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ハマクマノミ (AmphiprioniIenatus)卵のC02耐性
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C02 Tolerance of Tomato Clownfish (Amphiprion斤enatus)Eggs 
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要約:近年，大気中二酸化炭素 (coJの増加による気候変動に対する対策のひとつとして， CO2の海
洋隔離が提案されている。本研究ではC02海洋隔離に伴う生物影響を評価するため，ハマクマノミ腔体

期卵を用いて急性のCO2耐性実験を行った。 CO2の海洋隔離が想定される現場では，CO2濃度が時空間的

に変化すると考えられることから，一定濃度のCO2に暴露する実験(定常暴露)に加え，暴露濃度が変

動した場合(非定常暴露)の影響を検討した。定常暴露より求めた半数生存限界 (TLm)は14.3kPa (48 

時間暴露)， 10. 3kPa (72時間暴露)および7.0kPa(96時間暴露)であった。非定常曝露において2.9あ

るいは4.8kPapC02暴露から急激に自然海水へ戻した場合の死亡個体数は，高CO2海水に継続暴露した
定常暴露の場合より有意に増加した。 C02海洋隔離の魚類への影響を検討する場合，より現場の状態に

近い条件での実験が必要である。

キーワード:ハマクマノミ，卵，s歪，高二酸化炭素，二酸化炭素耐性，非定常暴露

Abstract : Acute CO， tolerance of tomato c¥ownfish (Amph伊rionfrenatus) eggs (embryonic stage) was 
investigated to assess bioJogicaJ impacts of CO， ocean sequestration， which has been proposed as a possibJe 
measure to mitigate cJimate changes caused by increasing atmospheric concentrations of gaseous CO，. The 
median toJerance Iimits (TLms) of A 斤'enatllseggs to CO， were estimated to be 14.3kPa (pCO， (partiaJ 
pressure of CO，) exposure duration: 48 h)， 1O.3kPa (72 h) and 7.0kPa (96 h) by one-step exposures. 
Stepwise exposure experiments were also conducted， since seawater CO， concentrations would change 
temporally around the CO， reJease point. Sudden drops of pCO， from 2.9 or 4.8kPa to normocapnia 
signi白cantJydisrupted egg development Jeading to abnormalities and death. These results demonstrated that 

bioJogicaJ impacts of CO， ocean sequestration must be examined under conditions that closeJy mimic the 
dynamic changes in seawater CO， JeveJ caused by CO， ocean sequestration. 

Keywords : Amphi}ロr;on‘斤enatlls，egg， embryo， hypercapnia， CO， tolerance， stepwise exposure 

まえがき

人間活動の拡大に伴って温室効果ガスが大量に

大気中へ放出されることにより地球規模の気候変

動が生じているとされ (IPCC，2001)，二酸化炭

素 (C02) 等，温室効果ガスの大気への排出量削

減は現在，世界規模で取り組まれている喫緊の課

題である。その対策のーっとして提案されている

(2005年8月17日受付， 2005年9月6日受理)

CO2の地中および海洋隔離技術は，現在盛んに調

査研究が進められている (Andersonand Newell， 

2004)。すなわち， CO2 は海水への溶解度が高く，

海洋が莫大なCO2吸収源となっていることから，

CO2海洋隔離の実現可能性とその生態系影響が論

議されている (Baπyet al.， 2004; Carman et al門

2004; Jshimatsu et al.， 2004; Kita and Ohsumi， 

2004; Portner et al.， 2004) 0 Kita and Ohsumi 
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(2004)はCO2海洋隔離や気候変動に伴う海洋の

