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クロロフィル蛍光画像を用いた Amphidinium sp. の藻体濃度
および光合成電子伝達収率の評価
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ABSTRACT

In this study, chlorophyll fluorescence imaging of the maximal yield in the dark was applied to estimation of cell 
concentration of Amphidinium sp.  As the result, a linear relationship was observed between chlorophyll fluorescence 
intensity and cell concentration.  It was revealed that the method enabled rapid measurement of cell concentration without 
effect of chlorophyll fluorescence induction.  

To investigate the effect of light qualities during the culture on photosynthetic activities of Amphidinium sp., changes 
in ΦPSII of the algae cultivated under red, blue and red+blue lights were compared.  As the result, the ΦPSII of algae 
cultivated under red+blue light was higher than that under blue light.  It was implied that the light quality affected the 
efficiency of the photosynthetic electron transport.  Meanwhile, the ΦPSII of algae cultivated under red light was similar 
to that under red+blue light in spite of its low growth rate.  It was implied that the heat dissipation of Amphidinium sp. 
cultivated under red light did not increase because their low chlorophyll concentration led to low light absorbance.
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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. は、新

規抗癌剤のリード化合物となる可能性があるマクロライ

ド化合物を生産する（Kobayashi and Tsuda, 2004）。この

Amphidinium sp. の大量培養のためには、増殖に適した培養

環境の探索とその増殖状態のモニタリングが必要とされ

る。既報で分光蛍光計測が藻体濃度の測定や藻体のストレ

ス評価に利用できることを報告した（Konishi et al., 2007a, 

2007b）。そこでは、1サンプル毎に多数の波長において蛍

光計測をしたため、計測に時間がかかるという欠点があ

った。藻体濃度の推定にはクロロフィル（以下 Chl）蛍光

計測が用いられており（Parésysa et al., 2005）、さらに画像

計測手法を用いれば、一度に多くのサンプルを計測でき

るが（Barbagallo et al., 2003）、Chl 画像計測を微細藻の濃

度推定に適用した例は見られない。

　Chl 蛍光画像計測には、インダクション法（Omasa 

et al., 1987）、飽和パルス法（Daley et al., 1989）、分光法

（Lichtenthaler, 1996）等があり、光合成電子伝達反応の障

害部位の特定、熱放散活性や光合成電子伝達収率の計測、

含有色素量等を調べるのに利用されている。この中で、

飽和パルス法によって得られる ΦPSIIというパラメータは、

光合成電子伝達の量子収率を表し、嫌気条件では光合成

速度と高い相関がある（Genty et al., 1989）。また、暗処理

された植物に光照射を行うと光合成反応が誘導されるが、

光合成関連酵素の光活性化や二酸化炭素吸収能力の程度

によって ΦPSIIの経時変化が異なることが知られている

（Bro et al., 1996）。

　一方、既報（Konishi et al., 2007a）において、Amphidinium 

sp. の増殖速度や含有色素量を変化させる培養条件として、

培養時の光質の影響を調べた。具体的には、赤色光のみ

照射した赤区、青色光のみ照射した青区、赤色光と青色

光を照射した赤青混合区において Amphidinium sp. を培養

した。その結果、赤区で培養された Amphidinium sp. の色

素量が、その他の区で培養されたものの 2分の 1 程度に

なり、培養期間中ほとんど藻体が増殖しないこと、さらに、

赤色光に少し青色光を加えた場合、青色光のみで培養し

たものよりも増殖速度が大きくなることが明らかとなっ

た。このことから、培養時の光質は、Amphidinium sp. の

光合成活性に影響を及ぼしたと考えられたが、光合成活

性については調べていなかった。

　そこで本研究では、多くのサンプルの Chl 蛍光強度を一

度に計測できる画像計測手法を用いて、藻体濃度の推定

を試みた。また、培養時の光質が Amphidinium sp. の光合

成活性に及ぼす影響を調べるため、赤区、青区、赤青混

合区で培養された Amphidinium sp. の ΦPSIIの光合成誘導期

における経時変化を比較した。

2.　材料および方法

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

レーヴ済みの海水に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

に用いた白色蛍光灯の光合成有効光量子束密度 （PPFD : 

