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Abstract
The present study is an attempt for assessing the relationship between iron deficiency and discoloration in Undaria pinnatifida sporophytes. 
First, thallus discoloration and the decrease in photosynthetic pigment contents were examined in Undaria pinnatifida by employing an 
indoor iron-deficiency experiment. When Undaria pinnatifida sporophytes were cultured under iron-deficient conditions, which the iron 
concentrations were between 2 and 5 μg/L, the growth decreased, the thalli became discolored, and the photosynthetic pigment contents 
decreased. Iron deficiency caused the sporophytes to become lighter (L*) and less red (a*). Therefore, it appears that iron deficiency induces 
the discoloration of Undaria pinnatifida sporophytes, similar to how nitrogen and phosphorus deficiencies perform. Next, we investigated 
how the mechanism involved in the addition of iron affects the discolored Undaria pinnatifida sporophytes due to iron deficiency by 
performing an indoor iron-addition experiment. Undaria pinnatifida sporophyte growth, thallus color, and photosynthetic pigment content 
were all restored by the addition of dissolved iron solution, which the concentrations were between 10 and 50 μg/L. Iron addition made the 
sporophytes recover their lightness (L*) and redness (a*). In addition, the color was restored more quickly as the amount of added iron was 
increased. The discoloration of iron-deficient Undaria pinnatifida sporophytes can thus be restored by iron addition.
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1．はじめに
1990年代後半から瀬戸内海や有明海などの内湾にお
いて，養殖ノリ（Porphyra yezoensis Ueda）や養殖ワカ
メ（Undaria pinnatifida）の色落ち（海藻の色調低下現象）
が頻発するようになった（天野，2001；寺田，2012；牧
野，2014；反田，2015）．例えば，ノリでは，藻体の色
彩が黒色から茶褐色に退色すると，食味も低下し，商品
価値が著しく低下する．近年の色落ちの増加原因の一つ
として，下水道の整備や窒素の排水濃度規制の強化によ
る沿岸海域での窒素やリンなどの栄養塩濃度の低下（貧
栄養化と呼称されている）が推定されている（菊池，
2012；反田，2015）．
ノリについては，国内の市場規模が大きく色落ち対策

が急務になったことから色落ちと栄養塩濃度の関係につ
いて多くの報告例がある．例えば，窒素が不足するとノ
リ葉体中のクロロフィル，カロテノイド，フィコビリン
などの光合成色素の含量が減少するため色落ち現象が発
生する（天野，2001）．窒素欠乏により色落ちしたノリ
藻体は，窒素を添加することで色彩が回復する（坂口，
2003；Niwa et al., 2013）．ノリの光合成色素含量の低下
は主要な栄養塩である窒素，リンの欠乏だけでなく，微
量元素の一つである鉄の欠乏も影響する（Zhang et al., 
2004; Zhang et al., 2009）．鉄欠乏によるノリの光合成色
素への影響についてはクロロフィル aへの影響が特に大
きく（植木ら，2010），また，スラグ系施肥材を用いて
窒素，リン，鉄を総合的に供給することによって色落ち
の無いノリの生育を促進できる（植木ら，2011）．
一方，ノリと比較するとワカメの色落ち現象と栄養塩

濃度の関係についての報告例が比較的少ない．ワカメの
色落ちに直結する栄養塩としては，窒素が特に注目され
ている（藤原，2012）．例えば，徳島県では，ワカメを
培養する冬季に窒素が減少しワカメの色落ち現象の発生
が危惧される場合，色落ちの警戒指標として DIN（溶存
態無機窒素）濃度が 2–3 μmol/L（28–42 μg/L）に設定さ
れている（牧野，2014）．また，窒素欠乏により色落ち
したワカメに DINを添加し培養することで色彩が回復
する（牧野，2015）．しかし，鉄欠乏によるワカメの色
落ち現象に対する影響についての報告は見られない．
光合成色素の合成を触媒する酵素のいくつかは鉄を
含むため，鉄欠乏はこれらの酵素の活性を低下させ光合
成色素の合成が抑制される（Zhang et al., 2009；植木ら，
2010）．したがって，ワカメにおいてもノリと同様に鉄
欠乏によって色落ちが生じることが推定されるが，色落
ちが発生する鉄濃度や鉄欠乏が影響する色彩変化や光合
成色素についての検討事例は見られない．また，鉄欠乏
で色落ちしたワカメに対して鉄を添加することによって
色彩が回復するかも不明である．
日本沿岸海域の溶存態鉄濃度は，サンプリング，ろ過，
定量方法にかなり相違があるため測定値の厳密な比較は
難しいが，河口近くでは 20 μg/L前後の値もあるものの
概ね 1–5 μg/L前後であろうとの報告がある（門谷ら，
1997）．また，森・川・海のつながりの視点から鉄など
の微量元素の挙動調査が実施されるようになり，例え
ば，宮古湾の例では，流入河川の全鉄濃度が数十から数
百 μg/Lだが，湾内では 5–40 μg/L程度であるとの報告
がある．しかし，沿岸海域の鉄濃度と海の生産性の関係
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は明確にはなっていない（佐々木，2008）．さらに，森林・
河川から供給される鉄およびフミン酸等の有機物の多く
は沿岸海域で沈降するが，その中でも低分子の有機物が
溶存態の形態を維持して沿岸海域の溶存態鉄濃度を決定
づけている可能性があり，このような溶存鉄の化学種に
着目した研究が重要であるとの指摘がなされている（夏
池ら，2016）．このように，沿岸海域の生物利用可能な
溶存鉄は，その形態や濃度およびその経時変化について
不明な点が多く残されており，また，ワカメのような大
型海藻の生長や色落ちに対する影響についての基礎的知
見も十分ではない．
本研究では鉄欠乏とワカメ胞子体の色落ちの関係に焦

