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Abstract
Effects of poly(L-lactic acid) (PLLA), as a purportedly environmentally benign antifoulant, on the adhesion behav-

ior of the marine mussel Mytilus galloprovincialis were studied. PLLA-casting sheet samples having different molecular 
weights, which were prepared by treatment with super-heated steam, were subjected to a mussel adhesion test. The numbers 
of attached mussels and byssus threads produced by them on the sheet decreased with a decrease in the molecular weight 
of PLLA, while no vital effect was observed on the mussels. These results indicate that the lower the molecular weight of 
PLLA, the more significant the effect on mussel adhesion behavior, without any toxic effect.
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緒言
水棲付着生物の船舶や構造物への付着による汚損は深
刻な問題である。船舶の生物汚損は海水との摩擦増加に
より燃費上昇を引き起こす（Schultz, 2011）。そのための
対策として防汚塗料が用いられてきた。防汚塗料とし
て、長年、トリブチルスズ（TBT）を含む環境毒性の強
いものが用いられてきたが、TBTは、たとえばイボニ
シやヨーロッパチジミボラなどの巻貝に対して雌雄同体
を引き起こす内分泌攪乱物質であることが分かり、2003
年以降の有機スズ防汚塗料塗布禁止と2008年1月以降船
舶表面に存在することを禁止し、2008年9月に発効した
（沖野，2008）。
現在、これまでの環境負荷の大きい防汚技術から、よ

り環境負荷が小さい技術への移行が進んでいる。数多く
の天然成分が抽出され、それらの防汚活性が確認されて
おり（Qian et al., 2010）、また、生物の体表面を模倣した
構造の特性が研究されている（Scardino and Nys, 2011）。
例えば、天然物質であるテルペン類（Piazza et al., 2010）
やタラタンニンの亜鉛化合物（Bellotti et al., 2012）、付
着生物に対応した特異なトポグラフィー（Schumacher et 
al., 2007）、イルカの体表面の自己クリーニング機能の模
倣（Baum et al., 2001）、構造物表面の微細構造による防
汚表面技術（Berntsson et al., 2000）などが報告されてい

る。また、導電性コーティングにより海水を電気分解し
て発生する塩素を利用する方法（Huang et al., 2010）な
ども考案されている。より安全な防汚塗料に関する研究
としては、パーフルオロポリエーテルとポリ（エチレン
グリコール）セグメントから成る両親媒性ネットワーク
（Wang et al., 2011）や、ポリシロキサン–ウレタン–尿素
共重合体（Rahman et al., 2011）などが研究され海洋での
実証試験が行われている。さらに、塗料のマトリックス
ポリマーとして、生分解性ポリマーであるポリカプロラ
クトンやポリ（L-乳酸）（PLLA）をマトリックスポリマー
にして防汚剤をブレンドし、海水中でマトリックスポリ
マーが加水分解するとともに防汚剤としての尿素系除草
剤ジウロンや酸化第一銅が放出される防汚システムが
Faÿらによって活発に研究されてきた（Faÿ et al., 2006）。
本研究は、生分解性ポリマーであるPLLAをマトリッ
クスポリマーとしてではなく、PLLAから加水分解に
よって徐放される乳酸の海洋付着生物の付着抑制効果
について検討するものである。既に、PLLAから放出さ
れる乳酸はフジツボのキプリス幼生に対して付着抑制効
果があり、一方で、フジツボの生存に対する影響が少な
いこと、海洋環境への影響が著しく少ないことが報告さ
れている（Ishimaru et al., 2012）。本研究では、フジツボ
同様に代表的な海洋付着生物であるムラサキイガイの成
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体の付着挙動へのPLLAの付着抑制効果について検討を
行った。

