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研究成果の概要（和文）：本研究では、北太平洋亜熱帯域の亜表層クロロフィル極大層（SCM）付近における亜
硝酸塩極大の形成状況を把握するとともに、現場のプランクトン群集を用いた船上培養実験を行い、亜硝酸塩の
蓄積に関わる窒素循環に及ぼす鉄の影響を明らかにすることを目的とした。
亜硝酸塩極大とSCMが近接していた測点では、鉄および光制限を受けていた植物プランクトンからの亜硝酸塩放
出が、亜硝酸塩極大の主な形成要因となっていた可能性が示された。一方、亜硝酸塩極大とSCMが離れていた測
点では、硝酸塩および亜硝酸塩の消費傾向が強く表れていたことから、植物プランクトンの窒素代謝への鉄制限
の影響が弱いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We tested a hypothesis that iron limitation stimulates nitrite release from 
phytoplankton cells to the surrounding water near the subsurface chlorophyll maximum (SCM) due to 
inhibition of nitrite metabolic pathway. The incubation experiments confirmed that the phytoplankton
 assemblage in the SCM were under iron-limitation. At a station where the primary nitrite maximum 
(PNM) was observed near the SCM, the iron enrichment resulted in an increase in nitrate consumption 
and a decrease in nitrite accumulation in the incubation bottles. The bottles incubated under a 
stronger light intensity also showed similar trend in the nutrient dynamics. These results suggest 
that the excretion of nitrite by phytoplankton under both iron and light limitation is playing a 
role for PNM formation. At a station where the SCM was shallower than the PNM, the observed nitrite 
excretion by phytoplankton assemblage in the bottles was not significant probably due to the severe 
nitrogen limitation at the SCM.

研究分野：海洋生物地球化学

キーワード： 海洋生態　物質循環　微量金属　窒素　植物プランクトン
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１．研究開始当初の背景 
海洋における炭素など生元素の物質循環
を把握するには、有光層外から供給される硝
酸塩などを用いた一次生産、すなわち新生産
を正しく評価することが必須となる。近年の
遺伝子解析を用いた海洋微生物の機能研究
の進展に伴い、有光層内で微生物硝化による
硝酸塩の生成が起きていることが示され、硝
酸塩取り込みを指標として従来見積もられ
てきた新生産の見直しが求められている。こ
の微生物硝化の寄与を評価する上で、海洋の
亜表層でみられる亜硝酸塩の極大層の形成
要因の解明が、重要な鍵になり得る。 
海洋の亜表層で亜硝酸塩が生成する過程
としては、硝化微生物によるアンモニアの亜
硝酸への酸化作用と、硝酸塩を取り込んだ植
物プランクトンからの亜硝酸塩の細胞外放
出の二つが考えられる。 
硝化を担うアンモニア酸化酵素は銅、鉄、
あるいは亜鉛を補因子として含んでおり、電
子伝達系においても硝化細菌は鉄、硝化古細
菌は銅に依存していることが分かっている。 
植物プランクトンからの亜硝酸塩放出に
は、弱光下での亜硝酸還元の阻害に加えて、
鉄欠乏により亜硝酸還元と硝酸還元のバラ
ンスが乱され余剰の亜硝酸塩が細胞外に放
出されることが、珪藻培養株を使った室内実
験結果から示唆されている（Milligan & 
Harrison, 2000）。 
鉄は、硝酸還元酵素など多様な細胞内酵素
類に補因子として含まれており、植物プラン
クトンの栄養生理に複雑な影響を及ぼす
（Takeda 1998）。このため、硝酸塩取り込み
や窒素固定のような海洋窒素循環の主過程
を対象に、鉄制限の影響が精力的に調べられ
てきたが、鉄欠乏に伴う植物プランクトンか
らの亜硝酸塩の細胞外放出が海洋生態系内
でどのような意義をもつのかについてはあ
まり考察されてこなかった。 
一方、海水中に溶存する鉄の大部分は有機
錯体鉄として存在しており、植物プランクト
ンによる有機錯体鉄の取り込みには、銅を含
む酸化酵素反応系が関与している。また、植
物プランクトンが光合成を行う際に必要な
炭酸脱水素酵素にも亜鉛が含まれている。さ
らに我々は、西部北太平洋の溶存鉄がほぼ枯
渇した環境下では、硝酸塩躍層付近の溶存亜
鉛濃度が急激に減少することを見出してい
る。 
このように海洋亜表層における植物プラ
ンクトンや硝化微生物による窒素代謝に際
しては、両者の間で鉄などの微量金属元素に
関する競合が起こり、その過不足が窒素循環
を制御している可能性は高いと考えられる。
しかし、これらの相互作用を結び付けて解釈
することを意識した現場観測や実験はこれ
まで行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、海洋の亜表層における栄養塩