点をあて，まず，藻類が利用可能な溶存態キレート鉄
（Fe-EDTA）を用いてワカメ胞子体の鉄欠乏による色落
ちの発生や光合成色素の減少を検証した．また，鉄濃度
は前述した日本沿岸海域での測定値を参考にして
2–50 μg/Lの範囲に設定した．さらに，鉄欠乏で色落ち
させたワカメ胞子体を異なる鉄濃度で培養し，ワカメ胞
子体の色彩や光合成色素量の回復が可能な鉄濃度を検討
した．これらの結果について知見を得たので報告する．

2．実験方法
2.1．ワカメ胞子体の事前培養
能登海洋深層水施設から入手した海洋深層水（以下，

海水）を，孔径 0.45 μmのメンブレンフィルターで濾過
した後，オートクレーブ（SN200，ヤマト科学）を使用
し 121°Cで 20分間加圧滅菌した．本海水の溶存態鉄濃
度は 0.5 μg/L以下である（Miki et al., 2016）．この濾過・
滅菌済み海水 10 mLに PES培地（Provasoli, 1968）を
2 v/v％（0.2 mL）添加し栄養塩濃度を強化した培地をワ
カメ胞子体の事前培養に用いた．培地の栄養塩濃度を
Table 1に示す．本研究で以下に述べる鉄は溶存態のキ
レート鉄（Fe-EDTA）である．

6個の 6wellプレートの 1ウェル毎に培地 10.2 mLと
サカイオーベックス（株）より入手したワカメ胞子体（全
長：約 0.5 mm）1個体を添加した．6wellプレートを
15°Cに制御した人工気象器（LTI-1200，東京理化器械）
内に設置し，ワカメ胞子体 36個体を 20日間静置培養し
た．培地は 7日毎に交換した．人工気象器の光源として
白色 LED（SLED-F30D，日本グローバル照明）を用い，
ワカメ胞子体の培養に適した光周期（明期 12時間，暗
期 12時間），光量子密度（100 μmol/m2/s）に光照射条件
を設定した（馬場，2008）．投影面積が約 10 mm2とな
るまで事前培養によって生長させたワカメ胞子体を後述
する本実験に用いた．

2.2．鉄欠乏によるワカメ胞子体の色落ちの検証実験
（RUN1）
濾過・滅菌済み海水 300 mLに，Fe-free PES培地（鉄

を添加しない PES培地）を 2 v/v％（6 mL）添加した後，
Fe-EDTA溶液を用いて鉄濃度を 2，5，20，50 μg/Lに調
整した 4種類の培地を作成した．培地の窒素，リン濃度
は，事前培養に用いた Table 1に示す培地と同じである．
各評価系の培地 300 mLと事前培養したワカメ胞子体 6
個体をそれぞれフラスコ（BMF-MF300，バイオメディ
カルサイエンス）に添加し，事前培養と同じ条件に設定
した人工気象器内に 4個のフラスコを設置し，0.1 L/min
で連続通気しながら，ワカメ胞子体 24個体を 20日間浮
遊培養した．各フラスコの培地は 4日毎に交換した．
なお，窒素，リンの残留濃度を確認するため，ワカメ
胞子体 6個体と Table 1に示した培地 300 mLを用いた
同様の 20日間の培養実験を別途実施した．4日毎の培
地の交換時に，培養後の倍地を孔径 0.45 μmのメンブレ
ンフィルターで濾過した後，オートアナライザー
（QuAAtro39，ビーエルテック）を用いて残留している
DIN，DIPの濃度を測定した．この結果，ワカメ胞子体
が最も生長した 17–20日の培養後でも，培地中の DIN，
DIPは各々 9.2 mg/L, 0.05 mg/L残留しており，海藻の養
殖場で望ましいとされる窒素濃度（0.04–0.10 mg/L），リ
ン濃度（0.007–0.014 mg/L）は維持されていることを確
認した（日本水産資源保護協会，2005）．
2.3．色落ちしたワカメ胞子体の鉄添加による色彩回復
の検証実験（RUN2）
事前培養したワカメ胞子体 24個体を人工気象器内で

