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閉鎖性水域は，その名のとお り閉鎖的であるために海水交

換が悪い。例えば，瀬戸内海は周囲を中国 ・近畿 ・四国 ・九

州に固まれており，また内部には 1015もの島があるため (瀬

戸内海環境保全協会 2000) ，外洋との海水交換や，校湾内外

の海水交換は必然的に小さいものと なる。さらに，人間活動

に伴う陸上からの栄養塩の負荷や湾の閉鎖性環境を利用した

養殖業による負荷などがあるため，富栄養化しやすい。

物質の負荷あるいは負荷の削減に対する底質の変化は水質

の変化と比べる と遅い。底泥内での物質の移動 ・交換は鉱物

粒子や有機物粒子の聞にわずかに存在する間隙水を通して行

われるからである。例えば，冬季の水柱の鉛直混合は溶存酸

素を海底まで運ぶが， 有機物を高濃度で、含むシノレ卜質 (いわ

ゆるヘドロ)の底質では，深くまで酸化させるに至らない。そ

のような底質では温度が高くなる夏季には，バクテ リアなど

が大量に堆積した有機物を分解するために酸素が急激に消費

されて還元的になり， 硫化水素の発生が起こることも多い。

貧酸素化や硫化水素の発生は好気性生物の生息を困難にし，

生態系の構造を大きく 崩すこ とになる。このような理由から，

たとえ陸域からの物質負荷の削減などの改善策がとられたと

しても，一度悪化して しまった底泥環境を修復することは簡

単ではない。また，このような還元的な底質はアンモニア塩

やリン酸塩な どのような栄養塩類を水柱に溶出 させるので

(Yamamoto et a1. 2000)，水質の改善も必然的に遅れること

になる。このような底質環境を修復する手段として，これま

では覆砂や淡淡といった土木的手法がとられてきたが， 一時

的な環境改善効果しか得られず，逆に環境破壊につながる よ

うな場合も見受けられた。

そこで，自然のシステムが有する浄化能を最大限発揮させ

る方法が望まれる。底生微細藻は干潟や沿岸海域の主要な一

次生産者であり ，河口域における総一次生産の約50免以上を

占めると言われている (Brotas& Catarino 1995，Maclntyre 

et a1. 1996， Underwood & Kromkamp 1999)。また，底生微細

Fig. 1. Locations of sampling stations in I<aita Bay and ivlatsunaga 

Bay， Japan 
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Fig. 2. (a) Light microscopic photographs (Nomarski differ巴ntialinterference contrast) of microphytobenthos Nitzschia 

sp.， (b) a dividing cell， (c) a alkaline-cleaned cell and (d) a cell separated into hypotheca and epitheca among alkaline-

cleaned cells in the light microscope. Scale bar = 10μm 

藻の多くを占める付着珪藻が細胞から浸出するextrac巴llu1ar

po1ymeric substances (EPS)は低分子有機物であるため，上

位栄養段階のmeiofaunaやmacrofaunaなどに対する重要な炭

素源になる (Oecho 1990)。そこで，この研究では底質環境

が悪化した場所にもともと生息していた底生微細藻類を用い

て底質改善を行う技術を確立させること を最終目標とし，そ

の前段階 として現場底泥より単離 した底生微細藻優占種

Nitzschia sp.の増殖に及ぼす水温，塩分，光強度を実験的

に求め，その増殖能を評価することを目的とした。

材料および方法

底泥採取方法及び種の同定 ・計数

エクマンパージ型採泥器 (0.04 m2)を用いて， 広島県の海

田湾から 2001年 7月 11日(第 l回目)及び 10月 18日(第2

回目)，岡県松永湾から 2001年 7月 12日(第 l回目)及び 10

月 19日(第2回目)に各5測点から底泥資料の堆積物の層状

構造を壊さないよう，表層 1cmの試料を採取した (Fig. 1)。

これらのサンプ/レそれぞれ1gを黒潮ろ過海水100mLに懸濁

させ， O. 1 mLをSedgewick-Raftercounting chamberに取

り，倒立顕微鏡 (Nikon，Type-210)下で底生微細藻の種の同

定及び計数を行った。

底生微細藻の単離と培養

広島湾の表面海水を用いて調整 した f/2培地(硝酸塩883

μM，リン酸塩36μM，珪酸塩107μM，Gui11ard& Ryther 1962) 