材料と方法
1. ムラサキイガイの採取と飼育
実験に用いたムラサキイガイMytilus galloprovincialis
は、山口県下関市永田本町の防波堤で採取した729個
体（殻長 21.1±2.0 mm、殻高 44.1±5.6 mm、殻幅 18.2±
2.1 mm、体重 10.7±2.5 mg）を用いた。飼育は、水槽
（60×30×36 cm3、容量57 L）中、人工海水（大阪薬研株
式会社製、マリンアートSF-1、塩分濃度30‰、pH 7.8～
8.1）を用いて、25°C、十分なエアレーション下で行なっ
た。餌は、Walne’s Medium（Walne, 1970）を用いて、十
分なエアレーション下で培養したNannochloropsisを用
いた。給餌はNannochloropsisを 24時間おきに 10 mLず
つ飼育水槽に添加した。
2. ポリ（L-乳酸）の分子量の調整
実験に用いたさまざまの分子量を有するポリ（L-乳酸）

（PLLA）は、高分子量PLLA（トヨタ製U’z S-09、重量
平均分子量（Mw）106,000、数平均分子量（Mn）66,000）を、
Nishidaら（2000）やMohd-Admanら（2008）の方法に
従い、過熱水蒸気処理装置（直本工業製QF-5200C）中、
130°Cの過熱水蒸気を用いて処理を行い、分子量を調整
した。水蒸気処理後のPLLAの分子量は、サイズ排除ク
ロマトグラフ（SEC、東ソー製PLC-8320GPC）を用いて
測定し、Mw、Mnおよび多分散度（PDI）の値はEq. 1を
用いて算出した。カラムは、TSKgel Super HM-M（東ソー
製リニアタイプカラム、直線範囲1×103～8×106、排除
限界分子量 4×108）を用い、温度 40°C、移動相CHCl3、
流速0.6 mL/minで行った。分子量測定サンプルはCHCl3

（2 mL）にPLLAサンプル10 mgを溶解して用いた。分子
量は、汎用較正曲線法（Yasuda et al., 2010）により絶対
分子量を決定した。 
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ここで、niとmiは、i量体の数と分子量を表す。

3. 付着実験
ムラサキイガイの付着実験は、フェライト系ステン
レス SUS430板（株式会社光製、200×150 mm2、厚さ
0.5 mm）上にキャストしたPLLA膜上で行った。過熱水
蒸気処理後のPLLAサンプル約0.8 gをステンレス板上
に置き、ホットプレス（井元製作所製 IMC-180C）を用
いて、溶融3 min／190°C，成型1 min／190°Cの条件で、
50 mmϕ以上のキャスト膜を形成した。その上に、中心
を50 mmϕの円形に切り抜いたもう一つのフェライト系
ステンレス SUS430板（150 mm ×150 mm厚さ 0.5 mm）
を重ね、切り抜いた円形部の外周部4か所にムラサキイ
ガイの成体を塩化ビニール樹脂+ウレタン樹脂系接着剤

（住友スリーエム株式会社製、Scotch強力接着剤・多用
途）で固定し付着実験を行った（Fig. 1）。また参照サン
プルとして、セメント板の上に50 mmϕの円形孔を持っ
たステンレス板を重ねて同様に付着実験を行った。
付着実験は、人工海水 30 Lを入れた水槽（97×62×

22 cm3）を用いて、水温を 25°Cに設定し、十分なエア
レーション下で行った。ここで、PLLAサンプルに対す
る人工海水の量は、体積にして約4300倍であり、PLLA
の加水分解に伴う人工海水全体のpH変化は全く検知で
きなかった。付着実験中は、インターバルカメラ（株式
会社キングジム製、レコロ IR-7）を用いてムラサキイガ
イの付着挙動観察を行った。実験開始から6時間後に付
着結果を確認し、足を殻外に出した個体は付着のための
挙動（action）をとったとみなし、足糸を形成したもの
を付着（adhesion）とみなした。何ら行動を起こさなかっ
た個体は、付着実験サンプル数に含まないこととした。
一つのPLLAサンプルに対し、100個体以上の付着挙動
をとったムラサキイガイから、付着に関する定量評価を
行った。
4. 表面形状観察

