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ABSTRACT
In this study, the excitation-emission matrix (EEM) was used to select suitable wavelengths for monitoring growth

process of Amphidinium sp. As the result, the chlorophyll fluorescence intensity at 680 nm excited by the 470 nm light
(E470 F680) which was suitable for measuring cell concentration changed with reflection intensity of suspension in a
culture flask. Meanwhile, the fluorescence intensity at 620 nm excited by the 400 nm light (E400 F620) increased with
culture time even when cell concentration of Amphidinium sp. decreased.  It was implied that the E400 F620 matter was
an exudate of porphyrin-like compounds derived from photooxidized chlorophyll (Chl).  The EEM spectroscoped both
the excitation and emission wavelengths, therefore the EEM was an efficient method to detect the increase of the
compounds because the excitation and fluorescence wavelengths of the compounds were neighbouring those of Chl a.
Consequently, it was able to simultaneously monitor living and dead cell concentrations by measuring E470 F680 and
E400 F620.
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1. はじめに

海棲性渦鞭毛藻類の一種である Amphidinium sp. が生産

するマクロライド化合物は、新規抗がん剤のリード化合

物となる可能性が期待されている（Tsuda et al., 2003;

Kobayashi and Tsuda, 2004）。実際の創薬に用いるためには、

できるだけ多くのマクロライド化合物を得る必要がある。

しかしながら、Amphidinium sp. の生産するマクロライド

化合物量および増殖速度は、実際に創薬に利用するには

十分でないのが現状である。そのため、マクロライド化

合物の生産性が高い種のスクリーニングに加え、大量培

養のための最適培養条件の探索と成育状態のモニタリン

グ手法の確立が求められている。

マクロライド化合物の生産性が高い種のスクリーニン

グには、分子遺伝学的な手法が用いられており、より多

くのマクロライド化合物を生産する種が次々に選び出さ

れている（Iwamoto et al., 2005）。また、最適培養条件の探

索では、温度や明暗周期、培養液の成分や濃度、ガス組

成、培養時の光質の影響などが調べられつつある。さら

に、成育状態のモニタリング手法としては、多くの情報

を網羅的に得ることができる分光手法が注目されている

（Matouskov et al., 1999; Konishi and Omasa, 2003 ; Konishi

et al., 2007）。

分光手法の中でも、励起-蛍光マトリックス計測は、励

起波長と蛍光波長の両者を細かく分光するため、その組

合せは膨大で、特定の波長の計測では見逃す可能性のあ

る蛍光の特徴を網羅的な計測によって調べることができ

る。そのため、未知の情報を得るのに適した手法であり、

植物のストレス診断（Konishi and Omasa, 2003）や、海水

中に含まれる微量成分の検知（Kowalczuk et al., 2005）な

どに用いられている。Amphidinium sp. に含まれるクロロ

フィル（以下Chl）やペリディニンは増殖に伴って増加す

るため、これら色素の量を励起-蛍光マトリックスによっ

て計測することで，藻体濃度が測定可能である（Konishi

