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研究成果の概要（和文）：ダム湖の有光層においてChl-aの増加に伴い、ヒドロキシルアミン（NH2OH）が蓄積す
るという興味深い現象を発見した。そこで、藍藻によるNH2OH産生の有無を調べるため、ダム湖から分離された
Dolichospermum crassumの単一無菌培養株を用い、培養実験による検討を行ったところ、NH2OHの明らかな増加
が確認された。この結果は、夏季に有光層で検出されたNH2OHが藍藻によって生成されたことを示唆する。我々
の知る限り、NH2OHが植物プランクトンの窒素代謝によって生成されるという報告はなく、これは植物プランク
トンに由来するNH2OHの生成を裏付ける最初の観測である。

研究成果の概要（英文）：We have discovered an interesting phenomenon in which hydroxylamine (NH2OH) 
accumulates in high concentrations as Chl-a (a phytoplankton index) increases in the euphotic zone 
of a dam lake (reservoir). Furthermore, to investigate the presence or absence of NH2OH production 
by phytoplankton, a sterile culture strain of cyanobacteria (Dolichospermum crassum) isolated from 
the reservoir was used, and a culture experiment was conducted. As a result, a clear increase in 
NH2OH was confirmed, and the production and release of NH2OH by the cyanobacteria Dolicospermum 
crassum was clarified. This result suggests that NH2OH detected in the euphotic zone during the 
summer cyanobacteria outbreak was produced and released by the cyanobacteria. To our knowledge, 
there are no reports that NH2OH is produced and released by nitrogen metabolism in phytoplankton, 
which is probably the first observation to support the production of NH2OH derived from 
phytoplankton.

研究分野： 環境化学，環境分析化学，生物地球化学

キーワード： ヒドロキシルアミン　ラン藻類　Dolichospermum crassum　有光層　窒素代謝　単一無菌培養
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研究成果の学術的意義や社会的意義
藍藻によるNH2OH産生の有無を調べるため、ダム湖から分離されたDolichospermum crassumの単一無菌培養株を
用い、培養実験による検討を行ったところ、NH2OHの明らかな増加が確認された。我々が検索した限りでは、
NH2OHの生成に対する植物プランクトンの関与を示す報告は国内外を問わず見当たらない（世界初の可能性あ
り）。本研究成果は、植物プランクトンには未知の窒素代謝プロセスが存在することを意味するものであり、本
研究テーマは、学術体系の見直しを含む新たな発展性を有する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１． 研究開始当初の背景 