RUN1の鉄濃度 2 μg/Lの条件で 12日間培養して色落ち
を生じさせた．続いて鉄濃度を 2，10，20，50 μg/Lに
調整した 4種類の培地を RUN1と同様の方法で作成し，
各評価系の培地 300 mLと色落ちしたワカメ胞子体 6個
体をフラスコ毎に添加し，RUN1と同様の条件の人工気
象器内でワカメ胞子体を 12日間浮遊培養した．各フラ
スコの培地は 4日毎に交換した．
2.4．評価方法
2.4.1．生長
培養期間中，カメラユニット（DS-L3，ニコン）付の

実体顕微鏡（SMZ745T，ニコン）を用いて，ワカメ胞
子体を毎日，観察，撮影し，得られた画像から藻体の投
影面積を画像解析ソフト（ImageJ, National Institutes of 
Health）で測定した．藻体の投影面積結果から作成した
生長曲線から対数増殖期を決定し，対数増殖期における
比増殖速度 μ（/day）を（1）式から算出した（Nagai et 
al., 2014; Miki et al., 2016）．

2 1

2 1

ln lnA Aμ  
t t





 

  

 （1）

ここで，t₁ は対数増殖期開始日，t₂ は対数増殖期終了日，
A₁，A₂ は培養日数 t₁，t₂ 時の藻体の投影面積である．
比増殖速度 μおよび培養最終日の藻体の投影面積を用

いて生長への影響を評価した．

Table 1 Nutrient quality of culture medium using enriched seawater.

NH4-N 
(mg/L)

NO2-N 
(mg/L)

NO3-N 
(mg/L)

D-P 
(mg/L)

D-Fe 
(μg/L)

0.25 <0.01 11.8 1.06 550
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2.4.2．色彩
分光測色計（CM-700d，コニカミノルタ）を用いて

L*a*b*表色系でワカメ胞子体の色を数値化し，鉄欠乏に
よる色彩の変化を評価した．分光測色計によるワカメ胞
子体の測定径は 3 mmである．L*a*b*表色系とは，ヒト
の色感覚や明るさの感覚に合った 3次元の色空間の一つ
である（小松原，2011；近藤，2016）．L*は明度を，また，
a*は緑色～赤色方向，b*は青色～黄色方向の色度を示
す数値である．L*が低いほど黒色が強く，a*値が高い
ほど赤色が，また，b*値が高いほど黄色が強い色彩と
判断できる．
さらに，鉄欠乏によるワカメ胞子体の経時的な色彩変

化を（2）式から算出される色差 ΔE*abで求めた（小松原，
2011；コニカミノルタ，2018）．

* * 2 * * 2 * * 2
0 0 0* ( ) ( ) ( )ab n n nΔE L L a a b b        （2）

ここで，L*
0，a*

0，b*
0は基準とする日の測定値，L*

n，a*
n，

b*
nは基準日から n日後の測定値である．

2.4.3．光合成色素含有量
実験最終日のワカメ胞子体 3個体から光合成色素を抽
出し，クロロフィル a（以下，Chl. a），クロロフィル
c1 + c2（以下，Chl. c1 + c2），フコキサンチンの含有量を
測定した．90 v/v％アセトン溶媒 20 mLに細かく切り出
したワカメ胞子体を添加し，超音波洗浄機（USK-3R，
アズワン）に 10分間かけ，冷蔵庫で一晩静置し抽出液
を得た．分光光度計（U2910，日立製作所）を用いて抽
出液の吸収スペクトルを測定した．

