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Abstract　In recent years, the demand for phytochemicals has increased due to rising global 
health awareness. Among phytochemicals, carotenoids such as astaxanthin and β-carotene can 
detoxify singlet oxygen, one of the reactive oxygen species (ROS), and are effective in prevent-
ing human diseases such as cancer, cardiovascular problems, atherosclerosis. Because animals, 
including humans, are unable to produce carotenoids, they must ingest them from vegetables 
and fruits to protect their bodies from singlet oxygen oxidation. Some microalgae grow faster 
than other plants and can accumulate carotenoids in much higher concentrations in vivo. To date, 
DSSUR[LPDWHO\�����GLIIHUHQW�FDURWHQRLGV�KDYH�EHHQ�LGHQWLILHG�LQ�PLFURDOJDH��7KHUHIRUH��DV�DQ�
important source of natural carotenoids, these microalgae have been mass produced and used in 
supplements and cosmetics. However, the number of species actually used for commercial appli-
cations is still limited mainly to Hematococcus and Dunaliella.

Conventionally, comparison and evaluation of microalgae accumulating carotenoids have 
been conducted by measuring the concentration of each of the various carotenoids in biomass 
by high-performance liquid chromatography (HPLC). However, it was not possible to evaluate 
the antioxidant capacity of carotenoids in the target microalgae to determine antioxidant intake 
for comparison with other microalgae biomass. This is because it is not practical to quantify the 
type, content, and antioxidant capacity of all the various carotenoids in microalgae to obtain a 
total antioxidant capacity. In addition, it is not possible to analyze all carotenoids by HPLC be-
cause only a small number of carotenoids are commercially available as standards and some are 
unknown. Phenols, which is considered the two major antioxidants together with cartenoids, can 
be measured for total antioxidant capacity by the DPPH and ORAC methods. However, these 
methods cannot be applied to carotenoids, which have a different antioxidant mechanism. Al-
though knowledge of the antioxidant capacity of carotenoids in microalgae is desired, techniques 

総 説
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to measure it remain limited.
Based on the above background, the singlet oxygen absorption capacity (SOAC) method was 

ÀQDOO\�GHYHORSHG�LQ�������,Q�WKLV�PHWKRG��D�VLQJOHW�R[\JHQ�JHQHUDWRU��HQGRSHUR[LGH�VROXWLRQ��
DQG�����'LSKHQ\O�����EHQ]RIXUDQ��'3%)��VROXWLRQ�DUH�DGGHG�WR�FDURWHQRLGV�VDPSOHV�DQG�WKH�
decay rate of DPBF is used to evaluate the antioxidant capacity of the sample. Therefore, if the 
SOAC method can be applied to microalgae, the antioxidant capacity of all carotenoids in mi-
FURDOJDH�ELRPDVV�FDQ�EH�TXDQWLÀHG�DV�62$&�YDOXHV��7KH�62$&�PHWKRG�DOVR�DOORZV�PDQ\�VDP-
ples to be analyzed at once using microplates. This can be useful for screening useful strains that 
accumulate high amounts of carotenoids. However, the SOAC method has not yet been applied 
to microalgae. Optimization of analytical processes, including the extraction of carotenoids from 
algae, is required as an immediate research priority.

Keywords: antioxidant capacity, carotenoids, microalgae, singlet oxygen, SOAC method

１. はじめに

この ��年で微細藻類を用いた健康食品や化粧品を
よく見かけるようになった。今や微細藻類は、タブレット
や粉末の他、ビスケット、パスタ、チーズ、アイスクリーム、
そして、植物性パテや代替チキン、百貨店で販売され
るブランド化粧品の原料にも使われている（Ferreira et 

DO������）。これはインターネットの普及、平均寿命の延伸、
そして新型コロナウイルス（COVID-19）感染拡大に伴
うライフスタイルの変化などによる、世界的な健康意識の
高まりによるものと推察される（/DIDUJD�����）。さらに微
細藻類に含まれるたんぱく質、脂質、炭水化物、ビタミン、
ミネラル、食物繊維の他、抗酸化物質の効能が高く評
価されていることも大きな理由である。微細藻類は光合
成により増殖するが、必要以上の光を受けると活性酸
素が生成され、細胞が酸化損傷を受ける。そのため微
細藻類は、この活性酸素を除去するための機構として、
ポリフェノール、カロテノイド、クロロフィル、トリテルペノイ
ドをはじめとする種々の抗酸化物質を合成・蓄積する能
力を持つ（+DOOLZHOO�	�*XWWHULGJH�����）。これら抗酸
化物質は摂取することで抗酸化作用、免疫賦活作用、
抗腫瘍作用などを得ることができ、第 7栄養素的物質 

“ファイトケミカル（植物性化学物質）”と呼ばれ、需要

が高まっている（野澤ほか�����）。
抗酸化物質はフェノール系とカロテノイド系の �つに

大別され、それぞれ作用する活性酸素種が異なる。こ
のうちカロテノイド系抗酸化物質は、代表的な活性酸素
種の一つである一重項酸素（1O�）に対し高い抗酸化
能を示し（)RRWH�����）、がん、心血管、眼科疾患な
どを含む種々の疾患リスクの低減に寄与する。しかし、
ヒトを含む動物はカロテノイドを生合成できないため、体
外から摂取する必要があり、食品添加物、着色料や水
産飼料、家畜餌料としての需要が高い（Del Campo et 

DO������）。微細藻類からは、これまでにおよそ ���種
類のカロテノイドが検出されている（(JHODQG�����）。他
の高等植物と比較して増殖速度が速いため、天然のカ
ロテノイド源として注目されている。
微細藻類のカロテノイドの種類・含量は、既知の物
質であれば高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分
析できる（0DUNRYLW]�HW�DO��������)HUQDQGHV�HW�DO������）。
しかし、微細藻類同士や他のバイオマスとの比較、抗
酸化物質摂取量の把握のために、対象の微細藻類の
バイオマス当たりの抗酸化能を評価したい場合に、微
細藻類中の各種カロテノイドの全てについて種類、含量、
抗酸化能を定量し、抗酸化能の総和を出すことは現実
的ではない。また、標準物質が市販されているカロテ
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ノイドはごく一部であり未知の物質もあるため、全カロテ
ノイドをHPLCで分析することはできない。そこで �����

年、一重項酸素消去能（Singlet Oxygen Absorption 

Capacity, SOAC）測定法が開発された（Ouchi et al. 

����）。カロテノイド抽出液に一重項酸素発生剤である
エンドペロキシド（EP）溶液、����ジフェニル -3,4-ベ
ンゾフラン（DPBF）溶液を加え、DPBFの吸光度を測
定するといった簡易な手法である。既に野菜のカロテノ
イドの抗酸化能測定には使用されており（Mukai et al. 

������,ZDVDNL�HW�DO��������%RGy�HW�DO��������=DFDULDV�HW�

DO������）、微細藻類への適用も望まれる。
以上より本稿では天然カロテノイドの生産における微

細藻類の有用性と、効能の標準化に向けた抗酸化能
評価法の研究動向を整理することを目的とし、活性酸
素種とカロテノイドの抗酸化機能、そして微細藻類の
産業利用の展望を示したのち、微細藻類の抗酸化能
の評価におけるSOAC分析法の利用可能性について
述べる。

2. 活性酸素種と抗酸化物質

2-1. 活性酸素種（Reactive Oxygen Species, ROS）
ヒトを含む好気性生物は、空気中に ��％含まれる酸
素を取り込み、主にミトコンドリアの電子伝達系によりエネ
ルギー（ATP）を生産している。この過程で酸素は、 4 

つの電子を受け取り水に還元され、電子が �個で対を
なす安定した状態になる（O₂＋4H ͻ＋4e ͼ→ �+₂O）。
しかし、実際には全ての酸素が完全に電子還元される
わけではなく、分子中に電子が一つだけ存在する酸素
や、電子が対をなしてもその受け取った電子のスピンが

異なる酸素が 1～ 3%程度発生する（���～ ����で
ある可能性もある）（+DOOLZHOO�	�*XWWHULGJH�������3ULRU�

����）（Fig. 1）。このような化学的に不安定な酸素は活
性酸素種（Reactive Oxygen Species, ROS）と総称され、
強い酸化力を持つ。代表的なものには、スーパーオキシ
ド（アニオン）ラジカル（･O�

-）、過酸化水素（H�O�）、
ヒドロキシラジカル（･OH）、一重項酸素（1O�）があり、
狭義の ROSと呼ばれる（中村�����）。スーパーオキシド
（アニオン）ラジカル（･O�

-）やヒドロキシラジカル （･OH）
は不対電子を持つため、物質から電子を奪い標的分子
を酸化する。過酸化水素（H�O�）は、熱や光、生体
内のFe��により不対電子を持つヒドロキシラジカル（･OH）
に分解されることで同様に電子を奪い、物質を酸化する
（中村�����）。一重項酸素（1O�）は正常に電子対を
形成するが、電子のスピンによる熱が発生するため、不
安定であり高い酸化作用を示す（Halliwell & Gutter-

LGJH�����）。この他にも、広義の ROSとしては、一酸
化窒素（NO･）、脂質ペルオキシラジカル（LOO･）な
どが含まれる（3ULRU�����）。

ROSの酸化力は生体内で様 な々利害をもたらす。食
細胞であるマクロファージは、生体防御機構として、細
胞外に ROSを産生し侵入した細菌や異物を酸化し
無力化する（+DOOLZHOO�	�*XWWHULGJH�����）。また、
ROSは細胞内のシグナル伝達分子として機能することも
報告されている（D’$XWUpDX[�	�7ROHGDQR�����）。この
ようにROSは生体内の防御の機構の一部を担っている。
しかし紫外線や外部ストレスなどにより生体内でROSが
過剰に生成されると、細菌や異物だけでなく、自身の生
体成分を酸化してしまい、細胞内のタンパク質の変性、
脂質の過酸化、遺伝子の損傷、がんや動脈硬化、心

-PN�����.LULYH[PVU�VM�YLHJ[P]L�V_`NLU�HUK�UP[YVNLU�ZWLJPLZ��4VKPÄ�LK�MYVT�-PN����VM�7YPVY��������
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臓病などの生活習慣病の発症や老化を促進することが
知られている（ Bandyopadhyay et al 1999）。

2-2. 生体内での抗酸化物質とカロテノイド
抗酸化物質とは、簡潔に表現すれば上述のような標

的分子の酸化損傷を遅らせる、防ぐ、または除去する
ことのできる物質である（+DOOZHOO�	�*XWWHULGJH�����）。
ROSの酸化傷害に対し、生体内にはカタラーゼ、グル
タチオンペルオキシダーゼ、スーパーオキシドディスムター
ゼなどの抗酸化酵素、アスコルビン酸（ビタミンC）、フェ
ノール、カロテノイド類などの抗酸化物質からなる防御
機構が存在する（.ULVKQDPXUWK\�	�:DGKZDQL�����）。
フェノールやアスコルビン酸は ROSの中でもヒドロキシラ
ジカル（･OH）、過酸化水素（H�O�）、ペルオキシナイ
トライト （ONOO･）に対し抗酸化能を発揮する（Tommos 

	�%DEFRFN�����）。その抗酸化能は、カロテノイドが
持つ共役二重結合が開裂することで生じるヒドロキシ基
が、ROSから電子を受けとる事で発揮されるが、ROS

を一度無害化した後、これらは酸化物質と化し、抗酸
化物質としては機能しない。酸化物質と化したあとはカ
タラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼなどの抗酸化
酵素により電子を奪われることで無害化される（Tommos 

	�%DEFRFN�����）。
一方、カロテノイドは一重項酸素（1O�）に対し高い

抗酸化能を示す（)LJ���）。����年、近赤外分光解析
により、カロテノイドのポリエン（共役二重結合）が一重
項酸素から励起エネルギーを受け取り、一重項酸素を

安定な基底状態の三重項状態（通常の酸素）へ戻す
という、カロテノイドによる一重項酸素消去機構が明らか
にされた（)RRWH�����）。カロテノイドは受け取ったエネ
ルギーをポリエン（共役二重結合）の振動により熱とし
て放出し消去するため、繰り返し周辺の一重項酸素を
消去できる。また、カロテノイド自身が酸化物になることも
ない。そのためカロテノイドは食品添加物、着色料や水
産飼料、家畜餌料としての需要が高く（Del Campo et 

DO������）、研究開発も活発に行われている（Hirayama 

HW�DO��������6WDKO�	�6LHV�������6LQJK�HW�DO������）。
カロテノイドはすべての光合成生物（光合成細菌、
藻類、陸上植物）や真菌類が生合成することが知られ
ている。一方で、ヒトを含む動物はカロテノイドを生合成
できず、動物の生体内に存在するカロテノイドはすべて
食物から摂取されたものに由来する（眞岡�����）。カ
ロテノイドは、その種類によっては化学合成することもで
き、現在は商業生産されるカロテノイドの ���以上が
化学合成品であるものの、安全性の観点から天然由
来のカロテノイド生産の需要が高まっている。これまでに
マリーゴールド等の高等植物、Haematococcus属およ
び Dunaliela属等の微細藻類の培養による天然由来の
カロテノイドの商業生産がされてきた。カロテノイドの市
場は、����年の ��億米ドルから����年には ��億米
ドルに達すると予想されており（Meticulous Market Re-

VHDUFK����）、今後もニーズに応じて健康食品や、化粧
品原料等のさまざまな用途への活用が期待されている。

-PN�����:PUNSL[�6_`NLU�:JH]LUNPUN�4LJOHUPZT�VM�ʹ�JHYV[LUL�� 36�!� [YPWSL[�V_`NLU�� 16�!�ZPUNSL[�V_`NLU��
4VKPÄ�LK�MYVT�-PN����VM�:HUKTHUU����� ��
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3. 微細藻類によるカロテノイド生産

3-1. カロテノイド生産の代表的商業利用種：
 Haematococcus lacustrisおよび Dunaliela salina

自然界における微細藻類によるカロテノイド生産量
は年間約 1億 tに達すると推定されている（Fraser & 

%UDPOH\�����）。特に、海洋で最も広く分布するカロ
テノイドの 1つはフコキサンチンであり、主に珪藻や褐
藻により年間約 ����万 t生産される（Dembitsky & 

0DRND�����）。珪藻については、加えてジアトキサンチ
ンやジアジノキサンチンの生産が良く知られる（Stauber 

	�-HIIUH\�����）。他にもChlorella属のルテイン（Del 

&DPSR�HW�DO������）、渦鞭毛藻のペリジニン （Dembitsky 

	�0DRND�����）など種々の微細藻類とカロテノイドの組
み合わせが報告されているが、現在、商業的な大量生
産に成功しているのは、Haematococcus lacustrisのアス
タキサンチンおよび Dunaliela salinaのβ-カロテンの �

種である （5DPPXQL�HW�DO������）。
H. lacustrisは、淡水産の緑藻類でヨーロッパ、アジ

ア、アフリカ、北アメリカなど世界中の湖に分布してお
り、しばしば一時的に生じる水たまりなどからも見つかる
（3URFWRU�����）。窒素欠乏、塩分増加、高照度、低温・
高温などの生育に不適な環境条件にいて、ストレス応答
として葉緑体膜に蓄積したβ-カロテンをアスタキサンチ
ンに変換して脂質小胞に蓄積し、赤色の休眠細胞（シ
スト）を形成する（/L�����）。その蓄積量は細胞の全
乾燥重量の 7％という高濃度まで達する（Rammuni et 

DO������）。そのため現在天然アスタキサンチンの主要な
供給源として利用されている（'HO�&DPSR�HW�DO������）。
商業生産では上述のストレス応答特性を利用して �段
階培養によってアスタキサンチンの生産を行う。この �

段階培養は緑色の細胞を活発に分裂増殖させて細胞
を増やすグリーンステージと、ストレス応答により細胞内に
アスタキサンチンを蓄積させるレッドステージからなる（Ha-

JHQ�HW�DO������）。アスタキサンチン合成の誘導には強光
ストレスと栄養塩類（特に窒素源）の欠乏の組合せが
一般的だが、これに高温や高塩濃度ストレスなどを組み

合わせることもある（:DQJ�HW�DO��������*DR�HW�DO�����）。
1994年に上記の培養方法でスウェーデンの AstaReal 

Groupが初めてH. lacustrisを用いた世界初のアスタキ
サンチン生産を成功させた。その他にも、イスラエルの
Algaennovation Ltd やアメリカの Cyanotech Ltd等が同
様に閉鎖型培養タンクを用いてH. lacustrisでのアスタ
キサンチンを生産しており、現在最大の生産量を誇る
Cyanotech Ltdでは年間で乾燥重量 13～ ���Wのバイ
オマスを生産している（'HO�&DPSR�HW�DO������）。しかし
ながら、H. lacustrisはこれまで大量培養に成功してい
る他の微細藻類に比べて増殖速度が低く、中性 pHの
淡水条件で増殖するため、後述のD. salinaのように極
端な pHや高塩分での培養ができず、バクテリアや他の
藻類といった他種のコンタミネーションに対して脆弱であ
る（/RUHQ]�	�&\VHZVNL�������'HO�&DPSR�HW�DO��������

6RORYFKHQNR�	�&KHNDQRY�����）。そのため閉鎖型培養
タンクなどを用い繊細に管理する必要があり、大量生産
は難しい。アスタキサンチン生産においてH. lacustrisよ
り高い増殖速度を持ち、バクテリアなどのコンタミネーショ
ンに強い新規有用株を見つけることが求められている。

D. salinaは先端に二本の等長鞭毛を持つ緑藻類で
ある。塩分の高い、塩田、塩湖、海水中でよく確認さ
れる（'HO�&DPSR�HW�DO������）。高い塩分、温度、光
強度、および窒素欠乏等のストレス条件で培養されると
細胞内にβ-カロテンを高濃度に蓄積する（Lamers et 

DO������）。このD. salinaの商業生産は、����年にオー
ストラリアのWestern Biotechnology LtdとBetatene Ltd

によって初めて ���ヘクタールの面積を持つ大型のオー
プンポンドにて実施された。天然の塩湖を整備し、機械
的攪拌やCO�供給を行わない最小限の制御であったた
め、β-カロテンの面積生産性は低かったものの、オース
トラリアの藻類に適した気候と低い土地代により利益が
確保された（'HO�&DPSR�HW�DO������）。その後、他国で
もD. salinaの商業生産が展開されたが、生産性を向
上させるため、主にパドル撹拌を備えたレースウェイ式の
培養槽が導入された（'HO�&DPSR�HW�DO������）。初期
には �段階の培養方式がとられ、まず、第一段階でD. 



6江崎・関根：微細藻類由来のカロテノイドとその抗酸化能測定手法の研究動向

salinaの増殖に最適な培養条件でバイオマスを増やし
た後に、第二段階にて培養液を希釈し、液中の細胞
密度を下げ、高い光強度と窒素欠乏によって細胞内の
β-カロテンを蓄積させていた（%HQ�$PRW]�����）。し
かし、培地に塩化ナトリウムを濃度 ��％～ ��％になるよ
う添加していたことや、広い土地の確保が必要であった
ために費用がかかっていた。その後、海水を用いてより
高い細胞密度で増殖できる株が発見されたことで、β-

カロテン生産性は最大で年平均約 ����PJ�P�� day-1 に
達した（%HQ�$PRW]�����）。D. salinaの生産は、オー
ストラリア、イスラエルから始まり、現在はインド、オランダ、
ドイツにも展開している（)HUUHLUD�HW�DO������）。

3-2. 今後生産が期待される
 新規有用藻類株とカロテノイドの種類
微細藻類のカロテノイド生産性は 1日当たりの増殖速

度とバイオマス中のカロテノイド含有量によって決まる。こ
れまでに、上述の商業利用種 H. lacustrisおよび D. sa-

linaよりも高い増殖速度やカロテノイド含有量を持ち、こ
れにより高いカロテノイド生産性を示す有用微細藻類株
が多数発見されている。それらの有用株を増殖速度や
カロテノイド含有量とともに Table 1にまとめた。培養容
器や基質供給方法が変化すると攪拌効率、光量、お
よび栄養塩濃度などの種々の環境パラメータが変化し、
カロテノイド生産性を決める増殖速度やカロテノイド含有
量にも影響するため、この Table 1では ����P/の三角
フラスコで回分培養され、増殖速度とカロテノイド含有
量が測定された微細藻類株のみを整理した。アスタキ
サンチンを蓄積する微細藻類株としては、商業利用種
の H. pluvialis�)$&+%����（&KHQJ�HW�DO������）より
増殖速度の高い緑藻 Chlorococcum sp. MA-1（Ma & 

&KHQ�����）、&KORUHOOD�]R¿QJLHQVLV�&&$3�������（Del 

&DPSR�HW�DO������）、Monoraphidium�VS��*.���（Fujii 

HW�DO������）の 3株が知られている。マレーシアの岩石
の表面から単離されたChlorococcum sp. MA-1は商業
利用種と比べ、カロテノイド含有量こそ低いものの、増
殖速度は 3倍高い。一方、β-カロテンを蓄積する微

細藻類の中には、商業利用種のD. salina�&&$3�����

（:ROI�HW�DO������）よりβ-カロテン含有量の高い緑藻
Asterarcys quadricellulare�380&&������（Singh et al. 

����）、Chlamydomonas acidophila�$��（Cuaresma et 

DO������）、プラシノ藻 Tetraselmis sp. DS3（Tsai et al. 

����）が発見されている。なかでもインドの淡水河川
から単離された A. quadricellulare�380&&������は商
業利用種と比べ、9倍高いβ-カロテン含有量を示して
いる。加えて、スペインの酸性河川から単離された C. 

acidophila�$��は商業利用種と比べ、約 4倍高いβ-

カロテン含有量を示す。この株の増殖速度は商業利用
種のものより低いが、S+����で最大の増殖速度を示す。
商業利用種であるD. salina�&&$3�����は、S+����で
大量培養されているが、S+����は他の微細藻類やバク
テリアの増殖にとっても至適 pHであるため、大量培養
時に他種のコンタミネーションが生じてしまう。これに対し
て、C. acidophila�$��が増殖するS+����では、他の
微細藻類種やバクテリアの増殖は抑制されるため、C. 

acidophila�$��は大量培養時にコンタミネーションを生じ
難いという利点を有する。このように、これまで知られて
いる商業利用種よりカロテノイド生産性の高い微細藻類
種が世界各地から単離されている。
前述のように、現在、カロテノイドの商業生産を目的と

した微細藻類の大量生産は、H. lacustrisのアスタキサ
ンチンおよびD. salinaのβ-カロテンが主要であるが、カ
ロテノイドの市場規模としては、ルテイン、アスタキサン
チン、リコピン、ゼアキサンチンもこれらに続いて大きく、ま
た伸びている（0HWLFXORXV�0DUNHW�5HVHDUFK�����）。ま
た、これまでにおよそ���種類のカロテノイドが微細藻類
から検出されており（(JHODQG� ����）、近年でも新たな
カロテノイドが発見され続けている。例えば����年に、
日本の土壌より単離された緑藻Coelastrella sp. Ki-4

から水溶性アスタキサンチンが発見された（Kawasaki 

HW�DO������）。Kawasaki et al.（����）はこの水溶性アス
タキサンチンを���℃で1時間熱処理し、後述する����
ジフェニル-1-ピクリルヒドラジル（DPPH）分析法で抗酸
化能を測定した。その結果、抗酸化能は熱処理をして
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;HISL����*HYV[LUVPKZ�PU�TPJYVHSNHL�NYV^U�PU�����T3�VM�ÅHZRZ�PU�IH[JO�J\S[\YL�

いない場合と変わらず、高い熱耐性が示された。この
水溶性アスタキサンチンは様々なタンパク質と複雑に結
合しており、その詳細な物質構造についてはまだ解明さ
れていない。そのため、どのタンパク質が高い熱耐性
に寄与しているのかは明らかになっていないが、高い熱
耐性を持つ水溶性アスタキサンチンは従来のアスタキサ
ンチンよりも高温処理による抽出ができ、抽出液も有機
溶媒ではなく水を使うことができる。そのため従来のアス
タキサンチンよりもヒトを対象とした化粧品や健康食品と
して利用しやすい可能性が考えられる。����年には、
ブルガリアの雪山の土壌から単離された真正眼点藻
Eustigmatos vischeria�6��からバウケリアキサンチンが
発見された（6WR\QHYD�*lUWQHU�HW�DO������）。バウケリア

キサンチンも生体内で高いがん細胞のアポトーシス誘導
作用、肥満分化抑制作用を持つことが明らかになって
いる有用カロテノイドである。加えてバウケリアキサンチン
は氷点下の温度条件でも抗酸化能を示すという利点を
持つ。以上のように新規カロテノイドの供給源としても微
細藻類は注目を集めている （'HO�&DPSR�HW�DO������）。

4. 微細藻類の抗酸化能評価

4.1. 微細藻類の有用性評価法
カロテノイドを蓄積する微細藻類の有用性評価は、
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）などでバイオマスの
カロテノイド含量を測定すること（Markovits et al. 1993, 
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)HUQDQGHV�HW�DO������）、あるいは����ジフェニル-1-ピクリ
ルヒドラジル （DPPH）法（%UDQG�:LOOLDPV�HW�DO������）、
酸素ラジカル吸収能（Oxygen Radical Absorbance Ca-

pacity, ORAC）法（2X�HW�DO��������+XDQJ�HW�DO������）な
どによりカロテノイド抽出物に直接フリーラジカルを加え、
その減衰時間から抗酸化能を測定することによって行
われてきた（0DU[HQ�HW�DO��������%DQVNRWD�HW�DO������）。
HPLC分析では濃度の算出に各種カロテノイドの標準物
質が必要だが、微細藻類には���種類以上のカロテノイ
ドが存在し（(JHODQG�����）、そのうち標準物質が市販
されているカロテノイドはごく一部である（Bijttebier et al. 