 ヒドロキシルアミン (NH2OH) は、バクテリアによる窒素サイクルにおいて、硝化プロセ

ス及び硝酸還元プロセスの中間体として生成することが知られ、さらに近年、新たな窒素

除去プロセスであるAnammox 反応の中間体としても生成されることが見出されている。こ

のように、NH2OHは微生物代謝に係る重要化学種であるが、最近、我々は、フィールド調査

により、植物プランクトンがNH2OHを生成・放出していることを示唆する結果を得た。本結

果は、植物プランクトンには未知の窒素代謝プロセスが存在することを意味するが、我々

が検索した限りでは、NH2OHに対する植物プランクトンの関与を示す報告は国内外を問わず

見当たらない（世界初の可能性あり）。したがって、本研究テーマは、学術的に重要かつ

新たな発展性を有する可能性がある。 
 
２． 研究の目的 

 本研究では、植物プランクトンの未知の窒素代謝プロセス、すなわち植物プランクトン

によるNH2OHの生成能の有無の解明に資する基礎データの取得を目的とする。 
 
３． 研究の方法 

3-1. 調査水域 

現地調査は三瓶ダム（北緯 35度 10 分 19 秒、東経 132 度 33 分 31 秒）で月 1回実施した。

三瓶ダムは、島根県三瓶川の中央に位置し、治水、河川環境保全、水道水供給などに利用さ

れる多目的ダムである。このダム湖は、富栄養化が進み、藍藻の発生が毎年確認されるとと

もに、深水層では、夏季からから秋季にかけて無酸素状態を呈する。 

3-2. サンプリング 

NH2OH の分析用サンプルは、北原式採水器で湖水試料を採取し、ガラスバイアル（70 mL）

に移した。次に、1.0 mL の緩衝液と 1.0 mL の塩化第二鉄溶液（105 mmol L-1）を添加して、

生成した N2O の分析を介して NH2OH 濃度を定量した。なお、湖水サンプルに元々含まれる N2O

の分析では、生物活性を止めるためにホルムアルデヒド（1.0％最終濃度）を添加し測定し

た。これらの前処理操作は現場で実施し、そのサンプルを実験室に持ち帰り分析に供した。 

NH4＋、NO2－、および NO3－の分析用サンプルは、プラスチックボトルに収集して実験室に持

ち帰り、ガラスフィルター（Whatman GF/C、粒子ろ過サイズ 1.2 µm）を使用してろ過した。

これらの分析はろ過直後に行った。Chl-a の分析用には、そのフィルター上の懸濁物を使用

した。現場の水温、溶存酸素（DO）、酸化還元電位（ORP）、濁度、および pHは、水質モニタ

ー（Hydrolab HL7）を使用してオンサイトで測定した。 

3-3. 化学分析  

N2O の検出には、電子捕獲型検出器（ECD）を備えた島津 GC-14B タイプのガスクロマトグ

ラフを使用した。Unibeads C（メッシュ 60/80、GL Sciences）を充填したステンレス鋼カ

ラム（長さ 2.0 m、内径 2.6 mm）を 130℃のオーブン温度で使用した。インジェクターと検

出器（ECD）の温度はそれぞれ 200℃と 300℃とした。キャリアーガスには 99.99995％グレ



ードの N2ガスを使用し 50 mL min-1の流速で流した。サンプル中の水蒸気は、Unibeads C カ

ラムに入る前に、CaSO4が充填されたシーケンシャルプレカラムでトラップした（Senga et 

al. 2006 1））。液相中の N2O 濃度は、Weiss and Price の式（Weiss and Price 1980 2））を

使用して計算した。 なお、NH2OH の定量化には、本研究では次亜塩素酸塩酸化法（Seike et 

al. 2004 3）; Kato et al. 2017 4)）の代わりに、本研究により新規に開発した Fe(III) 