等の窒素循環に関わる環境パラメーターの
高分解能観測を試みるとともに、鉄などの微
量栄養金属の動態が、植物プランクトンから
の亜硝酸塩の細胞外放出や、微生物群による
硝化作用に影響を及ぼし、亜硝酸塩極大層の
形成を始めとする亜表層の窒素循環を制御
する要因になっているとの新たな仮説を、現
場観測によるプロセス研究を通して検証す
ることを目的とする。 
これにより、外洋域における海洋新生産の
再評価に寄与するとともに、地球環境変動に
対する海洋生態系の応答予測の高度化に貢
献することが期待される。 
 
３．研究の方法 
2017年9～10月の北太平洋亜熱帯域での白
鳳丸航海において、23ºN 線に沿った 170ºW か
ら 137ºE までの 7測点(170ºW の測点のみ 21º
N)で、亜表層クロロフィル極大層（SCM）を
含む計 11 層で 5 m 間隔の高分解能鉛直採水
を行い、栄養塩およびクロロフィル等を測定
した。 
また、SCM、SCM‐10 m、SCM＋10 m から採
取した海水試料を 0.22 µm のフィルターで濾
過後、フィルター上に捕集された微生物群集
の細胞から DNA を抽出し、細菌および古細菌
に共通な 16SrRNA 遺伝子の V4 領域を対象と
してMiSeqを用いたアンプリコンシーケンシ
ングによって解析した。 
東部（170ºW）と西部（160ºE）の 2測点で
は、金属による汚染に配慮したクリーン採水
により SCM から採取した海水を用いて、植物
プランクトン窒素代謝への鉄と光の影響を
調べるため鉄添加培養実験と、微生物硝化を
調べるための窒素添加培養実験を実施した。 
鉄添加培養実験では、容積１ L の酸洗浄し
たポリカーボネート製培養瓶に分注した後、
基質となる栄養塩を加えて現場のプランク
トン群集を安定させるため、最終濃度 1 µM
の硝酸塩と 0.0625 µM のリン酸塩を加えて、
光量 22.7 µmol/m2/s、明暗周期 14L:10D、温
度 21℃の条件下で、小型インキュベーターを
用いて 2日間予備培養した。その後、鉄無添
加+弱光区、鉄無添加+強光区、鉄添加+弱光
区、鉄添加+強光区の4つの実験区を設定し、
2 日間の植物プランクトンの増殖応答をクロ
ロフィル濃度の変化量から、硝酸塩の取り込
みおよび亜硝酸塩の蓄積については栄養塩
濃度の高感度比色分析により調べた。鉄は塩
化鉄(III)を最終濃度 1 nM（現場濃度の 10 倍
以上）で添加し、弱光区は 15.8 µmol/m2/s、
強光区は 36.8 µmol/m2/s の光量に調節した。 
窒素添加培養実験では、酸洗浄したグラス
ファイバーフィルター（GF/F, 孔径約0.8 µm）
で植物プランクトンを除去した後、アンモニ
ウム塩もしくは亜硝酸塩を 1 µM 添加して鉄
添加培養実験と同じインキュベーター内で
培養し、アンモニウム塩、亜硝酸塩、硝酸塩
の濃度変化を調べた。 
 



