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1 はじめに 

 地球環境保全は 21世紀における人類最大
の課題で，中でも，地球温暖化の原因物質と
考えられる大気中 CO2濃度上昇を回避する
ことが急務となっている。円石藻はハプト植
物門に属する海洋性植物プランクトンの一
種であり，細胞表面にココリス（円石）と呼
ばれる炭酸カルシウムを主成分とする特殊
な構造体を持っている。ドーバー海峡におけ
る白い崖（white cliff）等，古生代白亜紀に
おける石灰岩形成の原因となった生物とし
て知られる。現在でも北大西洋やベーリング
海等で衛星画像により観測される程の大量
増殖（ブルーム形成）をもたらすなど，海洋
におけるバイオマス生産量は非常に大きい。
北大西洋における記録では，7,200 km2以上
にも及ぶ範囲で増殖し，そのときの炭酸カル
シウムの生産量は年間 72万トン（32万トン
の CO2に相当）にも及んだとの見積がある等，
光合成と円石形成による円石藻の CO2固定
能力は膨大である 1）。また，円石藻は浸透圧
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調節物質としてジメチルスルフォニオプロピオネート (DMSP) を合成する。細胞が破壊され，DMSPが細
胞外に放出され海水と反応すると，揮発性のジメチルスルフィド (DMS) に変化し，DMSおよびその酸化物
は大気中で雲の凝集核となることで，雲の形成を促進し，雨をもたらすことが知られている（Fig. 1）。この
ように，円石藻は地球環境に与える影響が大きく，現在，海洋における円石藻の増殖の制御要因の解明が地
球環境保全のための重要な研究課題となっている 2), 3)。 
 我々は，円石藻が生育の必須微量元素として Seを要求する一方，高濃度の Seは強い毒性を示すことを既
に見出し 4), 5)，そのことから，Seが円石藻の重要な増殖制御要因であり，海洋におけるブルーム形成及び消
失の主要因の一つとなっているものと推測した。そこで，円石藻細胞内の Seの定量を行い，円石藻細胞にお
ける Se濃縮の有無や，増殖過程における Se含有量の変動を明らかにすることを主目的とし，さらに，Se欠
乏が他の細胞内元素に与える影響を調べるために，PIXEによる円石藻 Emiliania huxleyiの細胞内元素組成
の測定を行った。2001年度における解析により，E. huxleyiが高濃度に Seを濃縮し，そのほかに Al, Fe, Mn
および P等も高効率に濃縮することが明らかになった。2002年度はこのような元素濃縮能が円石藻に特有の
ものであるのか，あるいは微細藻類一般に見られる特徴であるのかを確認するために，3種の微細藻類を同
様の生育条件で培養した際の細胞内元素含量を比較し，藻種の違いによる細胞内元素組成の違いと特徴を明
らかにした。 

 

2 材料および方法 

 
2.1 微細藻類の培養 

実験材料として，円石藻 Emiliania huxleyi（NIES873）と石灰化能を持たないハプト藻 Isochrysis galbana
（UTEX LB2307），および緑藻 Dunaliella tertiolecta（CSIRO Marine Labolatory, Hobert, Tasmania, 
Australia）を使用した。E. huxleyi株の保存培養には，富化栄養塩として ESM添加培地および終濃度 10 nM
の亜セレン酸ナトリウムを補強した天然海水培地を用いた 4), 5)。100 mL容三角フラスコ中に 50 mLの培地
を入れ，温度を 20℃および光強度を 20～30 µmoles・m-2・s-1に保ち，16時間明期/ 8時間暗期の明暗サイク
ル下で保存培養を行った。継代後 1週間経過した細胞懸濁液 1 mLを 10 nMの亜セレン酸ナトリウムを含む
50 mLの人工海水Marine Art SF-1 (千寿製薬，大阪) に ESM添加培地を加えた微量栄養素富化培地
（MA-ESM）4), 5) に摂取した。一週間培養後，全量を 450 mLのMA-ESMを入れた中型扁平培養瓶に添加
し，蛍光灯による約 100 µmoles・m-2・s-1の連続光照射下でフィルター（ミニザルト HY, 0.2 µm pore，26 mm
φ，Sartorius，Germany）濾過した通常大気を 150～200 mL/min の速度で通気し，直線増殖期である約
140時間目まで培養した。細胞増殖量の判定には細胞懸濁液の濁度を用い，UV-2200分光々度計（島津）を
用い，波長 750 nmの吸光度（OD750）を測定することにより測定した。細胞体積の測定にはヘマトクリット
管を用い，Packed cell volume (PCV) を測定した 6)。 