高CO2化を背景としたCO2の海洋生物への影響に

ついての既往知見を総括した。従来の実験例では，

一定濃度のCO2に生物を暴露した時の生物応答が

実験的に調べられてきた。しかしCO2海洋隔離が

想定される現場において，放出されたCO2に暴露

される生物は一定濃度のCO2ではなく，時空間的

に非定常なCO2濃度を経験することが予想される。

このため，より現実に近い状態での実験が不可欠

であると考えられる。

一般に生物試験には安定した供試生物の供給が

要求される 。 本研究で用いたハマクマノミ

Amphiprion fi'enatusは，光周期および水温の調節

によって継続的な採卵が可能な魚種である。また

卵サイズが比較的大きく卵期も長いため，月壬を対

象とした生理学的研究等にも適しており，生活史

を通した毒性試験(ライフサイクノレ試験)を行う

際の候補魚種としても検討されている(古田ら，

2001)。

このような背景から，本研究で、はハマクマノミ

の匹体期卵を用いて，海水CO2濃度を一定に保っ

た状態で暴露を行う「定常暴露試験」と暴露中に

海水CO2濃度を変動させる「非定常暴露試験Jを

実施した。なお，本研究の一部は(株)関西総合

環境センター(現 株)環境総合テクノス)委

託研究「二酸化炭素の急性毒性に関する生物影響

室内実験」の一環と して実施したものである。

方法

供試材料 光周期12L: 12D，水温約24
0

Cの環境

下で1994年 2月より継続して産卵しているハマク

マノミ親魚よ り産出された卵 (Fig.1 )を試験に

用いた。ハマクマノミの受精卵は楕円形の沈性卵

で，長引11の一端(動物極側)にある付着糸により

岩等の基質に付着している。卵は1個ずつ隣り合っ

て産み付けられ，水温24
0

Cの場合は産卵後約10日

間で僻化する。解化するまで親魚(主に雄個体)

が受精卵の保育 (受精卵が酸欠に陥らないよ う新

鮮海水を送る，捕食者から守る等)を行う。産卵

後5日目の匹体期卵を飼育水槽よりピペッ トを用

いて採集した。採集した卵を実体顕微鏡下で検鏡

し，発生の進んでいない個体や匹体表皮からの出

血，黒色素胞の収縮，卵殻に亀裂等の認められた

個体を除き，正常に発生している個体のみを試験

に供した。供試卵 (40個) の大きさ(平均値土

48 

Fig. 1 Amphiprion fi'enatus eggs us巴dfor this study (日ve
days after fertilization). 

SD) は長径;が2.82:t 0.08mm，短径;が0.96:t0.04 

llliTIで、あった。

定常暴露 試験はKildcawaet al. (2003) に準拠

し，Fig.2に示す装置を使用した。この装置は，

水慣を一定にするための塩化ビニノレ (PVC)製恒

温水槽(約 100L容)， 2つのPVC製暴露水槽

(C02暴露区および対照区 .各14L容)およびガス

混合装置(ガスブレンダー :GB-3C特， コフロッ

ク製)で構成される。CO2暴露区は，ガス混合装

置を用いてC02，O2およびN2からなる混合ガス

(以下，IC02混合ガスJ) の連続送気により，海

水中のガス組成を一定に維持でき るようにした。

対照区では空気を連続してばっ気した。試験には

ヱ

Hypercapnia 
group 

(ca.14 l) 

Thermostat 

予N対。rr円mo
group 

(c口14l) 

Water bath (ca.l00 L) 

。川(NGG72) 
Egg container (85 ml PC tube) 

Fig. 2 Schematic diagrams of th巴巴Xp巴nm巴ntalapparatus 

(upper) and th巴巴mblyocontain巴r(Iower) used for 

the CO， tolerance test. The water bath was usec¥ to 
ll1aintain the temp巴ratureof th巴 two PVC tanks 

duung the hyp巴rcapmaor n0l1110Capma exposul巴S
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砂ろ過した自然海水を用いた。試験水温は24
0

Cfこ

設定した。暴露時の卵の収容には，ポリカーボネ

イ卜製沈殿管 (85mL容)の蓋および底に穿孔し，

プランク トンネット (NGG72:目合い222μm)

を貼った卵収容器を用いた。卵収容器はCO2暴露

区および対照区それぞれ10本ずつ用意し，卵をピ

ペットで卵収容器1本につき 5個ずつ移し入れた

後， Fig.3に示すように卵収容器を暴露水槽内に

配置して高CO2暴露を行った(供試卵数 :50)。

Fig. 3 A photograph of the PVC tank containing the egg 
contamers. 