200 m しずつ別々に 2つの組織培養フラスコ (260 mL， 

Cellstar)に入れ，海田湾および松永湾から採取 した表層泥

サンプルを5g添加し，松永湾のStn. 4における泥混 (250C)

と水深2-3 mの光強度 (50μmo1m-2 S-l ; 12L: 120)の条件

下で維持培養した。また，無機栄養のみでは増殖速度が遅い

ことを予備実験で確認していたので，松永湾の底泥を用いた

土壌抽出液を添加した。土壌抽出液は，オー トク レーブ分解・

滅菌 (121
0

C，2 atm， 30 min)後，ク リーンベンチにおいて

上澄み液を土壌抽出液として採取し， f/2培地 1Lに対し，1 

mL 添加 した。用いた培養瓶は孔径 0.02 仰 のバイオフ ィル

ター付き組織培養フラス コであり，空気交換に擾れ，培養期

問中の pHの変化がほとんどないことを確認 している。

これらの中から，両海域の表層泥サンフツレ中において優占

種と判断された底生微細藻Nitzschiasp を海田湾の試料か

ら単離した (Fig.2)。クローン株を得るため，パスツール

ピペッ トを用いて一細胞ずつ拾い上げ，98穴マイ クロプレー

トに上記と閉じf/2培地を分注したものに植え付けた。7I<:rAt

と塩分の培養条件は本種を採取した堆積物の条件25
0C，32psu 

で，光強度は水深2-3 mに相当する 50凶 01m-2 S-l (12L 

120)とした。羽状目付着珪藻は粘質糸を基物に付着して生育

するため (Edgar& Pickett-Heaps 1984)，付着基質がない

場合には増殖速度が著 しく低下することを本種を用いた予備

実験で確認している。そこで， 付着基質としてガラスビーズ

(井内盛栄堂，ガラスビーズ，82-01，平均粒径約 O.1 mm)を

添加した (Fig.3)。

光強度に対する増殖応答実験

7 mLネジ口試験管3本にf/2培地を3.5 mLずつ分、注し，こ

れに光強度50山 01m-2 
S-l (白色蛍光灯)，明暗周期 12L:120

(明期は 8:00 -20: 00)， 71< rJ昆25
0C，塩分 32psu， p1-l8. 2 (現

場条件)で7日間前培養 したNitzschia sp をO.5 mしずつ接

Fig. 3. The microphytobenthos Nitzschia sp. with glass beads in culture. 

Scale bar = 100μm 
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種した(接種後の密度は110-190 cells mL一1)。これらをさ

まざまな目合いのメッシュで覆うことで光強度を10，20， 30， 

50， 100， 200， 400凶101m-2 S-I (SL-2100光量子計，

Biospherica1 Instrument Inc.)の9段階に設定して実験を

行った。これらを毎日 l回 10:00に撹枠するとともにその都

度，蛍光光度計 (Turner，Mode1 10)を用いて蛍光値を測定

した。

底生微細藻の比増殖速度 (day-I)は次式に示したように，

光量に依存し，強し、光環境では強光阻害を表現するものとし

た (Epp1ey1972， Stee1e 1962)。また，各ノ〈ラメータは非

線形最小自乗法で近似して求めた。

ここで，

1 __._f‘1 ) 
阿 h 出 Z石田町l-r;p;J

μ:比増殖速度 (day-I)

μmax 最大比増殖速度 (day-I)

I :光強度(凶101m-2 cl) 

Iopt 最適光強度(!JlIIo1m-2 S-I) 

である。

水温と塩分に対する増殖応答実験

培養温度は10，15， 20， 25， 300Cの5段階，塩分は15，20， 

25， 30， 35 psuの5段階とし(アタゴ海水濃度屈折計サリニ

ティー， S/Mill)，これらを組み合わせて25通りの設定で実

験を行った (NK式温度勾配恒温器， MTI-201， 日本医理化器

械製作所)0 MTI -201では設定温度:t10C以内の温度変動がある

が， 200mLの容器に水を入れて棒状温度計でモニタリングし

たところ，水の熱容量が大きいので，実際にはマニュアルに

示された:t10C以下の温度変化しかないことを確認している.