Chl. a，Chl. c1 + c2は 630，664 nmの波長の吸光度から，
（3），（4）式（Jeffrey et al., 1975）に基づいて抽出溶媒中
の濃度を算出した後，藻体乾重量あたりの色素含有量を
求めた．また，フコキサンチンについては，90％アセト
ンに溶解させた市販のフコキサンチン（シグマアルド
リッチ）の 500 nmの吸光度から（5）式の検量線を作成
し，抽出溶媒中のフコキサンチン濃度を算出した後，藻
体乾重量あたりの色素含有量を求めた．

Chl. a [μg/mL] = 11.47A664 – 0.40A630 （3）

Chl. c1 + c2 [μg/mL] = 24.36A630 – 3.73A664 （4）

Fucoxanthin [μg/mL] = 18.788A500 – 0.0371 （5）

ここで，A664，A630，A500 はそれぞれ波長 664，630，
500 nmの吸光度である．
2.5．統計分析
色落ちの検証実験（RUN1）では鉄濃度が 50 μg/L条

件で培養した色彩の濃いワカメ胞子体を対照群，また，
色彩回復の検証実験（RUN2）では鉄濃度 2 μg/L条件で
培養し色落ちが生じたワカメ胞子体を対照群とした．対
照群と他の鉄濃度条件のワカメ胞子体との有意差を
Dunnettの平均値の多重比較法で検定した．

3．結果と考察
3.1．鉄欠乏によるワカメ胞子体の色落ちの検証（RUN1）
3.1.1．生長
ワカメ胞子体の生長曲線を Fig. 1に，比増殖速度 μお
よび培養最終日の藻体面積を Fig. 2に示す．培養初期の
対数増殖期（0–8日）における比増殖速度 μは，培地の
鉄濃度が 2，5，20，50 μg/Lの順に 0.29 ± 0.05，0.28 ± 0.02，
0.30 ± 0.04，0.30 ± 0.04/dayとなり，生長速度に大きな
差異は見られなかった．しかし，9日目以降になると培
地の鉄濃度によって生長に差異が生じ，20日後の培養
最終日の藻体面積は，鉄濃度 2，5，20，50 μg/Lの順に
347 ± 169，381 ± 108，726 ± 148，904 ± 141 mm2となっ
た．対照群（鉄濃度 50 μg/L）と鉄濃度 2，5 μg/Lの間
で有意差が確認された（p < 0.05）．培地の鉄濃度が初期
の生長速度に影響が無く，最終到達面積に差異が生じた
原因としては，培地を 4日毎に交換したものの，ワカメ
胞子体の生長に伴って鉄が徐々に不足し生長阻害が発生
した結果，ワカメ胞子体の最終到達面積に差が生じたと
考えられる．
3.1.2．色彩
培養最終日における各鉄濃度のワカメ胞子体を Fig. 3

Fig. 1 Growth curves for thallus areas of U. pinnatifida using 
culture media under various Fe concentrations. Values are 
presented as mean ± SD. There were 6 replicates for each 
treatment.

Fig. 2 Effects of Fe concentration on the specific growth rate and 
the final thallus area of U. pinnatifida. Values are presented 
as mean ± SD. There were 6 replicates for each treatment.
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に示す．対照群（鉄濃度 50 μg/L）と培地の鉄濃度が 2，
5 μg/Lの条件下のワカメ胞子体の色彩を比較すると，視
覚によって退色していることが明確に確認された．
また，分光測色計で測定したワカメ胞子体の色彩の経
日変化を Fig. 4に示す．ワカメ胞子体の明度 L*は，鉄濃
度が 2，5 μg/Lの条件下では日数の経過とともに増加し，
20，50 μg/Lの条件下では減少した．培養最終日には，
対照群（鉄濃度 50 μg/L）のワカメ胞子体の明度 L*が
43.3 ± 1.0であったのに対して，鉄濃度 2，5 μg/Lの培
養系では 64.8 ± 1.7，62.2 ± 1.4に増加し，有意差も確
認された（p < 0.05）．鉄濃度 20 μg/Lの培養系のワカメ
胞子体では 46.9 ± 1.8であり対照群（鉄濃度 50 μg/L）
との有意差は認められなかった．このような明度 L*の
挙動は，ワカメ胞子体の色彩が鉄濃度 2，5 μg/Lの培養
系では薄く，また，鉄濃度が 20，50 μg/Lの培養系では
濃く変化したことを示している．
ワカメ胞子体の赤色度 a*は，鉄濃度が 2，5 μg/Lの条
件下で日数の経過とともに減少，また，20，50 μg/Lの
条件下では増加した．培養最終日のワカメ胞子体の赤色
度 a*は，鉄濃度 2，5，20，50 μg/Lの順に 9.6 ± 1.7，
10.4 ± 0.5，15.2 ± 1.7，14.8 ± 0.4となり，対照群（鉄
濃度 50 μg/L）と鉄濃度 2，5 μg/Lの培養系の間で有意差
が確認された（p < 0.05）．鉄濃度 20 μg/Lの培養系とで
は有意差は認められなかった．一方，ワカメ胞子体の黄
色度 b*については，鉄濃度による差異は生じなかった．
各実験群と対照群（鉄濃度 50 μg/L）のワカメ胞子体
の色差 ΔE*abの経日変化を Fig. 5に示す．色差 ΔE*abを
用いて色の許容範囲を表現することができ，ΔE*abが 3.2
～ 6.5は印象レベルでは同じ色，また，13.0～ 25.0では
細分化された系統色名で区別ができる程度の色の差のイ
メージになる（日本電色工業株式会社，2018）．この基
準に従えば，鉄濃度が 20 μg/Lの系では培養期間中，
ΔE*abが 6.5未満であり対照群とほぼ等色であるが，鉄
濃度が 2，5 μg/Lの系では 12日目に 15.2 ± 0.8，11.9 
± 0.8，最終日に 22.8 ± 4.6，19.4 ± 5.5となりいずれも
13.0を上回っていることから色落ちが明瞭に生じている