Photosynthetic photon flux density）は 50 μmol m-2 s-1 とし、

明期は 16 時間で 25.5℃に保ち、暗期は 8時間で 24.5℃と

した。

Chl蛍光画像計測システム

　Fig. 1 に、本実験に用いた Chl 蛍光画像計測システムの

概略図を示す。Amphidinium sp. 懸濁液をマイクロプレー

トに分注し、乾燥を防ぐためにスライドガラスで蓋をし

た。Chl 蛍光を励起する光源には、メタルハライドラン

プ（Sumita Optical Glass, Inc., LS-M180）を用いた。光源

からの光を光ファイバーによって導き、集光レンズおよ

びショートパスフィルター（Corning, 4-96）を通して試料

に照射した。Chl 蛍光画像の計測には冷却型 CCDカメラ

（Hamamatsu Photonics, C5985）を用いた。CCDカメラのレ

ンズにはバンドパスフィルター（Optical Coatings Japan, l 

= 682 nm）を装着し、励起光の反射を除きChl 蛍光のみを

計測するようにした。撮像されたChl 蛍光画像はコンピュ

ータに取り込み、解析を行った。

Fig. 1 Chlorophyll fluorescence imaging system
for measuring cell concentration and ΦPSII. 
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ェルに分注し、計測に用いた。光合成を誘導する明期光