PLLAサンプルの付着実験に伴う表面の形状変化は、
レーザーデジタル顕微鏡（KEYENCE製、3D Laser Scan-
ning Confocal Microscope Model VK-X110）を用いて観察
した。
5. 人工海水のpH変化

PLLAの加水分解に伴う乳酸溶出挙動は、人工海水
のpH変化により確認した。5 mL容量のサンプル管に、
PLLAサンプルペレット（直径2 mm、長さ4 mm）（16 mg）
を取り、その5および1000倍量（v/w）の人工海水を加え、
密封後、25°Cの恒温水槽中に保持し、1時間おきに人工
海水のpHを計測した。また参照サンプルとして、高密
度ポリエチレン（HDPE、日本ポリエチレン（株）製ノバ

Fig. 1. ムラサキイガイの付着実験．ムラサキイガイは、
PLLAがキャストされた円形部周囲のステンレス枠上に塩化
ビニール樹脂+ウレタン樹脂系接着剤で固定．   
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テックHD HY540）のペレットを用いて、同様に実施し
た。

結果と考察
1. 異なる分子量のPLLAの調製

PLLAの加水分解に伴う分子量の低減は、分子末端の
カルボキシル基の作用による自己触媒的加水分解機構で
進行する（Nishida et al., 2000; Mohd-Adman et al., 2008）。
そこで、異なる分子量のPLLAサンプル調製は、高分子
量のPLLA-1（Mw 106,000）（Table 1）を基にして、130°C
の過熱水蒸気による加水分解反応の制御によって行っ
た。過熱水蒸気処理時間を長くするに伴い、低分子量側
に移行（Table 1）し、さらに、その分子量分布は単峰性
から多峰性へと変化した（Fig. 2）。PLLA-1と調製した
6種のPLLA-2～PLLA-7のサンプルの分子量範囲は、Mw 
106,000～3,400およびMn 66,000～2,500であった。
2. 乳酸溶出に伴う海水のpHの変化

PLLAの加水分解に伴う人工海水の pH変化をFig. 3
に示す。PLLAサンプル重量に対して人工海水を5倍量
（v/w）用いた場合、Mw=13,000（PLLA-3）より低分子
量のサンプルで明確なpH低下が観察された。人工海水
が1000倍量（v/w）の条件では、pHの低下は殆ど観測
されず、用いたPLLAサンプルの中で最も分子量の低
いMw=4300（PLLA-6）を入れた場合だけがpH 6.6付近
まで低下した。以上の結果から、明らかに低分子量の
PLLAほど、加水分解に伴いより多くの酸成分を人工海
水中に溶出することが確認された。
3. ムラサキイガイの付着挙動
異なる分子量のPLLAサンプルをキャストしたステン
レス板と参照サンプルとしてのセメント板上でのムラサ
キイガイの付着挙動を観察した。1回の実験でムラサキ
イガイ4個体を使用し、各PLLAサンプルに対して、27
回以上の実験を繰り返して行った。結果をTable 2およ
びFig. 4に示す。付着挙動を取った（acted）個体の総数
に対するセメント板状に付着した（adhered）ムラサキ
イガイ個体の総数の割合、すなわち付着率（adhesion ra-
tio）が29％であったのに対し、PLLA-1（Mw: 106,000）へ
の付着率は18％であった。さらに、PLLAの分子量が低
下するに伴い付着率も低下し、PLLA-7（Mw: 3,400）では
7％まで低下して、Mann–WhitneyのU-test（大川，2002）
から明確な差異が認められた。足糸形成数を比較する
と、セメント板に対して形成された足糸の数は付着個
体あたり6.3本であるのに対し、PLLA-1（Mw: 106,000）
では、1個体あたり8.7本と増大した（Fig. 5A）。しかし、
PLLAの分子量が減少するにつれて足糸形成数も減少し、
PLLA-3～7（Mw: 7,900～3,400）では 3. 7～3.4本まで減
少した（Fig. 5B）。足糸形成数に関してもMann–Whitney
のU-testから、セメント板に対するPLLA-1の足糸形成
数は有意水準5％で、PLLA-1に対するPLLA-3は有意水
準5％、PLLA-4～7は有意水準1％で明確な差異が認め
られた。これらの結果から、PLLAの分子量の低下、す

