
10．初期付着生物の光学的測定について

辻 義 人　 原 俊 明

付着生物は海洋で用いられる機器等にとって多くの場合有害である（たとえば各種海洋計測センサーへの付着は感度を

低 下させる。）

この付着生物の初期段階における付着推移を観測する手法として光学的な計測法を試みた。試料ガラス上の付着生物の

吸光スペクトル（波長350～570mm) を測定する方法である。

この光学的手法の実験により、初期付着生物の総生物体量および生物種の組成の推移を把握し得る見通しが得られた。

The  Optical Measurement  of Marine Early Fouling

Yoshito  TSUJI** Toshiaki Hara*2

This  experiment  was planned  in order to apply the optical measuring  method

to the  study  of  fouling  over  glasses. Added  to  microscopic  observation,  this

physical  technique  provides  a simple and  new  method  for obtaining quantitative

information  on fouling.

Slide glasses fixed to the frame  were  suspended  in an aerated sea water bath.

The  optical  density  of  fouled  slide glasses between  350  nm  and  750  nm  was

measured  by the opal glass method.

Five samples  in the same  frame  were  observed  similarly under  the micro-

scope  and  the optical density spectra of them  showed  the same  pattern. Statistical

analysis of  variance showed  no  significance within  the  five samples  at the 5%

critical region.

The  gross fouling biomass  was responsible for the integrated value of optical

density  calculated from  350  nm  to 750  nm  wave  lengths. The  integrated optical

density  showed  two  steps of growth,  suggesting the succession from  bacteria and

protozoa  .to algae.

It seemed  that the ratio of optical density (wave  length ; 439  nm  to 750  nm)

gave  the  gross estimation  of the ratio of non-pigment  micro-organisms  (bacteria,

several kinds  of  protozoa,  etc) to micro-plants, and  the another  ratio of optical

density  (wave  length; 439  nm  to  677  nm)  gave  the  gross  estimation  of  the

plants-species-composition.

It was  concluded  that optical measurements  of fouling over slide glasses are

effective for gross estimations in the early fouling of micro-organisms.
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1. は じ め に

海中の構造物の機能と材質を劣化させる要因の１

つとして生物付着をあげることができる。このため

に付着防止という立場からの付着生物研究が多い

(Woods Hole Oceanographic Institution, 1952) 。

ところが、大型生物の付着が始まる前に付着に適し

た環境を作り出す役目を担う初期付着(Wood,  1967)