４．研究成果 
(1) 北太平洋亜熱帯域における亜表層クロ
ロフィル極大（SCM）と栄養塩および水中光
量の鉛直分布構造 
23ºN の観測線に沿った 7測点における SCM、
亜硝酸塩極大、硝酸塩躍層開始深度、1％光
量層、0.1％光量層の鉛直的な位置関係を図 1
に示す。SCM は一般的な有光層深度の目安と
なる 1％光量層よりやや深い 0.3～0.7 %光量
層に認められ、SCM と硝酸塩躍層開始深度は
多くの測点でほぼ一致していた。亜硝酸塩極
大は 113～155 m に出現し、137ºE の測点を除
いて SCM の 5～25 m 下層に位置しており、そ
れらの深度における光量としては 0.1～0.6%
の範囲内であった。 
これらの結果から、亜硝酸塩極大の出現深
度について、SCMから 5～11 mと近い場合(137, 
140, 170ºE, 170ºW)と SCM から鉛直的に 15
～20 m と離れている場合(150, 160ºE, 180º)
の２パターンがあることが分かった。これま
でに、ハワイ沖では SCM と亜硝酸塩極大が近
いパターンが(Dore and Karl et al., 1996)、
カリフォルニア中央海流では離れたパター
ンが報告されており(Santoro et al., 2013)、
水柱の鉛直的な安定性の違いによってSCMと
亜硝酸塩極大の位置関係が大きく変化する
可能性が考えられる。本研究では、150ºE と
180ºの測点における鉛直振動を表す
Brunt-Vaisälä振動数の値が、他の測点と比
べて大きくなる傾向にあったが、物理環境と
の対応については今後詳しく調べる必要が
ある。 
 

 
図 1. 北太平洋亜熱帯域（23ºN）の東西観測線上におけ
る亜表層クロロフィル極大層（SCM）、亜硝酸塩極大、硝
酸塩躍層開始深度、1％光量層、0.1％光量層の鉛直的な
位置関係 

 
(2) 北太平洋亜熱帯域の亜表層クロロフィ
ル極大（SCM）付近における微生物群集組成 
23ºN の観測線に沿った 7測点における SCM
とその上下 10 m 層から採取した海水試料中
には、アンモニア古細菌(Ammonia Oxidizing 
Arhaea, AOA)の系統群であるThaumarchaeota
門と、亜硝酸酸化細菌（Nitrite Oxidizing 
Bacteria, NOB)の系統群である Nitrospinae
門が見出され、いずれの試料においても

Thaumarchaeota門AOAの方がNitrospinae門
NOB よりも高い割合をしめていた（図 2）。AOA
は解読された全塩基配列数の 0.5～8.5％を
占め、NOB は 0～1.1％を占めていた。23ºN 観
測線上の東から西に向かって AOA、NOB の存
在割合は増加傾向を示し、いずれの測点にお
いても、AOA と NOB の割合は SCM 下 10ｍ層で
最大、SCM 上 10m 層で最小となった。 
Thaumarchaeota 門 AOA と Nitrospinae 門
NOB が同所的に存在し、相対的に AOA の存在
割合が高いことは、他の海域の結果（Bristow 
et al., 2015; Tolar et al., 2013）と一致
しており、今回の調査海域におけるアンモニ
ア酸化過程においても、両細菌群が関与して
いることが示唆される。 
Thaumarchaeota 門 AOA と Nitrospinae 門
NOB の存在比（NOB/AOA）は 0～0.21 の範囲に
あり、各細菌群の変化パターンと同じく 23º
N の観測線上の東から西に向かって増加する
傾向が見られた。メキシコ湾の海水における
アンプリコンシーケンシングでNOB/AOA比が
平均 0.05 だったこと（Tolar et al., 2013）
と比較して、137ºE および 140ºE の値は顕著
に高く、これらの測点において NOB による亜
硝酸酸化が相対的に強化されていたと考え
られる。 
 

 

図 2. 北太平洋亜熱帯域（23ºN）の東西観測線上におけ
る亜表層クロロフィル極大層（SCM）とその 10ｍ上層
（SCM-10m）および 10ｍ下層（SCM+10ｍ）での Nitrospinae
門（亜硝酸酸化細菌系統群）と Thaumarchaeota 門（ア
ンモニア古細菌系統群）の遺伝子存在量ならびに両者の
遺伝子の存在比 



 
(3)プランクトン群集の窒素代謝に及ぼす鉄
と光の影響 
北太平洋亜熱帯域の東部（21ºN; 170ºW）
と西部（23ºN; 160ºE）における亜表層クロ
ロフィル極大層プランクトン群集を用いた
鉄添加培養実験では、両測点ともに鉄添加区
のクロロフィル濃度が鉄無添加区と比べて
高くなったことから、現場の植物プランクト
ン群集は鉄制限状態にあったと判断された。
但し、鉄無添加区においてもある程度のクロ
ロフィル濃度の増加が確認されたため、現場
の鉄濃度環境は植物プランクトンの増殖を
完全に抑制するほど強い欠乏状態になって
いなかったと思われる。 