なわち、末端COOH基の濃度上昇、および乳酸溶出量
の増大が、ムラサキイガイの付着率および足糸形成数を
低減し、付着挙動を抑制することが確認された。
ムラサキイガイの接着機構は、足糸のプラーク表面の

Table 1. 水蒸気処理による異なる分子量のPLLAシートサン
プルの調製．

Sample Mn
a Mw

a

PLLA-1 66,000 106,000
PLLA-2 9,900 19,000
PLLA-3 7,000 13,000
PLLA-4 4,900 7,900
PLLA-5 3,400 5,000
PLLA-6 3,100 4,300
PLLA-7 2,500 3,400

a SEC分析：汎用較正曲線法

Fig. 2. PLLAサンプル 1～7の SECクロマトグラムによる
分子量分布．SEC測定条件：溶離液クロロホルム；流量
0.6 mL/min；カラムTSKgel Super HM-M.

Fig. 3. PLLAの25°C人工海水中での加水分解に伴う人工海水
の pH変化．A）人工海水／PLLA=5 （v/w）；B）人工海水／
PLLA=1000 （v/w）；サンプル：HDPE（参照）；PLLA-1（Mw: 
106,000）；PLLA-3（Mw: 13,000）；PLLA-4（Mw: 7,900）；PLLA-
6 （Mw: 4,300）.
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接着タンパクによる接着と考えられている。とりわけ、
DOPAユニットによる水素結合および酸化重合による硬
化が強力な接着機構を発現すると報告されている（Lee 
et al., 2006; Dreyer et al., 2012）。また、Rodriguezら（2015）
によって、ムラサキイガイが足糸を形成する際、足と接
する局所界面で酸性環境が作りだされ、足糸の接着タン
パク上のカテコール基による付着機能が効果的に働き、
その後、pHの上昇とともに、足糸タンパクが架橋硬化
することが報告されている。従って、PLLAによる付着
抑制機構は、サンプル表面から徐放される乳酸が、足糸
と接着表面間の局所領域の低pH環境を維持し、それに
よって、接着タンパクの架橋硬化反応が抑制されたこ
とが一因と考えられる。これについては、乳酸による
DOPAの酸化重合抑制効果が予備実験的に見出されてお
り、今後、詳細について報告する予定である。
本付着実験の間、用いたムラサキイガイ729個体に死

亡は観察されなかった。Table 2とFig. 4に示したムラサ
キイガイの付着挙動の結果は、PLLA：人工海水=1：
4,300（w/v）で用いているため、溶出乳酸によるpH低
下は、PLLAキャスト膜の表面近傍でのみ起こっており、
ムラサキイガイ成体への直接的影響はほとんどなかった
ものと考えられる。なお、PLLAおよび乳酸の生物毒性
は非常に低く（宮本，2010）、L-乳酸の経口によるLD50
は、3543 mg/kg（ラット）および 4875 mg/kg（マウス）
と報告されており（WHO Food Additives Series No. 5）、

海水主要成分であるNaClや食酢の主要成分である酢酸
よりも低い値である。
4. 付着実験サンプルの表面形状変化
付着実験に供したPLLAサンプルの表面形状の変化を

Fig. 6に示す。より高分子量のPLLA-1（Mw: 106,000）～
PLLA-4（Mw: 7,900）の範囲では、その表面に明確な変
化は観察されなかった（Fig. 6A～B）が、低分子量の
PLLA-5（Mw: 5,000）では表面の一部にクラックの形成
が確認された。さらに低分子量のPLLA-7（Mw: 3,400）

