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― 報　告 ―

ハマサンゴの光制御下での長期飼育実験

－骨格炭素同位体比と共生藻光合成の相関解析－

佐藤　崇範1a*，小俣　珠乃2b, 鈴木　淳3，蓑島　佳代3，能丸　恵理子4，

村上　明男4，村山　昌平5，川幡　穂高6,3，丸山　正2

熱帯から温帯の浅海域に広く生息している造礁サンゴは，水温や水質，光などの環境要因に鋭敏に応答する．特に，

骨格に形成される年輪様構造や骨格中の元素の組成比・同位体比は，生育環境により大きく変動することが知られてい

る．我々は，炭素同位体比に影響を与える環境要因の解明を目的として，約500日間に及ぶハマサンゴの飼育実験を行

なった．共生藻の光合成活性に直接関わる光条件（強度と日長）を変えて飼育し，飼育期間中に形成された骨格の炭素

同位体比（δ13C）について光条件や共生藻の光合成色素量などとの相関を解析した．ここでは，これらの研究を進め

る過程で開発してきたハマサンゴの飼育法や各種の実験手法を中心に報告する．

キーワード：サンゴ，飼育実験，共生藻，光合成，炭素同位体比，酸素同位体比
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ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites

― Report ―

Long-term culture experiment of Porites under light-controlled conditions:

Analyses of skeletal δ13C and photosynthetic parameters

Takanori Satoh1a*, Tamano Omata2b, Atsushi Suzuki3, Kayo Minoshima3, Eriko Nomaru4, 

Akio Murakami4, Shohei Murayama5, Hodaka Kawahata6, 3, and Tadashi Maruyama2

Reef-building corals are susceptible to environmental stresses such as high water temperature and strong light intensity.

Growth-ring formation and isotopic compositions of coral skeletons are known to be affected by various environmental factors. To

understand the effect of light on skeletogenesis of corals, we conducted a long-term indoor culture experiment of Porites under

different light conditions and analyzed the correlation between the carbon isotope fractionation and the photosynthetic parameters of

the symbiotic alga. Here, we report the detailed protocols about over 500-day coral culture and biological and geochemical analyses.
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1．はじめに

