際に約50%減衰すると考える

と(パーソンズ・高橋 1974)，海表面下の光強度は303

IJEm匂4となる。いま，透明度を 4m(宇野木 1984)と

してK=2.1庁 (K，消散係数 (m.');T，透明度 (m);パー

ソンズ・高橋 1974)から消散係数を求めると， K=O.525 

m.'が得られる。これらを Id=loe.岡山，深度dにおける

光強度 (IJEm.2 s.') ; 10，海表面における光強度 (303凶

m.2 s.') ;パーソンズ・高橋 1974)に当てはめて，本種

が増殖に必要な光強度の閥値45IJE m.2 s.'に相当する水

深を求めると 3.6mとなり，これ以浅において増殖が可

能であると推測される。ただし，海表面下の光強度303

IJE m.2 s.'で強光阻害が生じるかどうかは今回の実験結

果からは判らない。本種のシストの発芽自体には光は

必要としないが，遊泳細胞の運動には光が必要である

といわれており(加dersonand Wall 1978)，同様の計

算からは最も日照時聞が短い12月にはさらに増殖可能

な層が表層から 3.伽と浅くなり， 2月以前の発生は光

強度の面から見て相対的に不利であろうと考えられる。

一方，本種の消滅の時期については以下のような説

明が可能であろう。今回の実験結果は， 20・cを超える

と塩分の高低にかかわらず比増殖率が急激に低下する

ことを示していた (Fig.3)。このことから，遊泳細胞

の消滅時期は塩分の変化よりも水温の上昇に大きく依

存しているであろうことが推測される。先にも述べた

ように現場の平年の水温は5月中旬に 18.8'C，下旬に

20.1'Cであり(愛知県水産試験場私信)， 5月中旬から

下旬にかけて 20・Cを越える。 20・cを超えると比増殖

率が急激に低下するという今回の実験結果は，この時

期に三河湾における本種の消滅が見られるという現場

での状況を非常によく説明するものと思われる o

Uchida et al. (1980)は噴火湾に発生する Protogonyaulax

sp.の分布層は水温に依存しており (8-14'C)，その消

滅は高温，高視分の津軽暖水の侵入によるものと結論

づけている。このProtogonyaulaxsp.は福代(1985)に

よればA.畑arenseであると考えられ，その生息水温

と消滅する際の機構は三河湾での現象と類似してい

る。もちろん，一般に植物プランクトンの細胞数の減

少については，海水中の栄養塩の取り込みをめぐる他

種との競合や動物プランクトンによる摂食も無視しう

るものではないが，今回の実験結果は Watraset al. 

(1982)が北米東海岸産A.tamarenseの発生について示

したのと同様，水温と坂分が三河湾における本種の出

現に大きく関わっていることを示すものである。

上述した水柱内での光強度を計算する方法で，三河

湾で本種の発生が見られる2-5月の補償深度(表面光

量の 1%水深)を求めると 8.8mとなり，三河湾の平均

水深9.2m(坂本 1984)に近く，この時期には植物プラ

ンクトンが光合成を行うに必要な光量が湾の沿岸部で

は底層まで届いていることが推測される。一方，同様

の計算によって同時期における本種の遊泳細胞の生息

深度を光強度の面から推測すると 3.6-4.5m程度であ

り，他の植物プランクトンに比べて本種は比較的表層

で生息していると推測される。これらのことから，三

河湾において有力な漁獲対象種である底棲性のアサリ

は，表層のA.加刀arenseを摂食せずに，水柱下層に浮

遊するA.tamarense以外の植物プランクトンをろ過摂

食しているために毒化を免れているのではないかとい

う推測ができょう。
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