������/RQGRxR�*LUDOGR�HW�DO������）。例えば、アスタキサ
ンチンやルテイン、β-カロテン等のカロテノイドはそれぞれ
Haematooccus属、Dunaliela属の微細藻類、マリーゴー
ルドにカロテノイドを蓄積させ商業利用する生産プロセス
が確立されているため、その標準試薬も市販されている。
しかし、バウケリアキサンチン等の新規カロテノイドは、近
年微細藻類から発見されたばかりで商業利用生産プロ
セスの確立までは至っておらず、標準試薬も確立されて
いない。さらにカロテノイドには異性体が存在し、アスタキ
サンチンではアスタキサンチンモノエステル、β-カロテンで
は9-シス-β-カロテンの標準試薬が入手できるが、その他
のカロテノイドの異性体については市販製品が限られて
いる。各カロテノイドの抗酸化能を明らかにするためには、
標準試薬を上述のHPLC分析にかける必要があるが、
以上の理由によりほとんどのカロテノイドで標準試薬が確
立されておらず、その抗酸化能についても明らかにされて
いない。このことからHPLC分析では微細藻類中の全カ
ロテノイド濃度や抗酸化能を評価することは困難である。

DPPH法や ORAC法についても、カロテノイドの抗
酸化能を評価する上では大きな課題がある。DPPH

は人工的に製造された安定した有機ラジカルである
（%UDQG�:LOOLDPV�HW�DO������）。フェノール等の抗酸化
物質が不対電子に電子を供与することでDPPHが還
元される。このときの ����QPの吸光度の減衰から試料
の抗酸化活性を測定する。一方でORAC法は米国
国立老化研究所によって確立された抗酸化能評価法

であり、ラジカルを発生させる���－アゾビス（�－アミノ
ジプロパン）二塩酸塩（AAPH）とAAPHにより発生
したラジカルにより分解される蛍光指示薬フルオレセイン
を試料に添加し、蛍光強度の減衰速度の変化から試
料中の抗酸化能を測定する（2X�HW�DO��������+XDQJ�HW�

DO������）。溶媒を変えることにより、親水性酸素ラジカ
ル吸収能（H-ORAC）と、親油性酸素ラジカル吸収能
（L-ORAC）の両方を測ることができる。両手法は、フェ
ノール類をはじめとする抗酸化物質のラジカル消去能
の評価に適しており、広く食品の評価に使用されている
（3ULRU�����）。しかしながら、両手法はカロテノイドの
一重項酸素の消去活性は評価することができない。一
重項酸素は正常に電子対を形成するが、その電子の
スピンにより熱が発生、不安定となり高い酸化作用を示
す。カロテノイドはこの熱を奪うことで特に一重項酸素に
抗酸化能を示し（)LJ���）、一方でヒドロキシラジカル等
の ROSには高い抗酸化能を示さないため（Zorov et al. 

����）、DPPH法もORAC法もカロテノイドの抗酸化能
の評価に適していない（:DWDQDEH�HW�DO������）。以上の
ことからこれまでの HPLC分析による濃度測定や DPPH

法、ORAC法による抗酸化能測定は、カロテノイドを蓄
積する微細藻類の評価には適しておらず、微細藻類が
生産するカロテノイドの一重項酸素消去能を特異的に
測定できる方法の開発が求められている。

4.2. Singlet Oxygen Absorption Capacity（SOAC）
 測定法
抽出液の活性酸素種（ROS）に対しての消去能を
測定する際は、その抽出液中に直接 ROSを発生させ
る発生剤を加える（0DU[HQ�HW�DO��������%DQVNRWD�HW�DO��

����）。カロテノイドの一重項酸素消去能の測定には
一重項酸素を産生するエンドペロキシド（EP）試薬が
不可欠である。しかし、この生成にはエーテルと過酸
化水素による複雑な酸化処理が必要であり、また急激
な重合反応による爆発の危険性が伴うため（de Mello 

	�:RRWWRQ�����）、EP試薬は安易に生成ができず、カ
ロテノイドの一重項酸素消去能測定に関する研究の妨
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げになっていた（0XNDL�HW�DO������）。しかし、����年
にこの EP試薬が市販されたことをきっかけに、カロテノ
イドの一重項酸素消去能（Singlet Oxygen Absorption 

Capacity, SOAC）測定法が開発された。この方法で
は、カロテノイド抽出液に一重項酸素発生剤であるEP

溶液、一重項酸素により減衰する����ジフェニル -3,4-

ベンゾフラン（DPBF）溶液を加える。DPBFは 413 nm

に吸光度を持つが、一重項酸素により酸化されると、そ
の吸光度が減衰する性質を持つ。そのため、DPBFの
減衰速度から、カロテノイド抽出液の一重項酸素消去
反応速度、すなわち一重項酸素に対する抗酸化能を
求めることができる。なお、DPBFの減衰速度をα-トコ
フェロールで標準化した値を、抗酸化能を示す SOAC

値とする（2XFKL�HW�DO������）。この SOAC測定法はこ
れまで野菜などの食品由来カロテノイドの抗酸化能評
価に利用されてきた（0XNDL�HW�DO��������,ZDVDNL�HW�DO��

����）。微細藻類においても、SOAC 測定法を用いた
カロテノイドの抗酸化能評価が望まれるが、未だ測定例
は無い。微細藻類にこの SOAC測定法を適用できれ
ば、これまでの評価方法では実現できなかった、未知
既知を問わないカロテノイド全体の抗酸化能を測定する
ことができ、カロテノイド供給源としての微細藻類の新た
な有用性を評価できる可能性がある。

4.3. SOAC測定法の発展性
SOAC測定法は当初、�つのセルが収納できる分光
光度計を用いて約 �時間で 1試料の SOAC値しか測
定できなかったが、��ウェルプレートを用いた SOAC測
定法が確立され（7DNDKDVKL�HW�DO������）、一度に 3つ
の試料を測定が可能になった。近年では��ウェルプレー
トを用いた SOAC値の測定が試みられ（Wang et al. 

����）、数時間で ��の試料を同時に測定できるように
なった。これにより、例えば、環境中から単離した多数
の微細藻類株を強光、弱光、窒素欠乏などのストレス
条件で培養した後、カロテノイドを抽出しウェルプレートに
て一気に SOAC値を測定することもでき、高い抗酸化
能を有する微細藻類のスクリーニングに使用できる可能

性がある。SOACの分析が数時間程度で済むのに対し、
HPLCによるカロテノイドの分析では ��の試料の測定に
およそ 1日を要する。また、SOAC分析法は大型で高
価な機械も必要なく、マイクロプレートリーダーさえあれば
抗酸化能を測定できる。そのため、SOAC分析法によ
る簡便かつ短時間での効率的な有用微細藻類株のスク
リーニングが期待される。
さらに、現在は、効率的なカロテノイドの抽出・精製
のため、単一のカロテノイドを多量に蓄積する微細藻類
の生産が利活用の主流となっているが、本 SOAC法の
導入によりバイオマス当たりの総カロテノイドの抗酸化活
性を測定できるようになれば、特定のカロテノイドの含有
量だけでなく抗酸化活性を基準として商品の効能を評
価できるため、多種のカロテノイドが混在している微細藻
類も抗酸化剤として陽の目を見る可能性がある。

SOAC測定法を微細藻類に適用する際の注意点とし
ては、溶媒の低い抽出効率が挙げられる。これまで微
細藻類からのカロテノイド抽出には、ジメチルホルムアミ
ド（DMF）やアセトン、ヘキサン、メタノール、クロロホ
ルム等が用いられてきた（6X]XNL�	�,VKLPDUX�������)X-

UX\D�HW�DO��������%RFFKLQL�HW�DO������）。なかでもDMF 

やアセトン、ヘキサンは抽出効率が高く、メタノールやク
ロロホルムと比較して溶液中でカロテノイドが酸化しにくい
という性質を持つため（%RFFKLQL�HW�DO������）、特に微
細藻類からのカロテノイド抽出によく用いられてきた。特
にDMFは、アセトン、ヘキサンよりも微細藻類バイオマ
スからのカロテノイド抽出効率が高い（Suzuki & Ishi-

PDUX�����）。これに対し、SOAC測定法では、通常、
メタノール、クロロホルム、重水（D�O）が体積比 ��：
��：1で構成された SOAC溶媒を用いる（Ouchi et al. 

����）。この SOAC溶媒のカロテノイド抽出効率をこれ
まで微細藻類に用いられてきた抽出効率の高いDMF、
アセトンやヘキサンと、微細藻類 �種について比較した
ところ、SOAC溶媒は他の溶媒と比較して抽出効率が
低いことが確認された（江崎 未発表）。野菜を対象とし
た既往研究においても、SOAC溶媒の抽出効率がアセ
トンよりも低いことを報告している（,ZDVDNL�HW�DO������）。
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微細藻類に適用されている溶媒のカロテノイド抽出効
率を改善する方法には、高温高圧処理、超音波処
理、ビーズ破砕、乳棒とすり鉢による破砕処理、マイク
ロ波処理（���℃）、浸透圧ショック（塩化ナトリウム使
用）といった物理処理がある（'H�$QFRV�HW�DO��������

3UDEDNDUDQ�	�5DYLQGUDQ�������*RLULV�HW�DO������）。な
かでも高温高圧処理は、抽出溶媒に対し高い圧力をか
け真空条件下で高温に晒し細胞を破壊することができ
るため、マイクロ波や超音波処理よりも熱と酸素によるカ
ロテノイドの酸化が少なく、さらに、ビーズや塩化ナトリウ
ムなどの化学物質を使わない点で利がある（De Ancos 

HW�DO������）。高温高圧処理は従来の SOAC法でも溶
媒の抽出効率の改善に用いられてきた。もう一つの抽
出効率の改善方法として、カロテノイドをSOAC溶媒で
はなく抽出効率が高いアセトン等の溶媒で抽出し、その
抽出液とSOAC溶媒の混合液をSOAC測定にかける
方法がある。実際に、カロテノイドの一種ノイロスポラキ
サンチンを細胞内に蓄積する真菌類 Fusarium fujikuroi

の SOAC値を測定した Parra-Rivero et al.（����）では、
アセトンでカロテノイドを抽出し、その抽出液とSOAC溶
媒を1：�で混合した混合液をSOAC法で分析している。
今後、分析に適した溶媒の種類や混合条件が結果に
与える影響を十分に検討することで、SOAC法を用い
た微細藻類のカロテノイドの抗酸化能測定をより簡略化
できると考えられる。

6. 結論

増殖が速く、かつ含有するカロテノイドの量・種類と
もに多い微細藻類は、需要が高まっている天然カロテ
ノイドの生産源として有望である。しかし実際に商業利
用種として用いられている種は限定されており、新規微
細藻類株の積極的導入が望まれる。近年開発された
SOAC測定法は、カロテノイドが特異的に寄与する活
性酸素種 “ 一重項酸素 ”の消去能を測ることができ、
微細藻類中カロテノイドの抗酸化能評価に有効であると
考えられる。また本評価法の導入は、有用微細藻類の

選定にも役立つ可能性がある。
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Abstract　In recent years, pollution by persistent organic pollutants (POPs) is becoming one of 
the severe environmental issues which cause damage to human health. Currently, although ozone 
treatment has been employed for POPs removal as an advanced treatment, it has disadvantages 
of high costs and production of harmful byproducts. Photocatalysts have been attracting atten-
tion as one of the innovative POPs removal methods. The photocatalyst is a semiconductor that 
triggers an oxidation-reduction reaction by light exposure on the particle surface and can achieve 
mineralization of pollutants. Although TiO� is a typical photocatalyst, ZnO has also attracted 
attention because of its low costs. Many researchers reported synthesis and characterization of 
various ZnO particles with different particle shapes and morphologies using different synthesis 
methods. However, comparison of their photocatalytic activity under the same experimental con-
dition is very limited. 

Therefore, in this study, we synthesized three different ZnO particles with different particle 
VKDSHV�DQG�PRUSKRORJLHV��VXFK�DV�ÁRZHU�OLNH��PXOWL�VKHOO�DQG�URG�OLNH��DQG�FRPSDUHG�WKHLU�SDU-
ticle properties and photocatalytic activities for the same degradation target compound under 
the same degradation condition. Samples were synthesized by a solvothermal method using 
Zn(NO3)�･�+�O as raw material. The particle shape was controlled by adding appropriate struc-
ture-directing agents. The flower-like, multi-shell and rod-like samples were synthesized by 
adding hexamethylenetetramine, L(-)-proline and ethanolamine, respectively. The photocatalytic 
DFWLYLW\�ZDV�HYDOXDWHG�E\�GHJUDGLQJ�����GLQLWURSKHQRO��'13��DV�D�PRGHO�323V�

Morphologies of the resulting samples were observed by a scanning electron microscope. 
%DVHG�RQ�WKH�6(0�REVHUYDWLRQ��LW�ZDV�FRQÀUPHG�WKDW�ÁRZHUOLNH��PXOWL�VKHOO�DQG�URGOLNH�VDP-
SOHV�ZHUH�REWDLQHG�DV�H[SHFWHG��7KH�UHVXOW�RI�;�UD\�GLIIUDFWLRQ��;5'��VKRZV�WKDW�WKH�SHDNV�DW��
θ = 31°, 34°����°����°����°����°����°��DQG���° can be attributed to ZnO. This result indicates 
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that ZnO is successfully obtained by all the synthesis methods. The results also showed that the 
intensity of the strongest diffraction peak of the three samples varies depending on the ZnO sam-
SOHV�LQ�WKH�IROORZLQJ�RUGHU��ÁRZHU�OLNH���PXOWL�VKHOO���URG�OLNH��DQG�WKH�URG�OLNH�VDPSOH�VKRZHG�
D�VLJQLÀFDQWO\�VWURQJ�SHDN�LQWHQVLW\�DPRQJ�WKH�VDPSOHV��DSSUR[LPDWHO\����WLPHV�ODUJHU�WKDQ�WKDW�
RI�WKH�ÁRZHUOLNH���
2Q�WKH�RWKHU�KDQG��WKH�%(7�VSHFLÀF�VXUIDFH�DUHD�H[KLELWHG�D�GLIIHUHQW�RUGHU��URG�OLNH���PXOWL�

VKHOO���ÁRZHU�OLNH��DQG�WKH�VXUIDFH�DUHD�RI�WKH�ÁRZHU�OLNH�=Q2�ZDV�PRUH�WKDQ���WLPHV�ODUJHU�WKDQ�
that of the other two samples. These results showed that the strongest peak intensity in XRD 
PHDVXUHPHQW�DQG�WKH�VSHFLÀF�VXUIDFH�DUHD�IRU�WKH�WKUHH�VDPSOHV�DUH�LQ�D�WUDGH�RII�UHODWLRQVKLS��
)LQDOO\��SKRWRFDWDO\WLF�DFWLYLW\�WHVWV�ZHUH�FDUULHG�RXW�XVLQJ����SSP�'13�XQGHU�89�OLJKW�LUUDGLD-
tion. The DNP is widely used as an indicator of the photocatalytic activity. The treated water was 
sampled periodically, and the DNP concentration change as a function of time was determined 
E\�PHDVXULQJ�WKH�DEVRUSWLRQ�DW�����QP�ZLWK�D�89�YLV�VSHFWURSKRWRPHWHU��,W�ZDV�IRXQG�WKDW�WKH�
'13�GHJUDGDWLRQ�ÀWWHG�WKH�ÀUVW�RUGHU�NLQHWLFV�ZHOO�IRU�DOO�WKH�VDPSOHV�DQG�WKH�GHJUDGDWLRQ�UDWH�
ZDV�LQ�WKH�IROORZLQJ�RUGHU��URG�OLNH���PXOWL�VKHOO���ÁRZHU�OLNH��7KLV�RUGHU�LV�VLPLODU�WR�WKH�RUGHU�
IRU�WKH�VSHFLÀF�VXUIDFH�DUHD�DQG�RSSRVLWH�WR�WKDW�RI�WKH�VWURQJHVW�SHDN�LQWHQVLW\��7KH�UHVXOWV�VXJ-
JHVW�WKDW�WKH�KLJKHVW�SKRWRFDWDO\WLF�DFWLYLW\�IRU�'13�GHJUDGDWL�RQ�ZDV�LQ�WKH�ÁRZHU�OLNH�VKDSH�
ZKHUH�=Q2�FRQWULEXWHV�D�YHU\�KLJK�VSHFLÀF�VXUIDFH�DUHD�DQG�QRW�E\�FU\VWDOOLQLW\�RI�=Q2�

Keywords: Persistent organic pollutants, Photocatalyst, Wastewater treatment, Zinc Oxide

1. 緒　言

近年、生活排水や工場排水などに含まれる残留性
有機汚染物質（POPs：Persistent Organic Pollutants）
による水質汚染が問題となっている。POPsとは、環境
残留性や生物蓄積性、長距離移動性があり、人の健
康や環境への有害性が懸念される物質のことを指し（梶
原・松神�����）、ストックホルム条約によって国際的に
規制されていることから、適切な処理が求められる。
現在、排水中の POPsの処理方法として、オゾン酸

化法がよく用いられている。オゾンは強力な酸化剤として
はたらくことで、着色や異臭の原因となる有機化合物や
病原菌を酸化分解することができる（海賀�����）。そ
の一方、オゾン処理による消毒副生成物の発生が問題
となっている。消毒副生成物とは、オゾンが水中の有
機物と反応することにより非意図的に生成する物質のこ

とである（細田・勢川�����）。代表的な消毒副生成
物としてカルボニル化合物、カルボン酸が知られており、
中でもホルムアルデヒドはわが国で規制の対象となって
いる。また、原水に臭化物イオンが含まれる場合には臭
素酸イオンが生成し、非常に制御が困難な副生成物と
されている（伊藤・越後�����）。
そこで近年、太陽光を利用でき、有害な副生成物を
生じないクリーンな POPs処理技術の一つとして光触媒
が注目されている。光触媒とは、光を吸収することで酸
化還元反応を引き起こす半導体材料である。����年
に本多・藤嶋効果が発見されて以降、水分解や CO�

還元といった人工光合成の実現を目指し、光触媒に関
する研究が活発化した。本多・藤嶋効果とは、酸化チ
タン電極と白金電極を電解質溶液に浸し、酸化チタン
電極に光を照射すると水が分解され、酸化チタン電極
から酸素が、白金電極から水素が発生する現象である
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（)XMLVKLPD�	�+RQGD�����）。さらに、酸化チタンを用い
た不均一系光触媒反応による酢酸の分解（Kraeutler 

	�%DUG�����）やトリクロロエチレンの分解（Pruden & 

2OOLV�����）が報告され、有機物分解への応用が見
出された。現在では、メチレンブルーのような合成染料
（0XKDPPDG�HW�DO������）や ����ジニトロフェノールの
ような POPs（%DVKLU�HW�DO������）など、構造が複雑な
有機化合物を分解対象として研究が行われており、排
水処理の実用化に向けた期待が高まっている。
光触媒による水中の有機物分解反応は以下のように

進行する（Fig. 1）。まず、光触媒がバンドギャップエネ
ルギーに相当する光を吸収することで励起電子 e-、およ
び正孔と呼ばれる正電荷 h�が生じる。励起電子は水
中の溶存酸素を還元し、スーパーオキシドアニオンラジカ
ル・O��を生成する。一方、正孔は水と反応して水酸ラ
ジカルを生じる。これらのラジカルが強力な酸化剤として
はたらき、有機化合物を酸化分解する（大谷�����）。
近年、酸化チタンに替わる低コストな光触媒として、

酸化亜鉛（ZnO）の研究が進んでいる。ZnO光触媒
の合成は、粒子径を制御しやすく、結晶化度の高い粒
子を容易に得られることから、ソルボサーマル法がよく用
いられている。ソルボサーマル法とは、前駆体溶液をス

テンレス製オートクレーブに入れて加熱することで、高温
高圧下で結晶を形成する方法である。また、溶媒が水
の場合は特に水熱合成法と呼ばれる。これまで、構造
制御剤を用いたソルボサーマル合成によって、さまざまな
粒子形状の ZnO光触媒が合成されている。4Xらは、
ヘキサメチレンテトラミンを添加することでナノフラワー型
ZnOを合成し、抗生物質であるシプロフロキサシンの分
解に用いた（4X�HW�DO������）。Chenらは、アミノ酸の
一種であるN-アセチル -d-プロリンを添加することでマ
ルチシェル型 ZnOを合成し、一酸化窒素の酸化に用
いた（&KHQ�HW�DO������）。Wangらは、アミノエタノール
を添加することでロッド型 ZnOを合成し、合成染料であ
るメチレンブルーの分解に用いた（:DQJ�HW�DO������）。
しかし、これら複数の研究の間では、反応に用いる光
源や ZnOの濃度、分解対象物は統一されておらず、
粒子形状による光触媒活性の違いを単純に議論する

ことはできない。そこで本研究では、粒子形状の異なる
３種の ZnO（ナノフラワー型、マルチシェル型、ロッド型）
をそれぞれソルボサーマル合成し、����ジニトロフェノー
ルを分解対象物として統一された実験条件でそれらの
光触媒活性を比較検討することを目的とした。

   　　　　　    　

-PN\YL����4LJOHUPZT�VM�VYNHUPJ�JVTWV\UKZ�KLNYHKH[PVU�I`�WOV[VJH[HS`Z[�
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2. 材料と方法

2.1. 材料
硝酸亜鉛六水和物（和光特級）、水酸化ナトリウム（試
薬特級）、ヘキサメチレンテトラミン（試薬特級）、L（-）
-プロリン（試薬特級）は富士フイルム和光純薬株式会
社から購入したものを使用した。エタノールアミン（�����

