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5 L 容フラスコを用いた Chattonella antiqua の大量培養試験を実施し，大量培養に適した培

養条件を検討した。その結果，栄養強化海水培地の塩分は調整する必要はなく，培養開始時の

本種の細胞密度が 100 cells/mL となるよう接種し，微通気によるガス交換を促すことで，本種

の大量培養が可能になると考えられた。この C. antiquaの大量培養技術を用いることにより，

赤潮発生現場でのブリに対する曝露試験だけでなく，任意の時期，細胞密度で室内試験を実施

することが可能となった。

鹿児島県における有害ラフィド藻 C. antiquaによ

る赤潮は，1988 年以降八代海において確認され，

しばしば本県の魚類養殖業に対して被害をもたらし

ている。C. antiquaによる赤潮は，1988 年に東町（現

長島町）幣串地先で発生して以来，2015 年までに 13

件発生し，うち 10 件で漁業被害が発生している。

なかでも 2009 年と 2010 年には，本種による赤潮が

八代海だけでなく，有明海，橘湾の広い範囲で大規

模に発生し，本県では 2009 年に約 20 億 3 千万円，

2010 年には約 36 億 8 千万円と，2 年連続で大きな

被害が発生するなど，本県のみならず，熊本県，長

崎県における魚類養殖業に対し深刻な影響を与え

た。

当所ではこの対策として，C. antiqua 赤潮の防除

技術開発のために，本種を用いた魚毒性の把握，ブ

リ等の養殖対象種への影響，赤潮防除剤の開発とい

った様々な試験をこれまで実施してきた。なかでも

西ら
1)は，ブリに対する魚毒性の把握のため，2010

年に八代海で C. antiqua 赤潮が発生した際，これ

を赤潮発生海域で採取し，その場でブリへの曝露試

験を実施し，その影響を把握したが，この方法は赤

潮発生時にしか C. antiqua を大量に使用する試験

を実施できない。このため，C. antiquaを大量かつ

安定的に培養することにより，C. antiqua 赤潮が発

生しなくても試験を周年実施できる体制を構築する

必要があり，当所ではこれまで C. antiqua の大量培

養技術の開発に取り組んできた。その成果として眞

鍋ら
2)は，1 kL ポリカーボネートタンクを用いて

C. antiqua を培養し，11-18 日間で本種の細胞密度

が 1 × 105 cells/mL 以上に達し，タンクあたり 2 ×

109 cells 以上の細胞が得られ，本種の大量培養の基

本技術が開発できたことを報告している。

本稿では，上記報告の前段階である基礎試験とし

て実施した，5 L 容フラスコを用いた C. antiqua の

大量培養試験について取りまとめることにより，こ

れまで当所が実施してきた，C. antiqua の大量培養

技術開発の過程について，理解を深める一助とする。

材料及び方法

１ C. antiqua の至適培養条件の検討

試験には 2009 年 8 月 4 日に八代海南部で採取し

た C. antiqua を，当所で分離培養したクローン株を

用いた。

栄養強化海水培地は，当所地先の取水口から採水

した砂ろ過海水を 3 μ m カートリッジフィルター

でろ過し，オートクレーブ（SANYO 社製 MLS-3750）

により滅菌処理（120 ℃，3min）した海水に，f/2

培地３,４)から Cu と Si を除き，Se と Tris を添加した

改変 f/2 培地（表 1）を添加して調整したものを，5L

容フラスコに 5L 収容した。

温度環境は，試験を実施した飼育実験棟恒温培養

室のエアコンを 24 ℃に設定することで，一定とな

るよう調整した。

光環境は，試験に使用する 5L 容フラスコを照明

付培養棚（SANYO 社製 MLR-1546，4 段の棚，棚

当たり 40W 白色蛍光灯 2 本）に配置し，照度を 2,400

Lx から 4,300Lx に調整した。また付属のタイマーを

用い，14 時間明 10 時間暗の明暗周期とした。

塩分は前述の滅菌海水の 35 を基本とした。塩分

を下げる場合は，蒸留水製造装置（ADVANTEC 社

製 RFD240NA）で製造した蒸留水を混合し，海水
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濃度屈折計（アズワン株式会社製 IS/Mill-E）で確