 
2.2 PIXE 分析 

 細胞懸濁液を OD750×液量（mL）= 20となるように採取し，50 mL容サンプルチューブ（No.352098，
FALCON社）に入れ，1/2000容の 20% Tween 20（最終濃度 0.01 %）を添加した。スイングローター遠心
機 [R=60 (minimum)，107 (intermediate)，155 mm (maximum)，TOMY社] を用いて，3,000 rpm [4,500
×g (maximum)] で 10分間遠心分離し，細胞を回収した。更に，0.01% Tween 20を含む 3% NaCl溶液（50 
mL）に細胞を再懸濁し，再度遠心分離することにより，残存した培地成分を除去した。細胞画分（ペレット）
を真空デシケーター中に 2～3日間放置して完全に乾燥した後，70μLの濃硝酸（精密分析用，和光純薬），
と 2μLの In標準液（1 mg/mL，原子吸光分析用，和光純薬）を滴下し，1時間放置することで細胞を溶解
した。得られた細胞溶解液の全量を硝酸灰化用テフロン製容器に移し，電子レンジによる加熱（200 W，2
分間）を 2回行った。室温に一時間放置して冷却した後，スイングローター遠心機を用いてテフロン容器を

-277-



数秒間遠心した。得られた試料溶液のうち 5μLを 4μm厚のポリプロピレン製バッキングフィルム上に滴下
し，室温で一晩乾燥したものを測定試料とした 7)。 

PIXE分析は日本アイソトープ協会仁科記念サイクロトロンセンターにて行った。測定試料に小型サイクロ
トロンからの陽子ビーム（6 mmφ）を真空チャンバー内で試料に照射し，これにより発生した特性 X線を
低エネルギー用と高エネルギー用の 2台の Si (Li) 半導体検出器により同時に測定して，スペクトルを得た。
高エネルギー用検出器には、X線吸収体として 500 µm Mylarフィルムが装着された。プロトンの加速エネ
ルギーは 2.9 MeVで，スペクトルを収得した際のビーム電流値は 30～60 nA，照射電荷量は 20～60μCで
あった。データの解析は PIXE専用スペクトル解析プログラム“SAPIX”を用いて行った 8)。元素番号が 10
（Na）より小さい元素は PIXEでは検出できない。また，Naと Clは細胞収穫の際に使用した洗浄溶液中に
含まれるため解析対象から除外した。また，培地中に添加した元素のうち，Coは Fe-Kβのピークが大きか
ったため解析できなかった。 
培養はそれぞれの藻種について 3回ずつ行い，各培養につき 8試料を調製し，PIXE解析に供した。解析

には相対誤差が 30%以下の測定値の平均値を用いた。ただし，全ての種において検出回数が 12回以下であ
った元素については記述から除外した。 

 

3 結果および考察 

 10 nMの亜セレン酸ナトリウムを含むMA-ESMで培養した E. huxleyi，I. galbanaおよび D. tertiolecta
の細胞画分に含まれる元素量を PIXEで定量した（Fig. 2，Table 1）。微細藻類の細胞画分から，培地中に添
加した 24元素のうち，12元素が検出された。K, S, PおよびMgは細胞内含量が多く，0.1～10 mg/mL-PCV
に達した。これらの元素の細胞内含量について，大きな種間差は認められなかった。Ca, Fe, Al, Brおよび
Mnは 1～100 µg/mL-PCV含まれ，Sr, Moおよび Seは 0.1～1 µg/mL-PCV含まれていた。各元素が細胞内
に均一に存在すると仮定し，細胞内元素濃度と培地中の初期濃度との比から濃縮率を計算し，Table 1に示し
た。Al, Fe, PおよびMnは 3種の藻類全てにおいて濃縮率が高く，Al, Feおよび Pの濃縮率はそれぞれ約
26,000～48,000 , 1,300～1,500 および 900～1,800であった。 

Table 1 Content of elements in the culture medium (MA-ESM) and the concentration factor of 
elements in three algal species. Cells were harvested at the linear growth phase after about
140-h culture.  

Element Content in the The concentration factor 
  medium (µg/mL) E. huxleyi I. galbana D. tertiolecta 
Mg 1200 0.158±0.0407 0.140±0.0287 0.159±0.0320 
S 835 3.19±0.452 2.82±0.403 1.12±0.189 
Ca 382 25.0±18.1 0.434±0.120 0.206±0.0852 
K 362 8.60±1.99 10.6±1.52 5.97±1.02 
Br 60.4 0.321±0.182 0.345±0.270 0.229±0.226 
Sr 7.19 6.58±4.69 0.289±0.0816 0.100±0.0276 
P 0.889 1750±842 965±353 878±261 
I 0.0535 N. D. N. D. N. D. 
Mn 0.0414 1510±725 185±22.2 144±18.1 
Fe 0.0354 1400±549 1510±965 1320±208 
Mo 0.0109 185*±67.1 N. D. N. D.  
Al 0.000894 47500±16800 26300*±8500 41300*±18000 
Se 0.000790 2030±779 371*±73.9 416*±30.7 
W 0.000111 N. D. N. D. N. D. 
Value after ± means a standard deviation (n = 24). The data detected in fewer than 12 

samples are shown with *. N. D.= not detected. 