に関する研究は少ない(Benson et al,  1973)。これ

は、今までの微生物学が主に顕微鏡を使用する形態

分類に頼ってきたために、複雑な各種微生物の共存

系としての初期付着の研究が困難であったためと思

われる。近年このような複合系の生物群集へのアプ

ローチの重要性が唱えられ、研究手法の模索が始め

られた（微生物生態研究会　1975)。

一方、付着生物の光学的測定（吸光スペクトル測

定）は、①迅速に（10分以内に） データを得ること

ができる、②光を照射すること以外、試料に対して

特別な影響を与えないので; 同一の試料について付

着状況を連続して追跡できる、③得られたデータが

物質組成と物質の濃度を推定できる総合的な情報を

含んでいるので、付着生物のような複合系の総合的

な解析にとって都合がよい、などの利点を持つ。し

かしながら、付着生物への光学的なアプローチに関

しては、熱によって生物付着を防止しようとした実

験で付着生物体量を光学的に測定した(Plotner,

1968} 程度であり、報告は少ない。

本研究では初期付着生物群集の生態学的特性と関

連すると考えられる光学的な指標を仮定し、これら

の指標の特性を検討した。

なお本研究は昭和47 年度の経常研究として1973

年２月～３月に行われた。

2. 光学的測定のための仮定

付着生物群集は各種の個体の集合体であるが、適

当な操作（たとえばオパールグラス法など）を行え

ば液体に準じた吸光スペクトルを、付着生物より得

ることができる。従って本研究では次のような仮定

を行った。

仮定ｌ；液体に関して定義されたLambert ―Beer

の法則が付着生物群集に関しても適用できる。

Lambert 一Beer の法則は、他の条件が一定ならば

物質の濃度とその吸光度が正比例することを示して

いる。また各物質は固有の吸光スペクトルを保有す

る。そして同じ波長の吸光度は加算することができ

るので、吸光スペクトルは同じ波長範囲で相互に加

え合わせることができる。微生物に限ってみれば、

各生物種はライフサイクルの特別な時期を除いてほ

ぽ一定の物質組成を示すと考えられるので、各生物

種はほぼ一定の吸光スペ クトルを示すと考えられる

（仮定２参照）。従って生物群集の吸光スペクトルは、

それを構成するそれぞれの生物種の吸光スペ クトル

を合計した総吸光スペクトルと一致する。

初期付着生物群集のような複合生物種系における、

生物種組成の変化と総吸光スペ クトルの変化の関係

をここで検討しておく。この関係は以下の３つのケ

ースに分けられる。

Ａ；スペクトルの変化と種組成の変化が１：１に対

応する。

Ｂ；スペクトルは変化するが種組成は変化しない。

Ｃ；種組成は変化するがスペクトルは変化しない。

ここで、次のような仮定を行った。

仮定２；これらの３つのケ一スのうち、初期付着生

物群集では主にＡのケースが起こる。

同一生物種の体構成物質組成が変化したために起

こるＢのケースは、単一培養系で一般的に見られる。

藻類を主とする複合系においても、生理的な原因に

よって体内の色素組成が多少変化することが報告さ

れている(Vince et al, 1973) 。しかしながら、各

種の栄養段階を備えた複合系では環境の変化により

他種類の生物が増殖を始める(succession)　 こ

との方が、今まで優占種であった生物種の体内の物

質組成がこの環境の変化により変化することよりも、

より機会が多いと考えられるであろう。また、これ

らの変化が同時に起こっているとしても、複合系内

の全物質組成に与える影響は前者の方が後者にくら

べて量的にかなり大きいと考えられる。よって、付

着生物群集では、Ｂのケ－スは無視できるであろう。

Ｃのケースは、ある生物種のスペクトルがその他

の生物種のスペクトルを合成して得られる場合にの

み起こり得る。付着生物種が多くなればそれだけこ

のケースの可能性は増えるが、水槽中では主な生物

種の数が限られているので、本研究の場合Ｃのケ－

又はほとんど起こり得ないと考えられた。

仮定１、仮定２を踏まえて、ここで光学的な指標

について仮定を行う。

仮定3 ; 350 nm から750 nm までの各波長の吸光度

の積分値は、付着生物群集の総掘:と関係する光学的

な指標と考えることができる。

これをIntegrated Optical　Density(I.0.D.) と

する。また、吸光スペ クトルの変化は各波長での吸

光度の比を比較することで知ることができる。
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仮定４;波長別|吸光度の比は、付着生物群集の生