認しながら目的の塩分となるよう調整した。

通気は，5L 容フラスコの口部に取り付けたシリ

コン栓に穴を開け，ガラス管（外径5mm，内径3mm）

をフラスコの底面上1cm付近まで到達するよう配管

し，ビニールチューブで飼育実験棟恒温培養室のエ

アー配管と接続して実施した。ほかに空気抜き用の

ガラス管を配管した。なお通気は，C. antiqua がフ

ラスコの底面に沈殿しないよう栄養強化海水培地を

攪拌する目的で行ったが，C. antiquaの属するラフ

ィド藻網の細胞は，細胞壁等の外皮構造を持たない

ため壊れやすく，
5)通気による気泡の物理的刺激で

C. antiquaの細胞が破壊されないように考慮するた

め，必要最低限のごく微量とした（図 1）。

表1 改変f/2培地組成

１）培養開始時の細胞密度及び通気の有無

開始時の C. antiqua の細胞密度を 1cell/mL 及び

l00cells/mL になるよう接種し調整したものと，ガラ

ス管で通気したものと無通気を組み合わせた4区を設

定した。各区とも1基の 5 L 容フラスコを使用した

（図 1）。

成分 添加量 保存液濃度 最終濃度

NaNO3      1mL    75g/1000mL 8.83×10-4M
NaH2PO4・H2O      1mL      5g/1000mL 3.63×10-5M
H2SeO3      1mL ※1 参照

Tris metals-1溶液      1mL ※2 参照

Tris metals-2溶液      1mL ※3 参照

Vitamin mix    0.5mL ※4 参照

Tris     0.5g
Seawater  1000mL
pH 7.4

※1 H2SeO3
成分 添加量 保存液濃度 最終濃度

H2SeO3 1mL 0.129mg/100mL 1×10-10M

※2 Trace metals-1溶液
成分 添加量 保存液濃度 最終濃度

Na2MoO4・2H2O 1mL    0.63g/100mL 3×10-8M
ZnSO4・7H2O 1mL      2.2g/100mL 8×10-8M
CoCl2・6H2O 1mL      1.0g/100mL 5×10-8M
MnCl2・4H2O 1mL    18.0g/100mL 9×10-7M
蒸留水で1000mLに定容

※3 Trace metals-2溶液
成分 添加量 保存液濃度 最終濃度

FeCl3・6H2O 3.15g － 1×10-5M
Na2EDTA・2H2O 4.36g － 1×10-5M
蒸留水で1000mLに定容

※4 Vitamin mix
成分 添加量 保存液濃度 最終濃度

Vitamin B12     1mL   0.1g/100mL 1×10-10M
Biotin   10mL 0.01g/100mL 2×10-9M
Thiamine・HCl 200mg － 3×10-7M
蒸留水で1000mLに定容

図1 C. antiquaの培養状況

試験は，C. antiqua の細胞密度 1cell/mL の2区が

2009 年 11 月 20 日から 12 月 21 日までの 31 日間，

C. antiqua の細胞密度 100cells/mL の2区が 2009 年

11 月 26 日から 12 月 21 日までの 25 日間とし，休日

以外はほぼ毎日検鏡して C. antiqua の細胞密度を計

数した。

２）塩分

栄養強化海水培地を 5L 容フラスコ 1 基に 5L 収

容し，塩分を 35 と 30 に調整した2区を設定し，

C. antiqua培養株を l00cells/mL になるよう接種し，

通気で培養を行った。

試験は 2009 年 12 月 11 日から 12 月 28 日までの

17 日間とし，定期的に検鏡して C. antiqua の細胞密

度を計数した。

３）培養開始時の細胞密度

栄養強化海水培地を 5 L 容フラスコに 1 基あたり

5 L 収容し，C. antiqua培養株を l00cells/mL 及び 200

cells/mL となるよう添加した 2 区を設定し，通気で

培養を行った。l00cells/mL 接種区は 4 基，200

cells/mL 接種区は 2 基の 5L 容フラスコを使用した。

試験は 2010 年 1 月 29 日から 2 月 10 日までの 12

日間とし，3 日目以降は休日以外は毎日検鏡して

C. antiqua の細胞密度を計数し，平均細胞密度を求

めた。

２ ブリ曝露試験用の大量培養

１の結果を踏まえ，ブリの曝露試験に供する目的

で C. antiqua培養株の大量培養を 2 回実施した。１

の１）と同じ海水に栄養強化海水培地の改変 f/2 培

地を添加して調整したものを 5L 容フラスコに 5L

西，田原
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収容し，C. antiqua培養株を l00cells/mL 及び 158