Fig. 3 Contrast of the final thalli of U. pinnatifida cultured for 20 
days in various Fe concentrations. Scale bar = 10 mm.

Fig. 4 Time courses changes of lightness L*, redness a*, and yel-
lowness b* of U. pinnatifida cultured in various Fe concen-
trations. Values are presented as mean ± SD. There were 
6 replicates for each treatment.

Fig. 5 Time courses changes of color difference between the con-
trol group cultured in 50 μg-Fe/L and other samples cul-
tured in various Fe concentrations. Values are presented as 
mean ± SD. There were 6 replicates for each treatment.
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と判断できる．
このように，色落ちの視覚評価と分光測色計の色彩評

価の傾向はほぼ一致しており，鉄欠乏によってもワカメ
胞子体の色落ち現象が生じることが明らかになった．
3.1.3．光合成色素含有量
培養最終日における異なる鉄濃度条件下のワカメ胞

子体の Chl. a，Chl. c1 + c2，フコキサンチンの含有量を
Fig. 6に示す．鉄濃度が 2，5，20，50 μg/Lの順に，Chl. 
aが 3.0 ± 0.8，3.2 ± 0.8，7.0 ± 0.3，8.2 ± 0.5 mg/g-dw，
Chl. c1 + c2が 0.9 ± 0.0，0.9 ± 0.2，1.4 ± 0.2，1.5 ± 0.2 mg/
g-dw，フコキサンチンが 2.5 ± 0.9，2.8 ± 0.8，4.6 ± 0.4，
5.0 ± 0.4 mg/g-dwとなった．対照群（鉄濃度 50 μg/L）
と退色が確認された鉄濃度 2，5 μg/Lの培養系のワカメ
胞子体の光合成色素量を比較すると，いずれの光合成色
素においても明確に減少していた（p < 0.05）．退色が確
認されなかった鉄濃度 20 μg/Lの培養系のワカメ胞子体
の光合成色素量に差異は見られなかった．
このように，退色したワカメ胞子体と退色していない

ワカメ胞子体では光合成色素量にも大きな差異が生じて
おり，色彩評価の結果とも対応している．
3.1.4．考察
今回の研究において，鉄欠乏によってワカメ胞子体の

生長の鈍化，色落ちの発生および光合成色素量の減少が
生じることが確認できた．培地の鉄濃度が 2，5 μg/L（培
地交換：4日毎）の条件下でワカメ胞子体を培養した場
合，その生長に伴い光合成色素の形成に必要な鉄が徐々
に不足し，光合成色素の形成が阻害されるため，生長の
鈍化とともに退色が発生するものと考えられる．また，
既往の研究（Endo, 2017）では，栄養塩濃度の低下によ
りワカメ胞子体の明度 L*が増加，また，赤色度 a*は変
化がなく，黄色度 b*が低下したことが報告されている．
明度 L*が増加した点では本研究と一致しているが，赤
色度 a*，黄色度 b*の挙動が異なっている．これは，既
往の研究では窒素，リン，微量栄養源など複数の栄養塩
を均一に欠乏させているのに対し，本研究では鉄のみを
欠乏させているため色彩の変化に差異が生じたと考えら
れる．
さらに，ここでは詳述しないが，培地交換を 4日から