物種組成と関係する光学的指標と考えることができ

る。

吸光スペ クトルの変化と生物種組成の変化を関連･

づけるためには、できる限り多数の波長で吸光度の

比を計算し、それらを組み込んだ計算式の作成と演

算を行わなければならない。しかし本研究では榾柮

の妥当性を検討することを目的としたので、複雑化

を避けるため、簡便な指標として２種類の波長に よ

る吸光度の比を使用した。

３． 実 験 方 法

３工　 付着試験用水槽

ガラス水槽（縦、横、深さがそれぞれ30 、69、35

cm ）ぶに横須賀湾の表層水（塩分濃度; 31%) を50 /

入れ、エアレーションを行い、３週間後にガラスのL

壁面が緑褐色の付着物におおわれてから実験を開始

した。特に温度のコントロールを行わなかったので

水温は9 ℃ ～15℃ の範囲を示した。エアレーション

による水分の蒸発については塩分濃度31°/､oの海水で

時々補充を行ったので、実験中の塩分濃度は320/よ

36‰ を示した。なお水槽のよこ側面は東方向に位置

したので。午前中の数時間だけ窓ガラスを通して日

光を受けた。

3.2. 付着用スライドグラス

スライドグラス（マツナミ製）の一端を切断し、

付着用の試料スライドグラス（　縦、 横 、厚さが

それぞれ25 、50、1.5 mm) とした。試料スライドグ

ラスを海水中に垂下するために、プラスチックのは

さみの上端に針金を通したものを作製し、このぱさ

みに一枚ずつスライドグラスをはさんだ（図１）。各

スライドグラスはエアレーション端より十分離れた

水槽の中層部に吊し、付着面を東側とした。前処理

として、あらかじめクロム硫酸中に一昼夜浸し、蒸

留水で洗浄したスライドグラスを使用した。

吸光スペ クトル測定と検鏡時には、できるだけ空

中でのぱく露時間を少なくするために、試料スライド

グラスをろ過海水入りのペトリ皿に入れて運んだ。

このとき、付着面がペトリ｡皿と接触しないようにし

た。測定と観察のために試料ガラスを水槽より取り

出していた時間は、１回につき30 分以内であった。

3.3. 吸光スペ クトルの測定

ダブルビームの吸光光度計（島津製作所製、uv ―

200）を使用しオパールグラス法（田寓など、1965)

によって350 nm から750 nm までの波長間の吸光ス

ペクトルを測定した（図２）。試料ガラスの下端に､口

図１　試料用スライドグラス

Measuring method of optical density of fouled
sample glass.
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図３　有鐘繊毛虫のまわりの珪藻

Attached Diatoms around Tintinnida.

図２　付着試料ガラスの吸光度の測定方法

Sample slide glasses



紙を触れさせて余分な海水を取り除いた後手早く測

定を行ったので　測定終了後に付着面が乾燥するよ

うなことはなかった。対照としては試料スライドグ

ラスと同様の処理を行ったスライドグラスを乾燥さ

せ て使用した。

3.4. 試料間の差異の検討

同一水槽内に置かれた試料ガラスの位置の違いに

よって付着量が異なるならば、試料ガラスの位置が

実験要因となりデータの解析が複雑となるであろう。

これを検討するために５枚の試料ガラスを水槽の東

端（窓側）から数ｃｍの間隔で並べ、吸光スペ クト

ルの経日変化を測定し、得られた1. 0. D. より分散

分析を行った。

3.5. 測定頻度の影響の検討

測定のために付着生物を空中にぱく露したり、350

nm から750 nm までの波長の光線で照射することに

よる付着の発達に与える影響を調べるために、４枚

の試料ガラスを水槽中に吊した。このうち２枚を１

組として、数日間隔で測定を行う組と20 日間連続し

て水中に保持しておいた後数日間隔で測定を行う組

に分けた。このとき、後者の測定頻度を、前者とく

らべてできるだけ小さくした。

３．６／ 検 鏡

実体顕微鏡（二コン製）を使用し、16～80 倍 の培

率で検鏡と写真撮影を行った。このとき試料の表面

が乾燥して付着生物に影響を与えないため、および

海水中での付着生物の動きを観察するために、運送

時に使用したペトリ皿中の口過海水に試料 スライド

グラスを浸し検鏡を行った。

4. 結果および考察

4｡1. 検 鏡 結 果

実験開始後１昼夜以内にデトリタスの吸着とバク

テリアらしいものの増殖が認められた。このころか

ら非付着性の原生動物類（主に繊毛虫類）が試料ガ

ラス表面を活発に動き、２日目には付着性の有鐘繊

毛虫がふえてきた。３日目より有鐘繊毛虫のまわり

を中心として、付着珪藻が増え/てきた（図 ３）。この

ために試料ガラスは黄褐色を呈した。７日目より緑

藻の付着が増え始め、14 日目には有鐘繊毛虫の一部

は緑藻のマットの中に埋もれた（図４）。このグリー

ンマットは凹凸に富んだ３次元の構造をしており、

その中を非付着性の原生動物が動き回っていた。な

お本実験での初期付着パターンは他の報告(Wood,

E. J. F.･1967) と似 た傾向を示した。

４ ．２ 吸光スペ クトル
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Green mat

The changes of optical density spectra of fouled sample
glass'within 21 days.

