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研究成果の概要（和文）：外洋の亜表層において微量栄養素である鉄、銅、亜鉛の動態と光環境が、植物プラン
クトンからの亜硝酸塩の細胞外放出や、微生物群集による硝化作用に複合的な影響を及ぼし、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しているとの仮説の検証に取り組んだ。西部北太平洋の北緯20、30、
41度において、栄養塩、微量金属、植物プランクトン、微生物群集の詳細な鉛直分布を調べた結果、微生物群集
によるアンモニア酸化と亜硝酸酸化の不均衡が亜硝酸塩蓄積の主な要因になっていることが明らかになった。但
し、鉄欠乏ストレスを受けた植物プランクトンからの亜硝酸塩の放出もある程度寄与している可能性が考えられ
た。
　

研究成果の概要（英文）：This study was undertaken to test the hypothesis that iron, copper, and zinc
 dynamics and light environment have a combined effect on the extracellular release of nitrite from 
phytoplankton and nitrification by microbial communities in the open ocean sub-surface layer, 
thereby controlling the formation of the nitrite maximum layer. To this end, detailed vertical 
distributions of nutrients, trace metals, phytoplankton, and microbial communities were examined at 
20, 30, and 41°N in the western North Pacific. The results suggest that the imbalance between 
ammonia oxidation and nitrite oxidation by microbial communities is a major factor in nitrite 
accumulation in these waters. However, nitrite release from iron-deficiency stressed phytoplankton 
may also contribute to some extent. Consequently, it is suggested that micronutrients such as iron 
and the light environment play an important role in the sub-surface nitrogen cycle in the western 
North Pacific.