ただし，実際に今回実験に使用した試験管は小型で培養液量

は3.5mLなので:t10C近く変動していたかもしれない。塩分

の調整は， 15-30 psuについては超純水を加え， 35 psuにつ

いては水分を蒸発させることで、行った。また，栄養塩添加後

にHC1またはNaOHでpH8.2に調整した。これらをメンプラン

フィルター(ポアサイズ0.22凶1，ミリポア，タイプGS)で

癒過してから実験に使用した。

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，培養株の移植は次のようにした。まず，水温250C，塩

分32psu，光強度50μmo1m-2 S-Iで前培養したものを，塩分

20， 25， 30， 35 psuの培地へ植え継いだ。さらに，塩分 20

psuで細胞の増加を待ち，それを15psuへ植え継いだ。また，

水温については25"(;のものから l日当たり 10C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15-300Cに馴致

させた。また， 150Cから 100Cへ移行する際は，一週間かけて

目的の温度にした。

次に本実験として，各水温，塩分条件について3本の7mL 

ネジ口試験管に f/2培地を 3.5mLずつ分注しガラスビーズ

(前述)を 0.2g添加して，前述の前培養溶液を 1mLずつ接

種した。光条件は先の実験で求められた最適強度50凶101m-2 

5l，明暗周期は12L:12D (明期は6:00-18:00)とした。光強

度は位置によって変わるが，培養器の棚には印をつけ， 1日

Table 1. Composition of eukaryotic microalgae in the sediment of Matsunaga Bay and 
Kaita Bay in July 2001 (cells mr1). 

Stations 
Area Species 

2 3 4 5 

Skeletonema costatum 280 。330 220 1100 

nうalassiosiraspp. 280 70 140 90 130 

Achnanthes spp. 100 20 90 。40 

Diploneis spp. 50 30 50 10 20 

Matsunaga Distephanus spp. 。。。 。20 

Bay Gyrosigma spp. 。。。 10 。
Melosira spp. 210 320 310 290 180 

地 viculaspp. 20 10 10 。20 

Nitzschia spp. 280 80 。 20 40 

Pleurosigma spp. 70 。 10 。。
Skeletonema costatum 550 。120 。60 

nうalassiosiraspp. 10 170 80 150 190 

Achnanthes spp. 。 40 10 10 30 

Diploneis spp. 270 100 60 50 30 

Kaita Distephanus spp. 。 30 10 。。
Bay Melosira spp. 。。。 30 20 

地 viculaspp. 10 20 10 60 50 

Nitzschia spp. 240 110 170 130 100 

Pleurosigma spp. 。 60 40 20 30 

Dictyocha spp. 。 40 40 3 50 
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Table 2. Composition of eukaryotic microalgaes in the sediment of Matsunaga Bay and Kaita 

Bay in October 2001 (cells ml-1). 

Area Species 
Stations 

2 3 4 5 

350 160 120 150 580 

130 80 140 180 140 。。20 。。
40 30 40 60 50 。。。10 。
240 160 130 300 260 

30 40 50 20 30 

110 60 90 190 20 

10 10 10 20 10 

120 370 1140 950 920 

250 250 1110 1590 2930 

40 10 40 70 190 

220 340 870 600 960 。10 。。。
30 90 120 190 260 

740 920 720 560 490 

540 420 440 420 380 

340 290 150 390 410 

20 10 30 40 50 

30 50 100 620 340 

までをとり，変数増減法による重回帰分析によって偏回帰係

数を求めた。

結果と考察

穫の同定及び計数の結果

両湾における優占種は，第l回目のサンプリング時には，松

品e1etonemacostatum 

Tha1assiosira spp. 

Achnanthes spp. 

Matsunaga Dip10neis spp. 

Bay σyrosigma spp. 
Me10sira spp. 

抽 vicu1aspp. 

市 tzschiaspp. 

P'leurosigma spp. 

品e1eton棚 'acostatum 

Tha1assiosira spp. 

Achnanthes spp. 

DiJフ10四eisspp. 

Distephanus spp. 

Kaita 胎 10siraspp. 

Bay Lauderia spp. 

地 vicu1aspp. 

Nitzschia spp. 

P1eurosigm，宮 spp.

Dictyocha spp. 