の PPFDは 50 μmol m-2 s-1、光合成電子伝達の初期電子受

容体QA を完全に還元するための飽和パルス光の PPFD は

800 μmol m-2 s-1、照射時間は 2秒間とした。この条件で明

期最大蛍光収率が得られることは、予備実験により確認

した。試料は分注後 30 分間暗処理し、その後に明期光照

射を開始した。飽和パルス光照射は明期光照射開始から 2

分後に行った。光合成電子伝達の量子収率 (ΦPSII）は次の

式で算出される。

　ここで、ΦFは明期蛍光収率、ΦFm'は明期最大蛍光収率

を表す。なお、蛍光収率とは、色素に吸収された光量子

数に対する蛍光の光量子数のことである。明期最大蛍光

強度 Fm'の計測を、明期蛍光強度 Fの計測の直後に飽和パ

ルス光を照射して行うことにより、両者の計測時におけ

る色素の光吸収率変化は無視できる。したがって、ここ

では、計測を簡単にするため、照射された光の PPFDに対

する蛍光の光量子収率とした。

3.　結果および考察
Chl蛍光画像計測による藻体濃度の測定

　Fig. 2 に、マイクロプレートに分注した濃度の異なる

Amphidinium sp. 懸濁液の Chl 蛍光強度画像を示す。相対

濃度 0％から 100％へ近づくにつれて蛍光強度が大きくな

った。Fig. 3 に、あらかじめ求めておいた検量線によって

相対濃度から算出した藻体濃度とChl 蛍光強度の関係を示

Chl蛍光画像計測による藻体濃度の測定

　既報で用いた蛍光計測手法である励起蛍光マトリックス

計測では（Konishi et al., 2007a, 2007b）、励起光の PPFD が

数 μmol m-2 s-1 と微弱であったため、計測時における Chl

蛍光強度の経時変化（インダクション現象）は無視できた。

一方、本研究における画像計測では、S/N を大きくするた

め、励起光の PPFDを少なくとも数 10 μmol m-2 s-1 とする

必要があった。この条件では、光照射開始後のインダク

ション現象が避けられなかった。インダクションカーブ

は O-I-D-P-S-M-T で示されるピークをたどり（Govindjee, 

1995）、Chl 蛍光強度が最大となるのは P 点である。照

射光の PPFD を、Amphidinium sp. 培養時の 10 倍である

500 μmol m-2 s-1 としたところ、P点における Chl 蛍光強度

は画像計測するのに十分な S/N となった。このとき、Chl

蛍光強度は、光照射開始から約 0.8 秒後に最大値に達し、

1秒程度その値を維持した。そのため、本計測のための光

照射は 2 秒以内と短時間で済み、強光照射による色素の

ブリーチングや生理機能の変化は避けられる。以上より、

本実験では、PPFDが500 μmol m-2 s-1の光を2秒間照射し、

P点における Chl 蛍光強度を計測することにした。

　株分け後、PPFD が 50 μmol m-2 s-1 の白色蛍光灯下で 4

週間培養した Amphidinium sp. の懸濁液の濃度を相対濃

度 100％とし、液体培地で希釈することによって、相対

濃度 10％から 90％まで 10％刻みに調製した試料を作成

した。なお、相対濃度 0％は Amphidinium sp. の含まれな

い液体培地のことである。これらの試料を各濃度につき

8 つのウェルに分注し、30 分間暗条件に置いた後、PPFD

が 500 μmol m-2 s-1 の光を 2秒間照射し、その間で強度が

最大となった時のChl 蛍光画像を計測した。また、あらか

じめ、血球計算盤によって測定可能な濃度範囲であった

相対濃度 0％から 50％の試料を用いて、藻体濃度と相対

濃度の検量線を作成し、相対濃度と藻体濃度の変換に用

いた（Konishi et al., 2007a）。

異なる光質下で培養した Amphidinium sp.の ΦPSIIの比較

　培養室内に、赤色および青色の LED （IMAC, IDB-C27/

34R, B）を設置することで、赤色光のみを照射する赤区、

青色光のみを照射する青区、赤色光および青色光を照射

する赤青混合区を設けた。これら 3区において、培養フ

ラスコの中心の PPFDが 50 μmol m-2 s-1 となるように LED

からの出力およびフラスコと LED との距離を調節した。

赤青混合区の PPFD比は赤：青＝ 4：1とした。

　試料には、各光質区で株分け後 8 週間培養した

Amphidinium sp. の培養液を用いた。各区につき 8つのウ
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Fig. 2 Image of the maximal chlorophyll fluorescence 
intensity in the dark of Amphidinium sp. suspensions 
in the microplate. 
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す。Chl 蛍光強度と藻体濃度にはほぼ直線的な関係がみら

れ、決定係数は R2 = 0.99 であった。これは、藻体濃度推

定に十分高い値と考えられるため、この方法は、多くの

サンプルの藻体濃度を迅速に計測できる手法といえる。

異なる光質下で培養した Amphidinium sp.の ΦPSIIの比較

　Fig. 4 に、各光質区で培養された Amphidinium sp. 懸濁液

のΦPSII画像の経時変化を示す。また、図中の1から3の列、

4から 6の列、7から 9の列は、同一の培養フラスコから

取り出したサンプルの ΦPSIIを示す。いずれの区において

も、光照射開始後からΦPSIIの増加傾向が見られた。これは、

暗条件におかれた Amphidinium sp. に光を照射したことで、

光合成関連酵素の光活性化が生じたためと考えられる（Bro 

et al., 1996）。このことは、明期光照射開始後から徐々に光

合成電子伝達効率が大きくなったことを示している。なお、

明期光の PPFDは培養時と同じ 50 μmol m-2 s-1 であったが、

明期開始直後においては、Amphidinium sp. の光合成関連

酵素の多くはまだ不活性の状態であったため、吸収した

光エネルギーの多くは熱として放散されたと考えられる。

　Fig.5 に、各光質区で培養された Amphidinium sp. 培養液

の ΦPSIIの経時変化を示す。いずれの区においても、ΦPSII

は増加傾向を示し、その増加率は徐々に小さくなった。

青区は、他の 2区にくらべ、ΦPSIIの値が常に小さかった。

赤区の ΦPSIIの値は、明期光照射開始から 2分後には 0.59

であり、30 分後には 0.75 となった。青区の ΦPSIIの値は、

明期光照射開始から 2分後には 0.44 であり、30 分後には

0.68 となった。さらに、赤青混合区の ΦPSIIの値は、明期

光照射開始から 2分後には 0.52 であり、30 分後には 0.76

となった。

　ほとんど増殖がみられなかった赤区（Konishi et al., 

2007a）で培養された Amphidinium sp. の ΦPSIIの値は最も

増殖速度が大きかった赤青混合区のものと同程度であっ

た。これは、赤区で培養された Amphidinium sp. 1 個体当た

りの Chl 量が他の区の半分程度であったことから（Konishi 

et al., 2007a）、吸光量が小さかったために熱放散活性が大

きくならなかったことによると考えられる。このことは、

明期光照射開始から 2分後の ΦPSIIの値が、赤区において
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Fig. 3 Relationship between the maximal chlorophyll 
fluorescence intensity in the dark and cell 
concentration of Amphidinium sp. R2 represents 
a coefficient of determination. 

Fig. 4 Images of ΦPSII of Amphidinium sp. suspensions 
cultivated under red, blue and red+blue LEDs 
measured at 2, 10 and 30 min after the start of 
actinic light illumination. 
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Fig. 5 Changes in ΦPSII of Amphidinium sp. suspensions 
cultivated under red, blue and red+blue LEDs 
after the start of actinic light illumination. 
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最も大きかったことからも支持される。また、本実験に

おいて、赤青混合区の Amphidinium sp. の ΦPSIIの値が、青

区のものより常に大きいことが示された。このことから、

Amphidinium sp. は、赤青混合区で培養することにより、

光合成電子伝達効率が大きくなることが示唆された。
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