2日毎に短縮しても培地の鉄濃度が 2 μg/Lの条件下では
ワカメ胞子体の色落ちや光合成色素量の低下が発生する
ことを確認しており，鉄濃度 2 μg/Lがワカメ胞子体の
色落ち発生の目安となる数値となると思われる．色落ち
とは異なるが，ホソメコンブ胞子体の生長に対する鉄の
効果検証実験では鉄濃度が 2.4 μg/Lで生長阻害が生じる
（藤本ら，2011）ことが，また，ホンダワラ類アカモク
の鉄に関する生長の半飽和定数が 2.35 μg/Lである（Miki 
et al., 2016）ことなどが報告されており，今回の研究で
のワカメ胞子体の色落ちが生じた鉄濃度の数値に類似
していることは興味深い．また，北海道増毛地区沿岸に
おける施肥試験での溶存鉄濃度の調査（Yamamoto et al., 
2010；加藤ら，2014）では，沿岸域から沖合 50 mにか
けて鉄濃度が 18 μg/L前後から 2.6 μg/L前後まで減少し
ていることが報告されており，鉄濃度 2 μg/Lは実際の
沿岸海域でも観測される鉄濃度である．ただし，ワカメ
胞子体の色落ちが生じる鉄欠乏の条件については，鉄濃
度ばかりでなく，単位藻体面積あたりの鉄必要量，生長
段階による鉄必要量の変化，流速の影響等も考慮する必
要があり，さらに詳細な検討が必要である．
3.2．色落ちしたワカメ胞子体の鉄添加による色彩回復
の検証（RUN2）
3.2.1．生長
色落ちしたワカメ胞子体の各鉄濃度における生長曲
線を Fig. 7に，比増殖速度 μおよび培養最終日の藻体面
積を Fig. 8に示す．培養初期の対数増殖期（0–8日）に
おける比増殖速度 μは，培地の鉄濃度が 2，10，20，
50 μg/Lの順に 0.06 ± 0.01，0.14 ± 0.01，0.13 ± 0.01，
0.14 ± 0.02/dayとなった．このように鉄濃度 10，20，
50 μg/Lの培養系の比増殖速度 μは，対照群（鉄濃度
2 μg/L）の約 2倍に増大した（p < 0.05）．また，培養最
終日の藻体面積も，鉄濃度が 2，10，20，50 μg/Lの順
に 563 ± 221，1063 ± 215，992 ± 112，876 ± 159 mm2

となり，鉄濃度 10，20，50 μg/Lの培養系では，対照群（鉄
濃度 2 μg/L）と比較して増大していることが確認された
（p < 0.05）．一方，鉄濃度が 10，20，50 μg/Lの間では比

Fig. 6 Contrast of the pigments contents of U. pinnatifida cul-
tured in various Fe concentrations. Values are presented as 
mean ± SD. There were 3 replicates for each treatment.

Fig. 7 Growth curves for thallus areas of U. pinnatifida using 
culture media under various Fe concentrations. Values are 
presented as mean ± SD. There were 6 replicates for each 
treatment.
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増殖速度 μ，培養最終日の藻体面積ともに差異は見られ
なかった．
このように，鉄欠乏によって色落ちしたワカメ胞子体

であっても，培地の鉄濃度が 10–50 μg/L（培地交換：4
日毎）の条件下で培養すると，生育が順調に回復するこ
とが明らかになった．

3.2.2．色彩
色落ちしたワカメ胞子体（0日目）と異なる鉄添加の

条件で培養した最終日のワカメ胞子体（12日目）を
Fig. 9に示す．0日目と 12日目のワカメ胞子体を比較す
ると，鉄濃度が 2 μg/Lの培養条件のワカメ胞子体は退色
がさらに進んでいた．一方，鉄濃度が 10，20，50 μg/L
の培養条件下のワカメ胞子体は色彩の回復が視覚によっ
て明確に確認できた．
分光測色計で測定したワカメ胞子体の色彩の経日変化
を Fig. 10に示す．ワカメ胞子体の明度 L*は，鉄濃度
2 μg/L（対照群）で培養した場合，当初の 62.6 ± 1.8か
ら培養最終日に 65.9 ± 2.9と増加しており，色落ちがや
や進行した．一方，鉄濃度 10，20，50 μg/Lの培養系の
明度 L*は，当初の 61.9 ± 2.5，62.5 ± 3.8，62.0 ± 4.1

Fig. 8 Effects of Fe concentration on the specific growth rate and 
the final thallus area of U. pinnatifida. Values are presented 
as mean ± SD. There were 6 replicates for each treatment.