熱帯から温帯の浅海域に広く生息している造礁サンゴ

（以下，サンゴと呼ぶ）は，水温や水質，光などの生育環

境の変化に対して敏感に応答する（Aharon, 1991）．サンゴ

は軟組織のポリプを基本単位として，多くの種では多数の

ポリプからなる群体となり，石灰質の骨格を形成する．ポ

リプには，一般的に褐虫藻とも呼ばれている単細胞性の光

合成微生物，渦鞭毛藻Symbiodiniumが高密度で共生してお

り（Allemand et al., 1998），サンゴの成長・骨格の形成は共

生藻の光合成により支えられている．サンゴ骨格の形成は，

光や水温などの生育環境の影響を直接的，間接的に受ける

ことが知られ（Kawaguti and Sakumoto, 1948），樹木の年輪構

造に類似した年輪バンドがしばしば出現するとともに，骨

格の元素組成比や酸素や炭素の同位体比も大きく変動す

る．従って，骨格の成長軸に沿って元素組成比や同位体比

を精密分析することで，サンゴの成長過程の環境情報を解

読することが可能である．例えば，ストロンチウム/カル

シウム比や酸素同位体比は，水温指標として有効であるこ

とが明らかになっている（Fairbanks and Dodge, 1979; Smith et

al., 1979）．一方，他の構成元素や同位体比については変動

パターンが複雑なこともあり，どの環境情報と対応するの

かなど不明な点が残されている．炭素同位体比については，

従来の研究から共生藻の光合成および呼吸や石灰化反応

（生物鉱化反応，バイオミネラリゼーション）と密接に関

わることが示唆されている（McConnaughey, 1989; 小俣ほか,

2006）．しかし，海水温と高い相関を示す酸素同位体比の

場合とは異なり，炭素同位体比と環境要因との関係につい

ては未解明の部分が多い．これは，炭素同位体比に影響を

与える共生藻（光合成と呼吸）とポリプ（呼吸と石灰化）

の生理代謝には様々な環境要因が複雑に関わっているため

である（例えばSwart, 1983）．さらに，炭素同位体比の研究

の遅れは，サンゴや共生藻の生理代謝を長期間にわたり一

定に保ちながら，解析を進めることが困難であることが主

な要因として挙げられる．

そこで我々は，サンゴ骨格の炭素同位体比と環境要因や

共生藻のエネルギー代謝との関係を明らかにするため，共

生藻の光合成代謝に重要な環境要因である光条件(光強度

と日長)を段階的に変えて約500日間にわたりサンゴを屋内

で飼育し，飼育期間中に形成された骨格の炭素同位体比の

変動を比較する実験を計画した．本研究で用いたハマサン

ゴ（Porites spp., 刺胞動物門花虫綱六放サンゴ亜綱イシサン

ゴ目ハマサンゴ科ハマサンゴ属）は主に塊状の群体を形成

するサンゴで，西太平洋海域ではオーストラリアから日本

まで広く分布しており（Veron, 2000），古環境復元などの研

究に広く利用されている（Gagan et al., 1994）．屋内施設で飼

育したハマサンゴを用いて，共生藻密度，光合成色素量，

骨格成長量，炭素・酸素同位体比（δ13C-δ18O）など各種

の生物学的，化学的パラメータについて精密分析を行い，

その成果の一部をJournal of Geophysical Research誌に報告した

（Omata et al., 2008）．本報告では，この研究を進める過程で

開発・蓄積してきたサンゴの飼育法や各種の分析法を詳細

にまとめた．

2．方法

2.1．サンゴ飼育実験施設

サンゴの養生および飼育は，関西総合環境テクノス

（旧関西総合環境センター）の印南臨海実験場（和歌山県

日高郡印南町）で実施した（Fig. 1）．

試験飼育には，屋内に設置された掛け流し式（開放式）

のアクリル水槽（容量100 L，直径60 cm×高さ33.8 cmの円

柱型）を採用した．水槽上部の外縁から海水を供給し，

Fig. 1.   Coral culture facility in INAMI marine station

(a) Overview from coastal side, (b) Indoor aquarium tank

図1. 印南臨海実験場のサンゴ飼育施設
(a) 海岸側から見る施設外観，(b) 屋内に設置した水槽
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水槽中央部のオーバーフロー管から排水させた（Fig.2）．

サンゴ照明用としてメタルハライドランプ（Dupla社製，

Duplalux HQI-TS150W；色温度5,200 K）を水槽の上方に設

置した．照射時間は24時間タイマーにより，光強度はラ

ンプと水槽の距離によりそれぞれ制御した．

飼育用の海水は前浜（汀線から沖合約100 m，水深約1.5

m）から揚水ポンプで常時汲み上げ，砂ろ過装置でろ過し

た．屋内水槽に供給する海水は，熱交換器を通すことに

より任意の水温に設定可能であり，また装置の故障など

による異常水温を検知するため，給水管内の温度センサ

ーに警報システムも連動させた．

2.2．サンゴ試験区

サンゴ飼育の光条件として，3段階の光強度（100，300，

500 μmol m-2 s-1）と2段階の照射時間（10時間照射－14時

間暗所，12時間照射－12時間暗所）を組み合わせて6条件

の試験区を設定し（Table 1），それぞれ独立した飼育水槽

として設置した．なお，当初は700 μmol m-2 s-1の試験区も

設置したが，徐々に白化の兆候が現れたため10日後に中

止した（Table 3参照）．光強度は，光量子計（Biospherical

Instruments社製　QSL-2100）を用いた週一回の実測に基づ

き，水槽と光源との距離を再調整することで一定の値に

維持した．飼育海水の温度は25.0 ± 0.6℃，流量は1.0－1.5

l min-1 に設定した．6試験区間での水温むらを防ぐため，

温度調整後の海水を通す送水管を，水槽直前で6口に分岐

させた．

2.3．サンゴ飼育環境のモニタリング

各試験区の設定条件（水温，光強度など）を随時測定

し，その都度再調整を行った（Table 2）．水温は1日2回

（10時と16時）実測するとともに，各水槽に設置した水温

データロガー（Onset社製StowAway TidbiT Temp Logger/Hobo

Water Temp Pro）で１時間毎に自動計測した．塩分は1日1

回（10時）採水した試料（塩検瓶300 ml）を用い，塩分計

（YEO-KAL社製　Model 601Mk1V）で計測した．また，溶

存無機炭素（DIC）の炭素同位体比および酸素同位体比の

測定用に，海水をガラス製バイアル瓶（100 ml）2本に密

封保存した．海水試料中に混在する微生物の作用による

海水溶存無機炭素の炭素同位体比変化（Goreau, 1977）を

防ぐため，海水試料に塩化第二水銀（HgCl2）飽和溶液を

微量加えた．

ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites

Aquarium
tank

Metal-halide lamp
Inflow of

Coral
specimen

Outflow from tank

thermo-stated
seawater

Fig. 2.   Indoor aquarium system for coral culture

図2. サンゴ飼育用の屋内水槽：模式図

Table 1. Condition for Porites culture

表1 サンゴ群体飼育の設定条件

Table 2. Monitoring of seawater in aquarium tank

表2 飼育海水の水質管理
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Table 3. Logbook of Porites culture experiment

表3 サンゴ群体の飼育実験の記録
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2.6．サンゴ骨格のアリザリン染色

試験飼育中のサンゴ骨格の形成過程を解析するため，

屋内水槽で順化させたサンゴ群体の試験飼育開始直前に

形成された骨格部位に，Barnes and Lough（1993）の手法に

従ってアリザリン染色法によるマーキングを行なった

（2003年2月20日）．海水に溶かしたアリザリンレッドS

（Alizarin red S, 15 mg l-1）をガラスフィルター（Whatman

GF/F, 47 mmφ, 0.45 μm）で吸引ろ過した．この溶液を満

たしエアレーションした閉鎖水槽にサンゴ群体を移し，

水温を24-25℃に保ちながら24時間飼育して染色した（Fig.