%）は東京化成工業株式会社から購入した。メタノール
（試薬特級）、����ジニトロフェノール（ナカライ規格特
級）はナカライテスク株式会社から購入したものを使用し
た。いずれの試薬も精製を行うことなくそのまま使用した。

2.2. 粒子形状の異なるZnOの合成
2.2.1. ナノフラワー型ZnOの合成
ナノフラワー型 ZnO は、4Xらの報告を参考に合成し
た（4X�HW�DO������）。まず、硝酸亜鉛六水和物 ������

gとヘキサメチレンテトラミン ������Jを超純水 �����P/

に溶解した。その後、溶液を ����USPで磁気撹拌しな
がら����0水酸化ナトリウム水溶液 を�����P/滴下した。
そのまま��分間攪拌を続けた後、懸濁液を ����P/

オートクレーブ（7$)�65���、耐圧硝子工業）に移し、
����℃で 13時間、水熱合成した。加熱終了後、室温
まで放冷し、得られた懸濁液を �����USPで ��分間遠
心分離することにより粒子を回収した。回収試料を超純
水で �回洗浄後、���℃で ��時間乾燥させ、ナノフラワー
型 ZnOを得た。

2.2.2. マルチシェル型ZnOの合成
マルチシェル型 ZnO は Chenらの報告を参考に合成

した（&KHQ�HW�DO������）。まず、硝酸亜鉛六水和物 ������

gとL（-）-プロリン������Jをメタノール �����P/に溶
解し、����USPで ��分間磁気攪拌した。溶液を ����

mLオートクレーブに移し、����℃で ��時間、ソルボサー
マル合成した。得られた懸濁液を�����USPで ��分間
遠心分離することにより粒子を回収し、超純水で �回洗
浄した。得られた粒子を���℃で��時間乾燥した後、マッ
フル炉（KDF S7、デンケン）を用いて空気中で昇温速

度 1 ℃ min-1、最高温度 ����℃、保持時間 4時間で
焼成し、マルチシェル型 ZnOを得た。

2.2.3. ロッド型ZnOの合成
ロッド型 ZnO はWangらの報告を参考に合成した

（:DQJ�HW�DO������）。まず、硝酸亜鉛六水和物 ������

gとエタノールアミン�����P/を超純水 �����P/に溶解
した。その後、溶液を����USPで磁気撹拌しながら����

M水酸化ナトリウム水溶液������P/を滴下した。溶液
を����P/オートクレーブに移し、����℃で ��時間、水
熱合成した。得られた懸濁液を�����USPで ��分間遠
心分離することにより粒子を回収し、その後、超純水で
�回洗浄した。最後に試料を���℃で ��時間乾燥させ、
ロッド型 ZnOを得た。

2.3. 特性評価
X線回折装置（XRD、'��$GYDQFH、Bruker）を用

いて試料の結晶構造解析を行った。���N9、���P$で
CuKα線（���������QP）を発生させ、�θ� ����～����

deg.の測定範囲、�����GHJ�のステップ幅、����GHJ��V-1

の走査速度で回折線を検出した。
走査型電子顕微鏡（FE-SEM、-60�����0、JEOL）

を用い、試料の表面観察を行った。試料表面に加速電
圧 ��～����N9、エミッション電流 ����$で電子線を照射し、
二次電子を検出した。
比表面積・細孔分布測定装置（$6$3�����、島津

製作所）を用いて試料の比表面積を測定した。セル内
の試料を ����℃で �時間加熱することで脱ガス処理し
た後、�������℃における窒素の吸着等温線を測定した。
その後、Brunauer-Emmett-Teller（BET）多点法によ
る解析により比表面積 S（m� g-1）を決定した。また、式
（1）を用いてBET径 D（�P）を算出した。

 　　　　  　　　 　　　　   　　　（1）
　
ρは試料の密度（g cm-3）を示す。
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-PN\YL����9LHJ[VY�KPHNYHT�MVY�L]HS\H[PVU�VM�WOV[V�
JH[HS`[PJ�HJ[P]P[ �̀

2.4. 光触媒活性評価
����ジニトロフェノール（DNP）をPOPsのモデル物質

として用い、)LJ���に示した実験装置で分解実験を行っ
た。DNPは黒色染料の原料や重合防止剤として化学
工業分野で広く用いられている。また、DNP溶液は黄色
を呈し、濃度変化を分光学的手法で測定可能なことから、
光触媒研究における分解対象物としてよく用いられてい
る。分解経路の解析も行われており、光触媒によるDNP

分解の安全性が確かめられている（$VODP�HW�DO������）。
光源には波長域 ����～�����QP、��:のブラックライト

蛍光ランプ（)/�%/%�1、東芝）を9本用いた。まず、
���SSPのDNP溶液 ���P/に試料 �����Jを超音波分
散させた。その後、暗所で ��分間攪拌することで試料
表面とDNPとの吸着平衡とした後、光照射を開始した。
一定時間ごとに試料をサンプリングし、紫外可視分光光
度計（9����、JASCO）を用いて波長 ����QPにおける
吸光度を測定した。
分解反応を一次反応と仮定し、式（�）を用いて反応

速度定数 k（min-1）を決定した。

 　　　　  　　　 　　　　   　　　（�）

c�は初濃度（ppm）、ctは照射時間 tにおける濃度
（ppm）を示す。

3. 結果

3.1. 結晶構造解析
ソルボサーマル合成により得られた三種類の試料のX

線回折パターンをFig. 3に示した。全ての試料で ZnO

のリファレンスパターンと一致し、不純物を含むことなく
ZnOが合成されていた。
ナノフラワー型、マルチシェル型、ロッド型 ZnOの
結晶化度はそれぞれ 71.1%、77.1%、�����、また、
結晶子径はそれぞれ �����QP、41.7 nm、79.4 nm

であった。最強線ピークの結晶面は、ナノフラワー型、
マルチシェル型 ZnOが（���）面、ロッド型 ZnOが
（���）面であった（Table 1）。また、（���）面と（���）
面のピーク強度比 R（���）�（���）はナノフラワー
型が ����、マルチシェル型が ����、ロッド型は �����

であった。

3.2. 表面観察
ナノフラワー型 ZnOは、シート状の一次粒子が集まる

ことで粒子径約 ���P程度の花のような二次粒子を形成

Rod-like

Multi-shell

Flower-like
ZnO ref.

(101)

(100)

-PN\YL����?�YH`�KPɈ�YHJ[PVU�WH[[LYU�VM�AU6�ZHTWSLZ�
^P[O�KPɈ�LYLUJL�TVYWOVSVNPLZ�
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;HISL����*Y`Z[HSSPUP[ �̀�JY`Z[HSSP[L�KPHTL[LY�HUK�JY`Z[HS�MHJL�VM�[OL�Z[YVUNLZ[�WLHR�MVY�AU6�ZHTWSLZ�^P[O�KPM�
MLYLUJL�TVYWOVSVNPLZ�

Samples Crystallinity (%) Crystallite diameter 
(nm)

Crystal face of 
strongest peak

R�����������

Flower-like 71.1 ���� ����� 0.74

Multi-shell 77.1 41.7 ����� 0���

Rod-like ���� 79.4 ����� 1����

していた（Fig. 4a）。マルチシェル型 ZnOは、����QP

程度の球状一次粒子が集まって直径約 1～ ���Pの
球状二次粒子を形成していた。球状二次粒子は一部、
最外殻が欠けている粒子が観察され、少なくとも�層の
シェルを形成していることが確かめられた（Fig. 4b）。ロッ
ド型 ZnOは、����P程度の棒状粒子が形成されてい
た（Fig. 4c）。先端は尖っており、側面は複数の平面
から成っている様子が観察された。以上より、全ての試
料で調製法を参考にした論文と同様の形態が観察でき、
目的の形状のZnO粒子が合成できたことが確認された。

3.3. 試料の比表面積測定
ナノフラワー型、マルチシェル型、ロッド型 ZnOの比
表面積はそれぞれ �����P� g-1、1.31 m� g-1、�����P�

g-1であった。また、BET径はそれぞれ ������P、�����

�P、������Pであった。

3.4. 光触媒活性評価
調製した粒子形状の異なる各 ZnO試料を用い、UV

光照射下で行なった ����ジニトロフェノール（DNP）分
解実験の結果を)LJ���Dに示した。ナノフラワー型 ZnO

を用いた分解実験では、反応時間 ��分でDNPをほ
ぼ完全に分解した。一方、マルチシェル型およびロッド
型 ZnOを用いた実験での DNP分解率は、��分後で
それぞれ約 ����、����であった。
続いて、DNPの濃度変化の片対数プロットを)LJ���E

に示した。全ての試料において良好な直線関係が得ら
れたことから、ZnO光触媒によるDNP分解が一次反
応であることが明らかとなった。また、光触媒活性はし
ばしば反応速度定数で議論される。ナノフラワー型、マ
ルチシェル型、ロッド型 ZnOの反応速度定数はそれぞ
れ �������PLQ-1、�������PLQ-1、�������PLQ-1であった
（7DEOH��）。

4. 考察

一般に、光触媒活性は粒子の比表面積と結晶化度
によって左右される。なぜなら、比表面積の増大に伴い吸

　　
     　　  

1 µm 1 µm 10 µm

(a) (b) (c )

111 µµµmmm 111 µµµmmm 111000 µµµmmm

(((aaa))) (((bbb))) (((ccc)))

-PN\YL����:,4�PTHNLZ�VM��H��Å�V^LY�SPRL���I��T\S[P�ZOLSS�HUK��J��YVK�SPRL�AU6�WHY[PJSLZ�
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(a)

Multi-shell

Flower-like

Rod-like

(b)

-PN\YL�����H�;OL�JVUJLU[YH[PVU�JOHUNLZ�HUK��I��[OL�
MPYZ[�VYKLY�RPUL[PJ�JVUZ[HU[Z� MVY�+57�KLNYHKH[PVU�
I`�LHJO�ZHTWSL�

収光束が増えること、また、分解対象物の吸着サイトが
増えることで反応速度が向上するためである。一方で、
結晶化度は量子収率に影響を与える。ここでの量子収
率とは、光触媒粒子が吸収した光子のうち、反応に用
いられた光子の割合を意味する。結晶化度が高い粒子
は励起電子と正孔の再結合中心が少ないため、量子
収率が向上する。したがって、一般的には比表面積と
結晶化度が高い粒子ほど光触媒活性が大きくなると言
われているが、用いる光触媒の材料や合成法、分解
対象物質などによりどちらがより光触媒活性に影響する

-PN\YL����9LSH[PVUZOPW�IL[^LLU�JY`Z[HSSPUP[`�HUK�
),;�ZWLJPÄ�J�Z\YMHJL�HYLH�MVY�LHJO�ZHTWSL�

かは異なってくる。
)LJ���に示したように、本研究で合成した 3つの試
料の間では、粒子の結晶化度と比表面積はトレードオ
フの関係にあることが明らかとなった。この結果を光
触媒活性の関係を比較すると、光触媒活性はナノフラ
ワー型、マルチシェル型、ロッド型の順に高く、比表面
積の順と一致し、結晶化度の傾向とは逆の傾向を示し
ていることがわかる。このことから、ZnO光触媒におけ
る活性への寄与は、本実験の範囲内では結晶化度よ
りも比表面積の方が大きいと考えられる。ここで、ZnO

の光触媒活性は比表面積が ���P� g-1程度を超える
と頭打ちになることが報告されている（橋本ら�����）。
本研究で合成した 3つの試料の比表面積はいずれも
���P��g-1を大きく下回るため、比表面積による寄与が
大きいと考えられる。
また粒子径・結晶子径比から、1つの ZnO粒子を構
成する単結晶の量を評価することができる。1つの ZnO

粒子を構成する単結晶の量の増加は、結晶粒界の増
加を意味する。結晶粒界は、励起電子と正孔の再結合
中心として作用する格子欠陥を生じる（橋本ら�����）
ため、光触媒活性の低下を招くことが知られている。ナ
ノフラワー型、マルチシェル型、ロッド型 ZnOの粒子径・
結晶子径比はそれぞれ 4.7、����、����であった。ナ
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活性を示した。
以上より、ナノフラワー型 ZnOは高比表面積、かつ

電荷分離性能に優れるという特徴を持ち、高い光触媒
活性を有することが分かった。さらに、3つの試料の中
で最も低温で合成できること、調製時に有機溶媒が不
要であることから、グリーンケミストリーの観点からも優れ
た材料であると言える。また、光触媒の粒子形状は、
結晶化度や比表面積などの粒子特性を左右する大きな
要因の一つであり、光触媒開発における粒子形状制御
の重要性が示された。

5. 結論

本研究では、３種の構造制御剤を用いたソルボサー
マル合成により、ナノフラワー型、マルチシェル型、ロッ
ド型の ZnO光触媒を合成し、粒子特性および光触媒
活性を比較した。得られた粒子の特性評価の結果、
異なる構造制御剤を用いることで、粒子形状とそれに
大きく影響されるBET比表面積、および結晶化度など、
性状の異なる種々の ZnOを調製することできた。結晶
化度はロッド型、マルチシェル型、ナノフラワー型の順
に大きく、一方で、BET比表面積はナノフラワー型、
マルチシェル型、ロッド型の順に大きかった。この結果
より、本研究で調製した３種の ZnOは、結晶化度と
BET比表面積はトレードオフの関係にあることが示され
た。また XRDの測定結果から、ロッド型のみ、（���）
面と（���）面のピーク強度比であるR（���）�（���）
が非常に大きく、（���）面だけが特異的に成長してい
ることがわかった。
得られた各種形状の ZnOを用いてDNP分解により

光触媒活性を評価した結果、活性はナノフラワー型、
マルチシェル型、ロッド型の順に大きく、BET比表面
積の傾向と一致した。また、ロッド型は結晶面の強度
が（���）面に偏っていたことも活性が低い要因と考え
られた。以上の結果より、ZnOを用いた DNP分解反
応においては、ナノフラワー型形状のものが最も適して
いることが示された。ただ一般に、比表面積の大きい

粒子は粒子径が小さいことから、水処理後に固液分
離で光触媒粒子を回収・再利用することが困難となる。
そのため、高比表面積を有しながら、回収および再利
用可能な光触媒を開発することが今後の課題となる。
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;HISL����*VTWHYPZVU�VM�+57�KLNYHKH[PVU�YH[L�MVY� ]HYPV\Z�WOV[VJH[HS`Z[Z�

Sample Light source
Reaction rate

constant
���-3 min-1)

Reference

Flower-like ZnO 89���:�%ODFN�OLJKW�EOXH
ÁXRUHVFHQW�ODPS�× 9) ���� This study

Multi-shell ZnO 89���:�%ODFN�OLJKW�EOXH
ÁXRUHVFHQW�ODPS�× 9) ���� This study

Rod-like ZnO 89���:�%ODFN�OLJKW�EOXH
ÁXRUHVFHQW�ODPS�× 9) ���� This study

Commercial ZnO1) 89�����:�WXQJVWHQ
halogen lamp) ���� Vora et al.,

����

Y�O3-ZnO 89�����:�[HQRQ�ODPS� ���� Su et al.,
����

$J�U*2�� UV (11W mercury lamp ×��� �� Alturiqi et
DO�������

0:&17V�7L2�
3) Solar ���� Wang et al.,

����

SiO��)H3O4 9LVLEOH�OLJKW����:�/('�ODPS� ���� Al-Arjan et
DO�������

　　1) Purchased from Merck.

　　���U*2��5HGXFHG�JUDSKHQH�R[LGH�

　　3) MWCNTs: Multi-walled carbon nanotubes.

ノフラワー型 ZnOの値が他の試料に比べて圧倒的に小
さいことから、比表面積に加え、結晶粒界の少なさもナ
ノフラワー型の高い光触媒活性の要因の一つであること
が示唆された。
さらに ZnOは結晶面によって価電子帯と伝導帯の位
置が異なることから、二つの異なる結晶面の界面でヘテ
ロ接合が生じ、再結合が抑制されると言われている（Liu 

HW�DO������）。ロッド型 ZnOは（���）面と（���）面のピー
ク強度比であるR（���）�（���）が非常に大きく、（���）
面だけが特異的に成長していると言える。すなわち、ロッ
ド型 ZnOでは異なる結晶面の界面が少なく、電荷分
離性能が他の試料より劣ることが示唆され、そのことも
光触媒活性が低い要因の一つであると考えられた。
種々の光触媒によるDNP分解反応の速度定数を

7DEOH��に示した。本研究のナノフラワー型 ZnOは、
不定形粒子である市販の ZnO（9RUD�HW�DO������）と
比較して、低出力の光源を用いながら��倍近く高い
光触媒活性を有することが分かった。また ZnO以外
でも、DNP分解における電荷分離性能の向上のため
に、二種の金属酸化物を複合化したY�O3-ZnO（Su 

HW�DO������）や、金属ドープ光触媒の一種である$J�

rGO（$OWXULTL�HW�DO������）が開発されている。さらに、
高比表面積を得るため、TiO�に多層カーボンナノチュー
ブ（MWCNTs: Multi-walled carbon nanotubes）を複
合させた光触媒（:DQJ�HW�DO������）や、メソポーラス
シリカを担体として利用した SiO��)H3O4（Al-Arjan et al. 

����）が開発され、DNP分解に用いられているが、本
研究のナノフラワー型 ZnOはいずれの光触媒よりも高い
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Abstract　Coccolithophore is one type of phytoplankton that forms calcium carbonate plates 
FDOOHG�FRFFROLWKV��DQG�LV�UHODWLYHO\�GLYHUVH�ZLWK�DERXW�����VSHFLHV� LQ� WKH�ZRUOG’s oceans. Coc-
FROLWKV�DFFXPXODWH�LQ�PDVVLYH�FDOFDUHRXV�GHSRVLWV�RQ�WKH�VHD�ÁRRU�WKDW�VHUYH�DV�D�VHGLPHQWDU\�
EXIIHU�RI�RFHDQ�FKHPLVWU\�DQG�DUH�DOVR�D�PDMRU�ORQJ�WHUP�FDUERQ�VWRUDJH�WKDW�KDV�D�VLJQLÀFDQW�
impact on the global carbon cycle and climate. Coccolithophores are also a major producer of di-
PHWK\O�VXOÀGH��'06��WKDW�LV�WKH�GRPLQDQW�SUHFXUVRU�IRU�FORXG�FRQGHQVDWLRQ�QXFOHL�LQ�WKH�PDULQH�
atmosphere; DMS emissions decrease solar radiation due to increasing cloud cover. Coccolitho-
SKRUHV�SOD\�DQ�LPSRUWDQW�UROH�LQ�ELRJHRFKHPLFDO�F\FOHV�LQ�WKH�RFHDQ�E\�LQÁXHQFLQJ�WKH�RFHDQLF�
uptake of atmospheric carbon dioxide, and producing calcium carbonate sediments and DMS. 
Coccolithophores often bloom on massive scales. Around the Japan archipelago, coccolithophore 
blooms have also been reported; a Gephyrocapsa oceanica bloom in Tokyo Bay and Sagami Bay 
�������DQG�+DNDWD�%D\���������������������DQG�D�Emiliania huxleyi�EORRP�LQ�6XUXJD�%D\���������
,Q�PLG�0D\�������D�PDVVLYH�EORRP�RI�FRFFROLWKRSKRUHV�ZHUH�REVHUYHG�LQ�6DJDPL�%D\��-DSDQ��
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SRVVLEO\�IRU�WKH�ÀUVW�WLPH�LQ����\HDUV��7KH�EORRP�ZDV�LQLWLDOO\�REVHUYHG�E\�WKH�-$;$��*&20�&�
ocean color remote sensing satellite “Shikisai”�FDSWXULQJ�D�YDVW�HPHUDOG�JUHHQ�UHÁHFWDQFH�LPDJH�
in the bay. Researchers who received the report immediately conducted in situ observations, and 
found that coccolithophores caused the massive bloom. Coccolithophore is a common yet elusive 
group in the waters around Japan, and there has only been one report of a bloom observation in 
Sagami Bay. This study shows the characteristics of the coccolithophore bloom observed in Sag-
DPL�%D\�LQ������DQG�DOVR�UHSRUWV�RQ�WKH�PDULQH�HQYLURQPHQW�GXULQJ�WKH�EORRP��:DWHU�WHPSHUD-
ture, salinity, nutrients, chlorophyll a��DQG�FHOO�GHQVLW\�ZHUH�FROOHFWHG�IURP�ÀHOG�VDPSOHV��6DWHOOLWH�
ocean color data was provided by “Shikisai”��6DWHOOLWH�LPDJHV�RQ�0D\����DQG����LQ������VKRZ�WKDW�
the bloom spread counterclockwise due to counterclockwise coastal currents in Sagami Bay. The 
species, Gephyrocapsa oceanica��ZDV�FRQÀUPHG�XVLQJ�OLJKW�PLFURVFRS\�DQG�D�VFDQQLQJ�HOHFWURQ�
PLFURVFRSH��DQG�ZDV�WKH�VDPH�VSHFLHV�WKDW�RFFXUUHG�LQ�������&KORURSK\OO�a concentration and 
FHOO�GHQVLW\�DW�WKH�VXUIDFH�ZHUH�����μg L-1�DQG����×��3 cells mL-1, respectively. NO�

- and NO3
- 

FRQFHQWUDWLRQV�DW�WKH�VXUIDFH�GXULQJ�WKH�EORRP�ZHUH������μmol L-1�DQG������μmol L-1, respective-
ly, which were relatively higher than previous years. The results suggest that one of the causes of 
coccolithophore bloom is the relatively high concentration of inorganic nitrogen. Previous studies 
of prokaryotic and eukaryotic community structure in the coastal areas of Sagami Bay using ge-
netic analysis have reported occurrence of haptophytes and the occurrence of coccolithophores 
throughout the year. These results suggest that coccolithophores are frequently present in Sagami 
Bay and form massive blooms in a short time period if environmental conditions are favorable. 
)XUWKHU�LQYHVWLJDWLRQ�LQFOXGLQJ�FXOWXUH�H[SHULPHQWV�DUH�QHHGHG�WR�UHVROYH�WKH�GHWDLOV�DQG�VSHFLÀF�
causes.