Fig. 9 Contrast the final thalli of U. pinnatifida cultured for 12 
days in various Fe concentrations (A first day and B final 
day). Scale bar = 10 mm.

Fig. 10 Time courses changes of lightness L*, redness a*, and 
yellowness b* of U. pinnatifida cultured in various Fe 
concentrations. Values are presented as mean ± SD. 
There were 6 replicates for each treatment.
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から培養最終日に 43.6 ± 2.7，43.7 ± 1.7，42.2 ± 1.9ま
で低下し，対象群との有意差も確認されたため（p < 0.05），
ワカメ胞子体の色彩が回復したと考えられる．特に，鉄
濃度が 50 μg/Lの培養系においては，培養 4日目で既に
L*が 48 ± 2.6まで急速に低下しており，高い鉄濃度で
培養すると色彩の回復速度が向上する可能性が示唆さ
れた．
ワカメ胞子体の赤色度 a*は，対照群（鉄濃度 2 μg/L）
では当初の 10.2 ± 0.8から培養最終日に 6.0 ± 1.0まで
減少した．一方，鉄濃度 10，20，50 μg/Lの培養系の赤
色度 a*は，当初の 10.2 ± 1.3，10.5 ± 1.8，10.2 ± 1.7
から培養最終日に 14.9 ± 0.6，15.1 ± 0.7，13.9 ± 1.1
まで赤色が回復し対象群との有意差も確認された
（p < 0.05）．このように赤色度 a* も鉄濃度 10，20，

50 μg/Lの培養で回復することが明らかになった．一方，
黄色度 b*は，いずれの鉄濃度でも顕著な変化は認めら
れなかった．
培養 0日目の色落ちワカメを基準に算出したワカメ胞

子体の色差 ΔE*abの経日変化を Fig. 11に示す．色差
ΔE*abは鉄濃度 10，20，50 μg/Lの培養系において日数
が経過するに従い上昇した．ΔE*abは，鉄濃度 50 μg/L
においては 4日目に 16.0 ± 0.2，また，鉄濃度 10，
20 μg/Lでは 8日目にそれぞれ 16.7 ± 2.2，16.0 ± 3.4と
なり，細分化された色の識別が可能とされる 13.0を上
回った．特に，鉄濃度 50 μg/Lでは 4日目には明瞭な色
差が生じており，L*の結果と同様に高い鉄濃度で培養
すると色彩の回復速度が向上する可能性が示唆された．
一方，対照群（鉄濃度 2 μg/L）のワカメ胞子体も日数が
経過するにしたがい，色差 ΔE*abがやや大きくなる傾向
があったが，これは色彩が逆にやや薄く変化したことを
意味している．
このように，鉄欠乏によって色落ちしたワカメ胞子体

を培地の鉄濃度が 10 μg/L以上（培地交換：4日毎）の
添加条件で培養すると，色落ちしたワカメ胞子体であっ
ても色彩が回復することが明らかになった．また，培地
に添加する鉄濃度を高めると，色彩の回復速度が向上す
る可能性が示唆された．
3.2.3．光合成色素含有量
培養最終日における異なる鉄濃度条件下のワカメ胞子

体の Chl. a，Chl. c1 + c2，フコキサンチンの含有量を
Fig. 12に示す．鉄濃度が 2，10，20，50 μg/Lの順に Chl. 
aが 1.1 ± 0.1，4.6 ± 0.3，4.5 ± 1.0，5.4 ± 0.7 mg/g-dw，
Chl. c1 + c2が 0.4 ± 0.0，0.8 ± 0.1，0.7 ± 0.1，1.0 ± 0.2 mg/
g-dw，フコキサンチンが 0.7 ± 0.2，2.7 ± 0.4，2.5 ± 0.5，
3.1 ± 0.7 mg/g-dwとなった．色彩が回復していない対
照群（鉄濃度 2 μg/L）と色彩が回復した鉄濃度 10，20，
50 μg/Lの培養系のワカメ胞子体の光合成色素量を比較
すると，いずれの鉄濃度でも光合成色素量が増加してい
ることが確認された（p < 0.05）．また，鉄濃度が 10，
20，50 μg/Lの培養条件下では光合成色素間に差異は見
られなかった．
このように，鉄欠乏によって色落ちしたワカメ胞子体