et al., 2007）。さらに、藻体濃度だけでなく、成育過程で

生じる肉眼では確認できない色素の微妙な変化を励起-蛍

光マトリックスによって検出できる可能性がある。

そこで、本研究では、培養に伴って変化する励起-蛍光

マトリックスから、Amphidinium sp. の成育過程のモニタ

リングに適した波長の組合せを選択することを目的とし

た。

2. 材料および方法

2.1 供試材料

供試材料には、北海道大学大学院薬学研究科で継代培

養された Amphidinium sp.を用いた。培養液にはオートク

レーブ済みの海水にP-ES培地 1%を加えたものを用いた。

200 ml三角フラスコ内に、調製した培養液および種とな

る Amphidinium sp.を入れ、シリコ栓で蓋をした。培養時

の光源には赤色および青色のLEDを用い、赤色光および

青色光が混合した状態で、光合成有効光量子束密度

（PPFD: Photosynthetic photon flux density）を50 μmol m-2 s-1

とした。赤色LEDおよび青色LEDの光合成有効光量子束

密度は、フラスコ中央部で4： 1となるようにLED出力、

および、LEDと培養フラスコの位置を調節した。明期は

16時間で25.5 ℃とし、暗期は8時間で24.5 ℃とした。同

一の光条件に培養フラスコをそれぞれ4つ用意し、そのう

ち 1つを下記の可視画像計測用とし、残り 3つを励起-蛍

光マトリックス計測用とした。

2.2 可視画像の計測

培養開始から3日ごとに、フラスコ内の培養液の可視画

像の計測を行った。可視画像の計測には、デジタルカメ

ラ（RICOH, RDC-7S）を用いた。可視画像計測は，冷陰

極管を用いた面光源（HAKUBA, KLV-5700）下で行った。

濃度分布および変化を見やすくするために、フラスコの

底面および背面には白色のボール紙を設置した。

2.3 励起-蛍光マトリックス計測

培養開始から 3日ごとに、励起-蛍光マトリックス計測

を行った。励起-蛍光マトリックス計測には三次元分光

蛍光光度計（HITACHI, F-4500）を用いた。励起波長は

10 nm刻みに300 nmから800 nmとし、蛍光波長は10 nm

刻みに350 nmから850 nmとした。蛍光波長500 nm以上

の計測の際には、励起光の2倍光、3倍光の影響を防ぐた

めに、ロングパスフィルター（HOYA, Y-48）を用いた。

培養中の光照射によるChl a蛍光クエンチングの影響を

避けるために20分間の暗処理を行った。その後、フラス

コ内における藻体濃度分布を均一にするために、フラス

コ内で培養液を十分に撹拌してから計測用石英セルに取

り出した。さらに、Amphidinium sp. の沈降の影響をさけ

るために、マイクロピペットを用いてセル内で静かに撹

拌した後、速やかに計測した。同一のフラスコから3サン

プル取り出し、平均値を求めた。この計測を励起-蛍光マ

トリックス計測用の3つの培養フラスコについて行い、計

測値のばらつきを確認した（n =3）。
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った。なお、Konishi et al.（2007）でも報告したように、

励起波長300 nmから 650 nmにおいて、蛍光波長680 nm

をピークとする蛍光強度の分布が見られた。そして、こ

の領域において最も顕著なピークは、励起波長 470 nm、

蛍光波長680 nmに見られた（Fig. 2-a）。この領域の蛍光

強度は、培養開始後30日目までは培養日数の経過に伴い

大きくなり、30日目以降から徐々に小さくなった。

Fig. 3 に、励起波長 470 nm、蛍光波長 680 nm の蛍光

（以下E470 F680）強度の経時変化（A）、および、励起波

長400 nm、蛍光波長620 nmの蛍光（以下E400 F620）強

度の経時変化（B）を示す。蛍光強度は、培養開始後 15

日目から急激に大きくなり、21日目から増加率が小さく

なったが、30日目まで増加した（Fig. 3-A）。その後、蛍

光強度は徐々に小さくなった。一方、蛍光強度は、培養

開始後15日目から徐々に大きくなり、培養期間を通して

増加が見られた（Fig. 3-B）。

Fig. 4 に、培養開始後48日目の励起-蛍光マトリックス

（A）、および、その培養液の濾液の励起-蛍光マトリック

ス（B）を示す。濾過には、孔径0.20 μmのメンブレンフ

ィルター（Advantec Toyo Kaisha, Ltd., DISMIC-25CS）を

用いた。励起波長300 nmから 450 nm、蛍光波長350 nm
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3. 結　果