Keywords: coccolith, haptophytes, remote sensing, spatial variability

1. はじめに

円石藻は炭酸カルシウムからなる円石（Coccolith）をも
つ植物プランクトンの 1グループで、ハプト藻に分類される。
三畳紀後期から海洋プランクトン群集の重要な構成要素を
なしており、約 ���種の現生種が確認されている（Bown 

HW�DO��������+D\�������<RXQJ�HW�DO������）。円石藻による
円石の形成過程では二酸化炭素が発生する一方、円
石は石灰質の堆積物として海底に蓄積され、海洋化学に
おける炭素の堆積バッファーとしての役割を果たすとともに、
全球的な炭素循環や気候に大きな影響を与える炭素貯
蔵源となっている（,JOHVLDV�5RGULJXH]�HW�DO��������%DOFK�

����）。円石藻は、表層における一次生産の 1－���、

外洋における炭酸カルシウム堆積物生成の ���に寄与し
ていると推定されている（3RXOWRQ�HW�DO��������%URHFNHU�	�

&ODUN�����）。また同時に、硫黄化合物であるジメチルスル
フィド（DMS）の生成者としても知られている。DMSは雲
の凝集核となることから、円石藻の増殖によるDMSの生
成は、雲量の増加による日射量の減少を引き起こす（Brown 

& Yoder 1994）。以上のように円石藻は、大気中の二酸
化炭素を海洋へと取り込み、炭酸カルシウム堆積物および
DMSを生成することによって、炭素の生物化学循環に重
要な役割を果たしていると考えられている。
円石藻はしばしば巨大なブルームを引き起こすことで有
名である。その際、円石による高い反射特性により、ブ
ルーム時には海が白く濁る。「白潮」と呼ばれるこの現象
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は、人工衛星から度々確認されており、日本近海におい
てもその発生状況が報告されてきた。これまで、東京湾・
相模湾（����年）、博多湾（����・����・����年）
ではGephyrocapsa oceanica、駿河湾（����年）では
Emiliania huxleyiによるブルームが発生したことが知られて
いる（小倉・佐藤�������池田�������萩原ほか�����）。
����年 �月中旬、相模湾において大規模な円石藻の

ブルームが観測された。この現象は、まず宇宙航空開発
研究機構（JAXA）の気候変動観測衛星「しきさい」に
よって捉えられ、海色がエメラルドグリーンに変化した湾内
の様子が認められた。これを受け、現場観測を実施した
ところ、海色の変化は円石藻のブルームによるものであるこ
とが判明した。これまで相模湾において円石藻ブルームの
観測が報告されたのは ����年の 1件のみであることから、
��年ぶりに同海域で円石藻がブルームを起こしたと考えら
れる（小倉・佐藤�����）。
本研究では、����年の報告から��年ぶりに相模湾に

おいて観測された円石藻ブルームの特徴を明らかにするこ
とを目的として、ブルーム時の海洋環境についての調査結
果を報告する。

2. 材料と方法

調査は、横浜国立大学の実習船「たちばな」によって、

海色の変化が沿岸部まで広がった ����年 �月��日に、
相模湾真鶴半島沖 6W�����（��Ý���’����1����Ý���’777E）
で行った（Fig. 1）。

2.1 水質調査項目と手法
水温と塩分は、CTDセンサー（2FHDQ�6HYHQ������

Idronaut S.R.L.）を使って鉛直的に測定した。さら
に、表層 ��Pと水深 ��P地点から採水を行い、栄
養塩類（NO�

-, NO3
-, PO4

3-, SiO�）をオートアナライザー
（SWAAT, BLTEC）で測定した。クロロフィル a濃度は、
試料を孔径 ����μmのガラス繊維濾紙（*)�)����PP��

Whatman）で濾過後、Zepata et al.（����）にもとづい
てメタノールで抽出し、フォトダイオードアレイ紫外可視光
分光光度計（63'�0��$��6+,0$=8）を用いて測定
した。

2.2 プランクトンの計数と同定法
プランクトン用試料は、目合い ����μmのナイロンメッ
シュで船上にて濾過した採水試料から 1 Lを分取し、
����％中性海水ホルマリンで固定した。この試水を静
置沈殿させ、サイフォンを使って濃縮し、均一化した後、
����P/を分取してマス目合計 ���区画の計数盤に滴
下して光学顕微鏡下で細胞数を計数した。また、ブルー
ムを起こした円石藻の同定のために、走査型電子顕微

　　
     　　  

　　
     　　  

-PN\YL����4HW�VM�[OL�7HJPÄ�J�^LZ[LYU�IV\UKHY`�JVHZ[HS�YLNPVU�VM�1HWHU��IH[O`TL[Y`�HUK�ZHTWSPUN�Z[H[PVU�
�:[�������PU�[OL�[LTWLYH[L�^H[LYZ�VM�:HNHTP�)H �̀
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鏡（6(0��-60�����)��-(2/）を用いた。

2.1 衛星観測
JAXAの気候変動観測衛星「しきさい」によって取

得された衛星データを使用した。湾内の RGB画像を
出力するにあたり、海色をより強調するため、Ota et al. 

（����）の放射伝達コードで大気分子散乱と透過率を
計算して補正した。

3. 結果

3.1 環境要因
調査時には、真鶴半島沖全域において海色がエメラ

ルドグリーンに変化していた。人工衛星からは、�月��

日の海況は観測されなかったものの、その前後である�

月13日と17日に観測された（)LJ���）。
����年 �月��日の表層 ��Pと水深 ��P地点におけ

る環境要因の結果をTable 1に示した。また、比較の
ために ����年 �月、東京・相模湾における円石藻ブルー
ム時の結果も同表に示した。両年の水質を比較すると、
水温は同程度であるのに対して、塩分は ����年 �月
の方がやや高い結果となった。SiO�濃度は ����年
�月のデータがないため比較できないが、NO�

-・NO3
-・

PO4
3-濃度は ����年 �月の方が高かった。また、����

年 �月のクロロフィル a濃度は、表層 ��Pと水深 ��P

地点でそれぞれ、����μg L-1と����μg L-1であり、����

年 �月と比較するとかなり低かった。

3.2 種同定と細胞密度
光学顕微鏡による観察から、ブルームを起こしたの

は円石藻であると確認された。さらに、走査型電子顕
微鏡を用いて細胞の形状をより詳細に観察したところ、
円石の低角から中角に橋を有する特徴が確認されたた
め、本種は Gephyrocapsa oceanicaであると同定され
た（Fig. 3）。円石藻の細胞密度は、表層 ��Pと水深
��Pでそれぞれ、���×��3 cells mL-1と���×��3 cells 

mL-1であった。

4. 考察

人工衛星によるリモートセンシングの強みは、広範囲
を時系列に沿って観測できることである。本研究におけ
るブルームも、まず JAXAの気候変動観測衛星「しきさ
い」によって捉えられ、その報告を受けて採水を伴う現
場観測が実施された。�月13日と17日の衛星画像を
比較すると、ブルームは沿岸域を反時計回りに広がった。

　
　
     　　  

-PN\YL����0UP[PHS�YLTV[L�ZLUZPUN�VJLHU�JVSVY�ZH[LSSP[L�PTHNLZ�VM�[OL�JVJJVSP[OVWOVYL�ISVVT�PU�:HNHTP�)H`�
VU�4H`�����SLM[�WHULS��HUK�4H`�����YPNO[�WHULS��������;OL�LTLYHSK�NYLLU�YLÅLJ[HUJL�ZPNUHS�ZOV^Z�[OL�L_�
[LU[�VM�[OL�ISVVT�
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;HISL����,U]PYVUTLU[HS�MHJ[VYZ�JVSSLJ[LK�MYVT�:[H[PVU�����K\YPUN�[OL�VUZL[�VM�[OL�JVJJVSP[OVWOVYL�ISVVT�
PU�:HNHTP�)H �̀�+H[H�PU��  ��^HZ�IHZLK�VU�6N\YH��:H[V���������

　 0D\�������� 0D\�������� 0D\�����������

��P ��P ����P

Water Temperature (℃ ) ���� ���� ����

Salinity 33.3 ���� ����

NO�
- (μmol L-1) ����� ����� �����

NO3
- (μmol L-1) ����� ����� �����

PO4
3- (μmol L-1) ����� ����� �����

SiO� (μmol L-1)  3.34 ����� ―

Chlorophyll a (μg L-1) ����� ����� ����

これは、相模湾内に存在する同方向の沿岸海流に起
因するものだと考えられる（岩田ほか�����）。
円石藻によるブルームの発生は、日本近海において

も度々報告されており、これまでブルームを起こした種
は Emiliania huxleyiか Gephyrocapsa oceanicaのどち
らかであった（小倉・佐藤�������池田�������萩原ほか 

����）。本研究においても、����年 �月に相模湾でブ
ルームを起こしたのはG. oceanicaであり、これは ����

年 �月に東京・相模湾においてブルームを起こした種と
同種であった。また、相模湾という同一海域であっても、
����年 �月の表層水おける円石藻の細胞密度の最高
値は、���×��� cells mL-1であり、����年 �月の細胞
密度はそれよりも�桁小さかった（小倉・佐藤�����）。
環境要因との関係性については、小倉・佐藤（����）

は、����年 �月のブルーム時におけるNO�
-・NO3

-濃
度は前年同月（1994年 �月）よりも高いと結論した。
����年 �月は、����年 �月よりもこれらの濃度が高い
ことから、無機態窒素が比較的豊富だったと考えられる。
Skejić et al.（����）は、海洋における円石藻の現存
量とNO3

-濃度には正の相関があると指摘しており、比
較的豊富な無機態窒素が ����年の円石藻ブルームの
形成要因の一つであったことが示唆される。

駿河湾の沖合では、珪藻の大増殖によりケイ酸塩
と硝酸塩が枯渇した後、再び硝酸塩が供給された時
期に E. huxleyiが増殖したと報告された（萩原ほか 

����）。また、����年から����年にかけてのバレンツ
海では、E. huxleyiのブルームが毎年夏季に観測され、
円石藻のブルーム時には珪藻がほとんど出現しなかった
と報告された（6LONLQ�HW�DO������）。温帯域に位置する
相模湾では、�月から�月にかけて珪藻を主としたマイ
クロプランクトンの春季ブルームが発生し、栄養塩が消
費される（$UD�HW�DO������）。したがって、�月の相模湾
は栄養塩が枯渇する傾向にあるが、����年において
は無機態窒素濃度が比較的高く、珪藻の増殖に不十
分で、円石藻の増殖に十分であった可能性がある。G. 

oceanicaは、日本近海に広く分布する種であることから、
相模湾においても好適条件下では今回のように急増殖
しブルームを形成すると考えられるが、その詳しい原因
については、今後のさらなる調査と解析が必要である。
相模湾沿岸域における遺伝子解析を使った原核生物

と真核生物群集構造の調査結果では、周年を通した
円石を持たないハプト藻と円石藻の出現が確認されて
いる（6RJDZD�HW�DO������）。また、同海域で ����年
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-PN\YL����:JHUUPUN�LSLJ[YVU�TPJYVZJVWL�PTHNL�VM�[OL�PKLU[PÄ�LK�JVJJVSP[OVWOVYL��.LWO`YVJHWZH�VJLHUPJH��

�月から����年 �月にかけて補助色素組成の変動を
調査したところ、円石藻が細胞内に含有するとされている
19’-hexanoyloxyfucoxanthinは、���回のサンプリングにお
いて ��回検出された（矢野 未発表）。これは同じ補助色
素を含有する他のハプト藻が原因となっている可能性もある
一方、円石藻由来である可能性も考えられる。また、円石
を持たない状態の円石藻（非円石細胞）による寄与も含
まれているかもしれない。培養実験においては、球形で �

本の鞭毛を伴い、円石を持たずに浮遊する非円石細胞が
観察されることが報告されている（6DUXZDWDUL�HW�DO������）。
これらの結果から、円石藻は相模湾に生息しており、環境
状況が円石藻にとって良好であるなら、短期間に大規模な
ブルームが形成される可能性があると考えられる。今後は、
円石藻がブルームを起こす良好な海洋環境を決定するた
め、その生理学的特徴の解明に焦点を当てた調査を行い、
現場における生態学的説明に応用することが重要な課題
といえる。そのため、高頻度の現場観測に加えて実験室
での培養実験も行う必要がある。

5. おわりに

本研究は、����年 �月、��年ぶりに相模湾で発
生した円石藻のブルームについて調査し、環境要因
やブルームの特徴を記載した。本ブルームは、まず
JAXAの人工衛星「しきさい」によって捉えられ、そ
の報告を受けて行われた現場観測により詳細が明ら
かになった。ブルームを起こした種は、����年と同種
の Gephyrocapsa oceanicaであったが、細胞密度は
異なり、����年の方が規模は小さかった。円石藻が
ブルームを起こした一要因は比較的豊富な無機態窒
素であった可能性が示唆されたが、より詳細で具体
的な原因については今後のさらなる調査・解析が必
要である。
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Abstract　In aquaculture and ornamental industries, copepods are recognized as preferred live 
IHHGV�IRU�PDULQH�ÀVK�ODUYDH�RYHU�FRPPRQO\�XVHG�RUJDQLVPV�VXFK�DV�Artemia and rotifers. Marine 
ÀVK�ODUYDH�IHG�ZLWK�FRSHSRGV�VKRZ�EHWWHU�VXUYLYDO�DQG�JURZWK��'HVSLWH�REYLRXV�DGYDQWDJHV�RI�
FRSHSRGV�DV�WKH�OLYH�IHHG��WKHLU�XVH�LV�VWLOO�OLPLWHG�RZLQJ�WR�ORZ�SURGXFWLYLW\�DQG�FRVW�HIÀFLHQF\�
when mass cultivated.

Copepods from the genus Acartia are good candidates for a live feed because their body size, 
VZLPPLQJ�EHKDYLRU��DQG�ELRFKHPLFDO�FRPSRVLWLRQ�DUH�VXLWDEOH�IRU�PDQ\�PDULQH�ÀVK�ODUYDH�ZKLFK�
have small mouth gapes. In addition, Acartia species produce dormant eggs which can be stored 
DQG�KDWFKHG�WR�IHHG�ÀVK�ODUYDH��Acartia steueri Smirnov is widely distributed in the coastal wa-
WHUV�RI�WKH�ZHVWHUQ�3DFLÀF�2FHDQ��DQG�LV�DQ�HVVHQWLDO�IRRG�VRXUFH�IRU�WKH�ODUYDH�RI�FRPPHUFLDOO\�
LPSRUWDQW�ÀVK�LQ�WKHLU�QDWXUDO�KDELWDWV��

Different dietary microalgae affect the egg production rate, hatching success, survival rate, 
growth rate, and the population growth of copepods. One of the underlying bottlenecks in the 
intensive cultivation of copepods is fatally low survival rate during their larval stages. Calanoid 
copepods including genus Acartia feed on live microalgae. In the present study, in order to clari-
fy the favorable dietary microalgae for larvae of Acartia steueri, the nauplii individuals were fed 
with four mono-microalgal diets and one mixed-microalgal diet to measure their survival rate.

The present study conducted two experiments. In the first experiment, the nauplii hatched 
ZLWKLQ����KRXUV�ZHUH�LQGLYLGXDOO\�UHDUHG�LQ���ZHOO�SODWHV�XQGHU�WKUHH�GLHW�FRQGLWLRQV��PRQR�GLHW�
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of Tetraselmis suecica, Rhodomonas salina and Isochrysis galbana��LQ�$SULO�������6XUYLYDO�UDWH�
and development stages of the copepods were measured every two days. In the second experi-
PHQW�� WKH�QDXSOLL�ZHUH�UHDUHG�LQ�����P/�EHDNHUV�XQGHU�WKUHH�GLHW�FRQGLWLRQV��PRQR�GLHW�RI�T. 
suecica, Chaetoceros gracilis, and a mixed diet of T. suecica + C. gracilis at 1:1 carbon ratio) in 
$SULO�������6XUYLYDO�UDWH�DQG�GHYHORSPHQW�VWDJHV�RI�WKH�FRSHSRGV�ZHUH�PHDVXUHG�DW�GD\����DQG�
GD\����GXULQJ�WKH�LQFXEDWLRQ�GXUDWLRQ�
,Q�WKH�ÀUVW�H[SHULPHQW��WKH�VXUYLYDO�UDWH�DW�GD\����ZDV������±����％ when fed with T. suecica, 

ZKLFK�ZDV�WKH�KLJKHVW�YDOXH�DPRQJ�WKH�PRQR�PLFURDOJDO�GLHW�FRQGLWLRQV��+RZHYHU��RQO\����％ of 
individuals fed with T. suecica were developed to the adult stage (copepodid VI). In addition, the 
PDOIRUPDWLRQ�DW�ÀUVW�DQWHQQDV�ZDV�REVHUYHG�IURP�WKH�FRSHSRGLG�LQGLYLGXDOV�IHG�ZLWK�T. suecica. 
T. suecica is well known to be rich in amino acids but with poor fatty acid content. These results 
might suggest that T. suecica is the favorable diet for early developmental stages (i.e. nauplii) of 
the copepod A. steueri, but has a nutritional problem for the later development stages of life cycle. 
In the second experiment, the ratio of individuals developed until adult stages was maximized 
under the mixed diet condition of T. suecica and C. gracilis, and this mixed diet can be consid-
ered a favorable diet for A. steueri larvae in the present study.

Keywords: aquaculture; calanoid copepod; malformation; nauplii, survival rate 

１. はじめに

カイアシ類は海洋において多くの仔稚魚の主要な餌
資源であり、ときにその消化管内容物の ���を占める
ことが報告されている（7DQDND�HW�DO��������0DXFKOLQH�

����）。カイアシ類は多価不飽和脂肪酸といった必須
脂肪酸を多く含有しており、ワムシやアルテミアのような栄
養強化のプロセスも必要なく（1 VV�HW�DO��������6W¡WWUXS�

����）、仔稚魚の餌料として適した体サイズを示すこと
から、水産養殖分野における仔稚魚の理想的な餌料と
認識されている（6W¡WWUXS�����）。そのためカイアシ類
を仔稚魚の餌料として用いる試みが盛んに行われ、カ
イアシ類を給餌した仔稚魚はワムシやアルテミア等を給
餌した仔稚魚と比べ、生存率や成長速度、体色や市
場価値が向上することが報告されている（Shields et al. 

������%DUURVR�HW�DO������）。このような背景から天然域
から採集されたカイアシ類が仔稚魚の餌料に用いられ
るが、季節や海況によって収量が変動し、同種・同サ

イズのカイアシ類を生産することが難しく、寄生生物や
病原菌が魚類種苗生産へ混入するといった欠点があ
る（荻原�����）。そのため、培養環境を制御した屋内
での集約的なカイアシ類の大量生産が求められている
が、ワムシといった既存生物餌料の培養と比較した際に
はその生産性は低く（0ROHMyQ�	�$OYDUH]�/DMRQFKqUH�

����）、未だ困難な技術とされている。
カイアシ類の個体群の増殖速度は、成体による卵生
産数と生産された次世代幼生の加入率によって決定さ
れる。カイアシ類の培養において、給餌する餌料はカ
イアシ類の卵生産速度、孵化率、生存率や成長速度
に影響し個体群の増加を決定づける（Camus & Zeng 

������3DQ�HW�DO������）。卵生産速度は、カイアシ類の
現場における二次生産や個体群変動に直接関連する
ため（3RXOHW�HW�DO������）、異なる餌料環境下での雌
成体の飼育実験が盛んに行われ、好適餌料に関する
知見が報告されている。その一方で、幼生の好適餌
料に関する研究はその実験の困難さや煩雑さから限定
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されており、実用化されているアルテミアの幼生期から成
体までの生存率が ��～ ���とされる一方（寺本・木
下 ������%DODFKDQGDU�	�5DMDUDP�����）、人工環境下
におけるカイアシ類 $FDUWLD�EL¿ORVDの幼生から幼体まで
の生存率は ���以下、成体までは ��と低いことが知
られているため（/L�HW�DO������）、幼生期の低い生存率
の改善はカイアシ類の大量培養における喫緊の課題であ
る。カイアシ類はノープリウス幼生から、コペポダイト幼体、
そして成体まで発達する過程でその形態を変化させ、体
長は数十倍増大するため、摂餌可能な餌料サイズ、摂
餌に適した餌料サイズは発達段階毎の口器（体）サイ
ズに依存する（%HUJJUHHQ�HW�DO��������/LX�HW�DO������）。
Roman（1991）は放射性炭素で標識した餌料藻類を異
なる発達段階の Acartia tonsaに摂餌させ、標識した放
射性炭素のタンパク質、多糖類、脂質への取り込み量を
調べたところ、ノープリウス幼生ではタンパク質に最も放射
性炭素がとりこまれたが、コペポダイト幼体、成体へと発
達するに伴ってその割合は減少し、相対的に脂質への
取り込み割合が増加したことを報告した。そのため、カイ
アシ類は発達に伴い、要求する栄養素は変化すると推
測されるため、発達段階を考慮して餌料の検討を行うこと
で卵生産や生存率が向上する好適餌料を選択できると
期待される。

Acartia属カイアシ類は世界中の沿岸域において見出
される浮遊性の普通種であり（+DQVHQ�HW�DO������）、多く
の魚種の仔稚魚にとって適した体サイズ、遊泳行動、生
化学組成を示すことから理想的な生物餌料とされている
（5DMNXPDU�	�9DVDJDP�������:LOFR[�HW�DO��������+DQ-

VHQ�HW�DO������）。また、卵は低酸素や低温といった不適
環境にさらされると一時的に発生が停止するため（Uye 

������%DXPJDUWQHU�	�7DUUDQW�����）、数百日程度の冷
蔵保存が可能であることが示されている（Hansen et al. 

����）。したがって、必要に応じて常温に戻し、孵化さ
せることで魚類餌料としての利用や培養系の立ち上げの
際の播種個体としての利用が可能であり（Hansen et al. 

������3DQ�HW�DO������）、保管・流通の点で有利である。
Acartia steueri Smirnovは北西太平洋内湾域に広く分

布し、その北限はロシア南クリル湾（.RV�����）、南限
は琉球列島の川平湾（1LVKLGD�����）とされている。本
種のノープリウス幼生 1期は体長 ����P、雌成体の体
長は ����a������P程度であり（Ueda 1997, Okada et 

DO������）、自然環境下においては水産重要魚種の仔稚
魚の重要な餌資源となっている（7DQDND�HW�DO������）。ま
た、�����LQG��/-1の高密度条件で培養しても、生存率、
卵生産速度、孵化率が低下しないことが報告されており
（7DND\DPD�HW�DO������）、ラボスケールでの実験対象種
とされている（7DND\DPD�HW�DO������）。
カイアシ類培養の実用化において、非生物餌料は生
物餌料と比較して入手の安定性や使用の利便性におい
て有利である。先行研究によって、浮遊性カイアシ類の生
物餌料の代替として養魚用人工餌料、醤油粕、微細藻
類ペースト（Thalassiosira weissflogii、Isochrysis sp.）、冷
凍微細藻類ペースト（Tetraselmis sp., Nannochloropsis 

sp.）をSinocalanus tenellus、Pseudodiaptomus inopinus、 
Acartia clausi （現在の分類でAcartia hudsonicaもしくは
Acartia omorii）、 Acartia sinjiensis、Parvocalanus cras-

sirostrisの餌料として検討されたが卵生産性や生存率が
極めて低かったことが報告されている（8\H�������$ODMPL�

	�=HQJ�����）。そこで本研究では、水産養殖分野で一般
的に利用されている微細藻類種を用いた。また、先行研究
によって単一餌料藻類よりも複数種の微細藻類からなる
混合餌料を給餌することでカイアシ類の卵生産速度が向
上することが知られており、これは餌料を混合することで不
十分な栄養素が補われるためだと解釈されている（Li et 

DO��������3DQ�HW�DO��������$ODMPL�	�=HQJ�����）。そこで本
研究では、単一餌料藻類の餌料価値を評価した後に、混
合餌料による検討を行った。本稿では、A. steueri培養にお
ける好適な餌料藻類を検討するため、異なる微細藻類種
を餌料とした際のノープリウス幼生の成体期までの生存率
を測定した。

2. 材料および方法
2.1. 微細藻類餌料
水産餌料として一般的に用いられており、細胞サイズ、
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炭素・窒素比（CN比）や脂肪酸といった栄養組成の
点で特徴を有する微細藻類を餌料候補として緑藻 Tet-

raselmis suecica、クリプト藻 Rhodomonas salina、珪藻
Chaetoceros gracilis、ハプト藻 Isochrysis galbanaの 4

種を用いた（Table 1）。全ての微細藻類は ���P/の
三角フラスコを用い回分培養した。培養に用いた器具
はあらかじめオートクレーブ（���oC、��分間）を使用
し滅菌した。また、以降の実験操作は全てクリーンベン
チ内で無菌的に行った。培養には相模湾真鶴半島沖
3 kmの定点Mにて採水した表層海水を数か月間保管
後、塩分を��に調整し、孔径 ������Pのメンブレンフィ
ルター（Merck Millipore）で濾過したものを基本海水
とし、I��培地を作成し餌料藻類の培養に用いた。培
養は水温 ��℃、光強度 ����μmol m�� s-1、明暗周期
各 ��時間条件に設定したインキュベーター（)/,����1��

EYELA）内で実施した。培地中の餌料藻類の細胞濃
度は血球計算版を用い、生物顕微鏡下（237,3+27����

Nikon）で計数し、細胞サイズは接眼ミクロメーターを
用いて測定した（Table 1）。餌料藻類の炭素量は、
Nagao et al.（����）にもとづき元素分析計（Series Ⅱ 

&+16�2�$QDO\VHU�������3HUNLQ(OPHU）で測定した。

2.2. 動物プランクトン試料と培養海水の採集
動物プランクトン試料の採集は相模湾の北西域に位
置する真鶴港（��°��’49”N, 139°��’33”E; 水深 ��P）
で実施した。Acartia steueriの培養に用いた海水は、

定点Mにおいて表層海水をバケツにて採水し、現場に
おいて目合い �����Pのナイロンメッシュで大型の動植物
プランクトンを取り除き、常温暗所で 3カ月以上保管後、
目合い ������Pのガラスファイバーフィルターで濾過滅菌
した海水（)6:���������P）を用いた。
動物プランクトン試料は日中に目合い �����Pの動物

プランクトンネット（口径 ���FP、長さ����FP）を海底
付近から海面まで複数回傾斜曳きすることで得た。試
料採集時に併せて表層海水をバケツで採水し、棒状水
温計（Shinwa Rules Co., Ltd.）で海面水温を測定し
た。現場に存在する餌料を残しつつ、卵や他のカイア
シ類の混入を防ぐため、目合い ����Pのナイロンメッシュ
で濾過した現場表層海水を後述するカイアシ類の前培
養に用いた。採集された動物プランクトン試料は ��分
以内に横浜国立大学大学院環境情報院付属臨海環
境センター内の実験室へ移送し、実体顕微鏡（WILD 

0����/HLFD�&R���/WG�）で A. steueri雌成体のみを、上田
（1997）が報告した形態学的特徴を基に選別した。

2.3. Acartia steueriノープリウス幼生・コペポダイト
  幼体の好適餌料の検討
幼生・幼体の好適餌料の検討実験は計 �回実施

し、実験に用いたノープリウス幼生は、前述した、現場
より採集した A. steueri成体を実験室で培養することで
得た。1、�回目の実験に用いた成体個体はそれぞれ、
����年 4月、����年 4月に採集した。選別された雌

;HISL����4PJYVHSNHL�\ZLK�HZ�KPL[Z�MVY�JVWLWVKZ�PU�[OL�WYLZLU[�Z[\K �̀
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成体を ��個体ずつ、����P/の現場濾過海水（�����

�P）で満たしたナルゲンボトルに収容し、7��ZHLVVÀRJLL

を十分量（�����J�&�/-1）給餌し、現場水温、暗条
件で ��時間の馴化培養を行った。馴化培養後、����

mLビーカー内に雌成体を ��個体ずつ収容し、T. 