3）．

2.7．サンゴ群体の飼育経過と回収

アリザリン染色を行った36群体を6試験区の飼育水槽に

6群体ずつ入れ，試験飼育を開始した（2003年2月21日;

Table 3）．飼育期間中に大阪湾を通過した台風10号の影響

で海水揚水システムが停止した（2003年8月8日）．このた

め，光強度500μmol m-2 s-1の2試験区で飼育水槽の海水温が

33.1℃まで上昇し，これらの試験区のサンゴ群体が全滅す

るトラブルが発生した．対策として，他の試験区からサ

ンゴ群体を1群体ずつ集め，光強度500μmol m-2 s-1 （12時

間照射－12時間暗所）の試験区を新たに設置した（2003年

11月7日）．同時に，全試験区のサンゴ群体に，同様の手

法で再度アリザリン染色を行なった．

サンゴ群体は数回に分けて回収し（2003年7月28日，12

月29日，2004年１月24日，2月7日，2月14日， 7月25日），

軟体部および骨格部に分けて分析した（Fig. 4）．

2.8．軟組織の分析

サンゴ群体のポリプに共生する渦鞭毛藻Symbiodiniumに

ついて，光合成関連の指標として，細胞数の計測と光合

成色素の定量を行った．

2.8.1. サンゴ群体の移送

軟体部の解析は，神戸大学・内海域環境教育研究セン

ター（兵庫県淡路島）で実施した．分析当日の早朝に，

サンゴ群体を飼育海水で満たした二重のビニール袋に1群

体ずつ入れ，酸素ガスを充填した．約3時間の移送中の水

温変化を避けるため，保温材とともにクーラーボックス

に入れた．到着後，サンゴ群体を海水ごとガラス水槽に

移し，直ちにエアレーションを開始した．

2.8.2. 軟組織の分取

サンゴ軟体部の分取は，ウォーターピック法（Johannes

and Wiebe, 1970）に基づき以下の手順で行った．市販のウ

ォーターピック（WaterPikTM 口腔洗浄器）を用い，サン

ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites

2.4．海水溶存無機炭素の炭素同位体比測定

ガラス製バイアル瓶に密封保存した海水は，産業技術

総合研究所所有のガス精製用のガラスラインを利用して，

海水試料にリン酸（H3PO4）を添加して溶存無機炭素を二

酸化炭素（CO2）の形で気化させて精製し，ガラスチュー

ブに捕集した二酸化炭素を質量分析計に導入して，炭素

同位体比の測定を行った．

2.5．サンゴ群体の採取および養生

本実験に用いた塊状のハマサンゴ（Porites spp.; 以下，サ

ンゴ群体と呼ぶ）は，柏島（高知県幡多郡大月町）周辺

の浅海域に生育する複数の群体から採取し（2001年4月，

10月，2002年10月），直ちに印南臨海実験場へ移送して，

屋外に設置した開放式FRP製水槽（500 L）で1ヶ月間以上

養生させた．飼育環境に順化させたサンゴ群体は，ハン

ドソー（刃渡り20－30cm）を用いて骨格ごと試験飼育に

適したサイズ（長径3－5cm）に切断し，さらに屋外水槽

で3ヶ月間以上養生させた．なお，屋外水槽は直射日光の

影響を強く受けるため，水槽上部に遮光ネットを取り付

けて光量を調節した．

切断によって骨格が剥き出しになった面が完全に軟組

織で覆われたサンゴ群体の中から，投影面積が一定のサ

イズのものを36群体選抜し，屋内水槽（光強度300μmol

m-2 s-1，12時間照射－12時間暗所）に移動させた（2003年2

月3日）．なお，屋外水槽での飼育水温が約22℃であった

ため，サンゴ群体にストレスを与えないように，屋内水

槽の水温を22℃から25℃まで18日間かけて徐々に上昇させ

た．

Fig. 3.   Staining of Porites skeleton with Alizarin red S

図3. サンゴ群体骨格のアリザリン染色
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Fig. 4.   Flowchart for analyses of skeletons and the symbiotic alga of Porites

図4. サンゴ群体骨格と共生藻の分析フローチャート
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ゴ群体の表面に強いパルス噴流を吹き付けることで，軟