酸化法（Hikino et al. 2021 5））を使用した。これは、植物プランクトン由来の有機物を

多く含むサンプルの場合、次亜塩素酸塩酸化法が NH2OH の検出値を過小評価する可能性があ

るためである。 

NH4＋は、インドフェノール法（Sagi 1966 6））を使用して分析した。NO2－および NO3－は、

Bendschneider and Robinson (1952) 7)および Wood et al. (1967) 8)の方法をそれぞれ使

用して分析した。Chl-a は、SCOR-UNESCO (1966) 9)の方法を使用して分析した。各溶液の pH

は HoribaF-23pH メーターで測定した。NH4＋、NO2－および NO3－の測定には、島津 UV-1800 を

使用した。 

3-4. 藍藻の単一無菌培養株の調製  

使用した藍藻（シアノバクテリア）の単一の藻類培養株（Dolichospermum crassum）は、

2017 年 6 月 22 日に三瓶ダムから採取・分離し無菌化した。この実験室培養には CA 培地

（Ichimura and Watanabe 1974 10））を使用した。300 mL 三角フラスコ中の CA 培地 250 mL

をオートクレーブ滅菌（121℃、20分）した。滅菌した CA に 10 mL の培養株を添加し、卓

上人工気象装置（NK システム、LH-60FL12-DT）を使用して、12：12 の明暗サイクル（1300

〜1350 lx）および 20℃で前培養した。この培養株は、滅菌パスツールピペット（Godo et 

al. 2017 11）; Hayashi et al. 2019 12)）を使用したピペット洗浄法（Pringsheim 1946 13））

により、滅菌土壌抽出液を添加した CA培地で毛状突起を 6回洗浄することによって調製し

た。培養後、DNA を臭化エチジウムで染色することにより無菌化を確認した（Someya et 

al.1995 14））。この単一無菌培養株を本培養に供した。 
 

４． 研究成果  

4-1. 三瓶ダムにおける窒素化学種と Chl-a の鉛直分布  

2019 年 7 月 30 日と 9 月 25 日の三瓶ダムにおける窒素化学種と Chl-a の鉛直分布を図 1

に示す。ダム湖の水位は年間を通じて変化するため、深度は、表層からの深さではなく、標

高（Elevation）で示している。NH2OH は表層水中に高濃度で検出され、2019 年 7月 30 日と

9月 25 日の値は、それぞれ 6.7〜8.0 µgN L-1および 5.2〜6.2 µgN L-1であった。一般に、

NH2OH は硝化、硝酸還元、およびアナモックス反応の中間体として生成されることが知られ

ている。しかしながら、表層では、硝化反応が光阻害され、硝酸還元反応やアナモックス反

応が酸素阻害されるため、それらに起因する NH2OH の発生は考え難い。7 月 30 日と 9 月 25

日に Chl-a がそれぞれ 20.5〜21.9 µg L-1と 38.0〜45.3 µg L-1のとき、特に植物プランク

トン生産層で高濃度の NH2OH が検出された。この結果は、表層での NH2OH の形成が、硝化、

硝酸塩還元、またはアナモックス反応ではなく、植物プランクトンに由来する可能性が高い



ことを示唆する。 
 

 
Fig.1 Vertical distributions of water temperature (WT -△-), nitrogen species（NH2OH ●; NH4+ □; NO2― ■; 
 NO3― ▨）, and Chl-a（-□-）in Sanbe Reservoir on July 30 (A1, A2) and September 25 (B1, B2) in 2019. 
 

4-2. 三瓶ダムに生息する植物プランクトン種 

 三瓶ダムに生息する植物プランクトンの種類は、2019 年 6 月から 10 月の現地調査で確

認した。その結果、藍藻類：Microcystis sp.、Pseudanabaena sp.、Dolichospermum crassum、

Dolichospermum planctonicum、Aphnizomenon cf. flos-quae; 珪藻類：Cyclotella sp.、

Aulacoseira granularata、Asterionella formosa、Fragilaria crotonensis; 緑藻類：

Volvox aureus が確認された。 

4-3. 実験室培養実験による藍藻の NH2OH 生成能の確認  

藍藻の NH2OH を生成する能力は、三瓶ダムで収集、分離された淡水性 Dolichospermum 

crassum の単一無菌培養株を使用し、生成された NH2OH を測定して調べた。その結果、7 日

目から 15日目まで NH2OH の有意な増加が確認された（図 2）。対照的に、コントロールの系

では NH2OH の増加は確認されず、ほぼ 0 µgN L-1のままであった。培養期間中は無菌状態を

維持し、Dolichospermum crassum を添加した系でのみ NH2OH の増加が確認された。これに

より、NH2OH の増加は、硝化、硝酸還元、アナモックス反応ではなく、藍藻 Dolichospermum 

crassum によるものであることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 Culture experiment of Dolichospermum crassum (cyanobacteria) and control. 

Chl-a: ■ Dolichospermum crassum, □ control. 
NH2OH: ● Dolichospermum crassum, 〇 control. 
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結 論  

現地調査の結果、ダム湖の表水層に高濃度の NH2OH と Chl-a が同時に観測された。さら

に、NH2OHが高濃度で検出されたときに出現する植物プランクトンの種を同定するとともに、

分離されたシアノバクテリア Dolichospermum crassum の培養株の無菌化にも成功した。こ

れにより、培養実験においてシアノバクテリアによる NH2OH 産生能の有無を調べることがで

きた。NH2OH レベルの明らかな増加は、この単一無菌培養株を使用した培養実験の日変化に

よって確認でき、シアノバクテリア Dolichospermum crassum による NH2OH の生成と放出が

明らかになった。この結果は、夏季に表水層で検出された NH2OH が藍藻由来であることを示

すと共に、植物プランクトンによる未知の窒素代謝過程の存在を示唆する。 

しかしながら、本研究では、植物プランクトンのうち藍藻 1 種のみによる検証にとどま

り、珪藻類や緑藻類については、単一培養株の無菌化を果たせず、検証を行うまでには至ら

なかった。今後、珪藻類や緑藻類についても同様な検証が必要である。 
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