 

 
図 3. 北太平洋亜熱帯域の東部（21ºN; 170ºW）と西部
（23ºN; 160ºE）での亜表層クロロフィル極大層プラン
クトン群集を用いた鉄添加培養実験における培養2日間
の硝酸塩と亜硝酸塩濃度の変化量 

 
図 4．北太平洋亜熱帯域の東部（21ºN; 170ºW）と西部
（23ºN; 160ºE）での亜表層クロロフィル極大層の微
生物群集に対するアンモニウム塩添加実験における 2
日間の無機窒素濃度の変化量 

 
亜硝酸塩極大とSCMが近接していた東の測
点では、鉄添加による硝酸塩の消費量の増加
が弱光区と強光区の両方で生じており、鉄供
給によって硝酸塩還元酵素の機能が回復し
たことを示唆している（図 3 左上）。亜硝酸
塩の動態については、鉄無添加+弱光区では
消費された硝酸塩とほぼ同量の亜硝酸塩が
海水中に蓄積していたのに対して、鉄添加に
よって亜硝酸塩の蓄積量が1/4程度にまで大

きく減少し、光量を強めることによっても蓄
積量は半分以下に減少した（図 3 右上）。こ
れらの結果は、鉄供給による亜硝酸塩還元酵
素の機能回復と、その反応系への光エネルギ
ー供給改善を意味する。また、微生物硝化を
調べるための窒素添加培養実験においては、
アンモニウム塩の添加による硝酸塩の増加
から微生物群集によるアンモニウム塩から
硝酸塩への酸化が起きていたことを確認し
たが、亜硝酸塩の蓄積は見られなかった（図
4左）。従って、鉄および光制限を受けていた
植物プランクトンからの亜硝酸塩放出が、亜
硝酸塩極大の主な形成要因となっていた可
能性が示された。 
一方、亜硝酸塩極大と SCM が離れていた西
の測点では、鉄無添加+弱光区で亜硝酸塩濃
度が僅かに増加したものの、いずれの実験区
においても硝酸塩および亜硝酸塩の消費傾
向が強く表れていた（図 3 下）。また、窒素
添加培養実験では、亜硝酸塩だけでなく硝酸
塩の蓄積も見られなかった（図 4 右）。これ
らの結果は、SCM 付近の植物プランクトン群
集が強い窒素制限状態にあり、東部海域と比
べて窒素代謝への鉄制限の影響が弱く不明
瞭になっていたことを示唆する。 
 
(4) 亜硝酸塩極大層の形成機構に関する仮
説の検証 
本研究で得られた結果から、北太平洋の亜
熱帯海域における亜硝酸塩極大層の形成機
構について、亜硝酸塩極大と SCM の位置関係
を２パターン（図 5）に分けて整理した。 

 

図 5．亜熱帯海域における亜表層クロロフィル極大（SCM）

と亜硝酸塩極大の位置関係を表す模式図 

 

亜硝酸塩極大とSCMが近接していた東部の
測点のような海域では、鉄供給により硝酸塩
の消費が増大するとともに、鉄供給および光
量の増加に伴い亜硝酸塩の蓄積が減少を示
したことなどから、鉄および光制限を受けて
いた植物プランクトンからの亜硝酸塩放出
が、亜硝酸塩極大の主な形成要因となってい
たことが示され、鉄制限の影響が弱光よりも
大きいと判断された。従って、鉄欠乏に伴う
植物プランクトンの硝酸塩代謝の阻害が亜
硝酸塩の細胞外放出を促し、亜硝酸塩極大の
形成に寄与しているとの仮説が検証された。 
一方、亜硝酸塩極大と SCM が離れていた西



部の測点のような海域では、SCM 付近の植物
プランクトン群集は強い窒素制限状態にあ
り、亜硝酸塩の蓄積は非常に少なくなってい
るとともに、植物プランクトンの窒素代謝へ
の鉄制限の影響が弱く不明瞭になると考え
られる。SCM と離れた下層に亜硝酸塩極大が
形成される要因としては、内部波で SCM の位
置が一時的に浅層に移動した可能性が高い
と推察されるが、微生物群の亜硝酸塩酸化活
性がアンモニア酸化活性と比べて弱くなっ
ているかどうかについて銅や亜鉛など鉄以
外の微量金属の複合影響も含めて今後確か
める必要がある。 
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