図５　付着試料ガラスの吸光スペクトル変化

図４　グリーンマット



表１　２ 元 分 類 表

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

５ ８ ８ ９ ８ ６

14 85 97 １１６ 103 103

19 138 142 １５２ 120 １３１

２１ 156 149 １５９ 130 １５４

24 2.20 184 207 178 ２１１

表２　分 散 分 析 表

吸光スペ クトルの経日変化を図５に示した。初期

（約１週間以内）のうち350 nm から750 nm までの全

波長にわたって、吸光度はほぼ同じ比率で増加した。

これは、この波長域で特別に大きい吸収を示さない

物質（非色素系）の付着量が増加したことを示して

いた。検鏡結果から推測すると、これはバクテリア

や原生動物の付着が進行したことを示していた。そ

の後、短波長側と677 nm 付近の吸光度の増大が目立

ち始めた。約２週間以後は439 nm と677  nm をピー

一 クとする複雑なスペ クトルとなり ある程度波形を

保ちながら吸光度を増した。この２つのピークは藻

類の増殖によるクロロフィルａを主とする光合成色

素の増加に対応するものと考えられたｏ

4.3. 吸光度の積分値(I.  0. D. )

5個の試料によるI. 0. D.の経日変化を図６に示し

た。I. 0. D.の値は図５の各日における350 nm から

750 nm までの吸光スペクトルの面積として計算した。

図中の黒丸は５個の試料の平均値を示した。

I.０.Ｄ.は４日目までと６日目から14 日目までの

２回の指数函数的増大を示した。その速度は前者の

方が圧倒的に大きかった。４日目から６日目に停滞

期が見られた。 14日目以後についても徐々に増加速

度が減少し停滞期に向っているようであった。
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このグラフは閉鎖系における成長曲線に似ていた。

I. 0. D.の仮定からすれば、図６の２つの停滞期と

２種類の増加速度は以下のように考えられるであろ

う。①４日目まで急速な増殖を行う生物の付着が続

き、その後増殖が停止した。②６日目より他の生物

がゆっくりと増殖を行い、14 日目より増加速度を減

少させた。これを検鏡結果から推論すれば、① はバ

クテリアと原生動物の急激な増加を、② は藻類のゆ

っくりとした増加を示しており、図６の中間の停止

期や増加速度のちがいはこれらの付着生物の遷移を

現しているものと考えられた。

これらのことから、I. 0. D.は付着生物総量の粗指

標として妥当であろうと考えられた（仮定３）。

4.4. 試料間の差異

経過日数と各試料のI. 0. D.の２元分類表を表１

に、分散分析表を表２に示した。表２よりＦ検定を

行った。データによるＦ値は

F  = 295.4/109.1 ― 2.71

検定のためのＦ 値（５％有意水準）は

F16 (0.05) =3.01

であった。

F16（0.05 ）＞Ｆ

となるので、位置の異なる５枚の試料ガラス上の付

着は量的に差異を示さない（5 ％ の有意水準）と結

論できる。これによって、本実験では試料ガラスの

図6　22 日間における付着試料ガラスの
I. 0. D. の変化

The change of integrated optical density of fouled
sample glasses within 22days, The value of integrated
optical density corresponds to the area of each day's
spectrum between 350nm and 750nm as in Figure 5.

Table of analysis of variance.

Table of two way layout. The  figures mean the values
of I. o･ D  of fouled sample glasses.