送気するCO2濃度 (fractionalCO 2 concen凶 tion:

jC02)は 3， 5， 7， 10および15%とした。C

O2混合ガスは毎分400mL送気した。暴露時間は

96時間とした。供試個体は暴露開始から 6，24， 

48， 72および96時間目に実体顕微鏡で検鏡し，正

常発生個体，異常個体および死亡個体を計数した。

異常個体は匹の萎縮，尾部末端の奇形，膜鰭の白

濁，脊索の異常湾曲，囲心部への血液流出，卵黄

嚢損傷，卵殻破裂のみられる個体とした。 心停止

している個体は死亡個体とした。それ以外の個体

は正常発生個体とみなした。 72時間目までの観察

では検鏡後，生残個体(正常発生個体および異常

個体)をすみやかに暴露水槽内に戻して暴露を継

続した。暴露期間中の水温は連続記録し，海水

pHおよび大気圧は試験開始時および24時間ごと

に測定した。水温記録にはシロ産業社製サーモレ

コーダ:TR-71Sおよびテフロン被覆センサ:TR-

1106を用い， pH測定には東亜ディーケーケ一社

製pHメータ:HM-60Gおよび複合電極GST-5712C

を用いた。また塩分は，試験開始前に海水を採取

してY巴o-KalEnviroml1ental Electronics社製lnductively

coupled salinometer 601MK IIIを用いて電導度比を

測定し，気象庁 (1999)の方法に従って算出した。

大気圧の測定はRegulus社製デ、ジタル気圧計:BR-

88を用いた。 CO2分圧 (PC02)はjC02，大気圧

平均値，水温平均値および塩分より算出した。半

数生存限界 (mediantoleranc巴 limit:TLm)はJIS

工場排水試験方法(日本規格協会， 1998)の「魚

類による急性毒性試験j に準拠して算出した。

非定常暴露 定常暴露で用いた装置に暴露水槽を

1基加え，合計3基の暴露水槽を用いて試験を実

施した。各暴露水槽はそれぞれ3%C02区，5%  

CO2区および自然海水区(空気ばっ気区)として

定常暴露と同様に準備した。暴露は48時間一定濃

度で実施し(第 1暴露)，濃度を変更してさらに

48時間(第2暴露)，合計96時間の暴露とした。

暴露海水の組み合わせはTable1に示す6パター

ンとした。併せて96時間濃度を変更しないパター

ンも 3区設定した。 1暴露パターンにつき 5個の

卵を収容した卵収容器を 5本用い，供試卵数はお

とした。濃度を変更する際は，第 1暴露が終了し

た時点、で、卵収容器内の海水が抜けるように収容器

を取り上げ，第2暴露のCO2濃度に設定しである

暴露水槽内に収容器を配置して第2暴露を行った。

96時間一定濃度区も同様の収容器操作を行った。

96時間までの暴露が終了した時点で供試個体を検

Table 1 Gas concentrations and巴xposuredurations in the stepwise exposure t巴sts

Experiment The first exposure The second exposur巴

number Gas Duration Gas Duration 

5% CO2 48 h 3% CO2 48 h 
2 3% CO2 48 h 5% CO2 48 h 
3 5% CO2 48 h Air 48 h 
4 Air 48 h 5% CO2 48 h 
5 3% CO2 48 h Air 48 h 

6 Air 48 h 3% CO2 48 h 

7 5% CO2 96 h 
8 3% CO2 96 h 
9 Air 96 h 

一-49一一
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Table 2 pC02， pH， temperature and salinity of the hypercapnic seawater during the exposures 

Condition jC02 pC02 pH" 
Temperature'、ι 

Salinity勺
(%) (kPa) CC) 
3 2.9 6.377，，0.019 23.7士0.1 34.6 
5 4.8 6.167土0.005 24.3土0.1 34.5 

One-step 7 6.8 6.088土0.009 24.3" 0.1 31.5 
10 9.6 5.918" 0.003 24.3士0.1 34.5 
15 14.3 5.718土0.007 24.3" 0.1 34.6 

Stepwise 
3 2.9 6.266士0.007 23.8士0.1 34.4 
5 4.8 6.410土0.013 23.7，，0.1 34.4 

* 1: mean士SDof repeated measurements with a 24-hour interval at each condition 
本2:mean土SD，recording interval: 1 min 
*3: measured at the beginning of each exposure. 