cells/mL になるよう接種し，通気，塩分 35 で培養

を行った。1 回目は 11 日間，2 回目は 9 日間の培養

を行った。それぞれ 5L 容フラスコ 10 基を使用した。

結 果

１ C. antiqua の至適培養条件の検討

１）培養開始時の細胞密度及び通気の有無

C. antiqua培養株を 1cell/mL になるよう接種した

区（通気区及び無通気区）の細胞密度の推移を図 2a

に，l00cells/mL になるよう接種した区（通気区及び

無通気区）の細胞密度の推移を図 2b に示した。

1cell/mL 接種区は，通気区，無通気区とも 10 日

目まではほとんど細胞密度の差は見られなかった

が，その後通気区の細胞密度が急激に増加し，21

日目には 50,000cells/mL に達し，その後減少した。

一方無通気区の細胞密度は，11 日目以降は増加し

たものの，最高細胞密度は 18 日目の 3,010cells/mL

であり，その後減少した（図 2a）。

100cells/mL 接種区は，通気区，無通気区とも 4

日目まではほとんど細胞密度の差は見られなかった

が，その後通気区の細胞密度が急激に増加し，12

日目には 41,600cells/mL に達し，その後減少した。

一方無通気区は，5 日目以降は細胞密度は増加した

ものの通気区と比較して低調であり，最高細胞密度

は 7 日目の 3,200cells/mL であり，その後減少した

（図 2b）。

２）塩分

試験区の C. antiquaの細胞密度の推移を図 3 に示

した。培養開始 5 日目に，塩分 30 区の細胞密度は

28,500cells/mL，塩分 35 区は 17,000cells/mL となっ

たが，6 日目には塩分 30 区の細胞密度は 1,470

cells/mL，塩分 35 区は 10,100cells/mL と減少した。

その後両区とも細胞密度が再び増加したが，7 日目

以降で細胞密度が最も高くなったのは 14 日目で，

塩分 30 区は 17,700cells/mL，塩分 35 区は 27,700

cells/mL であった。

図2 通気の有無によるC. antiquaの細胞密度の

推移

ａ．開始時の細胞密度 1 cell/mL

ｂ．開始時の細胞密度 100 cells/mL

図3 塩分の違いによるC. antiquaの細胞密度の

推移
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３）培養開始時の細胞密度

試験区の C. antiquaの平均細胞密度の推移を図 4

に示した。100cells/mL 接種区は，概ね順調に細胞

密度が増加し，最高細胞密度は実験終了時である 12

日目の，18,300cells/mL であった。200cells/mL 接種

区は，7 日目までは 100cells/mL 接種区を上回る細

胞密度を示したが，その後 2 日間は細胞密度の増加

が停滞し，その後再び増加した。最高細胞密度は

100cells/mL 接種区と同じく実験終了時である 12 日

目の 17,900cells/mL であった。各試験区の 5L 容フ

ラスコのうち，最高細胞密度となったものの推移を

比較をしたものを図 5 に示した。12 日目の最終的

な細胞密度は 100cells/mL 接種区が 24,700cells/mL で

200cells/mL 接種区が 23,600cells/mL とほぼ同等であ

ったが，200cells/mL 接種区は 7 日目以降の増殖速

度が緩やかになったのに対し，100cells/mL 接種区

は 12 日目までほぼ同様の増殖速度を示した。

図4 C. antiquaの細胞密度の推移（平均細胞密度）

図5 C. antiquaの細胞密度の推移（両区の

最高細胞密度）

２ ブリ曝露試験用の大量培養

1 回目培養及び 2 回目培養の細胞密度の推移を図

6 に示した。1 回目は，9 日目に平均細胞密度が

10,500cells/mL（7,170cells/mL-15,900cells/mL）とな

った。ここで 10 本の 5L 容フラスコのうち 2 本はブ

リの曝露試験に供したため，培養を終了した。その

後残りの 8 本は培養を継続し，11 日目には平均細

胞密度が 13,400cells/mL（11,100cells/mL-16,400

cells/mL）となった。10 本の 5L 容フラスコによる C.