であっても，培地の鉄濃度が 10 μg/L以上（培地交換：
4日毎）の条件下で培養すると，光合成色素量が回復す
ることが明らかになった．
3.2.4．考察
今回の研究において，鉄欠乏によって色落ちしたワカ
メ胞子体を培地の鉄濃度が 10–50 μg/L（培地交換：4日毎）
の条件下で培養すると，生長，色彩，光合成色素含有量
のいずれも回復することが明らかになった．培地の鉄濃
度を上昇させると，光合成色素の形成が速やかに促進さ
れるため，生長や色彩の回復が図れるものと考えられる．
また，ワカメ胞子体の色彩の回復速度を高めるためには，
50 μg/Lの鉄濃度での培養が効果的であったが，最終的
な色彩の回復度や光合成色素含有量は 10 μg/Lの鉄濃度
での場合とかわらないことが明らかになった．したがっ
て，今回の実験結果からは，鉄濃度 10 μg/L程度が色落
ちしたワカメ胞子体再生の目安となる数値であると思わ
れる．北海道増毛地区沿岸における鉄系施肥材を用いた
鉄濃度の調査（Yamamoto et al., 2010；加藤ら，2014）で
は，施肥材近辺 3 mの海水中の溶存鉄濃度が 18 μg/L程
度であり，実際の沿岸海域においても適用が可能な鉄濃
度であると考えられる．

Fig. 11 Time courses changes of the color difference between the 
discolored sample at first and other samples cultured in 
various Fe concentrations. Values are presented as 
mean ± SD. There were 6 replicates for each treatment.

Fig. 12 Contrast of the pigments contents of U. pinnatifida cul-
tured in various Fe concentrations. Values are presented 
as mean ± SD. There were 3 replicates for each treat-
ment.
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一方で，RUN1と RUN2に共通する鉄濃度 50 μg/L条
件下の培養結果を比較すると，色落ちしたワカメ胞子体
を回復させた場合と色落ちが全く生じなかったワカメ胞
子体の光合成含有量にかなり差が生じていた．例えば，
Chl. a含有量を比較すると，鉄濃度 50 μg/Lで継続して
20日間培養した場合には 8.2 mg/g-dwであったが，鉄濃
度 2 μg/Lで 12日間培養して色落ちを生じさせ，その後，
鉄濃度 50 μg/Lで 12日間培養し色落ちを回復させた場
合には 5.0 mg/g-dwであった．したがって，鉄欠乏によっ
て色落ちしたワカメ胞子体の鉄による再生は可能である
が，品質のより高いワカメ胞子体を安定して得るために
はワカメ胞子体の色落ちを生じさせないことが肝要であ
る．ワカメ胞子体の色落ちが頻発する沿岸海域において
は，窒素やリンの欠乏ばかりでなく，鉄欠乏も同時に発
生している可能性も考えられる．ワカメの品質維持の観
点から，鉄欠乏による色落ちへの影響にも留意し，窒素，
リン濃度の測定に加えて溶存鉄濃度の定期的な調査が強
く望まれる．
今後の課題として，今回得られた知見をもとに，色落

ちしたワカメ胞子体の迅速な回復方法をより正確に把握
するためには大型の培養装置を用いた連続通水実験や
フィールドによる検証が必要であると思われる．引き続
き，鉄欠乏とワカメ胞子体の色落ちの関係を継続して検
討する予定である．

4．まとめ
本研究では，鉄欠乏とワカメ胞子体の色落ちの関係に

焦点をあて，鉄欠乏によるワカメ胞子体の色落ちの発生
や光合成色素の減少を検証した．さらに，鉄欠乏で色落
ちさせたワカメ胞子体を様々な鉄濃度の条件下で培養
し，ワカメ胞子体の色彩や光合成色素量の回復が可能な
鉄濃度を検討した．この結果，以下の結論を得た．

1）鉄濃度が 2，5 μg/Lの条件下でワカメ胞子体を培
養した場合，鉄濃度が 20，50 μg/Lの条件下で培養した
場合と比較して，生長が鈍化し，退色とともに光合成色
素量が減少した．鉄欠乏によって退色したワカメ胞子体
は，明度 L*が増加，赤色度 a*が減少した．窒素やリン
の欠乏と同様に鉄欠乏によってもワカメ胞子体の色落ち
現象が発生する．

2）鉄欠乏によって色落ちしたワカメ胞子体に対して
10–50 μg/Lの鉄を添加し培養することで，ワカメ胞子体
の生長や色彩とともに光合成色素量も回復した．鉄添加
によってワカメ胞子体の明度 L*が減少し，赤色度 a*が
増加した．また，鉄添加量が多いほど，色彩の回復速度
が増大する傾向があった．鉄欠乏によって色落ちしたワ
カメ胞子体は，鉄の添加により色彩を回復させることが
可能である．
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