鏡し，定常暴露と同じ基準で正常発生個体， 異常

個体および死亡個体を計数した。水温， pHおよ

び塩分は定常暴露と同様に測定した。

結果

定常暴露 CO2暴露区のpC02，pH，水温および

塩分をTable2に示す。対照区のpHは8.I 76.:t0.029， 

水温は23.8.:t0.20C (平均値士SD)であった。対

照区の供試個体はすべて正常に生残していた。死

亡および異常個体の割合は暴露時間および分圧依

存的に増加した (Fig.4)0 3 %C02暴露の死亡率

は常にOであり，異常個体もほとんど見られなかっ

た。一方，15%C02暴露では供試個体すべてが異

常あるいは死亡の反応を示し， 暴露時間が長くな

ると 5%C02区においても高い異常あるいは死亡

率を示 した (0.96，96時間暴露)。供試個体すべ

てが正常発生する暴露条件は， 3 %C02， 72時間

以内の暴露であった。また死亡率から算出した

TLmは14.3kPa(48時間暴露)，10.3kPa (72時間暴

露)および7.0kPa(96時間暴露)であった。
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96 

非定常暴露 CO2暴露区のpC02，pH，水温およ

び塩分をTable2に示す。自然海水区のpHは8.223

.:t0.033，水温は23.6.:t0.10C (平均値.:tSD)であっ

た。Table1のNO.4ではピペッ ト操作時に卵を 1

個損壊したので供試卵数は24とした。Fig.5に各

暴露区における死亡個体数，異常個体数および正

常発生個体数を供試個体数に対する割合で示 した。

NO.lおよび2ではすべて異常個体あるいは死亡

個体で、あったが，死亡率は第2暴露でより大きかっ

た。またCO2濃度を低下させる区において高い値

を示 した。すなわち死亡率はNO.3で最も高く

(0.72) ，次いで、NO.5 (0.375)， No. 1 (0.24)， No 

6 (0.2)， NO.2および4 (各0.12)の順で低下し

た。このうち， NO.3および5の死亡個体数は，

Fig. 4 Ratios of the dead (black)， abnormal but surviving 
(gray)， and normally developing eggs (white) of 

A mphiprion ji-enatus in hypercapnic seawater of 
constant CO2 (3-15%) for 6 to 96 h exposures 
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Experiment no. 

3. (5%C02 to Air) 

4. (A山 %C02).
5. (3%C02 to Air)圃圃圃圃・|

6. (Air to 3%C02)・・・ | 

7. (5%C02) 

8. (3%C02) 

9. (Air) 

-U 
「。0.2 0.4 0.6 0.8 

Rati。
Fig. 5 Results of stepwise (above the dashed line) and one-step exposures (below the dash巴dline) of Amphiprion frenatus 

巴ggsto hypercapnia. Ratio of the dead (black)， the abnormal but surviving (gray)， and the normally developing eggs 
(white) at the end of exposure are shown. Numbers of t巴st巴ggsin an exposure were 24 for test NO.5 and 25 fOl 

the others 

定常区 (No.7， 8) と比較して多く，有意差が

認められた (No.3対 7 χ2=6.52; DOF= 1 ; Pく

0.05， NO.5対8: Fisher's exact test ; Pく0.001)。

また，NO.4および6の死亡個体数はNO.7および

8と有意な差が認められなかった (Fisher'sexact 

test ; P>0.05)。

考察

本研究の定常暴露では匹の生残を基準として観

察を行った。Kikkawaet al. (2003)はマダイ

Pagrus majorおよびシロギスSillagojaponicaの怪

についてCO2耐性実験を実施している。この 2魚

種については生残ではなく 僻化を基準として高

CO2に対する感受性を評価している。 したがって

これらのデータからハマクマノミ匹とマダイおよ

びシロ ギス妊のCO2耐性を直接比較することは不

適当である。マダイおよびシロギスでは，受精後

CO2耐性が増し，仔魚期で極大となる。このCO2

耐性極大期におけるマダイおよびシロギスの24時

間高CO2暴露に対するTLm出5.2kPa (マダイ，前

脊索屈曲期仔魚)および4.7kPa(シロギス，脊索

屈曲期仔魚)である。ハマクマノミ任では24時間

暴露の場合，15%C02 (PC02=14.3kPa)に対し

ても死亡率は0.5を下回っており (0.04)，TLmは

51 

算出できなかった。このことから，マダイおよび

シロギスよりもハマクマノミの方がC021こ対して

より高い耐性を有している可能性があると考えら

れる。卵期から{子魚期にかけてCO2耐性が増大す

るメカニズムは明らかでないが，発育に伴う塩類

細胞 (chloridecell)の分化との関連性が指摘さ

れている (Kikkawaet al.， 2003 ;吉川， 2004; 

Ishimatsu et al.， 2004)。多くの魚種について匹体

期に塩類細胞の分化が認められ (Hwang and 

Hirano， 1985 ; Kaneko et al.， 1995 Shiraishi et 

al.， 1997 Sasai et al.， 1998 隼野ら， 1999; 