antiquaの総培養細胞数は，681,000,000cells であっ

た。2 回目は，8 日目に平均細胞密度が 9,870cells/mL

（6,280cells/mL-13,600cells/mL）となった。ここで 10

本の 5L 容フラスコのうち 4 本はブリの曝露試験に

供したため，培養を終了した。その後残りの 6 本は

培養を継続し，9 日目に平均細胞密度が 11,200

cells/mL（7,900cells/mL-15,800cells/mL）となった。10

本の 5L 容フラスコによる C. antiquaの総培養細胞

数は，542,000,000cells であった。

図6 C. antiquaの細胞密度の推移（大量培養試験）

バーは標準偏差を示す

考 察

１ C. antiqua の至適培養条件の検討

１）通気の有無

通気の有無で比較すると，1cell/mL 接種区，100

cells/mL 接種区とも，通気区は培養当初は増殖が低

調だったものの，その後急激に増殖し，到達した最

高細胞密度は，無通気区と比較して圧倒的に高かっ

た（図 2a，2b）。Yamamoto and Nakahara ６）は，ラ

ン藻の Mycrocystis aeruginosa Kutzing の増殖におよ
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ぼす曝気の影響を調べたところ，曝気をしない条件

では速やかに定常状態に達したが，曝気をした場合

は増殖し続け，この結果は溶存無機炭素が静置条件

では制限因子になりやすく，CO2 の取込効率が

M. aeruginosaの優位性を考察する上で重要なこと

を示唆していると述べている。このようにガス交換

の程度が培養容器中における植物プランクトンの増

殖に大きな影響を与えることから，今回の試験でも

通気により C. antiquaの増殖に影響を与えたものと

考えられる。

２）塩分

6 日目に塩分 30 区，35 区とも細胞密度が減少し，

特に塩分 30 区は 5 日目の細胞密度と比較して大き

く減少した。6 日目前後の光環境は，明暗周期の当

初の設定（14 時間明 10 時間暗）は変更しておらず，

機器の故障等も見られなかった。水温は 5 日目が

24.8 ℃，6 日目が 24.1 ℃と，ほぼ設定した水温を保

っていた。また 7 日目以降は細胞密度は徐々に高く

なり，C. antiquaの細胞が変形する等の状態変化は

観察されず，細胞密度が急激に減少した理由は不明

である。

7 日目以降では，塩分 30 区，35 区とも 14 日目に

最も細胞密度が高くなり，塩分 35 区の方が最高細

胞密度は高かった（図 3）。山口ら７）は，室内培養

試験により C. antiquaの増殖に及ぼす水温と塩分の

影響について調べ，C. antiquaの最大増殖速度を与

える水温と塩分の組み合わせは，25 ℃と 25 ‰（塩

分 25）であったとし，最大増殖温度である 25 ℃に

おける C. antiquaの増殖は 10 から 35 ‰（塩分 35）

と極めて広い塩分範囲にわたって観察されたとして

おり，総合すると C. antiquaは広塩分性種であると

判断されると述べている。今回の試験で塩分 35 の

ほうが最高細胞密度が高かったが，これは C. antiqua

が広塩分性種である特性によると考えられ，培養に

用いる塩分 35 の滅菌海水を塩分 30 に調整するには

蒸留水を加える必要があり手間がかかることから，

あえて塩分を調整する必要はなく，通常得られる塩

分 35 の滅菌海水をそのまま使用することで，大量

培養に係る労力を軽減できるものと考えられる。

３）培養開始時の細胞密度

培養開始時の C. antiquaの接種細胞密度を通気区

同士で比較すると，最高細胞密度が 1cell/mL 接種

区で 50,000cells/mL，100cells/mL 接種区が 41,600

cells/mL とほぼ同等であったが，最高細胞密度に到

達するまでの日数を比較すると，1cell/mL 接種区が

21 日目であったのに対し，100cells/mL 接種区は 12

日目と早かった（図 2a，2b）。岡市８）は，生物にと

っての集合の利点について，繊毛虫の Oxytricha で，

単独個体より複数個体の方が増殖率が高くなるとい

われ，魚類などを含め，多くの生物について生態学

的な観察がされていると述べている。

以上のことから今回の培養条件のうち，C. antiqua

を栄養強化海水培地に 100cells/mL 接種し，通気し

て培養するのが有効と考えられる。

100cells/mL 接種区と 200cells/mL 接種区とで比較

した結果では，200cells/mL 接種区は 100cells/mL 接

種区より平均細胞密度が高くなると予想していた

が，実際には 200cells/mL 接種区は一時増殖が停滞