組織を完全に剥がし取った．

(i) サンゴ群体の中央縁辺の平坦部にコルクボーラー（5

号，内径10 mm）を用い骨格に深さ1-2 mmの円形の溝

をつける（Fig. 5a）．溝周辺の骨格屑や表面の粘液物

質（ミューカス）を丁寧に取り除く．

(ii) 単位面積当たりのポリプ数を記録するために，軟体

部を分取する区画内（円形溝の内側）を実体顕微鏡

で写真撮影する（Fig. 5b）．

(iii) ウォーターピックのタンクにろ過海水を入れて水圧

を調整する．先端部を真っ直ぐに加工したウォータ

ーピックノズルを用い，噴流のON-OFFはフットスイ

ッチにより行う．

(iv) 傾斜台（木製，約45度，幅15-20 cm ×長さ20-30 cm）

にビニール袋（厚手，120 × 230 mm）の口を上向き

に置き，サンゴ群体を袋の中央付近に入れる．傾斜

台は，サンゴ群体が袋の底に溜まった軟体部に触れ，

粘液物質が分泌するのを抑えるために用いる．

(v) サンゴ群体の円形溝に，同じ大きさの穴を開けたプ

ラスチック製ガイドを押し当て，ウォーターピック

の噴流を吹き付ける．剥がれた軟組織が外に飛び出

ないようビニール袋の口を閉じ，なるべく少量の海

水（20-30 ml）で処理する（Fig. 5c）．ノズルからの漏

水を防ぐため，ノズル位置は常に海水タンクより上

方に保つ．

(vi) 上記の手順により，軟組織を分取したサンゴ群体は，

アーカイブ，骨格分析（成長量，炭素・酸素同位体

比），光合成色素定量，共生藻計測，および予備保存

のために分別して保存する（Fig. 6）．

2.8.3. 軟組織の共生藻分画

サンゴ群体の骨格から分取した軟体部中の共生藻細胞

数および光合成色素量を分析するため，以下の処理を行

った．

(i) 分取中に飛散した軟組織をろ過海水でビニール袋の底

に洗い落とす．この軟組織懸濁液の容量を測定する．

テフロンホモジェナイザーを用いて粘液物質と軟組

織を手動で摩砕する．

(ii) 摩砕した試料を遠心管（50mlファルコンチューブ）に

移し，遠心分離する（5,000 rpm，15 min，25℃）．共生

藻を含む沈澱をろ過海水（約10 ml）で再懸濁する．共

生藻が遠心管の底に凝集する場合は，ボルテックス処

理や超音波処理により分散させる．試料が泡立ってい

る場合は，真空デシケーターなどを用い脱泡する．

ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites

Fig. 5.   Quantitative sampling of Porites tissue with symbiotic algae

(a) Marking on coral skeleton (φ10 mm circular ditch by cork borer),

(b) Close-up image of (a), (c) Specimen after removing tissue by water-

pick

図5. サンゴ群体ポリプの定量的分取法
(a) 分取区画の目印：コルクボーラー（右）による円周溝（φ10

mm），(b) 分取区画の拡大像：ポリプ数の計数，(c) ウォーターピ
ックによるポリプ剥離後の試料



51JAMSTEC  Rep. Res. Dev., Volume 11, September 2010, 43_58

T. Satoh et al.,

定した．可視域の吸収スペクトルを測定し，Porra et al.