Katoh et al.， 2000)，ハマクマノミ妊においても

塩類細胞の存在が認められている(吉川， 2004)。

ハマクマノミは卵期が長く，併化前に卵内で閉口

して偲も形成される。マダイ，シロギスでは僻化

後関口し，卵黄仔魚期を経て鰐が形成される。こ

のような発生過程の違いもCO2耐性の種間差を生

じさせる要因となっているかもしれない。

非定常暴露において暴露濃度と時間の積算値が

最も大きい 5%C02定常区 (Table1， No. 7 )よ

りも， 5 %C02海水から第 2暴露で自然海水に戻

した区 (No.3 )の方が，積算値は半分であるに

もかかわらず死亡個体数が多くなる結果となった。

このことは 3%C02に関しても同様であり (No 

8と5の比較)，非定常濃度のC02に暴露した場
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合の致死影響は，定常CO2暴露の結果から推定で

きない可能性が示された。吉川I(2004)はシロギ

ス稚魚を用いて非定常実験を行い，高濃度のCO2

暴露 (5%C02) を行う前にあらかじめ低濃度

CO~ (1 %C02)に暴露すると致死反応が抑制さ

れることを示した。この理由として，あらかじめ

低濃度CO2に暴露することで体内の重炭酸イオン

(HC03")濃度が上昇し，体内のpH緩衝能が通常

よりも高い状態にあった可能性を述べている。本

研究で見られた， CO2濃度を急激に低下させた場

合に生ずる死亡についてはこれまで報告がない。

高CO2環境下において，海産魚の血液ではpC02

の上昇に伴し、pHが一過性に低下するが， HC03"の

海水中からの取り込みによってpHは回復すると

される (Toewset al吋 1983; Claibome and Evans， 

1992 ; Heisler， 1993 ;石松・喜田， 1999; Hayashi 

et al.、2004; Ishimatsu et al.， 2004)。本研究のよ

うな，高CO2環境下において一定のpH補償水準

を維持している状態から自然海水に暴露された場

合，血中ではpCOとが自然海水水準まで急激に低

下することによって急'性のアルカリ血症を生じて

いると考えられる。このことが死亡の引き金となっ

ている可能性があるが，現時点では高CO2暴露後

の自然海水暴露による死亡原因を特定できない。

非定常暴露のNO.4および6における生死反応

は， No.7および8の結果と比較して有意差が認

められなかった。しかL-No.4および6の結果を

定常暴露において対応する点 (5および3%C02，

48時間暴露， Fig.4参照)と比較した場合，死亡

個体数はNO.4および6の方が定常暴露よりも多

い (Fisher'sexact test ; Pく0.05(No.4と定常5%

CO2， 48時間暴露の比較)， Pく0.01(No.6と定常

3 %C02， 48時間暴露の比較))。このことは発生

に伴うCO2耐a性の変化が関与していると考えられ

る。本研究の定常暴露では受精後5日目から暴露

を開始しているが，非定常暴露のNO.4および6

では，第1暴露では自然海水暴露であるため正味

のCO2暴露は受精後 7日目からとなり，暴露開始

時における発育段階が異なっている。 CO2耐性は

発生に伴って変化することが知られており

(Kikkawa et al.、2003)，暴露開始時における発

育段階の違いが生死反応の違いを生じた原因のひ

とつとして挙げられる。

CO2海洋隔離において，CO2放出点近傍域では

CO2濃度が時空間的に変化することが予想される。

Auerbach et al. (1997)は低pH暴露に対する致死

影響のデータを用いて非定常CO2の致死影響を算

定する方法を提示した。この方法は暴露濃度と時

間の積算値から致死を予測することを基本として

おり，動物プランクトン (Metridiapacifica) で

はこの概念を適用できる事例が報告されている

(Sato et al.， 2005)。またSato(2004) は実際に

放出後のCO2挙動から動物プランクトンの死亡を

シミュレートしている。しかしながらシロギス稚

魚やノ、マクマノミ匹ではこの概念が適用できない

ことが明らかとなった。稚魚や匹のみならず，成

魚(ヒラメParalichthysolivaceus) においても本

研究と同様の知見がある(林， 2004)。このよう

に魚類に対する高CO2急性毒性は暴露方法によっ

て異なるため，実海域におけるCO2海洋隔離の生

物影響を予測評価するためには，非定常CO2に対

する致死影響を詳細に把握し死亡機構を明らかに

する必要がある。
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