に2回，各試験管の位置を入れ替えることで，すベでの試験

管に閉じ強度の光が当たるように配慮した.毎日 1回10:00

に撹枠し，蛍光光度計 (Turner，Model 10)を用いて蛍光強

度を測定した。本種はガラスビーズに付着して試験管底部に

固まりを形成するようになるため， 1日l回の撹持の際に固ま

りを崩すように心がけた。

比増殖速度は次の式にあてはめ，対数噌殖期の値について

最小自乗法により算出した。実験は triplicateで行ったの

で，それらの平均値をとった。

μ=会In芳
ここで，

No:対数増殖初期の蛍光値 (cellsml-1) 

AG:対数増殖終期の蛍光値 (cellsml-1)， 

Llt:対数増殖の期間 (day)， 

である。また，それそ'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。

本種の増殖を水温・塩分の関数として次の多項式で表した。

μ，=s，ω+ slO'T + s20・T2+s30・T3+s01'S +s02ヂ+s03ヂ +sll・T'S

+s12・Tヂ +s21・T2・S+・..........・・・・・+snn・Tn・sn+e

ここで， μは増殖速度 (day-l)，Tは水温("C)， Sは塩分 (psu)， 

snnは偏回帰係数，eは誤差項をそれぞれ示す。ここでは3次
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Fig. 4. Specific growth rate of Nitzschia sp. as a function of light 

intensity. 25 "C， 32 psu， pH8.2. A curve was fitted to the experimental 
data. 
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永湾では Skeletonemacostatum， Thalassiosira spp.， 

Melosira spp.， Nitzschia spp.で， Stn. 1と5で総細胞数

が多かった (Tab1e1)。海田湾での優占種は S. costatum， 

Thalassiosira spp.， Diploneis spp.， Nitzschia spp.であ

り， Stn. 1が他の観測点より総細胞数が多かった (Tab1e1)。

また，第2回目のサンプリング時には，松永湾の優占種は第

l回目と類似していたが，海田湾は種の多様性が高くなり，総

細胞数も多くなった (Tab1e2)。これらの結果において， S. 

costatum， Thalassiosira spp.， Lauderia spp.などは浮遊

性藻類であることから，それらが沈降して，底泥サンプル中

で‘相対的に多かったと考えられる。実際には底生性微細藻と

考えられる種のうち，優占したのは Melosira spp.， 

Diploneis spp.， !Iσtzschia spp.などであり，これらのうち

の一種Nitzschiasp.を今回の研究に用いた。

光強度に対する増殖応答実験

長同会
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圃----.一一町三/0
0____0 --0 ...... 
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-................ 
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Fig. 5. Growth curves of Nitzschia sp. grown at various temperature 

and salinity conditions. Each symbol represents the average of 

triplicate data. pH 8.2 and 50μnol m-2 s-1 (cool-white fluorescent 

lamps， 12L:12D cycle). 

Nitzschia sp.の比増殖速度は10凶101m-2 S-lの0.14day-l 

から 30同01m-2 S-lの0.26day-lまで上昇した (Fig.3) 0 50 

凶 01m-2 S-1では0.22day-lとなり，それ以上では光強度の増

加にともない比増殖速度の低下が見られ(0.21-0.07day-l)， 

400凶 01m-2 s-lでは増殖が認められなかった。つまり， 50 

凶101m-2 S-I以上ですでに強光阻害が起こることを示してい

る (Fig.3)。比増殖速度と光強度の関係は次の式で表せるこ

とが明らかになった。

1 ____(， l' 
μ=0.273δexpp・3'<>)

最適光強度は50凶101m-2 S-l，最大比増殖速度は0.27day-I 

と計算された。

通常，浮遊ケイ藻では 100μmo1m-2 s-I以上で最大増殖速

度を示し(例えば， S. costatumや Coscinodiscuswailesii 

では約 100凶101m-2 S-Iおよび約 200凶 01m-2 s-I， Yoder 
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Table 3. Growth rates of Nizschia sp. in each temperature and salinity condition 
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0.29土0.03
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1979，西川ら 2002)，300凶101m-2 s-1以下では強光阻害は現