3.1 可視画像の計測

Fig. 1に Amphidinium sp. 培養フラスコの可視画像の経時

変化を示す。撮像したRGB画像からG画像を作成し、グ

レースケールで表示した。図中の a、b、c、dおよび eの

記号はFig. 3内の a、b、c、dおよびeに対応し、それぞれ

培養開始後12、21、30、39および48日目を表す。培養開

始後30日（Fig. 1-c）までは、特にフラスコ底面付近で培

養液の色が濃くなり、その後徐々に薄くなった。

3.2 励起-蛍光マトリックス計測

Fig. 2に、Amphidinium sp. 培養時における励起-蛍光マト

リックスの経時変化を示す。図中の a、b、c、dおよび e

の記号はFig. 3の a、b、c、dおよびeに対応し、それぞれ

培養開始後12、21、30、39および48日目を表す。培養開

始後30日目以降から、励起波長400 nm、蛍光波長620 nm

を中心とした蛍光が確認された。この蛍光の分布位置を

矢印で示した。この領域の蛍光強度は培養日数とともに、

徐々に大きくなった。励起波長300 nmから450 nm、蛍光

波長350 nmから550 nmに蛍光強度の大きな領域が見られ

た。この領域の蛍光強度は培養に伴い、徐々に大きくな

Fig. 1 Visible images of suspensions of Amphidinium sp. in culture flasks labeled by a, b, c, d and e which respectively represent 12, 21, 30, 39
and 48 days after the start of culture.

Fig. 2 Changes in excitation-emission matrices of Amphidinium sp. in culture flasks labeled by a, b, c, d and e which respectively represent 12,
21, 30, 39 and 48 days after the start of culture.



瓶の底などに定着する。Fig. 1において、特に培養フラス

コの底において色が濃くなったのは、Amphidinium sp.が

増加し、定着していったためと考えられる。また、

Konishi et al.（2007）でも述べたように、E470 F680 は、

Chl a蛍光であり、藻体濃度と相関がある。なお、フラス

コ内の培養液の可視画像（RGBのG）における反射光強

度とE470 F680強度は、培養開始後30日目までは増加し、

その後徐々に減少するという同様の挙動を示した。この

ことから、可視画像に反映されるのは Amphidinium sp.の

藻体濃度といえる。

Chl は光酸化を受けたときに、中間産物としてポルフィ

リン様物質を生じる（Llewellyn et al., 1990; Merzlyak et al.,
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から550 nmにおける蛍光強度の大きな領域と、E400 F620

は、濾過前後でほとんど変化が見られなかった（Fig. 4-

A,B）。一方、濾過前の培養液の励起-蛍光マトリックス

には、励起波長 300 nmから 650 nmにおいて、蛍光波長

680 nmをピークとする蛍光強度の大きな領域が見られた

が（Fig. 4-A）、濾過後の培養液の励起-蛍光マトリックス

には、蛍光波長680 nmをピークとする強い蛍光はみられ

なくなった（Fig. 4-B）。

4. 考　察

Amphidinium sp. は増殖に伴い、粘性のある多糖類を合

成することで、数個から数十個の個体が塊となり、培養

Fig. 4 Excitation-emission matrices of suspensions of Amphidinium sp. cultured for 48 days before (A) and after (B) the filtration.

Fig. 3 Changes in fluorescence intensity at 680 nm excited by 470 nm light (A) and at 620 nm by 400 nm light (B).  Label a, b, c, d and
ecorrespond to the date in Fig.1 and Fig. 2. 



は、藻体濃度が減少しても増加し続けた。E400 F620を発

する物質は、Chlが光酸化を受けて生じたポルフィリン様

物質と考えられ、藻体外に存在したため、死細胞濃度の

指標となることが示唆された。また、Chl a蛍光波長と近

接したE400 F620を検出するには、励起波長および蛍光波

長をともに分光する励起-蛍光マトリックス計測が有効と

いえた。以上のことから、Amphidinium sp. の培養時に

E470 F680と E400 F620の蛍光計測を行うことによって、

生細胞および死細胞の藻体濃度の同時計測が可能であり、

Amphidinium sp.の成育過程のモニタリングに有用であるこ

とが示唆された。
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