-278-



これに対し，Ca, Mn, Srおよび Seは E. huxleyiに特異的に多く含まれた（Fig. 2）。E. huxleyiの細胞に
含まれた多量の Caは炭酸カルシウムを主成分としたココリスの形成によるものであると考えられる。Sr含
量も同様に E. huxleyiで極端に高いが，Srは Caのアナログとしてココリス中に含まれることが既に報告さ
れている 9) ことから，ここで見られた高い Sr含量もココリス中に蓄積されたものによると考えられる。 

E. huxleyiに特異的なMnの濃縮はこれまでに報告が無く，その理由は不明であるが，2001年度の PIXE
解析により E. huxleyiの細胞内Mn含量は Se欠乏により増加することが既に明らかになっている 10) ことか
ら，円石藻においてMnは Seと密接に関連した重要な機能を担っているものと考えられる。他の生物におい
て，Mnは様々な代謝経路の必須元素として知られている。例えば，酸素発生型光合成には光化学系Ⅱ活性
中心のテトラMnクラスターが必要である 11) ことから，円石藻が特殊な光化学系を有し，Seと共に光化学
反応に関与する可能性が考えられる。また，MnはMn-スーパーオキシドジスムターゼ，Mn-カタラーゼお
よびアルギナーゼ等，多くの酵素の活性に必須であることが知られている 11)。Mn-スーパーオキシドジスム
ターゼやMn-カタラーゼは抗酸化系に働く酵素である上に，Mnはリン酸や酪酸およびリンゴ酸等の中間代
謝産物の様な陰イオンと結合することにより，無機的にも抗酸化剤として働くことが明らかになっている 12)。
一方，Seも多くの生物において，無機態およびグルタチオンペルオキシダーゼ等の必須因子として抗酸化作
用を有する 13) ことから，円石藻細胞内において SeとMnが共に抗酸化作用を有し，Se欠乏により低下した
抗酸化活性を補完するためにMn濃度が増加する可能性も考えられる。 

E. huxleyiの細胞内 Se含量は初期培地中濃度の 2,030倍にあたる 1.60 µg/mL-PCVに達したが，他二種の
細胞における Se含量は定量解析が困難なほど微量であった（Fig. 2，Table 1）。陸上植物では，高濃度の Se
は Sのアナログとしてタンパク質中の Sと無作為に置換するため，ジスルフィド結合形成の阻害による立体
構造障害を引き起こし，タンパク質の機能を阻害すると考えられている 14)。そのため，マメ科ゲンゲ属植物
Astragalus等の Seを高濃度に濃縮する一部の陸上植物では，Se-methyl-selenocysteineとして Seを蓄積す
ることにより，Seのタンパク質中への無作為な挿入を回避していることが明らかになっている 15)。E. huxleyi
が高濃度に Seを濃縮するためには何らかの毒性回避機構が必須となるため，Astragalusと同様の蓄積機構，
もしくはそれとは別の新たな Se濃縮機構を有している可能性が考えられる。 

K Fe SeBr SrMnCaMg AlPS
10-1

100

101

102

103

104

105

C
on

te
nt

s (
µg

/m
L 

PC
V

)

Elements
Zn HgNiCu

*
*

**
*

*

Fig. 2 Content of elements in three algal species grown in MA-ESM containing 10 nM selenite. 
Cells were harvested at the linear growth phase. Twenty four samples from three individual 
cultures were analyzed by PIXE. The error bars represent standard deviations. The data detected 
in fewer than 12 samples are shown with *. Black bar, Emiliania huxleyi. Gray bar, Isochrysis 
galbana. White bar, Dunaliella tertiolecta. 
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 培地中に添加した元素の他，Zn, Cu, Niおよび Hgが三種の微細藻類のいずれの細胞内においても検出さ
れた（Fig. 2）。また，Si, Ti, V, Cr, As, Nbおよび Pbも検出されたが，相対誤差が大きく，定量値を示すに
は至らなかった。実験培地として用いた人工海水培地への天然海水培地の持ち越しが 1/500程度であること
から，これらの元素は培養株保存培養に用いた天然海水培地中から細胞に吸収，濃縮され，実験培養中も細
胞内に保持されていたものと考えられる。 

 

4 おわりに 

 2001年度の PIXE解析により円石藻 E. huxleyiの高い Se濃縮能が示唆されていたが，2002年度において
他種の微細藻類のそれと比較することにより，これが E. huxleyiに特異的な現象であることを明確に示すこ
とができた。また，E. huxleyiは Seのみならず，Mnも高濃度に濃縮することを明らかにすることができた。
これらの元素は海洋中における円石藻の増殖において重要な機能を有していることが考えられ，また，濃縮
能が円石藻に特異的であることから，外洋におけるブルーム形成等にもそれらの元素が深く関与する可能性
が考えられる。今後，それらの元素について濃縮機構および生理機能を解析することにより，海洋における
円石藻増殖の新たな制御要因が明らかになるものと期待できる。 
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