したこともあり，最終的な平均細胞密度は 100

cells/mL 接種区とほぼ同等であった（図 4）。200

cells/mL 接種区の増殖が一時停滞したが，培養した 2

基の細胞密度を比較すると，7 日目は 10,000cells/mL

と 10,400cells/mL でほぼ同等であったが，10 日目に

1 基は 12,400cells/mL と増加したが，もう 1 基は

6,350cells/mL と細胞密度が約 61%に減少した。それ

以降は 2 基とも細胞密度が増加したが，この 1 基の

細胞密度の減少が平均細胞密度に影響し，最終的な

平均細胞密度が 100cells/mL 接種区とほぼ同等とな

った要因であった。測定した室温を見ると 7 日目が

26.6 ℃であったのに対し，10 日目は 24.3 ℃と低下

しており，このことが増殖に影響した可能性はある

が，200cells/mL 接種区の残り 1 基と 100cells/mL 接

種区の 4 基の細胞密度は増加していることから原因

は不明である。

100cells/mL 接種区と 200cells/mL 接種区の，最高

細胞密度となったフラスコ同士を比較すると，両区

の最終的な細胞密度はほぼ同等であったが，100

cells/mL 接種区は 200cells/mL 接種区より対数増殖

期が長い傾向があった（図 5）。そのため実際の C.

antiquaの大量培養の際は，100cells/mL を接種して

培養開始するほうが，C. antiqua細胞の増殖活性の

高い状態の期間が長く，曝露試験に供するのに適し

ていると考えられる。

以上のとおり，C. antiquaの 5 L 容フラスコを用

いた大量培養に適した培養条件を検討した。

今回の試験結果から，栄養強化海水培地の塩分は

調整する必要はなく 35 のままで使用し，培養開始
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時の本種の細胞密度が 100cells/mL となるよう接種

し，弱い通気によりガス交換を促すことで，本種の

大量培養が可能になった。

また，C. antiquaをブリの曝露試験に供する際は，

本種の活性が高いことが望ましいが，C. antiquaが

最高細胞密度となる前の，増殖が活発である対数増

殖期の細胞を使用することが望ましいものと考えら

れる。

２ ブリ曝露試験用の大量培養

2 回の培養では，それぞれ 5 L 容フラスコ 10 基

を使用したが，1 回目培養では総計 681,000,000cells，

2 回目培養では総計 542,000,000cells の C. antiquaが

得られた。これをブリに曝露することにより，ブリ

の C. antiquaに対する耐性を把握することができ

た。ブリに対する曝露試験を実施したのは 2010 年 3

月で，C. antiquaが通常赤潮化しない冬季である。

C. antiquaを大量培養することにより，赤潮の発生

の有無にかかわらず，任意の時期に曝露試験を実施

することが可能となった。さらに，C. antiquaを大

量に培養することで，より大型の水槽で曝露試験を

実施できる。大型の水槽であれば，ブリも大型魚を

供試することが可能となる。今回培養した C. antiqua

は，200L 容角型水槽に海水を 100-150L 収容したも

のに，細胞密度が 300-1,400cells/mL になるよう収容

した。ブリは体重約 600g のものを各 5 尾収容して

試験を実施した。例えば海水 100L を C. antiquaの

細胞密度が 1,000cells/mL になるようにするには，

100,000,000cells の C. antiquaが必要となる。今回培

養した細胞数では，5 水槽程度をまかなえることに

なる。

この C. antiquaの大量培養技術を用いることによ

り，赤潮発生現場でのブリ等に対する曝露試験だけ

でなく，任意の時期，任意の細胞密度で室内試験を

実施することができ，C. antiqua赤潮が発生しなく

ても，より多くの知見を得ることが可能となった。

しかしながら養殖業者は，赤潮に対する養殖魚の

耐性，特に実際に彼らが養殖しているサイズの養殖

魚（1kg 以上）についての知見を求めており，より

大容量の水槽での曝露試験を実施する必要がある。

現在では本稿による C. antiquaの培養試験による知

見を発展させ，眞鍋ら 2)によって 1kL ポリカーボネ

ートタンクを用いた C. antiqua の大量培養の基本技

術が確立するに至った。今後はこの技術を用い，よ

り大型のブリを用いた曝露試験を実施して，C.

antiquaのブリに対する魚毒性の知見を蓄積するこ

とが重要と考えられる。
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