ZHLVVÀRJLL（�����J�&�/-1）を給餌し、19oC、明暗周期
各 ��時間条件で �日間培養することで卵を得た。得
られた卵は FSWで満たした ����P/ビーカーに移し、
19oC、暗所下で ��時間培養し、孵化後 ��時間以内
のノープリウス幼生を以下の培養実験に供した。本実
験の餌料濃度と量は、A. steueriと同程度の体サイズ
を示す Acartia tonsaにおいて卵生産速度と成長速度
が飽和する餌料濃度と量に基づいた（Berggreen et al. 

����）。
1回目の実験では、T. suecica、R. salina、I. galba-

naの 3つの単一餌料を用いた。�回目の実験では、
T. suecica単一餌料とC. gracilis単一餌料に加えて T. 

suecicaとC. gracilisの混合餌料（炭素比 1：1）を検
討した。

1回目のノープリウス幼生の培養実験には、ウェルプ
レートを培養容器として用いた。ノープリウス幼生は 1

個体ずつ ��P/の滅菌海水で満たした �ウェルプレート
に収容し、水温 19℃、暗所で ��日間、もしくは飼育容
器内の全個体が死亡するまで培養した。餌料条件毎に
���個体のノープリウス幼生を使用し 3連で実験を行っ
た。�日に一回 ���の海水をパスツールピペットで取り
除き、新たな海水と交換し、十分量の餌料（�����J�&�

L-1）を与えた。個体の生存率を �日に一回測定し、コ
ペポダイト期以降は形態学的特徴をもとに発達段階を記
録した。
�回目のノープリウス幼生の培養実験では、ビーカー

を培養容器とした。餌料条件ごとに ����P/の滅菌海
水で満たしたビーカーを 3つずつ用意し、それぞれの
ビーカーに ���個体のノープリウス幼生を収容した（��

mL ind.-1）。ビーカーには内径 ��PPのガラス管を設置
し、ビーカー底部から通気による攪拌を行った。海水交
換は �日に一回行い、ビーカー内の ����P/の培養海

水を目合い����Pのナイロンメッシュで濾しながら排水し、
メッシュに捕集された個体は洗瓶ですすぐことでビーカー
に戻し、新たな海水を加えた。水温、餌条件は、1回
目のノープリウス幼生培養実験と同様とし、全個体が成
体になる、もしくは全個体が死滅するまで培養を行った。
培養 ��日目、��日目に培養海水をペトリディッシュに移し、
実体顕微鏡下で生存個体を計数した。その際、コペポ
ダイト期の個体については形態学的特徴にもとづき発達
段階を求めた。培養 ��日目以降は、�日に 1回同様
の方法で観察を行い、成体個体が見出された場合は、
容器内から取り除き、成体まで発達した個体数を記録し
た。
ノープリウス期における生存率（%）は以下の（1）式で
算出した。

　　　　　

（1）
　
N indは実験に使用したノープリウス幼生の初期個体

数（ind.）を、C indはコペポダイト１期まで発達した個体数
（ind.）を示す。コペポダイト期における生存率（%）は以
下の（�）式で算出した。

　　　　　

（�）
　
C indはコペポダイト１期まで発達した個体数（ind.）

を、A indは成体（コペポダイト６期）まで発達した個体
数（ind.）を示す。ノープリウス1期から成体での生存率
（%）は以下の（3）式で算出した。

　　  （3）

N indは実験に使用したノープリウス幼生の初期個体
数（ind.）を、A indは成体（コペポダイト６期）まで発達した
個体数（ind.）を示す。

髙山ほか：カイアシ類 Acartia steueriの培養における餌料検討
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3. 結果
3.1. ウェルプレートを用いた1回目の実験
  （2019 年 4月採集個体）

Tetraselmis suecica単一餌料区において、生存率は
培養日数に伴い緩やかに減少し、培養６日目にコペポダ
イト１期の出現が初めて観察され、培養 ��日目に成体
個体（&�）が観察された（Fig. 1）。ノープリウス期の
生存率は �����±������、コペポダイト期の生存率は ����

±�����、ノープリウス期から成体までの生存率は ����± 

����であった。培養 ��日目と��日目の生存率はそれ

ぞれ �����±������、�����±����％を示し、培養 ��日目
の値は、他の２つの餌料区と比べて有意に高い値であっ
た（RQH�ZD\�$129$��7XNH\�.UDPHU��S�������)LJ���）。
同餌料条件下で培養したほぼ全てのコペポダイト幼体に
おいて、第一触覚には欠損や曲がり、ねじれや折れといっ
た奇形が観察された（Fig. 3）。　　　　

Rhodomonas salina単一餌料区における生存率は、
培養 �日目から4日目間に約 ��％減少し、培養６日目に
コペポダイト１期の出現が初めて観察された（Fig. 1）。
ノープリウス期の生存率は 17.3 ±������を示したが、

　
　
     　　  

-PN\YL����;LTWVYHS�]HYPH[PVUZ�PU�Z\Y]P]HS�YH[L�HUK�KL]LSVWTLU[�VM Acartia steueri� MLK�^P[O��H��Tetraselmis 
suecica���I��Rhodomonas salina��HUK��J��Isocrysis galbana�PU�[OL�ÄYZ[�L_WLYPTLU[�\ZPUN�WSHZ[PJ�^LSS�WSH[LZ�
HZ�PUJ\IH[PVU�JVU[HPULYZ��)HY�NYHWO�JVSVYZ�YLWYLZLU[�KL]LSVWTLU[�Z[HNL�VM�[OL�JVWLWVKZ��5!�5H\WSPP��*!�
*VWLWVKP[L���:\Y]P]HS�YH[L�MYVT�UH\WSPHY�[V�JVWLWVKP[L�Z[HNL��JVWLWVKP[L�Z[HNL�[V�HK\S[��HUK�MYVT�UH\�
WSPHY�Z[HNL�[V�HK\S[�HYL�KLZJYPILK�PU�LHJO�ÄN\YL������PUKP]PK\HS�UH\WSPP�^LYL�\ZLK�PU�LHJO�KPL[�[YLH[TLU[��
^OPJO�^LYL�ZWH^ULK�MYVT�HK\S[�MLTHSLZ�JVSSLJ[LK�PU�(WYPS���� �H[�4HUHa\Y\�7VY[�PU�:HNHTP�)H �̀�1HWHU�
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-PN\YL����:\Y]P]HS� YH[L�VM�Acartia steueri MLK�^P[O�
Tetraselmis suecica��Rhodomonas salina and Isoc-
rysis galbana�� PU�[OL�ÄYZ[�L_WLYPTLU[�\ZPUN�WSHZ[PJ�
^LSS�WSH[LZ�HZ� PUJ\IH[PVU�JVU[HPULYZ��)HY�NYHWO�
JVSVYZ� YLWYLZLU[�LHJO�TPJYVHSNHS�KPL[� [YLH[TLU[��
:\Y]P]HS� YH[L�VM�5��*�� PUKPJH[LZ� [OL�WLYJLU[HNL�
VM� PUKP]PK\HSZ�Z\Y]P]PUN�MYVT�UH\WSPP�ÄYZ[�Z[HNL�\U�
[PS�JVWLWVKP[L�ZP_[O�Z[HNL� �TH[\YLK�HK\S[���,YYVY�
IHYZ�ZOV^�[OL�Z[HUKHYK�KL]PH[PVUZ��n$����(Z[LYPZRZ�
VU�[OL�[VW�VM�IHYZ�KLUV[L�H�ZPNUPMPJHU[�KPMMLYLUJL�
HTVUN�JVUKP[PVUZ��VUL�^H`�(56=(��;\RL`�2YHT�
LY��p#�������5H\WSPP�ZWLJPTLUZ�^LYL�WYLWHYLK�MYVT�
HK\S[� MLTHSLZ�JVSSLJ[LK� PU�(WYPS���� �H[�4HUHa\Y\�
7VY[�PU�:HNHTP�)H �̀�1HWHU�

コペポダイト期の生存率とノープリウス期から成体までの
生存率は ��と成体まで発達できた個体は皆無であっ

た。培養 ��日目と��日目の生存率はそれぞれ �����± 

�����、����±�����を示した（)LJ���）。
Isocrysis galbana単一餌料区における生存率は培養
開始より急激に減少し、培養 ��日以内にすべての個体
が死亡し、コペポダイトに変態できた個体は皆無であっ
たため、ノープリウス期、コペポダイト期、ノープリウス
期から成体までの生存率は全て ��であった（Fig. 1）。
培養 ��日目の生存率は ����±�����、培養 ��日目の生
存率は ��であった（)LJ���）。

3.2. ビーカーを用いた2回目の実験
  （2020 年 4月採集個体）

T. suecica単一餌料区における発達段階は、主にノー
プリウス幼生が占め（Fig. 4）、生存率は培養 ��日目に
�����±�����を示した後に、培養 ��日目には ����±�����
まで低下し、成体に変態できた個体の割合は ��であっ
た（)LJ���）。

C. gracilis単一餌料区での生存率は培養 ��日目に
�����±������を示した後に、培養 ��日目には �����± 

����まで低下した（)LJ���）。成体に変態できた個体の
割合は �����±�����を示し、成体までの発達に最短で
��日を要した。

T. suecicaとC. gracilisの混合餌料区における培養
��日目の発達段階の組成は C. gracilis単一餌料区と

　
　
     　　  

-PN\YL���� 0THNLZ�VM�THSMVYTH[PVU�VIZLY]LK�H[�ÄYZ[�HU[LUUHZ�VM�Acartia steueri�JVWLWVKPK�MLK�^P[O�Tet-
raselmis suecica��PU��H��KVYZHS�]PL^"��I��SH[LYHS�]PL �̂�(U�HYYV^�PU�[OL�YPNO[�PTHNL�PUKPJH[LZ�H�IYVRLU�WVPU[�VM�
YPNO[�ÄYZ[�HU[LUUH��
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-PN\YL����;LTWVYHS�]HYPH[PVUZ�PU�Z\Y]P]HS�YH[L�HUK�KL]LSVWTLU[�VM�Acartia steueri� MLK�^P[O��H��Tetraselmis 
suecica���I� Chaetoceros gracilis��HUK��J��4P_LK�KPL[��T. suecica + C. gracilis��PU�[OL�ZLJVUK�L_WLYPTLU[�\Z�
PUN�NSHZZ�ILHRLYZ��)HY�NYHWO�JVSVYZ�YLWYLZLU[�KL]LSVWTLU[�Z[HNL�VM�[OL�JVWLWVKZ��5!�5H\WSPP��*!�*VWLWV�
KP[L���,YYVY�IHYZ�ZOV^�[OL�Z[HUKHYK�KL]PH[PVUZ��n$��������PUKP]PK\HS�UH\WSPP�^LYL�\ZLK�PU�LHJO�KPL[�[YLH[TLU[��
^OPJO�^LYL�ZWH^ULK�MYVT�HK\S[�MLTHSLZ�JVSSLJ[LK�PU�(WYPS������H[�4HUHa\Y\�7VY[�PU�:HNHTP�)H �̀�1HWHU�

-PN\YL����:\Y]P]HS� YH[L�VM�Acartia steueri� MLK�^P[O�
Tetraselmis suecica��Chaetoceros gracilis��HUK�[OL�
TP_LK�KPL[��T. suecica + C. gracilis��PU�[OL�ZLJVUK�L_�
WLYPTLU[�\ZPUN�NSHZZ�ILHRLYZ�HZ�PUJ\IH[PVU�JVU[HPULYZ��
)HY�NYHWO�JVSVYZ�YLWYLZLU[�LHJO�TPJYVHSNHS�KPL[�[YLH[�
TLU[��:\Y]P]HS�YH[L�VM�5��*��PUKPJH[LZ�[OL�WLYJLU[HNL�
VM� PUKP]PK\HSZ�Z\Y]P]PUN� MYVT�UH\WSPP� MPYZ[�Z[HNL�\U[PS�
JVWLWVKP[L�ZP_[O�Z[HNL� �TH[\YLK�HK\S[���,YYVY�IHYZ�
ZOV^�[OL�Z[HUKHYK�KL]PH[PVUZ��n$����(U�HZ[LYPZR�VU�[OL�
[VW�VM�IHYZ�PUKPJH[LZ�H�ZPNUPÄJHU[�KPɈLYLUJL�PU�HTVUN�
JVUKP[PVUZ��VUL�^H`�(56=(��;\RL`�2YHTLY��p#�������
5H\WSPP�ZWLJPTLUZ�^LYL�WYLWHYLK�MYVT�HK\S[� MLTHSLZ�
JVSSLJ[LK�PU�(WYPS������H[�4HUHa\Y\�7VY[� PU�:HNHTP�
)H �̀�1HWHU��

類似しており（Fig. 4）、生存率は培養 ��日目に �����± 

14.4%を示した後に、培養 ��日目には �����±������
へ低下した（)LJ���）。成体に変態できた個体の割合
は �����±�����と、I. galbana単一餌料区と比べて有
意に高い値を示し（one-way ANOVA, Tukey-Kramer, 

S�����）、成体までの発達に最短で ��日を要した。

4. 考察

����年 4月に行った 3種の単一餌料を用いた 1回
目の Acartia steueri幼生・幼体の好適餌料の検討で
は、Tetraselmis suecica餌料区でのノープリウス幼生期
の生存率は �����と、他餌料条件よりも高い値を示し
た。1回目の実験において成体個体が唯一得られた T. 

suecica餌料区であったが、コペポダイト幼体期の生存
率は ����、幼生から成体までの生存率は ����と低く、
第一触覚のねじれや折れや欠如といった異常形態が多
くの個体で観察されたことから、本種は A. steueriのノー
プリウス幼生には有効な餌料であるがそれ以降の発達
段階においては、栄養素に何らかの問題があると考えら
れた。Knuckey et al.（����）は Acartia sinjiensisの



40 

幼生に T. suecicaを単一で給餌すると、遊泳脚のねじ
れや眼の欠如といった奇形が発生することを報告し、必
須脂肪酸不足によると推測した。T. suecicaはタンパク
質含量が高く、脂肪酸の含有量が低いという特徴を有
すことから（.RVNL�HW�DO������）、脂肪酸を多く含有す
る餌料を混合することで生存率の向上、異常形態が
改善されると考え、T. suecicaに脂肪酸を多く含有する
Chaetoceros gracilis（7DFKLKDQD�HW�DO������）を加えた
混合餌料を�回目の実験では検討した。その結果、混
合餌料区での成体までの生存率は �����を示し、奇
形個体も皆無であったため、本研究で検討した餌料候
補内では、T. suecicaとC. gracilisからなる混合餌料が
A. steueriのノープリウス幼生・コペポダイト幼体の好適
餌料と考えられた。

Roman（1991）は放射線炭素で標識した餌料を
Acartia tonsaに摂餌させ、取り込まれた放射性炭素を
追跡することで、ノープリウス幼生は成体と比べてタンパ
ク質の要求割合が高く、発達段階が進むにつれ脂肪酸
の要求割合が増加することを報告した。T. suecica餌料
区ではノープリウス幼生期の生存率は高かったものの、
コペポダイト幼体へと変態した後の生存率は急激に減少
した。この現象は、カイアシ類の発達に伴う要求栄養
素の変化を反映した可能性を示唆する。
餌料サイズはカイアシ類の摂餌効率を決める要因であ

り、A. tonsaではその体長の約 �a��程度のサイズ帯
の微細藻類餌料を給餌した際に、摂餌速度が最大とな
ることが報告されている（%HUJJUHHQ�HW�DO������）。そこで、
A. steueriの体長に上記の値を乗ずることで、本種の各
発達段階における最適餌料サイズを推定した（)LJ���）。
幼生・幼体の好適餌料の検討に用いた微細藻類のうち、
Rhodomonas salinaのみがノープリウス期の最適餌料サ
イズ範囲よりもわずかに大きな細胞サイズを示したため、
R. salina餌料区のノープリウス幼生の摂餌効率は他の
餌料藻類区よりも低い可能性が考えられる。仮説の検
証には今後、それぞれの餌料環境下での摂餌速度を
測定する必要がある。
餌料に含まれるドコサヘキサエン酸（DHA）はノー

-PN\YL����9HUNL�VM�VW[PTHS�MLLK�ZPaL�[OH[�TH_PTPaL�
PUNLZ[PVU�YH[L�PU�LHJO�KL]LSVWTLU[�Z[HNL�VM�Acartia 
steueri��HUK�JLSS�ZPaL�VM�TPJYVHSNHL�\ZLK�HZ�KPL[Z�
MVY�[OL�JVWLWVK�PU�[OL�WYLZLU[�Z[\K �̀�;OL�YHUNL�VM�
VW[PTHS�MLLK�ZPaL��^OP[L�IHY��^LYL�LZ[PTH[LK�IHZLK�
VU�VW[PTHS�MLLK�ZPaL�[V�IVK`�SLUN[O�YH[PV�VM�JVWL�
pod A. tonsa� YLWVY[LK�I`�)LYNNYLLU�L[�HS�� �� �����
;OL�IVK`� SLUN[O�VM�A. steueri�^LYL� YLMLYYLK� MYVT�
6UV\L��������HUK�6RHKH�L[�HS������ ��

プリウス期から成体の発達や生存において重要な栄養
素であり、カイアシ類の好適餌料の指標とすることが提
案されている（3D\QH�	�5LSSLQJDOH�����）。Isochrysis 

galbanaは DHAを豊富に含有することが知られ、A. 

tonsa、A. sinjiensis、Gladioferens imparipes、Parvo-

calanus crassirostrisのノープリウス幼生期から成体まで
の発達、生存を促す好適餌料とされている（Drillet et 

DO������）。本研究の A. steueriにおいては、I. galbanat

単一餌料区でノープリウス幼生からコペポダイト幼体へ
と発達できた個体は皆無であり、培養 ��日以内に死滅
した。 I. galbanaの細胞サイズは A. steueriノープリウ
ス幼生の最適餌料サイズの範囲内であったことから、I. 

galbanaは A. steueriが要求する何らかの栄養素が不
足もしくは欠乏している可能性がある。エビ類やガザミ
類ではDHAの過剰摂取による斃死がよく知られ（竹内
����）、例えば、アミメノコギリガザミ（Scylla serrata）
では、餌料に含まれるDHAが過多であると、ゾエア期
における脱皮の失敗や形態異常を引き起こす（Hamasa-

髙山ほか：カイアシ類 Acartia steueriの培養における餌料検討
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NL�HW�DO��������6XSUD\XGL�HW�DO������）。そのため、特定
の栄養素の不足と過多の両仮説からの検証が必要と考
えられ、今後、摂餌の有無の検証を行ったうえで、本
研究で用いた株・条件で培養した I. galbanaの生化学
組成を先行研究と比較する必要があるだろう。
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5HFHLYHG�$SULO����������$FFHSWHG�0D\��������

Abstract　A massive infestation of a free-floating aquatic invasive plant, water hyacinth 
(Eichhornia crassipes) has been causing numerous problems in Ethiopia. Water hyacinth (WH) 
is mainly composed of lignin, crystalline cellulose, and hemicellulose polymer, thus its solid 
part can be used as a potential alternative energy source through thermochemical treatment. 
Hydrothermal carbonization (HTC) is a conversion of biomass into solid components of char 
(biochar) and carbon-rich liquid products (biooil and aqueous phase) by heating biomass in 
the presence of water in a closed and autogenous environment. The objective of this study was 
to evaluate the effects of various operating conditions on energy conversion efficiency and 
characteristics of the final products using water hyacinth through hydrothermal carbonization. 
+\GURWKHUPDO� WUHDWPHQW�ZDV�FDUULHG�RXW�DW� WKUHH�GLIIHUHQW�RSHUDWLQJ� WHPSHUDWXUHV� �����&��
����&��DQG�����&��IRU�WKUHH�GLIIHUHQW�UHWHQWLRQ�WLPHV��������DQG���KU�� WR�REWDLQ�ELRFKDU��ELRRLO��
and aqueous phases. The study shows the possibility to convert WH biomass to biochar and 
biooil through HTC, where the best performance in energy conversion from both products was 
������DW�RSHUDWLQJ�WHPSHUDWXUH�RI�����&�DQG�UHWHQWLRQ�WLPH�RI���KU��2SHUDWLRQ�WHPSHUDWXUH�DQG�
UHWHQWLRQ�WLPH�VLJQLÀFDQWO\�DIIHFWHG�\LHOG�DQG�KLJKHU�KHDWLQJ�YDOXH�RI�ELRFKDU�DQG�ELRRLO��%LRFKDU�
yield decreased and biooil yield increased with increasing operating temperature and retention 
time. However, there are still low yield of biooil which potentially contains high gross energy. 
Therefore, it is necessary to evaluate other variables such as type of feedstock, amount and 
type of liquid mixed with feedstock, and operating environment to improve energy conversion 
HIÀFLHQF\�WKURXJK�K\GURWKHUPDO�FDUERQL]DWLRQ�

Keywords: biocrude oil; biofuel; biowaste; hydrothermal treatment, van Krevelen diagram 