（1989）の分子吸光係数を用いてクロロフィルa量を計算し

た．

2.9.1. 光合成色素の抽出

光合成色素の抽出は，Suzuki and Ishimaru (1990)の方法を

参照して行った．

(i) ファルコンチューブ（15 ml）に，サンゴ軟組織を入れ

る．

(ii) 各チューブにN, N-Dimethylformamide（DMF, Wako 045-

02916）を3 mlずつ加える．

(iii) ウォーターバスにチューブをラックごと浸し，60℃

で約8分間加温する．抽出効率を高めるため，薬さじ

（小）をチューブに差し込みラックごと振動させる．

(iv) 抽出操作後，直ちにチューブを氷冷する．

(v) チューブを遠心分離する（3,000 rpm，5 min，4℃）．

(vi) 上清を沈殿が混在しないように注意して別のチュー

ブに移す．沈殿に色素が残存している場合は，さら

に(ii)-(vi)の操作を繰り返す．

(vii) 抽出操作や抽出液の保存の際には，色素の分解・退

色を防ぐため冷暗条件（氷冷，アルミホイル遮光）

を保つ．

2.9.2. クロロフィルの定量：吸収スペクトル法

抽出液の色素濃度が十分高い場合は，吸収スペクトル

法でクロロフィル定量を行った．

(iii) 軟組織懸濁液をメスシリンダー（20 ml）に移し，全

容量を15 mlに合わせてから，マイクロチューブ（1.5

ml）2本に1 mlずつ分注し静置する．

(iv) 残りの懸濁液13 mlを遠心管（15 mlファルコンチュー

ブ）に移し，遠心分離する（5,000 rpm，15 min，25℃）．

沈殿が巻き上がらないように上清を捨て，さらにチ

ューブ内の水滴をキムワイプで拭き取る．光合成色

素の定量用として凍結保存（－80℃）する．

(v) (iii)のマイクロチューブを遠心分離し（13,000 rpm, 7

min, 4℃），上清を捨てた後，4% Paraformaldehyde

（PFA）－海水を1ml加えて静置（10 min）する．試料

をろ過海水で遠心洗浄し（13,000 rpm, 5 min, 4℃, 2回），

共生藻計測用としてマイクロチューブごと保存する．

2.8.4. 共生藻細胞数の計測

冷蔵保存したマイクロチューブ にろ過海水500μlを加

え容量を確認した後，ボルテックス処理により共生藻を

分散させた．ミューカス塊が残っている場合は遠心分離

（13,000 rpm, 7 min）により除き，再懸濁，超音波処理によ

り，共生藻を均一に分散させた．試料12μlを用い改良ノ

イバウェル血球計算盤により細胞数を計測し，サンゴ群

体の表面積あたり（分取部位，10 mmφ）の共生藻密度と

して換算した．

2.9. 光合成色素の定量

光合成色素の抽出溶媒として，抽出効率と抽出後の色

素の安定性から，N, N-Dimethylformamideを採用した．ここ

では，共生藻がもつ光合成色素（クロロフィルa，クロロ

フィルc2，ペリジニン）のうちクロロフィルaについて測

Fig. 6.   Sampling maps for cultured Porites: for analysis of photosynthetic pigments and density of symbiotic algae (A), measurement of stable isotope

and annual extension rate (B), for archives (C)

(a) Map for the colony, 300μ-12h-2, (b) Map for the colony, 500μ-12h-1, (c) Map for the colonies, 100μ-12h-1, 100μ-12h-2, 300μ-12h-1, 500μ-

12h-2

図6. サンゴ群体試料の区分け：光合成色素定量及び共生藻計測(A)，骨格分析(B)，保存用試料(C)

(a) 300μ-12h-2, (b) 500μ-12h-1, (c) 100μ-12h-1, 100μ-12h-2, 300μ-12h-1, 500μ-12h-2
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[分光光度計の操作]

(i) 石英キュベット（10 × 10 mm，2面透明，テフロン栓）

2本にDMF （3 ml）を入れる．

(ii) キュベットを紫外可視分光光度計（HITACHI, 340）に

セットし，波長範囲400-800 nmにおいてベースライン

補正を行う．

(iii) 試料側キュベットに色素抽出液を入れ替え，吸収ス

ペクトルを記録する．

[クロロフィル濃度の計算]

(iv) クロロフィルa濃度は以下の式に基づいて定量する

（Porra et al., 1989）．

[Chl  a]=A663.8 / 88.74 (g/l)

[Chl  a]=A663.8 / 79.29 (mM)                                                          (1)

*A663.8: 663.8 nmにおける吸光度

2.9.3. クロロフィルの定量：蛍光スペクトル法

試料が微量の場合，あるいは色素濃度が低い場合は，

より高感度な測定が可能な蛍光スペクトル法を用いた

（能丸, 2005）．

[クロロフィル標準液の作成]

(i) 渦鞭毛藻Symbiodiniumの培養液をガラススピッツ管2本

に10 mlずつ分注し，遠心分離（3,000 rpm, 5 min, 4℃）

する．

(ii) 上清を捨て，細胞沈殿に脱イオン水を加え再懸濁・

遠心分離により培地由来の塩を除去する．遠心管内

の水滴を取り除き，DMFを6mlずつ加える．試験管に

薬さじ（小）を差し込みラックごと振動させながら

60℃のウォーターバスで約8分間抽出する．抽出後は，

試験管ごとすみやかに氷冷する．

(iii) (ii)の試料を遠心分離し（3,000 rpm, 5 min），沈殿を巻

き上げないよう上清を分取する．この上清を原液

（1/1）とし，希釈液（1/2，1/5，1/10，1/20，1/50，

1/100，1/200濃度）を5 mlずつ作成する．希釈液は測

定時までアルミホイルで遮光の上，氷冷保存する．

(iv) 1/1，1/2，1/5，1/10，1/20の希釈液の吸収スペクトル

を分光光度計で測定する．

(v) (1)式に従い吸光度からクロロフィルa濃度を計算し，

検量線を作成する．

[蛍光分光光度計の操作]