れない。また，瀬間帯から分離したNitzschi・adi回収'ataで、は

今回得られたような強光阻害は見られず， 100凶01m-2 S-1で

も増殖した (Admiraa1 1977)。このことは，潮間帯の藻類で

は干潮時に大気中へ露出して直射日光にさらされることもあ

るため，強し、光条件でも生存できるように適応した結果と考

えられる。一方，海水中では光の減表は急激であり，指数関

数的に低下する(山本 1998)。沿岸海域の海底に生息してい

る底生微細藻はこれらの弱光環境に適応したため， 5郎、光強

度では強光阻害が現れると推測される。

夏季と秋季における広島湾海表面直下の平均光強度はそれ

ぞれ約2000凶101m-2 S-I， 850同101m-2 S-1である (Yamamoto

et a1. 2002)。また，サンプリング時の透明度は第一回目で

は海田湾で0.6m，松永湾で1.6 mであり，第二回目では海

田湾で 2.6m，松永湾で2.0mで、あった(広島県環境保健協

会 2002) 0 K=2. I/T (K， ri!; :":~十数; T，透明度(m)パーソシ

ズと高橋1974)として平均消散係数を求めると，第一回目は

海田湾で3.5および松永湾で1.4，第二回目は海田湾で0.8お

よび松永湾で1.1となる。これらを Id=Ioe-kd(Id'深度dmに

おける光強度(凶01m-2 S-I); 10，海表面における光強度(凶01

m-2 s-I) ;パーソンズと高橋 1974) に当てはめて，今回の研

究で得られた本種が最大増殖速度を発揮する光強度50凶01

m-2 clに相当する水深を求めると約2-3mとなる。また，強

光阻害が見られたことから，これ以浅でも以深でも増殖が低

下すると想像される。さらに，実際の各観測点の水深は6-

9 mで‘あったことから，サンプルを採取した場所の海底での

光強度はわずか0.3一O.5同101m-2 S-Iであったと計算され

る。これらの値は本種の補償光量を示すものと考えられ，こ

れは植物プランクトンで通常報告されている補償光量 (5-

20同101m-2 s-I，山本 2002) と比べてかなり低い。

水温と塩分に対する増殖応答実験

塩分の違いによる Nitzschia sp.の増殖曲線をそれぞれの

温度について Fig. 5 に示した。 10~ ， 15 psuは増殖が見ら

れなかった。 20-30 psuでは増殖が認められたが，比増殖

速度はO.14一0.30day-Iと低かった。 150Cではすべでの塩分

で増殖が認められ，比増殖速度は0.29-0.66day-Iで、あった。

20~では15 psuでデ、ータの欠測があったが， 150Cと同様にす

べての塩分段階で増殖が認められ，比増殖速度0.28-O. 52 

day』 l となった。 25~では 15 psu以外の全ての塩分条件で増

殖が認められ， 20 -35 psuで比増殖速度0.17-O. 24 day-l 

を示した。 300Cでは， 15 psuにおいて250Cのような増殖が認

O. 43:!:0. 017 

められなかったが， 20 - 35 psuで比増殖速度 0.15-0.17 

day-Iで‘あった (Fig. 5; Tab1e 3)。以上，水温と塩分のさ

まざまな組み合わせに対する比増殖速度をFig. 6~こプロット

した。増殖可能な水温，塩分範囲はそれぞれ10-30oC， 20 

35 psuであり， 150C， 25 psuで最大の比増殖速度を与えた。

また， 15 psuでは 150Cと200Cで、増殖可能であった。ただし，

最大の細胞収量を与えたのは， 150C， 35 psuで、あった (Fig.

5)。

得られた結果を水温と塩分の2因子要因として解析したと

ころ，以下の回帰式が得られた。

O.OO:!:O.00 O. 14:!:0. 03 O. 17:!:0. 02 O. 30:!:0. 12 O. 17:!:0. 03 

15 

10 

μ=-5.353+0.659'T +0.171・S-0.029'T2_0.003'S2-O.006'TS 

+0.0003787' T3+0.00002267'S3+0.000 144・T2.S

このときの重回帰係数は0.882で、あった (Fig7)。

現場の泥温は，第 l回目のサンプリング時には 18一230C，

第2回目には220Cで、あった(広島県環境保健協会 2002)。こ

の温度をFig. 6と照らし合わせると，この時期の温度は最適

15 
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Fig. 6. Contour plots for specific growth rate (day-l) of Nitzschia sp. 

grown at various temperature and salinity conditions. Calculation was 

made for the exponential growth phase in the batch culture incubation 

(see Fig. 5). 
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Fig. 7. Comparison between experimental data and simulation data for 

the growth rate of Nitzschia sp. 

な条件に近く，比増殖速度は0.4day-lから0.5day-lを与える。

本研究で明らかlこなったように，水温・塩分および光強度

は本種の群集動態を支配する重要な環境要因である。ただし，

当然のことながら藻類の増殖には溶存態無機・有機栄養塩

(西島・深見 1993，樽谷・山本 1994)や微量金属 (Brandet 

a1. 1983， Harrison et a1. 1988)なども必要である。した

がって，今後，本種を含め底生微細藻類を用いた底質改善を

行うためには，それらの栄養塩要求特性および生活史の解明

など，種ごとの動態を左右する要因についてさらに知見を蓄

積する必要がある。
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