1. INTRODUCTION

A massive infestation of water hyacinth (Eichhornia 

crassipes), a free-floating aquatic invasive weed, has 

been causing numerous problems in Ethiopia (Hill et 

DO���������7KH�LQYDVLRQ�RI�ZDWHU�K\DFLQWK�DIIHFWV�ZDWHU�

transportation systems, hydroelectric operations, hydrau-

OLFV�RI�FDQDOV�DQG�ULYHUV��ÁRRGLQJ�KD]DUG��KXPDQ�KHDOWK��
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fishing, irrigation, navigation, livestock, and aquatic 

biodiversity (Dersseh�HW�DO���������:DWHU�K\DFLQWK�KDV�

invaded the largest lake in the Ethiopian highlands, 

/DNH�7DQD��DQG�ZDV�RIÀFLDOO\�UHFRJQL]HG�LQ�6HSWHPEHU�

�����DQG�WKH�LQIHVWDWLRQ�DUHD�RI�WKH�ODNH�KDV�UHSRUWHGO\�

UHDFKHG�XS� WR��������KD��$EHUD��������7KH�UDSLG�DQG�

extensive increase has led to urgent necessity of research 

DLPHG�DW�VROYLQJ�WKH�SUREOHP�RU�ÀQGLQJ�ZD\V�WR�XWLOL]H�

the plant. One of effective ways of treating water hya-

cinth is separating the plant into liquid and solid parts 

by squeezing or compressing, of which each part can 

be utilized for further treatments (Hudakorn & Sritrakul 

�������:DWHU�K\DFLQWK� LV�PDLQO\�FRPSRVHG�RI� OLJQLQ��

crystalline cellulose, and hemicellulose polymer, thus its 

solid part can be used as a potential alternative energy 

VRXUFH��0RNL�HW�DO��������=KDQJ�HW�DO��������

Thermochemical treatment is one of effective tech-

nologies to convert biomass into energy sources because 

it does not require expensive equipment, concludes 

treatment quickly, and produces valuable products (Yao 

	�0D��������7KHUH�DUH�WZR�PDLQ�WKHUPRFKHPLFDO�WUHDW-

ments which are pyrolysis and hydrothermal carboniza-

tion. Pyrolysis is a traditional method in thermochemical 

conversion which is the degradation (decomposition) of 

biomass by heat in the absence of oxygen (Demirbas & 

$ULQ��������2Q�WKH�RWKHU�KDQG��K\GURWKHUPDO�FDUERQL]D-

tion (HTC) is the conversion of biomass into solid com-

ponents of char (biochar) and carbon-rich liquid prod-

ucts (biooil and aqueous phase) by heating biomass in 

the presence of water in closed and autogenous environ-

PHQW��6DKRR�HW�DO���������+7&�KDV�XQLTXH�DGYDQWDJHV�LQ�

terms of biomass conversion compared to pyrolysis: 1) 

HTC requires relatively low reaction temperatures (e.g., 

���°&²���°&������+7&�NHHSV�ZDWHU�LQ�OLTXLG�VWDWH�XQGHU�
autogenous pressure prevents conversion of biomass 

to biogas such as carbon dioxide and nitrous oxide (Li 

HW�DO������������+7&�FDQ�EH�XVHG�DV� WKH�PRVW�VXLWDEOH�

pretreatment methods for wet biomass with high organ-

LF�FRQWHQW��=KDQJ�HW�DO���������7KHUH�KDYH�EHHQ�PDQ\�

studies on the transformation of water hyacinth through 

hydrothermal carbonization (5RPiQ�������=KDQJ�HW�

DO���������KRZHYHU�KDYH�UDUHO\�EHHQ�VWXGLHG�RQ�HQHUJ\�

FRQYHUVLRQ�HIÀFLHQF\�RI�ZDWHU�K\DFLQWK�LQWR�ELRFKDU�DQG�

biooil.

Therefore, the objective of this study was to evaluate 

the effects of various operation conditions on energy 

conversion efficiency and characteristics of the final 

products using compressed water hyacinth thought hy-

drothermal carbonization.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials
Water-born water hyacinth used in this study was col-

lected from Suijo Park in Saitama, Japan. The collected 

water hyacinth was immediately transported to a labo-

ratory at Soka University and crushed and squeezed to 

separate to liquid and solid residues. The solid residue 

ZDV�GULHG�DW���°&�IRU����KU�LQ�D�GU\LQJ�RYHQ��:)2������

Eyela). The dried solid residue was sieved with particle 

VL]H�OHVV�WKDQ���PP��:+���DQG�WKHQ�VWRUHG�LQ�D�GU\LQJ�

RYHQ�DW���°&�IRU����KU�IRU�IXUWKHU�H[SHULPHQWV��7KH�:+�

VDPSOH�XVHG� LQ� WKLV�VWXG\�VKRZHG�������RI�PRLVWXUH�

FRQWHQW��������RI� WRWDO� FDUERQ�� DQG������0-�NJ²� of 

higher heating value (HHV; Table 1). 

　
2.2 Hydrothermal carbonization of water hyacinth

To investigate the effects of operating reaction tem-

peratures and retention time on HTC, three operating 

UHDFWLRQ� WHPSHUDWXUHV� �����&������&��DQG�����&��DQG�

WKUHH� UHWHQWLRQ� WLPHV��������DQG���KU��ZHUH�SHUIRUPHG�

XVLQJ�DQ�HOHFWULF�IXUQDFH��)8:���3$��$GYDQWHF���+HUH-

after, the operating conditions are expressed as operating 

UHDFWLRQ�WHPSHUDWXUH�UHWHQWLRQ�WLPH�VXFK�DV�������DQG�
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;HISL����4HPU�JOHYHJ[LYPZ[PJZ�VM�ZVSPK�YLZPK\L�VM�^H[LY�O`HJPU[O�

pH Moisture content C H N O† Higher heating value

(%) (%) (%) (%) (%) (MJ kg–1)

6.75 11.8 39.6 6.11 1.81 52.5 16.4
† DLIIHUHQFH�E\������²��&��+��1��

�������$SSUR[LPDWHO\�����J�RI�GULHG�:+�DQG����P/�RI�

GLVWLOOHG�ZDWHU�ZHUH�ILOOHG� LQ�D�����P/�VWDLQOHVV�VWHHO�

DXWRFODYH�YHVVHO� �7;������+XDQ\X���7KH�YHVVHO�ZDV�

purged with high purity nitrogen gas to avoid oxygen in 

the vessel. The vessel was completely enclosed with a 

steel handle. The temperature was raised to the desired 

WHPSHUDWXUH�DW�D�KHDWLQJ�UDWH�RI���&�PLQ-1 and kept for a 

VSHFLÀF�UHWHQWLRQ�WLPH�DW�WKH�UHDFWLRQ�WHPSHUDWXUH��=KDQJ�

HW�DO���������$IWHU� WKH� UHDFWLRQ�� WKH�YHVVHO�ZDV� OHIW� WR�

cool down to room temperature. The sample was taken 

RXW�DQG�UHFRYHUHG�IURP�WKH�YHVVHO��DQG�VWLUUHG�ZLWK����

P/�RI�GLFKORURPHWKDQH�IRU���KU�LQ�JODVV�EHDNHU�WR�VHSD-

rate into solid product, biooil, and aqueous phase (Jaiswal 

HW�DO���������7KH�VROLG�DQG�OLTXLG�SKDVHV�ZHUH�VHSDUDWHG�

by vacuum filtration by filter paper (Whatman No.1). 

7KH�VROLG�UHVLGXDO�ZDV�ULQVHG�LQ�GHLRQL]HG�ZDWHU�IRU����

KU��GULHG�LQ�WKH�RYHQ�DW����&��ZHLJKHG�DQG�GHVLJQDWHG�DV�

solid product. The liquid phase was loaded into a separa-

tory funnel, then separated to obtain a water-soluble ox-

ygenated hydrocarbon designated as aqueous phase, and 

dichloromethane mixed with biooil in the bottom of the 

funnel. The dichloromethane compound was evaporated 

at room temperature, weighed, and designated as biooil. 

Each experiment was performed at least three times to 

ensure repeatability and reliability. 

7KH�\LHOG�SHUFHQWDJH�RI�HDFK�RI�WKH�ÀQDO�SURGXFWV�ZDV�

calculated as follows:

　

（1）

　　（�）

   　
（3）

2.3 Analytical procedures of hydrothermal 
      products of water hyacinth

The dried WH and the final products (solid product 

and biooil) from each HTC operation were analyzed 

for elemental composition and higher heating value 

(HHV). The elemental composition of each sample 

was determined using a CHNS organic elemental 

DQDO\]HU� �����,,��3HUNLQ(OPHU���7KH� WRWDO�DPRXQW�RI�

2�ZDV�FDOFXODWHG�E\�WKH�GLIIHUHQFH�EHWZHHQ������DQG�

sum of C%, N%, and H%. The HHV of each sample 

ZDV�GHWHUPLQHG�E\�D�ERPE�FDORULPHWHU� �������3DUU��

LQ�DFFRUGDQFH� WR� LV�EDVHG�RQ�$670�'��������$670�

������

In order to determine energy conversion efficiency 

of HTC operation, energy densification and energy 

UHFRYHU\�HIÀFLHQF\�RI�WKH�ÀQDO�SURGXFWV��VROLG�SURGXFW�

or biochar and biooil) were calculated by the following 

formulas:

  （4）

（�）
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[OLYTHS�JHYIVUPaH[PVU�VM�^H[LY�O`HJPU[O�

3. RESULTS

3.1 Yields of hydrothermal carbonization
      products

The HTC reaction of WH was performed at three 

GLIIHUHQW� WHPSHUDWXUHV�RI�����&������&��DQG�����&�IRU�

WKUHH�GLIIHUHQW�UHWHQWLRQ�WLPHV�RI�������DQG���KU��5HODWLYH�

yields of solid product (SY), biooil (OY), and aqueous 

SKDVH�DQG�JDV��$<��VKRZHG�ZLGH�UDQJHV�������²�������

�����²������������²�������UHVSHFWLYHO\��)LJ������7KH�

RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQ�RI�������UHVXOWHG�LQ�WKH�KLJKHVW�6<�

DQG�ZDV�QRW�VLJQLÀFDQWO\�GLIIHUHQW�IURP�WKRVH�RI�������

DQG��������EXW� WKHVH�YDOXHV�ZHUH�VLJQLILFDQWO\�KLJKHU�

than those of other operating conditions. The maximum 

OY and AY values were observed at operating condition 

RI��������

3.2 Elemental analysis of hydrothermal
      carbonization products

Relative C, H, N, and O contents of solid product 

UDQJHG� EHWZHHQ� �����²������� �����²�������

�����²�������DQG������²������� UHVSHFWLYHO\�� DQG�

WKRVH�RI�ELRRLO�EHWZHHQ������²������������²�������

����²������������²�������UHVSHFWLYHO\��7DEOH�����$V�

operating temperature and retention time increased, 

C and N contents increased and H and O contents 

decreased in the solid product, while there were no 

particular trends in elemental contents except for 

increasing N in biooil with increasing operating 

temperature and retention time.

3.3 Fuel characteristic of hydrothermal
      carbonization products
&RPSDULQJ�ZLWK�:+�������0-�NJ-1), HHV values of 

VROLG�SURGXFW�DQG�ELRRLO�RYHUDOO� LQFUHDVHG�WR�����²�����

DQG�����²�����0-�NJ-1�� UHVSHFWLYHO\� �7DEOH�����7KH�

maximum HHV of solid product and biooil were 

REVHUYHG�DW�RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQV�RI�������DQG��������

respectively. HHV values of solid product overall 

increased with both increasing operating temperature 

and retention time, while those of biooil overall 

LQFUHDVHG�RQO\�ZLWK�LQFUHDVLQJ�UHWHQWLRQ�WLPH��)LJ�����
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;HISL����,SLTLU[HS�HUHS`ZPZ�HUK�OPNOLY�OLH[PUN�]HS\L�MVY�^H[LY�O`HJPU[O��ZVSPK�WYVK\J[��HUK�IPVVPS�

Operating
conditions†

Elemental analysis (%) Higher heating 
value

Energy
GHQVLÀFDWLRQ

C H N O‡ (MJ kg²�)

Water hyacinth

���� ���� ���� ���� ���� -

Solid product

����� ���� ���� ���� ���� ���� �����

����� ���� ���� ���� ���� ���� �����

����� 44.4 ���� ���� ���� 17.9 ����

����� ���� ���� ���� ���� ���� �����

����� ���� ���� ���� 47.9 ���� ����

����� ���� 4.33 ���� ���� ���� 1.17

����� ���� 4.49 ���� ���� 17.1 ����

����� ���� ���� ���� 47.4 ���� 1.13

����� ���� ���� 1.97 ���� 19.7 ����

Biooil

����� ���� ���� ����� 14.7 ���� 1.41

����� ���� ���� ����� ���� ���� ����

����� ���� ���� ���� ���� ���� ����

����� 71.1 ���� ����� ���� ���� ����

����� ���� ���� ���� ���� ���� ����

����� ���� ���� ���� ���� ���� ����

����� ���� 13.4 ���� ���� ���� ����

����� ���� ���� ���� ���� ���� ����

����� ���� ���� ���� ���� ���� ����

　　　　†�2SHUDWLQJ�FRQGLWLRQV�UHIHU�WR�RSHUDWLQJ�WHPSHUDWXUH�����°&�����°&��DQG����°C) and retention 

　　　　　  WLPH��������DQG���KU��

　　　　‡ DLIIHUHQFH�E\������²��&��+��1��
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 In addition, when operating temperature and retention 

time increased, ED of solid product overall increased, 

however ED of biooil was overall positively affected 

ZLWK� RQO\� LQFUHDVLQJ� UHWHQWLRQ� WLPH� �7DEOH� ����7KH�

highest ED values were obtained at operating conditions 

RI� ������ DQG� ������ IRU� VROLG� SURGXFW� DQG� ELRRLO��

respectively. Noteworthy was that ED values of solid 

SURGXFW�DW�RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQV�RI���������������DQG�

������ZHUH�EHORZ����������������������������UHVSHFWLYHO\�

�7DEOH�����ZKLFK�PHDQW�++9�RI�VROLG�SURGXFW�ZDV�ORZHU�

than that of WH feedstock. This may be explained by a 

possibility of operating temperature and retention time 

being too low and short to complete HTC reactions 

to form biochar and biooil (uncarbonized). In fact, 

visual observation of solid product at these operating 

conditions (Fig. 3b, 3c, and 3d) revealed that appearance 

was similar to that of WH (Fig. 3a) and different from 

WKDW�DW�RSHUDWLRQ�FRQGLWLRQ�RI������� �)LJ���H���ZKLFK�

could represent functional biochar produced through 

HTC. Therefore, in this study, solid product of these 3 

operating conditions were excluded as uncarbonized 

product, and those at the rest of operation conditions 

ZHUH�GHÀQHG�DV�ELRFKDU�

3.4 Energy characteristic of hydrothermal
      carbonization products

Energy recovery efficiency of biochar (excluding 

uncarbonized product at operating conditions of 

��������������DQG��������H[KLELWHG������²������DQG�

overall showed a decreasing tendency with increasing 

operating temperature (comparing only 4 hr retention 

time among 3 different temperatures) and retention 

WLPH� �FRPSDULQJ� RQO\� EHWZHHQ� ���°&� DQG� ���°C 

temperatures, respectively (Fig. 4). On the other hand, 

HQHUJ\�UHFRYHU\�HIILFLHQF\�RI�ELRRLO�H[KLELWHG������²

������DQG�RYHUDOO�VKRZHG�DQ�LQFUHDVLQJ�WHQGHQF\�ZLWK�

increasing operating temperature (comparing only 4 

hr retention time among 3 different temperatures) and 

UHWHQWLRQ�WLPH��FRPSDULQJ�RQO\�EHWZHHQ����°&�DQG����°
C temperatures, respectively; Fig. 4). The sum of energy 

UHFRYHU\�HIÀFLHQF\�RI�ELRFKDU�DQG�ELRRLO�UHVXOWHG�LQ�DQ�

DOPRVW�HTXLYDOHQW�UDQJH�RI�������DQG��������H[FHSW�IRU�



50Wutisirirattanachai et al., Water hyacinth hydrothermal carbonization

     　　  

(a) (b)

(c) (d)

     　　  

(e)

-PN\YL����0THNLZ�VM��H��^H[LY�O`HJPU[O�ILMVYL�HUK�ZVSPK�WYVK\J[Z�HM[LY�O`KYV[OLYTHS�JHYIVUPaH[PVU�VM�^H[LY�
O`HJPU[O�^P[O�VWLYH[PUN�JVUKP[PVUZ��I����������J����������K���������HUK��L��������
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WKDW�DW�RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQ�RI�������VKRZLQJ��������

4. DISCUSSION

4.1 Effects of operating temperature and
       retention time on energy conversion

In this study, energy conversion from varying operat-

LQJ�FRQGLWLRQV�VKRZHG�����WR��������)LJ������7KH�EHVW�

HQHUJ\�FRQYHUVLRQ�HIÀFLHQF\�ZDV�DFKLHYHG�DW�RSHUD-

WLRQ�������FRPSULVLQJ�RI�������IURP�ELRFKDU�DQG������

from biooil, most of which came from biochar. The 

higher the operating temperature and the longer retention 

time were, the lower the yield of biochar obtained (Fig. 

1) which was the main reason for lower energy conver-

sion. Higher temperature and longer reaction time could 

lead to enhanced migration of C to gas phase as mostly 

CO��meaning reduced energy conversion efficiency as 

ELRFKDU��6LQJK��������&RPSDULQJ�HQHUJ\�FRQYHUVLRQ�RI�

hydrothermal carbonization with other studies, Zhang 

�������VKRZHG�WKH�KLJKHVW�K\GURFKDU��ELRFKDU�SURGXFHG�

WKURXJK�+7&��HQHUJ\�UHFRYHU\�HIÀFLHQF\�IURP�:+�RI�

������DW�RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQ�RI����°&�IRU�����KU�DQG�
WKH� ORZHVW�RI�������DW����°C for 1 hr. 5RPiQ��������

showed that the highest energy conversion efficiency 

RQ�K\GURFKDU�IURP�ZDOQXW�VKHOO�ZDV�������DW�RSHUDW-

LQJ�WHPSHUDWXUH�RI����°&�IRU����KU��DQG�WKH�ORZHVW�ZDV�
������DW����°&�IRU����KU��7KH�GLIIHUHQW�UHVXOWV�LQ�HQHUJ\�
FRQYHUVLRQ�HIÀFLHQF\�PD\�LQGLFDWH�WKDW� WKHUH�DUH�RWKHU�

variables than operating temperature and retention time 

such as type of feedstock, amount and type of liquid 

mixed with feedstock, and operating environment such 

as size and withstanding pressure of carbonizing reactor. 

In this study, the sum of energy conversion of biochar 

and biooil was comparable with other studies and ap-

proximately same for all operating conditions except for 

�������7KHUHIRUH�� LW�DSSHDUV�WKDW�WKHVH�RSHUDWLQJ�FRQGL-

tions used in this study were suitable for HTC of water 

hyacinth. However, depending on demand for different 

ÀQDO�SURGXFWV��DQ�RSHUDWLRQ�RI�������PD\�EH�VXLWDEOH�IRU�

large energy conversion by biochar and an operation of 

������FDQ�SURGXFH�KLJK�HQHUJ\�FRQYHUVLRQ�E\�ELRRLO�
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4.2 Effects of operating temperature and
      retention time on hydrothermal reaction

Operating temperature played important roles on the 

final product yields during HTC process in this study, 

which was consistent with previous studies that showed 

temperature was the most critical parameter for the 

conversion process (Garrote et al.1999). At all retention 

WLPHV��������DQG���KU���6<�GHFUHDVHG�DQG�2<�LQFUHDVHG�

ZLWK� LQFUHDVLQJ�RSHUDWLQJ� WHPSHUDWXUH��IURP����°C to 

���°&�WKHQ����°&��)LJ������5H]D��������H[SODLQHG�WKDW�
temperature accelerated kinetic energy on HTC reaction 

DW� WKH�EHJLQQLQJ�RI� WKH�SURFHVV��0RN�	�$QWDO� �������

referred that through decarboxylation and depolymer-

ization reactions happened at the first stage of HTC, 

hemicellulose and lignin in biomass began to degrade 

ZLWK�ZDWHU�DW�RSHUDWLQJ� WHPSHUDWXUH� IURP�����&��DQG�

GLVVROYH�LQWR�ZDWHU�IURP�����&��7KHVH�UHDFWLRQV�DOVR�OHG�

to forming the liquid phase intermediates in which a va-

riety of organic compounds were incorporated (Xiu et al. 

�������7KH�LQWHUPHGLDWHV�FRXOG�XQGHUJR�D�ZLGH�UDQJH�RI�

reactions such as isomerization, dehydration, and con-

densation, which could separate the intermediates into 

biochar, biooil, and aqueous phase (Bobleter 1994). 

Retention time also showed important effects on the 

ÀQDO�SURGXFW�\LHOGV�GXULQJ�+7&�UHDFWLRQ��$W�DOO�RSHUDW-

LQJ�WHPSHUDWXUHV�����°&�����°&��DQG����°C), increasing 

UHWHQWLRQ�WLPH��IURP���WR���WKHQ���KU��FDXVHG�GHFUHDVH�

of SY and increase of OY (Fig. 1). Noteworthy was that 

RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQV�RI���������������DQG�������SURE-

ably did not create enough energy to complete HTC 

UHDFWLRQV�WR�IRUP�ELRFKDU�UHVXOWLQJ�LQ�KLJK�6<�������²

�������RI�XQFDUERQL]HG�SURGXFWV��+RZHYHU�� ORQJHU�

UHWHQWLRQ�WLPH�HYHQ�ZLWK�ORZHU�WHPSHUDWXUHV���������DQG�

�������DQG��������FRXOG�FUHDWH�HQRXJK�HQHUJ\�WR�FRP-

plete the first HTC reaction of decomposition to form 

ELRFKDU��WKHQ�DV�D�UHVXOW�6<�ZDV�UHGXFHG�������²��������

,Q�FDVH�RI�RSHUDWLQJ� WHPSHUDWXUH�RI����°C, even with 

VKRUW�UHWHQWLRQ�WLPHV����DQG���KU���LW�LV�SRVVLEOH�WKDW�WKHUH�

was enough energy to complete the decomposition re-

DFWLRQ� WR�IRUP�ELRFKDU��7KHUHIRUH��6<�YDOXHV�DW�������

DQG�������������²�������ZHUH�FRPSDUDEOH�ZLWK�WKRVH�

DW�RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQV�RI��������DQG��������DQG��������

+RZHYHU��������FDXVHG�VLJQLILFDQW�UHGXFWLRQ�RI�6<�WR�

������SUREDEO\�EHFDXVH�WKH�VHFRQGDU\�+7&�UHDFWLRQ�RI�

repolymerization may have continued longer to partially 

FRQYHUW�ELRFKDU�WR�ELRRLO��=KDQJ�HW�DO���������UHVXOWLQJ�

LQ�KLJK�2<����������

5HODWLRQVKLS�EHWZHHQ�2�&�DQG�+�&�DWRPLF�UDWLRV�RI�

IHHGVWRFN��:+��DQG�WKH�ÀQDO�SURGXFWV��VROLG�SURGXFW�DQG�

biooil) under different operating conditions can be sum-

PDUL]HG�DV�YDQ�.UHYHOHQ�GLDJUDP��)LJ������ZKLFK�FDQ�

represent different reactions during HTC such as dehy-

dration, decarboxylation, and demethylation. WH used 

LQ�WKLV�VWXG\�KDG�2�&��������DQG�+�&�������UDWLRV�ZKLFK�

fell in a category of carbohydrate based on van Krevelen 

diagram for major biomolecular component areas (Julien 

HW�DO���������6ROLG�SURGXFW�SURGXFHG�LQ�WKLV�VWXG\�KDG�2�

&�DQG�+�&�UDWLRV�UDQJLQJ�����²�����DQG����²�����UHVSHF-

tively, which decreased when operating temperature and 

UHWHQWLRQ�WLPH�LQFUHDVHG��)LJ������YDQ�.UHYHOHQ�GLDJUDP�

can suggest that the dominant HTC mechanism was de-

hydration resulting in C-richer solid product from WH 

with increasing temperature and retention time, which 

was represented by a tannin category in van Krevelen 

GLDJUDP��YDQ�.UHYHOHQ�������.DPER�HW�DO��������� ,Q�

addition, decreasing O and H contents of solid product 

ZLWK�LQFUHDVLQJ�WHPSHUDWXUH�DQG�UHWHQWLRQ�WLPH��7DEOH����

can also explain the reason for decreasing solid product 

yield (Fig. 1) through dehydration reaction during HTC 

�/X�HW�DO���������2Q�WKH�RWKHU�KDQG��ELRRLO�SURGXFHG�LQ�

WKLV�VWXG\�KDG�2�&�DQG�+�&�UDWLRV�UDQJLQJ�����²�����DQG�

����²������UHVSHFWLYHO\��ZKLFK�SDUWLDOO\�IHOO�LQ�D�FDWHJR-

ry of biocrude oil based on van Krevelen diagram (Cheng 

HW�DO���������,QFUHDVHG�+�&�DQG�GHFUHDVHG�2�&�UDWLRV�RI�
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biooil compared with those of WH could be explained 

by hydrodeoxygenation which could happen during the 

LQLWLDO�UHDFWLRQ�RI�+7&��%L�HW�DO���������$PRQJ�ELRRLO�

produced at different operating conditions, those at mid-

GOH� WHPSHUDWXUH�DQG�UHWHQWLRQ�WLPH��H�J�����������������

DQG��������SUREDEO\�ZHQW�WKURXJK�D�QH[W�+7&�UHDFWLRQ�

of demethanation which lost more H per mole of C. 