Table 2. ムラサキイガイMytilus galloprovincialisの付着試験結果．

Substrate Number of  
acted musselsa)

Number of  
adhered musselsa) Adhesion ratiob) Number of  

byssus threadsc)
Mean no. of byssus 

threads per adhered mussel

Cement 116 34 29％ 214 6.3
PLLA-1 100 18 18％ns 156 8.7
PLLA-2 101 16 16％ns 113ns 7.1
PLLA-3 102 12 12％* 57* 4.8
PLLA-4 101 9 9％* 31** 3.4
PLLA-5 101 7 7％* 26** 3.7
PLLA-7 108 8 7％* 28** 3.5

a) This means mussels that moved and searched the substrate surfaces during the test period. Mann–Whitney’s U-test results: “*” and “**”, significant differences at 
the 0.05 and 0.01 levels, respectively; and “ns”, no significant difference: b) between the cement and the other substrates, and c) between PLLA-1 and the other PLLA 
substrates.

Fig. 4. PLLA分子量とムラサキイガイの付着率および足糸形
成数との関係．足糸形成数のエラーバーは標準偏差を表す
（実験回数 27回以上）．

Fig. 5. PLLAサンプルに付着したムラサキイガイの足糸形成
状況．矢印は形成した足糸を示す．
A） PLLA-1（Mw 106,000）平均足糸形成数8.7本，B） PLLA-5
（Mw 5,000）平均足糸形成数3.7本．
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ではサンプル表面全体にクラックが広がり、崩壊挙動が
より顕著に進行していることが認められた。これは、自
己触媒的加水分解反応が結晶相間の非晶領域で優先的に
起こり、非晶領域を繋ぐように崩壊が進行したためと考
えられる。ただし、ムラサキイガイの足糸形成部位での
明確な崩落は確認されておらず、PLLAの表面浸食や崩
落現象が足糸形成に、直接、物理的に作用したわけでは
なかった。

結論
ムラサキイガイの付着挙動に対するPLLAの影響は、
その分子量が低くなるにつれ付着率および足糸形成数の
減少という結果として認められた。これらの結果から、
PLLAから溶出する乳酸によるPLLAサンプル表面の極
近傍におけるpHの低下による付着抑制効果と推測され
る。ただし、非常に希薄な乳酸濃度条件であるにもかか
わらず、有意な付着抑制効果が発現した原因として、乳
酸の接着タンパクに対する特異的な作用、例えば、カテ

Fig. 6. 付着実験（25°C, 6 h）前後でのPLLAサンプル表面の形態変化．A）PLLA-4（Mw: 7,900）付着実験前，B）後　表面に明確
な変化は観察されず；C）PLLA-5（Mw: 5,000）付着実験前，D）後　表面の一部にクラックの形成が確認；E）PLLA-7（Mw: 3,400）
付着実験前，F）後　表面全体にクラックが広がり崩壊挙動がより顕著に進行．
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コール基の酸化重合の抑制やアミノ基との塩形成なども
考慮されうるため、これらは今後の課題である。一方
で、ムラサキイガイの生存率には明確な影響は観察され
なかった。乳酸の生物毒性はNaClや酢よりも低いこと
が報告されており、PLLAを防汚剤として、塗料などに
添加して用いる本技術は、従来の環境毒性の大きい防汚
剤を用いる技術に比べて、より環境負荷が少ない防汚技
術となりうると考えられる。

要約
分子量が異なるPLLAキャスト膜を用いて、その表面

へのムラサキイガイの付着挙動を観察した。ムラサキイ
ガイの付着率はPLLAの分子量低下に比例して減少する
ことが見いだされた。さらに、ムラサキイガイが形成す
る足糸の数も、PLLAの分子量低下に伴い明確な減少が
確認され、PLLAから溶出する乳酸がムラサキイガイの
付着挙動を抑制すると考えられた。一方で、PLLAによ
るムラサキイガイの生存率への影響は観察されず、安全
な防汚剤としての可能性が示唆された。
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