(vi) 蛍光分光光度計（HITACHI, F4500）の測定条件を以下

のように設定する．

励起波長435nm，波長走査範囲600-750 nm，走査速度

60 nm min-1，励起側スリット幅10 nm，蛍光側スリット

幅5 nm．検出器側フィルターToshiba O-56．

(vii) 蛍光用高感度微量キュベット（ブラック石英製）に

1/50，1/100，1/200の希釈液を入れ，蛍光スペクトル

を測定する．

(viii) 極大波長（670 nm付近）での蛍光強度とクロロフィ

ルa濃度の検量線を作成する．

(ix) 測定試料200μlを同じキュベットに入れ，蛍光スペク

トルを測定する．

(x) 670 nm付近の蛍光極大波長の蛍光強度を読み取り，検

量線からクロロフィルa濃度を計算する．

2.10. サンゴ骨格部の分析

サンゴ群体の骨格部については，石灰化速度の指標と

なる骨格成長量の測定および炭素・酸素同位体比の分析

に用いた．

2.10.1. サンゴ骨格試料の区分け

飼育実験後に水槽から回収したサンゴ群体について，

Fig. 6の要領で最大成長方向に沿って厚さ7 mm程度の板状

に切断を行い，ミリQ水（Millipore）で洗浄を行った後，

骨格の年輪観察を行うために海洋研究開発機構所有の

SOFTEX CMB-2を用いて軟X 線撮影を行った．

2.10.2. 骨格成長量の計測

骨格成長量は，板状に切断した側断面から計測した．

サンゴ群体ごとに飼育期間が異なるため，成長速度を一

定と仮定して，下記の方法で年間成長量を計算した．

(i) 骨格中のアリザリン染色部から骨格表面までの距離を

計測し，これを飼育期間中の成長量とする．

(ii) 年間成長量は以下の式により換算する．

[年間成長量(mm yr-1)]=[飼育期間中の成長量(mm)]×

[365(day)/飼育期間(day)]   (2)

2.10.3. 質量分析用のサンゴ骨格粉末試料の採取

軟X線撮影後，Gagan et al.（1994, 1998）の手法に従い，

炭素・酸素同位体比分析用の粉末試料の削り出しを行っ

た（Fig. 7）．

(i) 板状に切断した試料をミリングマシン（SAKAI MM-

180）に取り付け，口径11 mmのビットを用いて，上

部および下部を削り取ることにより，厚さ2 mmのレ

ッジを作成する（Fig. 7a）．

(ii) レッジ作成後，ミリQ水と超音波洗浄機を用いて試料

の洗浄を行い，骨格内の細かい空隙に入りこんだ骨

格粉末を取り除く．

ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites
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(iii) 乾燥させた試料を再びミリングマシンに取り付け，

口径3 mmのビットを用いて，サンゴの成長軸方向に

200μmまたは400μm間隔でレッジ部分をミリングし

（Fig. 7b），同位体比分析用の粉末試料とする（鈴木・

川幡，2000）．粉末試料は一旦薬包紙に集め，ガラス

製ミクロチューブに保管する．

(iv) 質量分析を行う直前に粉末試料約100μgを秤量し，

質量分析用の反応容器に封入する．

2.11. 質量分析

同位体比分析は産業技術総合研究所所有のマイクロマ

ス社製オプティマ（OPTIMA：質量分析部分），マルチプ

レップ（MULTIPREP 自動炭酸塩岩処理装置：二酸化炭素

精製部分），オートサンプラー（Gilson Autosampler：試料

導入部分）を組み合わせて行った（Fig. 8）．2. 10. 3. で封入

した粉末試料をオートサンプラーにセットし，以下の流

れで自動分析を行なった．

(i) 90℃に保たれたオートサンプラーに設置された反応容

器のゴム蓋に対して，真空ラインとリン酸ラインを

組み込んだチューブ針が差し込まれる．

(ii) チューブが差し込まれると，反応容器中の空気が抜

かれてバイアル内部は真空状態になる．

(iii) チューブ内のリン酸ラインを通してリン酸が反応容
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図7. サンゴ群体骨格の同位体分析試料の作成
(a) レッジの作成, (b) レッジ部分のミリング
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図8. サンゴ群体骨格の炭素同位体比の分析システム
(a) 質量分析計（OPTIMA），(b) 自動炭酸塩処理装置（MULTIPREP）
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器中に滴下される．粉末試料はリン酸と反応してガ

ス試料（二酸化炭素と水）を発生させ，質量分析部

分の手前に設置されたマルチプレップ内に導入され

る．

(iv) マルチプレップ内のガス試料は金属製のラインを通

過し，液体窒素により-190℃以下まで冷却されたトラ

ップに導入され，液体または固体に変化する．

(v) 次にトラップ内を約-110℃まで暖め，水と二酸化炭素

のうち二酸化炭素のみを再度気化させてトラップを

通過させ，オプティマへ導入する．

(vi) オプティマの内部には分析試料ガス用とレファレン

スガス用のチャンバーがそれぞれ設置されており，1

試料の分析につき8回ずつ，双方のガスを交互にオプ

ティマに送り込む．

(vii) オプティマに送り込まれたガスはイオン化されて電

荷をもつようになる．電荷をもったガス（分子）は

マグネティックフィールドに送り込まれ，電荷と磁

場の作用によりローレンツ力がかかることで円軌道

を描く．イオン化したガス（分子）は質量に応じた

円軌道で分離され，それぞれの軌道上に設置された

コレクター部分で検知される．二酸化炭素の場合，

質量数46の分子（12C18O16O）は一番外側の軌道を，質

量数44の分子（12C16O16O）は一番内側の軌道を描いて

移動する．

(viii) このようにして測定した値から，以下の式に基づい

て炭素同位体比δ13Cおよび酸素同位体比δ18Oを計算

する．単位は‰を用いて表記される．

炭素同位体比　　　　　　　　　　　　　　　　 (3)