Then, next reaction could be decarboxylation which lost 

PRUH�2�SHU�PROH�RI�&�UHVXOWLQJ�LQ�UHGXFHG�2�&�UDWLR�IRU�

ELRRLO�SURGXFHG�DW�KLJKHU� WHPSHUDWXUH��H�J���������DQG�

�������

5. CONCLUSION

This study investigated the effects of various 

hydrothermal reactions at different temperatures 

and retention times on energy conversion efficien-

cy and characteristics of the final products using 

compressed water hyacinth thought hydrothermal 

carbonization. In this study, it was shown possible 

to convert water hyacinth biomass to biochar and 

biooil through HTC. HTC’s best performance in en-

HUJ\�FRQYHUVLRQ� IURP�ELRFKDU�DQG�ELRRLO�ZDV�������

DW�RSHUDWLQJ�WHPSHUDWXUH�RI�����&�DQG�UHWHQWLRQ�WLPH�

of 4 hr. Biochar and biooil yields greatly varied de-

pending on operating conditions. Therefore, depend-

ing on demand for different final products, operation 

RI�������PD\�EH�VXLWDEOH�IRU�ODUJH�HQHUJ\�FRQYHUVLRQ�

E\�ELRFKDU�DQG�RSHUDWLRQ�RI�������FDQ�SURGXFH�KLJK�

energy conversion by biooil. It was shown that hy-

drothermal carbonization had a potential to increase 

value on WH feedstock due to producing C-rich fuel 

when appropriate operating conditions were applied. 

However, there are still low yields of biooil which 

potentially contains high gross energy. Therefore, 

there are needs to evaluate other variables such as 

type of feedstock, amount and type of liquid mixed 

with feedstock and operating environment such as 

size and withstanding pressure of carbonizing reac-

tor to improve energy conversion efficiency through 

hydrothermal carbonization.
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/LVW�RI�ÀJXUHV

Figure 1. Relative yield percentages of solid product, 

biooil, and aqueous product and gas from hydrothermal 

carbonization of water hyacinth.

)LJXUH����+LJKHU�KHDWLQJ�YDOXHV�RI�VROLG�SURGXFW�DQG�

biooil from hydrothermal carbonization of water hya-

cinth.

Figure 3. Images of (a) water hyacinth before and 

solid products after hydrothermal carbonization of water 

K\DFLQWK�ZLWK�RSHUDWLQJ�FRQGLWLRQV��E����������F���������

�G���������DQG��H��������

Figure 4. Energy recovery efficiency of biochar and 

biooil from hydrothermal carbonization of water hya-

cinth.

)LJXUH�����YDQ�.UHYHOHQ�GLDJUDP�VKRZLQJ�WKH�+�&�DQG�

2�&�DWRPLF�UDWLRV�RI�ZDWHU�K\DFLQWK��VROLG�SURGXFW��DQG�

biooil from hydrothermal carbonization of water hya-

cinth.
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カイアシ類 1 個体からのDNA 抽出方法の改良と
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Abstract　Considerable skill is required to identify copepods at the species level based on their 
morphological characteristics. However, DNA analysis does not require advanced microscopy 
techniques and provides objective data on the phylogenetic relationships between samples. 
Therefore, DNA analysis is useful as an alternative method for taxonomic studies of copepods. 
7KH�O\VLV�EXIIHU�PHWKRG�E\�/HH�	�)URVW��������LV�D�VLPSOH�SURWRFRO�IRU�H[WUDFWLQJ�'1$�IURP�
single copepod samples. In this method, a fixative, such as formalin, is first replaced with 
ethanol and a buffer solution. Then, the copepod sample is lysed in the lysis buffer containing 
a proteolytic enzyme. Thus far, we have conducted DNA extraction of single copepod samples 
XVLQJ�WKLV�PHWKRG�DQG�SHUIRUPHG�JHQH�DPSOLÀFDWLRQ�E\�3&5��+RZHYHU��GXH�WR�WKH�ORZ�VXFFHVV�
UDWH�RI�3&5�DPSOLILFDWLRQ��JHQHWLF�GDWD�FRXOG�QRW�EH�REWDLQHG�IRU�DSSUR[LPDWHO\�����RI� WKH�
formalin-fixed samples. In this study, we improved the lysis buffer method with the aim of 
enhancing the success rate of DNA extraction and PCR amplification from single copepod 
samples. In addition, the effect of formalin fixation time on PCR amplification was also 
examined.
=RRSODQNWRQ�VDPSOHV�ZHUH�FROOHFWHG�IURP�0DQD]XUX�3RUW��6DJDPL�%D\�RQ�6HSWHPEHU�����������

XVLQJ�D�SODQNWRQ�QHW�ZLWK�D�PHVK�VL]H�RI�����μP�DQG�À[HG�ZLWK����QHXWUDOL]HG�IRUPDOLQ�VHDZD-
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ter. Adult females of the calanoid copepod Acartia japonica were selected from these samples 
DQG�VWRUHG�LQGLYLGXDOO\�LQ�HWKDQRO��'1$�ZDV�H[WUDFWHG�IURP�WKHVH�FRSHSRGV�YLD�D�PRGLÀHG�HWK-
anol removal method, with adjustments made to the dilution of the lysis buffer, and incubation 
WLPH��7KH�PLWRFKRQGULDO�F\WRFKURPH�E�JHQH�ZDV�DPSOLÀHG�IURP�WKHVH�'1$�VDPSOHV�E\�3&5��
:KHQ�WKH�FRQFHQWUDWLRQ�RI� WKH�3&5�SURGXFW�ZDV����QJ�μL-1�RU�PRUH��3&5�DPSOLÀFDWLRQ�ZDV�
considered to be successful. Based on the conditions optimized by the above studies, the effect of 
WKH�IRUPDOLQ�À[DWLRQ�WLPH�RQ�WKH�3&5�DPSOLÀFDWLRQ�RI�FRSHSRGV�ZDV�DOVR�LQYHVWLJDWHG�

A higher success rate was obtained when natural drying or vacuum drying was performed 
to remove ethanol during DNA extraction rather than removal by pipetting. Since there was no 
VLJQLÀFDQW�GLIIHUHQFH�EHWZHHQ�WKH�UHVXOWV�RI�QDWXUDO�GU\LQJ�DQG�YDFXXP�GU\LQJ��QDWXUDO�GU\LQJ��
ZKLFK�LV�HDVLHU�WR�SHUIRUP��ZDV�VHOHFWHG�DV�WKH�RSWLPXP�PHWKRG��:H�DOVR�FRQÀUPHG�WKDW�D�KLJK�
success rate was maintained without diluting the lysis buffer after the inactivation of proteolytic 
HQ]\PH��5HJDUGLQJ�WKH�LQFXEDWLRQ�WLPH�IRU�O\VLV��FKDQJLQJ�IURP�WKH�FRQYHQWLRQDO����PLQXWHV�WR�
���PLQXWHV�GLG�QRW�UHVXOW�LQ�D�VLJQLÀFDQW�GHFUHDVH�LQ�WKH�VXFFHVV�UDWH�RI�3&5�DPSOLÀFDWLRQ��7KXV��
WKH�VXFFHVV�UDWH�RI�3&5�LQFUHDVHG�WR�DSSUR[LPDWHO\������$GGLWLRQDOO\��FRPSDUHG�ZLWK�WKH�FRQ-
ventional lysis buffer method, the number of steps was reduced by half, and the required time 
ZDV�VKRUWHQHG�IURP�����KRXUV�WR�DSSUR[LPDWHO\����PLQXWHV��)XUWKHUPRUH��ZH�FRQÀUPHG�WKDW�WKLV�
LPSURYHG�O\VLV�EXIIHU�PHWKRG�FDQ�EH�DSSOLHG�WR�VLQJOH�FHOOV�RI�VPDOO�SURWR]RD�VXFK�DV�ÁDJHOODWHV�
DQG�FLOLDWHV��7KH�HIIHFW�RI�IRUPDOLQ�À[DWLRQ�WLPH�RQ�3&5�DPSOLÀFDWLRQ�RI�WKH�PLWRFKRQGULDO�F\WR-
chrome b gene after DNA extraction via this improved lysis buffer method was investigated. As 
H[SHFWHG��WKH�VXFFHVV�UDWH�RI�3&5�DPSOLÀFDWLRQ�GHFUHDVHG�ZLWK�WKH�IRUPDOLQ�À[DWLRQ�WLPH��+RZ-
HYHU��ZKHQ�WKH�À[DWLRQ�SHULRG�ZDV�ZLWKLQ���PRQWK��3&5�SURGXFWV�ZLWK�D�FRQFHQWUDWLRQ�RI�PRUH�
WKDQ����QJ�μL-1�ZHUH�REWDLQHG�LQ�����RI�WKH�LQGLYLGXDO�FRSHSRG�VDPSOHV��)XUWKHUPRUH��HYHQ�DI-
WHU���PRQWKV��VLPLODU�FRQFHQWUDWLRQV�RI�3&5�SURGXFW�ZHUH�REWDLQHG�LQ�����RI�LQGLYLGXDOV�

Genetic analysis of small zooplankton is increasingly important not only in taxonomy but 
also for biodiversity and phylogeographic studies. The data presented in this study will be very 
important and useful in such studies.

Keywords: FRSHSRG��'1$�H[WUDFWLRQ��IRUPDOLQ��O\VLV�EXIIHU��3&5�DPSOLÀFDWLRQ�

１. 序論

カイアシ類は、甲殻亜門カイアシ亜綱に属する体長が
����PPから���PPほどの小型甲殻類である。現在9目
����種以上が記載され、浮遊性や底生性種の他、魚
類や無脊椎動物に寄生する種も存在する（Boxshall & 

+DOVH\�����）。極域を含む世界中の海洋と淡水域のほ
か、一部は陸上の土壌中など幅広い環境中に生息し

ている（5D]RXOV�HW�DO�����������）。また、海洋に生息す
るカイアシ類の生物量は、海洋動物プランクトン全体の
約�割を占めていると言われており（0DXFKOLQH�����）、
魚類や肉食性動物プランクトンの主要な餌となってい
る。同時に多くのカイアシ類は植物プランクトンを摂餌す
ることから、食物連鎖において一次生産者と高次消費
者をつなぐ重要な役割を担っている（0DXFKOLQH�����）。
さらに前述の寄生性カイアシ類は養殖魚の健康に悪
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影響を与える一方で（-RKQVRQ� HW� DO�� ����）、仔稚魚
の優れた餌として注目されているカイアシ類も存在する
（6W¡WWUXS� ����）。このようにカイアシ類は、水圏生態
学および水産学両分野で重要視される生物として、分
類学的研究や生態学的研究が盛んに行われている。
一般に、カイアシ類の分類学的研究は顕微鏡を用

いた形態観察によって行われてきた（Bradford-Grieve 

����）。しかしながら、小型な種が数多く存在し、そのよう
な種では特徴的な部位を判別し難い（+LUDL�HW�DO������）
ことや、形態がよく似た種も多く存在することから、種レベ
ルの同定や分類を行うには相当の経験を必要とし、研究
者によって結果が異なる可能性も含んでいる。一方DNA

解析は高度な手技を必要とせず、個人差が生じ得ない
塩基配列に基づいて評価を行うためより客観的である。
また、属や種間はもとより種内の進化系統関係を定量
的に推測することも可能である。これらのことから、DNA

解析はカイアシ類の新たな分類方法として近年広く利用
されるようになってきた（*RHW]H�������+LUDL�HW�DO��������

&RUQLOV�HW�DO������）。
DNA解析を行うためにはまずDNAを抽出する必要が

あるが、この方法の1つとしてLysis buffer法がある（Lee 

	�)URVW�����）。この方法は、カイアシ類1個体からDNA

を抽出する方法として報告されたもので、まずホルマリン
などの固定液をエタノールに置換し、次にエタノールを
ピペッターで取り除く。その後タンパク分解酵素を含む
Lysis buffer中でカイアシ類の個体を部分的に溶解し、
最後にタンパク質分解酵素を失活させてDNA試料と
する。当研究室ではこれまで、このLysis buffe法を用い
てカイアシ類のDNA抽出を行ってきた。しかしながら、
PCR増幅までの成功率が���程度と低く、分析に使用
した個体の多くが無駄になってしまうという問題があっ
た。成功率が低い原因として、エタノールの残存や溶
解効率の低さも考えられたが、ピペッティング操作に伴
う個体の喪失も大きな原因と考えられた。本研究では、
カイアシ類1個体からのDNA抽出とPCR増幅までの成
功率を����に近づけることを目的として、Lysis buffer

法における各工程の条件について再検討を行うととも

に、工程全体の簡略化を試みた。加えて、試料採集か
らDNA抽出までの期間を様々に設定することにより、ホ
ルマリン固定期間がカイアシ類の遺伝子のPCR増幅に
及ぼす影響についても検証した。

2. 材料と方法

2-1. 試料採集
����年9月14日に相模湾真鶴港（��°�� ’N、139°

�� ’E）において目合����μm、口径��� FPのプランクト
ンネットを用いて動物プランクトンを採集し、��中性ホ
ルマリン海水で固定した。このバルク試料から、実体
顕微鏡下でAcartia japonica（Calanoida目、Acartia

科、Acartia属、Odontacartia亜属）の雌成体を選別
した。DNA抽出方法の改良に用いた個体は、シャーレ
に取った少量の純水に短時間浸漬した後、あらかじめ
����P/のPCR用チューブに分注された�����エタノー
ル��� �/中に1個体ずつ浸漬し、DNA抽出を行うまで
4℃で保存した。ホルマリン固定期間の影響を調べた
実験では、設定した固定期間（���参照）が経過した
後に純水洗浄とエタノール置換を行い、同様の方法で
保存した。

2-2. DNA抽出方法の検討
Lysis buffer法（/HH�	�)URVW�����）をもとに、エタノー

ル除去方法およびLysis bufferの量と溶解時間を変えて
DNAを抽出し、得られたDNAを鋳型として PCR増幅
を行い、その結果に基づいて各工程の最適条件を決定
した。併せて行程の簡略化を行った。Lysis bufferの
組成は、原報と同じく���P0�7ULV�+&O（S+����）、�����
7ZHHQ���、���P0�.&O、���μg mL-1 Proteinase Kとした。
1実験区につき��個体を用いた。
2-2-1. エタノール除去方法
エタノール浸漬試料から、ピペッターを用いてエタ

ノールを除去した。この時、A. japonica個体を誤って
吸い取ってしまうことを避けるため、完全にエタノール
を除去せず、��μL程度のエタノールはチューブに残し
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-PN\YL� ���(NHYVZL�NLS� LSLJ[YVWOVYLZPZ� VM�7*9�
WYVK\J[Z�PU�[OL�Z[\K`�VM�L[OHUVS�YLTV]HS�TL[OVKZ��
,[OHUVS�^HZ�YLTV]LK�MYVT�[OL�L[OHUVS�ZVHRLK�JV�
WLWVK�ZHTWSLZ�I`� �H��WPWL[[PUN�VUS �̀� �I��WPWL[[PUN�
HUK�UH[\YHS�KY`PUN��HUK� �J��WPWL[[PUN�HUK�]HJ\\T�
KY`PUN�� ;̂ LU[` A. japonica PUKP]PK\HSZ�^LYL�\ZLK�
MVY�LHJO�JVUKP[PVU��(M[LY� [OL�7*9�HTWSPÄJH[PVU�VM�
TP[VJOVUKYPHS�J`[VJOYVTL�I�NLUL�����3�VM�[OL�YL�
HJ[PVU�ZVS\[PVU�^HZ�LSLJ[YVWOVYLZLK�

-PN\YL����:\JJLZZ�YH[L�VM�7*9�HTWSPÄJH[PVU�PU�[OL�
Z[\K`�VM�L[OHUVS� YLTV]HS�TL[OVKZ�� �;OL�WYVWVY�
[PVU�VM� PUKP]PK\HSZ�^P[O�JVUMPYTLK�7*9�WYVK\J[Z�
HYL�ZOV^U� PU�OH[JOLK�JVSV\TUZ��HUK�^P[O�7*9�
WYVK\J[�JVUJLU[YH[PVUZ�VM����UN��3���VY�OPNOLY�HYL�
ZOV^U�PU�ISHJR�JVS\TUZ�

た。この試料を3つの条件、すなわち1）そのまま、�）ク
リーンベンチ内で��分風乾、3）遠心濃縮機を用いて
��分真空乾燥した。Lysis bufferを���μL加え、��°Cで
��分保温して個体を溶解した後、��°Cで��分保温して
Proteinase Kを失活させた。最後に滅菌水で�倍希釈し
たものをDNA抽出液としてPCR増幅の鋳型に用いた。
2-2-2. Lysis buffer 量と溶解後の希釈の効果
エタノール浸漬試料から、ピペッターを用いてエタノー

ルを9割程度除去した後、チューブのふたを開けた状態
で��分風乾しエタノールを完全に揮発させた。この試料
について次の�つの条件でDNA抽出を行った。1）�����
に記載した条件で冷凍保存まで行った。�）Lysis bufferを
����μL加え、��°Cで��分保温して個体を溶解した後、��
°Cで��分保温してProteinase Kを失活させた。これを滅
菌水による希釈無しにDNA抽出液としてPCR増幅の鋳
型に用いた。
2-2-3. 溶解時間
エタノール浸漬試料から、ピペッターを用いてエタノー

ルを 9割程度除去した後、チューブのふたを開けた状
態で ��分風乾しエタノールを完全に揮発させた。Lysis 

bufferを ����μL加え、��°Cで �～ �� 分保温して
個体を溶解した後、��°Cで ��分保温して Protein-

ase Kを失活させた。これをDNA抽出液として PCR

増幅の鋳型に用いた。

-PN\YL����(NHYVZL�NLS�LSLJ[YVWOVYLZPZ�VM�7*9�WYVK�
\J[Z� PU� [OL�Z[\K`�VM�]VS\TL�HUK�KPS\[PVU�VM� S`ZPZ�
I\ɈLY��;̂ LU[` A. japonica�PUKP]PK\HSZ�^LYL�S`ZLK�PU�
�H������3�VM�[OL�S`ZPZ�I\ɈLY�HUK�KPS\[LK���[PTLZ�^P[O�
Z[LYPSL�^H[LY��VY��I�������3�VM�[OL�S`ZPZ�I\ɈLY��UV�KP�
S\[PVU���(M[LY�[OL�7*9�HTWSPÄJH[PVU�VM�TP[VJOVUKYPHS�
J`[VJOYVTL�I�NLUL�����3�VM� [OL�YLHJ[PVU�ZVS\[PVU�
^HZ�LSLJ[YVWOVYLZLK�
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-PN\YL����:\JJLZZ�YH[L�VM�7*9�HTWSPÄJH[PVU�PU�[OL�
Z[\K`�VM�]VS\TL�HUK�KPS\[PVU�VM� S`ZPZ�I\MMLY��;OL�
WYVWVY[PVU�VM�PUKP]PK\HSZ�^P[O�JVUÄYTLK�7*9�WYVK�
\J[Z�HYL�ZOV^U�PU�OH[JOLK�JVS\TUZ��HUK�^P[O�7*9�
WYVK\J[�JVUJLU[YH[PVUZ�VM����UN��3���VY�OPNOLY�HYL�
ZOV^U�PU�ISHJR�JVS\TUZ�

2-3. PCR 増幅と塩基配列解析
2-3-1. PCR 増幅
����で得られたDNA抽出液を鋳型として、PCR法

によりミトコンドリアの cytochrome b遺伝子（mt-cytB）
の部分領域を増幅し、��アガロースゲル電気泳動によ
りPCR産物の確認と定量を行った。PCRプライマーに
は、���)（�’-TGTGGRGCNACYGTWATYACTAA）
および ���5（�’-AANAGGAARTAYCAYTCNGGYTG）
（0LOOLJDQ�HW�DO������）を用いた。PCR反応液（全量
���μL）の組成は、鋳型 DNA 1 μL、�×PCRプレミッ
クス試薬（EmeraldAmp® MAX PCR Master Mix、タカ
ラバイオ株式会社）�����μL、���μM Forward および
Reverse プライマーをそれぞれ ����μL、滅菌水 ����μL

とした。反応液をサーマルサイクラーにセットし、初期変
性（94℃、3分），［変性（94℃、��秒），アニーリング（��℃、
���秒），伸長（��℃、1分）］を���サイクル、最終伸長

-PN\YL����(NHYVZL�NLS�LSLJ[YVWOVYLZPZ�VM�7*9�WYVK�
\J[Z�PU�[OL�Z[\K`�VM�PUJ\IH[PVU�[PTL�MVY�S`ZPZ��;̂ LU�
ty A. japonica� PUKP]PK\HSZ�^LYL� S`ZLK� PU������3�VM�
[OL�S`ZPZ�I\ɈLY�MVY��H�������I�������J�������K������HUK�
�L����TPU��(M[LY�[OL�7*9�HTWSPÄJH[PVU�VM�TP[VJOVU�
KYPHS�J`[VJOYVTL�I�NLUL�����3�VM�[OL�YLHJ[PVU�ZVS\�
[PVU�^HZ�LSLJ[YVWOVYLZLK�

-PN\YL����:\JJLZZ�YH[L�VM�7*9�HTWSPÄJH[PVU�PU�[OL�
Z[\K`�VM� PUJ\IH[PVU�[PTL�MVY� S`ZPZ��;OL�WYVWVY[PVU�
VM� PUKP]PK\HSZ�^P[O�JVUMPYTLK�7*9�WYVK\J[Z�HYL�
ZOV^U�PU�OH[JOLK�JVS\TUZ��HUK�^P[O�7*9�WYVK\J[�
JVUJLU[YH[PVUZ�VM����UN��3���VY�OPNOLY�HYL�ZOV^U�PU�
ISHJR�JVS\TUZ�
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（��℃，3分）で PCR増幅を行った。PCR反応液 ��μ
Lを��アガロースゲルを用いて電気泳動し、増幅の有
無とPCR産物の濃度を確認した。
2-3-2. 塩基配列解析
本実験で得られた PCR産物が塩基配列解析可能で