置き場所を実験要因に入れる必要はないと考えた。

4.5. 測定頻度の影響

測定頻度の大きい( 数日間隔) 試料と20 日間連続

して水槽中に没していた試料のI. 0. D.を、図７に示

した。20日間常時海水中に没し続けていた試料は、

その間10 回の測定が行われた試料に比べて、ほぼ２

倍だけI.０.Ｄ.が高かった。 28日目から38 日目の間

では、逆に、測定頻度の大きい方が高い成長率を示

した。これらの測定頻度の影響を減少させるために

は、空中暴露の影響を取り除かなければならないで

あろう。そのためには水没型の吸光度計を導入する

ことにより、海水中の試料を直接測定できるシステ

ムが必要であろう。

４．６． 波長別吸光度の比

439 nm と750 nm の 波長での吸光度の比(Dm/

D750)と439 nm と677 nm の波長での吸光度の比(D439

/D677)の経日変化を図８に示した。439 nm と677 nm

の波長を選んだ理由はこれらが吸光スペ クトルの２

つのピークを示したからである。750 nm の波長につ

いては以下の理由で選定した。① クロレラの熱アル

コール抽出液の吸光スペクトルでは700 nm 以上の吸

収を示さないが、生きたクロレラの懸濁液の場合は

本研究と同様に700 nm 以上の吸収を示すこと(田宮

ら、1965)。② バクテリアと原生動物を主とする付着

初期の吸光スペクトルは、350 nm から750 nm まで

の全波長でほぼ同一の吸光度を示しながら( 波長軸

に平行に) 吸光度を増加させたこと。③ したがって、

750 nm の吸光度が色素 を含まない 物質の濃度と関

係している、と考えられたからである。

D439/D750 は0.4 ～2.0 まで変化した。つまり、７

日目まで急激な増加を示し、その後14 日目まで徐々

に増加した後、ほぼ一定値を保った。 D439/L)677は

0.67～1.4 まで変化した。急｡激に増加して６日目で

最高値となり、その後16 日目までは１．１まで徐々に

減少し、16 日目以後はほぼ一定値を保った。

D439/Ｄ50 の変化は、これらの波長での吸収の特

性と仮定４からすれば以下のように考えられるであ

ろう。色素系物質が非色素系物質の上に加わったの

で、この比を増加させた。つまり、色素系物質は７

日目まで急激に増加し、その後引続いて14 日目まで

ゆっくりと増加した後一定値を保った。

D439/D677 の変化は、これらの波長での光学的特

性と仮定４からすれば、少なくとも２種類の藻類の

遷移を示すと考えられた。これらの藻類のうちD439

/D677 の値の高い方をＡ種、低い方をＢ種とすれば

次のように推論できる。既存の付着物の上に、４日
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目ごろよりＡ種が急激な増殖を行い、７日目でほぼ

飽和した。その後Ｂ種が徐々に増加して、16日目以

降は大部分がＢ種で占められた。

これらの推測は検鏡結果と一致し た。まずバクテ

リアと原生動物（既存の付着物、非色素系物質）の

付着が起こり、その後珪藻（Ａ種）が増殖し、最終

的に緑藻（Ｂ種）が増えてグリーンマットを形成し、

これがすべてをおおい尽くした。この一致は、波長

別吸光度の比の変化が生物種組成の変化の粗指標と

して妥当なことを示している（仮定４）。

植物プランクトンの種組成の変化は色素指標と関

係がある（マーガレフ、1972) とされている。本実

The effect of measuring frequences on the growth rate
of fouling on the sample glasses.

The change of ratio of optical density. Solid line
denotes r.o.d. of  439nrrt to 677m9  dashed line denotes*
r.o.d. of  439nm to 750nm.

図８　吸光度の比の変化

図７　測定頻度が成長に与える影響



験でのD439/D677 はこの色素指標（Ｄ,30/D665）に比

べてかなり低い値を示している。色素指標がアセト

ンによる色素の抽出液の吸光度から計算されている

のに二対して、本実験ではバクテリアや原生動物をも

含めた複合系の生きた組織の測定値を使用している

ので、両者を直接に比較することはできないであろ

う。しかし、緑藻が付着表面をおおい尽したために

色素指標の値が低下したことは、多様性と色素指標

が正の相関を持つという報告（マーガレフ、1972)

と一致した。

5. 結　　　 論

初期付着生物を光学的に調査することは、初期付

着生物総量や種組成の変化を推定する迅速な測定手

法として有効であろう。しかし、定期的に空中に暴

露し光学的な測定を行うことにより、付着生物の発

達は影響を受けるようであった。

I. 0. D.は付着生物総量の粗指標として妥当であろ

う。 D439/D750は全植物と全動物の割合の粗指標と

して妥当であり、D439/D677 は植物種の組成の変化

を示す粗指標として妥当であろうと考えられた。

D439/D677 はマーガレフの色素指標に比べてかなり

小さかったが、多様性の変化に対しては色素指標と

同様な傾向を示した。
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