* 13C/12Csample: 分析試料の13C/12C，13C/12Cstd: 標準試料の13C/12C

酸素同位体比　　　　　　　　　　　　　　　　 (4)

* 18O/16Osample: 分析試料の18O/16O，18O/16Ostd: 標準試料の18O/16O

本研究で使用した分析機器の測定誤差は，NBS-19の繰

り返し分析結果より，炭素同位体比については0.03‰，酸

素同位体比については0.04‰である．

3．結果

本飼育実験に関する炭素同位体比の科学的考察などは，

Omata et al.（2008）においてすでに報告している．ここで

は，飼育実験の技術的側面を中心に，各種の分析実験の

詳細を報告するとともに，測定データの解釈や再現性に

ついて述べる．

3.1. 水温

各水槽に設置してロガーで連続計測した水温データを

Fig. 9b-hに示した．なお，全ロガーは，計測開始直前およ

び終了直後に同一水槽で24時間の水温計測を行い，全デ

ータの平均値をもとにロガー間の機差を補正した．

各水槽の水温は設定値の25℃を概ね維持していたが，1-

2週間毎に行った海水ろ過装置の洗浄時の給水中断(2-3時

間)の際と，台風接近時（2003年8月8日），施設設備の故障

時（2003年11月7日，2004年2月7日）の給水停止（1-2日間）

の際に，気温などの影響により飼育水温が一時的に変動

した．

3.2. 塩分

毎日採取した海水の塩分データをFig. 9aに示す．なお，

分析は数十日分をまとめて行った．塩分計の特性から多

検体試料を連続的に計測すると測定値が若干ドリフトし

たため，10試料毎に校正用海水を計測してデータ補正を

行った．

飼育水槽に給水している海水の塩分は季節的変動がみ

られ，夏季（特に，梅雨期，台風期）に塩分の低下が顕

著であった．堤防内側の水深約1.5 mに設置した海水取水

口に，降雨や河川水が混入したためと思われる．全飼育

期間中の塩分は30.6から34.9の間で推移し，平均値は34.1

±0.7（1σ, n=310）であった．

3.3. 飼育海水中の溶存無機炭素および炭素同位体比

海水中の溶存無機炭素濃度および，その溶存無機炭素

の炭素同位体比の分析結果をTable 4に示す．溶存無機炭素

の濃度は，1,826-1,981 μmol kg-1の間で変動した．一方，溶

存無機炭素の炭素同位体比は0.36‰から1.14‰の間で変動

した．同一海水サンプルにおける溶存炭素の炭素同位体

比の繰り返し測定の分析誤差は0.05‰であることから，こ

れらの変動は採水の時間帯（昼夜）にも依存しており，

植物プランクトンや微生物の代謝が海水成分に影響を与

えているものと考えられる（Swart et al., 2005）．

3.4. 共生藻密度およびクロロフィルa量

共生藻密度およびクロロフィルa量の分析結果をTable 5

に示す．単位面積当たりの共生藻密度は2.73×106 cells cm-2

（300μ-12h-1）から7.60×106 cells cm-2（500μ-12h-2）と大き

く変化した．検体ごとにばらつきがみられるものの，光

量の増加に伴い共生藻密度が増加する傾向が示された．

単位面積当たりのクロロフィルa量は18.98μg cm-2（500μ-

ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites
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Fig. 9.   Salinity and temperature of seawater recorded during culture experiment. (a) Salinity, (b)-(h) Seawater temperature of aquarium tanks (see Table  3)

図9. サンゴ群体飼育海水の塩分と水温の記録 (a) 飼育海水の塩分の変動，(b)-(h) 各水槽の水温（表3参照）

Table 5. Photosynthetic-related parameter of symbiotic algae in the cultured Porites

表5 サンゴ群体の共生藻の光合成関連パラメータ

Table 4. Concentration and δ13C of dissolved inorganic carbon (DIC) in the seawater*

表4 飼育海水の溶存無機炭素濃度と炭素同位体比
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12h-1）から59.00μg cm-2（100μ-12h-3）の値を示した．一