あること、ならびにカイアシ類のmt-cytBであることを確
認するために、DNA抽出方法の検討における各実験
区のサンプルから無作為に選んだ計 �サンプルについ
て、PCR産物の塩基配列をサンガー法により解析した。
得られた塩基配列について、BLAST（Basic Local 

Alignment Search Tool）を用いてDNAデータベースに
対する相同性検索を行った。

2-4. ホルマリン固定期間が PCR増幅に与える影響
試料採集後に ��中性ホルマリン海水で固定したバ

ルクサンプルを、�週間から��週間 4℃で保存し、�

週間毎に実体顕微鏡下で A. japonicaの雌成体を ��

個体選別した。����により最適化された改良 Lysis buf-

fer法を用いて 1個体ごとにDNAを抽出し、前項に記
載した方法にしたがってmt-cytB遺伝子の PCR増幅と
生成物の確認を行った。

3. 結果

3-1. DNA抽出方法の検討
Lysis buffer法によるDNA抽出条件の最適化を目指

して、エタノール除去方法、Lysis bufferの量と溶解後
の希釈、および溶解時間について検討した。評価の基
礎データとした PCR増幅産物の電気泳動写真をFig. 1, 

����に示した。またこの結果に基づいて計算した検討項
目毎の PCR増幅の成功率を)LJ���������に示した。

Acartia japonica個体を浸漬したエタノールの除去方
法について、ピペッターによる除去のみと、��分間の風
乾または遠心濃縮乾燥を比較した結果を)LJ���に示し
た。ピペッターによる除去のみの場合、PCR産物が電
気泳動により確認できたのは ��個体中 13個体（���）
で、そのうち ���QJ�μL-1以上の PCR産物が得られた

のは 7個体（���）であった。それに対して、風乾ま
たは遠心濃縮乾燥では、ほぼすべての個体において
PCR産物が確認され、いずれも��個体（���）で ���

ng μL-1以上の PCR産物が確認された。
Lysis bufferの量と溶解後の希釈の効果に関する検

討の結果、/\VLV�EXIIHU����μL中でカイアシ類個体を
溶解し蒸留水で �倍希釈した場合、��個体すべてに
おいて PCR産物が確認されたが、���QJ�μL-1以上の
PCR産物が得られたのは ��個体（���）であった。
それに対して、/\VLV�EXIIHU�����μL中でカイアシ類個
体を溶解し、蒸留水による希釈をしなかった場合は、��

個体すべてにおいて ���QJ�μL-1以上の PCR産物が得
られた（Fig. 4）。

Lysis bufferによる溶解時間の検討の結果、溶解時
間が ��分以上の場合、すべての個体において PCR

産物が確認された。そのうち ���QJ�/-1以上の PCR産
物が得られたのは、溶解時間 ��分で ��個体（����）、
��分で 19個体（���）、��分で ��個体（���）で
あった。溶解時間を��分または �分にした場合は、19

個体（���）で PCR産物が確認され、���QJ�μL-1以
上の PCR産物が得られたのはそれぞれ ��個体（���）
および 14個体（���）であった（)LJ���）。
以上の結果から、Lysis bufferを用いたカイアシ類 1

個体からの DNA抽出の最適条件（改良 Lysis buffer

法）を次の通りとした（Fig. 7）。1）個体を浸漬してい
たエタノールをピペッターで 9割程度除いた後、��分風
乾することによりエタノールを完全に揮発させる。�）Ly-

sis bufferを����μL加え、��℃で ��分保温することに
よりカイアシ類個体を溶解する。3）��°Cで ��分保温
することによりProteinase Kを失活させる。これをDNA

試料として－��℃以下で冷凍保存する。

3-2. 塩基配列解析
DNA抽出方法の検討において得られた PCR産物 �

サンプル [Fig. 1 （b）19、��、)LJ���（a）4、11、（b）
11、��@�について、サンガー法によりそれぞれ ����ESの
塩基配列を決定した。�つの塩基配列は互いに ����
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一致し、BLAST検索の結果、Acartia amboinensisの
mt-cytB（GenBank登録番号：/&������）の相同領
域と�����の相同性を示した。以上の結果から、本
研究により抽出したDNAを鋳型として PCR増幅され
たDNAは Acartia属の mt-cytBであり、塩基配列解
析にも使用できることを確認した。なお、現時点で A. 

japonicaのmt-cytBはDNAデータベースに登録されて
いない。

3-3. ホルマリン固定期間が PCR増幅に与える影響
ホルマリン海水中、�～ ��週間 4℃で保存した個体
について、3-1.に記した改良 Lysis buffer法によりDNA

を抽出し、それらを鋳型としてmt-cytBをPCR増幅した
ときの電気泳動写真を)LJ���に示した。またこの結果に
基づいて計算した PCR増幅の成功率をFig. 9に示し
た。ホルマリン固定期間が �～ ��週間では、PCR増
幅が確認された個体数は 19個体（���）以上で有
意差は認められなかった。ただし、���QJ�μL-1以上の
PCR産物が得られた個体数は、固定期間が �週間の
時の ��個体（����）から徐々に減少し、��週間後
では ��個体（���）であった。

4. 考察

4-1. Lysis buffer 法の改良
序論でも述べた通り、DNA解析には熟練を要する
特別な手技は必要としないが、カイアシ類のような生物
1個体から確実にDNAを抽出する場合には、微少な
サンプルを扱うがゆえの不確実さが伴う。この点で Ly-

sis buffer法は、操作が比較的簡単かつ少ない工程に
よって構成されている良い方法である。しかしそれでも
DNA抽出からPCR法による遺伝子増幅までの成功率
は、少なくともわれわれの研究室では ���程度と低かっ
たため、今回、各工程の条件の最適化と更なる工程の
簡略化を試みた。

Lysis buffer法（原法と略す）では、エタノールの除
去はバッファー交換により行われるが、本研究により確立
した改良 Lysis buffer法ではピペッターによる除去と風
乾とした。これは、原法において少なくとも�回必要だっ
たピペッターによる吸引を 1回とすることで、カイアシ類
個体を誤って吸引し喪失するリスクを減らすことが目的で
あった。ただし、エタノールは PCR反応を阻害すること
が知られており（5RVVHQ�HW�DO������）、本研究において
もピペッターによる除去のみの場合には PCR増幅の成
功率が低下した。
カイアシ類個体の溶解に用いるLysis bufferの量につ
いては、原法の���μL から����μLに増やしたことで、十
分な増幅量（���QJ�μL-1）のPCR産物が得られる割合が
ほぼ����となった。これは、Lysis buffer量を増やしたこ
とで、カイアシ類個体が確実に溶解液中に浸漬されたた
めであると考えている。当初、溶解後の純水によるLysis 

bufferの希釈は、Lysis bufferの1成分である界面活性剤
7ZHHQ���を薄めるために必須であると考えていたが、予
備実験の結果から薄めなくともPCR増幅を阻害しないこ
とが確認され、結果として工程数の削減につながった。

Lysis bufferによる溶解時間は、原法の ��分から��

分に減じても、PCR増幅の成功率に変化は無かったが、
PCR産物の濃度は溶解時間の減少とともに徐々に低下
した。DNAの塩基配列解析には ��QJ�μL-1程度の試
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[PTL�VU�7*9�HTWSPMPJH[PVU��AVVWSHUR[VU�ZHTWSLZ�
^LYL�JVSSLJ[LK�HUK�RLW[� PU����UL\[YHSPaLK�MVYTH�
SPU�ZLH^H[LY�MVY��H������I������J������K������L�������M�����
^LLRZ��;̂ LU[`�A. japonica�PUKP]PK\HSZ�^LYL�ZLSLJ[�
LK�MYVT�LHJO�Ä_LK�ZHTWSL��HUK�+5(�^HZ�L_[YHJ[�
LK�I`�PTWYV]LK�S`ZPZ�I\ɈLY�TL[OVK�

料が ���μLあれば十分であるため、PCR産物を直接
塩基配列決定に供する場合は、溶解時間は ��分で
十分であると考えられる。一方、PCR産物をプラスミド
ベクターなどにクローニングするような場合には、原法通
り��分の溶解を行った方がよい。
以上の検討により、DNA抽出からPCR法による遺伝子
増幅までの成功率をほぼ����にすることができ、同時に
原法では約���時間であった全行程時間が約��分に短
縮された。また、本研究により確立した改良Lysis buffer 

法を用いて、これまでにAcartia japonicaの以外のカイ
アシ類Acartia steueri、Calanus sinicus、Clausocalanus 

arcuicornis、Dioithona oculata、Oithona similis、Oncaea 

venusta、Paracalanus parvus s.l.、Pseudodiaptomus 

nihonkaiensis、Tigriopus japonicusの他、渦鞭毛虫

-PN\YL� ��:\JJLZZ�YH[L�VM�7*9�HTWSPÄJH[PVU�PU�[OL�
Z[\K`�VM�[OL�LɈLJ[�VM�MVYTHSPU�Ä_H[PVU�[PTL�VU�7*9�
HTWSPMPJH[PVU��;OL�WYVWVY[PVU�VM� PUKP]PK\HSZ�^P[O�
JVUMPYTLK�7*9�WYVK\J[Z�HYL�ZOV^U� PU�OH[JOLK�
JVS\TUZ��HUK�^P[O�7*9�WYVK\J[�JVUJLU[YH[PVUZ�VM�
���UN��3���VY�OPNOLY�HYL�ZOV^U�PU�ISHJR�JVS\TUZ�

Gyrodinium rubrum、Gyrodinium heterogrammum、
Noctiluca scintillans、繊毛虫Euprotes vannusについて
も、それぞれ1個体または1細胞からのDNA抽出とPCR

法による遺伝子増幅に成功している。カイアシ類よりもさら
に小さな単細胞原生生物においても適用できたことは、
本法の汎用性と有用性を示すものである。

4-2. ホルマリン固定期間が PCR増幅に与える影響
ホルマリンは、生物個体や組織の形態を長期間保
持する役割を担っているが、同時にDNAの構成単位
であるヌクレオチドの共有架橋結合や不可逆的変性、
修飾、断片化を起こすため（&KDZ�HW�DO��������3DlER�

HW�DO��������&KDQJ�	�/RHZ�����）、DNA解析のため
の生物試料の固定剤としては不向きであるとされてき
た。また、DNA自体の化学変化の他にも、DNAとタ
ンパク質の架橋構造が形成され、その結果としてホル
マリン固定試料からの DNA抽出効率が著しく低下す
ることも報告されている（6ULQLYDVDQ�HW�DO������）。こ
のような問題を解決するため、ホルマリン固定試料から
のさまざまなDNA抽出方法が検討されてきた（Goelz 
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HW�DO��������%XFNOLQ�HW�DO��������3DLUHGHU�HW�DO������）。
中でも最近 Shiozakiら（����）は、長期間ホルマリ
ン固定されたプランクトン試料から、DNAメタバーコー
ディングに用いることが可能なDNAの抽出方法を開
発した。この方法は、試料を界面活性剤とタンパク質
分解酵素を含む溶解液中でインキュベートし、その後、
市販の DNA抽出キットならびに DNA修復キットを用
いて精製 DNAを得るというものである。しかしながらこ
のような方法は、DNAメタバーコンディングのようにバル
ク試料を扱う場合には適用可能であるが、微小動物
1個体あるいは原生生物 1細胞から微量の DNA抽
出を行う場合には、その過程で個体や細胞、あるいは
DNAを失うリスクが高い。したがって、本研究により確
立した改良 Lysis buffer 法のような簡便なDNA抽出
法も依然として必要性が高く、そのような方法を用いた
場合のホルマリン固定期間が PCR増幅に与える影響
を調べることには意味があると思われた。
本研究において、ホルマリン海水中で�～ ��週間 4℃

で保存した A. japonicaの雌成体について、改良 Lysis 

buffer 法によるDNA抽出とPCR法による遺伝子増幅
を試みた結果、固定期間が ��週間までは PCR増幅
の成功率に有意差は無く、��週目に僅かながら阻害が
見られた。航海による調査において試料採集を行うよう
な場合においても、3ヶ月以内に実験室に持ち帰りその
後の処理が行える場合には十分 DNA解析が可能であ
る。ただし今回の研究において、PCR増幅の対象領
域が ����ES程度と短かったことには留意すべきである。
ホルマリンによってDNA鎖状にランダムに化学修飾が生
じることを考えれば、PCR増幅の対象領域が長くなるほ
ど成功率が低下することが考えられる。そのような場合
には、ホルマリン海水中で保存できる期間が本研究結
果よりも短くなることが予想される。

5. 結論

本研究により、ホルマリン固定されたカイアシ類 1個
体から、簡便かつ高い成功率でDNA抽出を行う方法

を確立した。またこの方法は、カイアシ類のみならず、
渦鞭毛虫や繊毛虫などの原生生物 1細胞にも適用可
能であった。本法を用いてカイアシ類のDNA抽出を行
う場合、ホルマリン固定期間が 3ヶ月程度までであれば、
十分 PCR法による遺伝子増幅が可能であることも確認
された。微少動物プランクトンの遺伝子解析は、分類
学のみならず、生物多様性解析や系統地理学的研究
においてもますます重要になっている。本論文で報告し
た改良 Lysis buffer法は、そのような研究にとって非常
に有用であると考えられる。
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Abstract　Distribution of Noctiluca scintillans, nutrients and chlorophyll a at the surface 
was investigated in the upper Gulf of Thailand in summer. Observation was made along two 
longitudinal lines across the inner gulf during the southwest monsoon period. Significantly 
high chlorophyll a was observed at stations on the northern line compared to the southern line, 
and the highest abundance was located in the eastern part of the line. This was accompanied by 
VLJQLÀFDQWO\�HOHYDWHG�QLWUDWH� LQ�WKH�HDVWHUQ�SDUW��+LJKHU�DEXQGDQFH�RI�N. scintillans cells was 
observed also along the northern line, and its maximum occurred in the eastern part. The high 
abundance of both chlorophyll a and N. scintillans in the northeastern part of the study area sup-
SRUWV�6ULZRRQ�HW�DO���������ZKR�VKRZHG�D�EXLOG�XS�RI�N. scintillans and phytoplankton biomass 
in the northeastern part of the upper gulf, where surface water circulation alters according to the 
monsoon cycle: the southwest monsoon induces a clockwise circulation from the west to the 
HDVW��DQG�WKH�QRUWKHDVW�PRQVRRQ�GHYHORSV�D�FRXQWHUFORFNZLVH�FLUFXODWLRQ��6ULZRRQ�HW�DO��������
concluded that the southwest monsoon circulation produces a favorable condition for growth of 
N. scintillans�LQ�WKH�QRUWKHDVW�SDUW�RI�WKH�XSSHU�JXOI��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\�D�VLJQLÀFDQW�FRUUHODWLRQ�
was found among nitrate, chlorophyll a and abundance of N. scintillans, suggesting phytoplank-
ton abundance supported by high nitrate availability served as prey for N. scintillans. This infer-
HQFH�LV�FRPSDWLEOH�ZLWK�ÀQGLQJV�RI�6ULZRRQ�HW�DO���������

Keywords: Noctiluca scintillans, Gulf of Thailand, surface distribution, Southwest monsoon
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従属栄養性の渦鞭毛藻ヤコウチュウは濃い赤色の
赤潮を形成することが知られているが、東南アジアやア
ラビア海の沿岸域では鮮やかな緑色のブルームを形成
する（齋藤・古谷�����）。これは細胞内にペディノ藻
Pedinomonas noctilucaeが共生するためその緑色を呈
するからである。タイ湾奥部 (Upper Gulf of Thailand、
以下 UGoT)では、この共生藻を持つヤコウチュウブルー
ムにより貧酸素水塊が形成され魚類の斃死やエビ養殖
への被害が問題になっている��6XYDSHSXQ������。この
問題へのとりくみの一環として、貧酸素水塊が形成され
やすい夏季の UGoTにおけるヤコウチュウの水平分布
を調べた。タイ湾は半閉鎖性であり、北側から4つの
大きな河川、すなわち西から東へ順に、Mae Klong川、
Tha Chin川、Chao Phraya川、Bang Pakong川が注ぎ
（Fig.1）、流入栄養塩によりUGoTを富栄養環境にし
ている��%XUDQDSUDWKHSUDW�HW�DO�������。
観測と採水をUGoTの 14測点において ����年 �

月 ��日から��日にかけて行った (Fig. 1)。水温、塩
分は多項目水質計��0RGHO�����<6,�を用いて測定した。
表層からバケツを用いて採水し、クロロフィル a (Chl a)、
栄養塩および検鏡用試料を得た。Chl aは、試水を船
上にて ���PP径グラスファイバーフィルター (Whatman, 

*)�)�で濾過した後に、N, N-dimethylformamideで暗
中常温下にて 1昼夜抽出し、蛍光光度計��$TXDÁXRU��

Turner Design)を用いて濃度を測定した（Suzuki & 

,VKLPDUX�����）。試水を�����P目合いのプランクトンネッ
トによりヤコウチュウおよび大型の植物プランクトンを濾別し
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た試水の Chl a濃度を同様の方法で測定した (Grashof 

HW�DO�������。栄養塩濃度は海水試料を冷凍して持ち帰
り陸上で測定した。ヤコウチュウ細胞密度は海水 ��/

を ����P目合いのプランクトンネットで濃縮したものを終
濃度�����中性ホルマリンで固定し、実体顕微鏡下で
計数した。
海面水温は �����²������℃と高く、全測点で水柱は
成層していた。塩分は �����²�����で変動し、Bang Pa-

kong川河口付近の測点 13および 14で最も低かった。
河川水の影響は硝酸塩の分布に現れ、北側の測線の
平均値は南側のそれに比べて有意に高かった (p�����、
)LJ����。一方、アンモニウム塩、リン酸塩はそれぞれ �����

������0、�������������0の範囲で変動したが南北の
測線間での有意差は認められなかった。窒素：リン比は 
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;HISL����7LHZVU�JVYYLSH[PVU�TH[YP_�HTVUN�[LTWLYH[\YL��ZHSPUP[ �̀�UP[YH[L��HTTVUP\T��WOVZWOH[L��JOSVYV�
WO`SS�a�HUK�JLSS\SHY�HI\UKHUJL�VM�Noctiluca�PU�[OL�\WWLY�.\SM�VM�;OHPSHUK��

  temperature salinity nitrate ammonium phosphate Chl a

 temperature 1     
� VDOLQLW\� ������ �� � � �
� QLWUDWH� ������ ����� �� � �
� DPPRQLXP� ����� ������ ������ �� �
� SKRVSKDWH� ����� ������ ����� ����� ��
 Chl a � ������ ������ ����� ������ ����� �
� 1RFWLOXFD�� ������ ������ ����� ����� ����� ����

 　　　＊VLJQLÀFDQW�DW�S�������Q ���

����²����で変動しており調査海域全域が窒素制限の
状態であることを示した。

Chl aは南の測線の平均値よりも北の測線のそれが有
意に高く (p������、北の測線では東に向かって有意な
増加傾向を示した (p�����、)LJ����。ヤコウチュウは全
測点で出現し、��²����細胞 L-1の間で変動した。細
胞数は南の側線よりも北の側線で高く、特に北の測線で
は東に向かって有意な増加傾向が認められ (p������、
分布の極大は Chao Phraya川および Bang Pakong 川
河口沖の測点 13であった��)LJ����。UGoTにおける表
層水の循環はモンスーンサイクルに応じて変化する (Bu-

UDQDSUDWKHSUDW�	�<DQDJL������。すなわち 3月から9月
の南西モンスーン期には時計回りの循環が卓越し、表
層水は西側から東側に向かい、11月から�月の北東モ
ンスーン期には反時計回りの循環が卓越し、南から低
栄養塩濃度の海水が UGoT東部に流入する。この循
環に伴い、UGoTではヤコウチュウブルームの発生場所
が変化し、南西モンスーン期には東部で、北東モンスー
ン期には西部で発生する��6ULZRRQ�HW�DO�������。本研
究において北側測線の東部で高い Chl a濃度およびヤ
コウチュウ現存量が観察されたのは南西モンスーン期に
あたっていたためこの現象を捉えたものといえる。
ヤコウチュウ細胞数は硝酸塩およびChl a と有意な
正の相関を示した (p�����、Table 1)。北の測線では
Chaetoceros属を主とする中心目珪藻が卓越していた

が、P. noctilucae自体が含有するChl aとともに東部に
おいて高いChl a濃度をもたらした。UGoTでは河川流
量が南西モンスーン期に顕著に増加するため (Bu-

UDQDSUDWKHSUDW� HW� DO�� �����、流入した栄養塩を利用し
て植物プランクトンブルームが発生したと考えられる。
6ULZRRUQ�HW�DO��������は、UGoTのBang Pakong 川河口
沖における観測において、Chl a濃度とヤコウチュウの細
胞密度が正に相関したこと、およびヤコウチュウ細胞密
度が高い測点では細胞内に多くの食胞が認められたこ
とから、植物プランクトンの摂餌によりヤコウチュウが高
い増殖活性を得た可能性が高いことを指摘している。
本研究においても多くのヤコウチュウ細胞内に食胞が
観察されており、硝酸塩とChl aの有意な相関 (Table 1)

は、硝酸塩を利用して増殖した餌生物をヤコウチュウが
摂餌して高い増殖活性を得ていた可能性を示唆する。
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誌は Nature，Science誌は Scienceと表記する．
6. 英語以外の外国語で書かれた文献は末尾に (in Chinese) のようにし，英文要旨がある場合は，(in Greek with English abstract) 

のように記載する．
[ 例 ]

論文
中尾賢志 (2019) 閉鎖性水域における栄養塩類管理を目的とした下水高度処理の運転管理 . 用水と廃水 61: 655–661.
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Water Res 189: 116603. （論文番号のみの場合）
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doi.org/10.1016/j.btre.2019.e00402 （電子版のみの場合）

単行本
小久保清治 (1932) 浮游生物分類学 . 恒星社厚生閣 , 東京 , 394 pp, 34 pls. 

高原義昌（編著）(1980) 廃水の生物処理 . 地球社 , 東京 , 384 pp.

Speece RE (1996) Anaerobic Biotechnology for Industrial Wastewaters. Archae Press, Tennessee, 393 pp.

Bazargan A (ed) (2022) Photocatalytic Water and Wastewater Treatment. IWA Publishing, London, 220 pp.

単行本の章
佐々木健 (1993) “光合成細菌の生理と生態 .” 嫌気性微生物（上木勝司・永井史郎編著）. 養賢堂 , 東京 , pp. 145–166.

Khalifa O, Banat F, Hasan SW (2021) “Integrated and hybrid processes for oily wastewater treatment.” Integrated and Hybrid 

Process Technology for Water and Wastewater Treatment (eds Mohammad AW, Ang WL). Elsevier Publishing, Amsterdam, pp. 

313–337.

学位論文
阿部憲一 (2012) 生物膜型廃水処理における亜硝酸化の制御 . 長岡技術大学大学院工学研究科学位論文 .

Katayama T (2015) Photoprotective acclimation of xanthophyll pigments to high light in marine diatoms. PhD thesis, Soka 

University, Japan. 

報告書
水産庁九州漁業調整事務所 (1993) 平成 4年九州海域の赤潮 . 水産庁 , 67 pp.

United Nations World Water Assessment Programme (WWAP) (2017) The United Nations World Water Development Report 

2017. Wastewater: The Untapped Resource. UNESCO, Paris, 180 pp. 

インターネット上の公開データベース等の引用
WoRMS Editorial Board (2019) World Register of Marine Species. http://www.marinespecies.org （2019年 6月10日アクセス）
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