方，共生藻細胞あたりのクロロフィルa量は4.50μg/106 cell

（300μ-12h-1）から9.28μg/106 cell（300μ-12h-2）の値を示

した．単位面積当たりおよび共生藻細胞当たりのクロロ

フィルa量は，光量の増加に伴い低下する傾向がみられた．

また，吸収スペクトルから概算した総カロテノイド/クロ

ロフィルaの値（A500/A665）は，1.38 (300μ-12h-2)から1.67

（500μ-12h-1, 500μ-12h-2）の値を示し，光量の増加に伴い

カロテノイドの相対含量が高くなる傾向がみられた．一

般的に植物や藻類を強光条件のもとで生育させると，ク

ロロフィル量が低下し，カロテノイドが相対的に増加す

ることが知られている（Fujita et al., 2001）．本実験の飼育

サンゴ群体においても，設定した光強度に応答して共生

藻の光合成系の生理的順化が起きているものと判断され

る．

3.5. アリザリン染色

12時間照射-12時間暗所の試験区のサンゴ群体のなかで，

アリザリン染色が確認されたのは，100μmol m-2 s-1で2群体，

300μmol m-2 s-1で4群体，500μmol m-2 s-1で9群体であった．

一方，10時間照射-14時間暗所の試験区では，100μmol m-2

s-1で2群体，300μmol m-2 s-1で3群体，500μmol m-2 s-1で4群体

のサンゴが染色されていた．染色が確認できなかった3群

体（500μ-10h-4, 500μ-10h-6, 500μ-12h-1）については，骨

格成長量および同位体比分析から除外した．

3.6. 骨格成長量

全サンゴ群体の年間骨格成長量は3.3（100μ-10h-5）-

17.5 mm yr-1（500μ-12h-10）の値を示した．試験区ごとの

年間平均骨格成長量は，4.9 ± 0.7 mm yr-1（100μ-12h）か

ら14.7 ± 2.4 mm yr-1（500μ-10h）の値を示し（Table 6），光

量の増加に伴い骨格成長が促進される傾向がみられた．

3.7. サンゴの炭素・酸素同位体比

サンゴ骨格の炭素同位体比（δ13C）は－5.13‰から

+0.51‰の変動を示し，酸素同位体比は－5.43‰から－2.90

‰の変動を示した．試験区ごとの平均値については，炭

素同位体比は－3.34 ± 0.76‰（100μ-12h）から－2.13 ±

1.05‰（500μ-12h）の値を示し，酸素同位体比は－4.80 ±

0.53‰（500μ-12h）から－3.28 ± 0.29‰（100μ-10h）の値

を示した（Table 7）．飼育期間中の積算光量が大きいほど，

炭素同位体比についてはわずかに増加する傾向がみられ，

ハマサンゴの長期飼育実験
Light-controlled culture experiment of Porites

Table 6. Growth rate in skeleton of Porites

表6 サンゴ群体の骨格成長速度

Table 7. Isotope ratios (δ13C and δ18O) in skeleton of the cultured Porites

表7 飼育サンゴ群体骨格の炭素同位体比と酸素同位体比
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酸素同位体比は減少する傾向がみられた．

炭素同位体比については，Omata et al.（2005）で提唱し

たベクトル表記法により光合成/呼吸による同位体効果の

大きさを見積もった．その結果，低光量の場合は同位体

効果が小さく，光量の上昇に伴い同位体効果が増加し，

300μ-12h付近で同位体効果の増加率が一定となる傾向が

示された．この光量と同位体効果の関係は，光合成-光飽

和曲線と類似した傾向を示し，Swart（1983）が提唱した

光合成と呼吸による同位体効果を裏付ける結果にもなっ

ている．

4. まとめ

今回の飼育実験中に揚水ポンプが短期間停止するとい

うアクシデントがあったものの，共生藻密度やクロロフ

ィルa量，サンゴ骨格の炭素・酸素同位体比などは光量の

変化の影響を受ける傾向を示しており，アクシデントに

よる影響は無視できるものと思われる．このことは，炭

素同位体比が年間成長量と光合成活性の指標と良い相関

を示していることからも裏付けられた．また，サンゴ群

体の骨格記録において，採取前後の違いが歴然と現れて

いたことから，野外と飼育下のサンゴの違いについても

比較可能になるものと思われる．また，飼育期間中に台

風による飼育設備の損傷により，1試験区のサンゴが全滅

してしまったものの，死滅前の骨格の炭素・酸素同位体

比に関するデータは問題なく利用できた．また，サンゴ

骨格の炭素同位体比に関しては，光合成/呼吸による同位

体効果の大きさと光合成活性との間で高い相関性が示さ

れたことから（Omata et al. 2005），今後両者の関係を定量

化するうえで今回報告したような長期飼育実験によるア

プローチは非常に有用であると思われる．

サンゴ骨格の生理学的解析や化学分析は，生育環境お

よび代謝機能の指標評価に重要なアプローチであり，今

回のように複合的，学際的な視点での共同研究を発展さ

せることで，サンゴ骨格形成のメカニズムの解明に大き

く貢献することが期待される．

なお，印南臨海実験場は2004年10月20日に紀伊水道を通

過した台風23号の波浪により壊滅的な損害を受け，廃止

された．1997年より7年間にわたりサンゴの飼育研究が行

なわれ，多くの成果が得られた．この間に蓄積されたサ

ンゴの飼育技術がいずれ役立つことを願ってこの報告を

まとめた．
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