研究分野： 海洋生物地球化学

キーワード： 海洋生態　窒素循環　微量金属　植物プランクトン　硝化微生物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、亜硝酸塩極大層の形成要因を始めとする窒素循環機構について新たな知見が得られたことから、
有光層内の硝化作用を含めた海洋窒素循環の理解が前進した。今後、海洋亜表層における生物窒素代謝の変動メ
カニズムを適切に評価することで、海洋の新生産の見積もり値が更新されて、海洋における窒素収支のアンバラ
ンスに対して新たな解釈が与えられるものと考えられる。また、グローバルな物質循環・生態系モデルに本研究
で得られた成果を組み込むことによって、海洋の窒素および微量金属の循環過程と生物相互作用を精度良く再現
できるようになり、地球温暖化に伴う海洋生態系の応答・変化の予測にも貢献することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 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、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（Yool et al., 2007）。この微生物硝化の寄
与を評価する上で、海洋の亜表層（50～150 m）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。 
(2) 外洋の亜熱帯域において窒素循環の主要な中間生成物である亜硝酸塩の極大層が生じる要
因としては、微生物によるアンモニアの硝化作用と、植物プランクトンからの亜硝酸塩放出の二
つの機構が考えられる。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、微生物硝化にはこれらの元素が不可欠である。また、硝化細菌・古細菌は、グルー
プによって光阻害の感受性が異なることも指摘されている。一方、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
ランスが乱された結果、余剰の亜硝酸塩が細胞外に放出されることも関係している可能性が指
摘されている（Milligan and Harrison, 2000）。 
(3) 北太平洋亜熱帯の溶存鉄がほぼ枯渇した環境下では、硝酸塩躍層付近の亜鉛や銅の溶存濃
度が急激に減少することが、これまでの研究で確認されている。このため海洋亜表層では、微生
物群と植物プランクトンの間で鉄、銅、亜鉛といった微量栄養素に関する競合が起こり、その過
不足が上記の過程を含む窒素循環を支配している可能性は高いと考えられた。加えて、インド洋
や北極海での観測からは、現場の硝化微生物群集組成とその光感受性の違いが、亜硝酸塩極大層
の発達深度と密接に関わっていることを示すデータも得られている。本研究の対象となる西部
北太平洋では、鉄不足による生物活動の制限が厳しく硝酸塩濃度の高い亜寒帯域と、窒素供給が
生物生産や微量金属を支配している亜熱帯域という、微量金属の濃度環境と窒素循環の異なる
特徴的な海域が広がっており、両海域のデータの比較を通して、以下に示す 3 つの「学術的問
い」に取り組む上での格好のフィールドとなっていると考えた。 
① 海洋亜表層の亜硝酸塩極大層付近で、窒素循環に関与する微量金属元素の鉄、銅、亜鉛はど
のような分布を示し、その分布は亜硝酸塩極大の発達状況とどのような関係にあるのか？ 
② 亜硝酸塩極大層付近の植物プランクトン群集による亜硝酸塩の細胞外放出と、微生物群集に
よる硝化作用は、鉄、銅、亜鉛の供給や光量の強弱に対してどのような応答を示すのか？ 
③ 微量金属元素の鉛直的な濃度勾配の大きい北太平洋亜寒帯域と、勾配の比較的小さい北太平
洋亜熱帯域の間で、植物プランクトンおよび微生物の群集組成と、微量金属や光に対する応答特
性はどのような違いがあるのか？ 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、上記の 3つの「学術的問い」に答えるため、西部北太平洋の亜熱帯域と亜寒帯
域における海洋観測と船上実験を通して、微量栄養素である鉄、銅、亜鉛の動態と光環境が、植
物プランクトンからの亜硝酸塩の細胞外放出や、微生物群集による硝化作用に複合的な影響を
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しているとの仮説を検証
することを目的とした。 
(2) 亜硝酸塩極大層の形成を始めとする海洋亜表層の窒素循環の複合的な制御メカニズムに関
する仮設を検証するため、亜硝酸塩極大層付近の栄養塩・微量金属濃度分布と植物プランクト
ン・硝化微生物群集の対応関係を詳細に明らかにして、現場の植物プランクトンによる亜硝酸塩
放出と硝化微生物の活性や群集構造の微量金属濃度・光強度変化に対する応答を予測した。 
(3) 微量金属の濃度環境やプランクトン群集組成が異なる西部北太平洋の亜熱帯域と亜寒帯域
での観測結果を対比させることにより、各海域における各種微量金属の役割と窒素循環を支配
する生物プロセスの評価を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 上記の課題に取り組むため、微量金属と亜硝酸塩などの鉛直分布の高分解能観測、植物プラ
ンクトンおよび硝化微生物の群集組成の把握を中心に、調査船を用いたフィールド研究を進め
た。2022 年 7-8 月に実施された学術研究船「白鳳丸」KH-22-7 次研究航海において、西部北太平
洋の東経 155 度北緯 20 度および 30 度と、東経 150 度北緯 41 度の 3つの定点において観測を行
った。船体などからの微量金属による汚染を受けないクリーン採水システムを用いて、亜表層栄
養塩躍層付近での高分解能採水を実施し、微量金属元素、栄養塩、微生物群集の遺伝子解析用試
料を採取した。 
(2) 海水中の微量金属元素（Fe, Cu, Zn)の溶存濃度は、船上クリーンブース内での加圧ろ過に
よりろ液試料を得て、酸性条件下で保存して陸上実験室に持ち帰り、キレート樹脂自動濃縮装置
付きの高分解能 ICP 質量分析計で測定した（Lagerström et al., 2013）。栄養塩濃度は、凍結保
存して陸上実験室に持ち帰った海水試料について、オートアナライザーを用いて標準の比色法



により測定した。植物プランクトンのクロロフィル a濃度は、CTD に付属のクロロフィル蛍光セ
ンサーで測定した。硝化古細菌・細菌群集の遺伝子解析は、2 L の海水試料から孔径 0.22 μm
フィルターでろ過捕集した微生物サンプルを用いて、アンモニアモノオキシゲナーゼサブユニ
ット A（amoA）の DNA および RNA の定量 PCR アッセイにより行った（Shiozaki et al., 2016）。
アンモニア酸化古細菌（AOA）は、amoA 遺伝子の塩基配列に基づいて、shallow clade (water 
column cluster A および Nitrosopumilus maritimus-like cluster)と deep clade (water 
column cluster B)に分類した。アンモニア酸化細菌（AOB）については、Betaproteobacteria を
対象に調べた。 
(3) 上記の西部北太平洋におけるフィールド研究で得られるデータと比較するため、黒潮周辺
海域の亜表層における栄養塩、クロロフィル a、硝化細菌・古細菌群集組成の鉛直分布を調べる
とともに、北極海の陸棚域と海盆域における尿素のシンクについての調査を実施した。また、ア
ンモニア酸化生物の多様性を網羅的に調べる手法として、ターゲットキャプチャー法を用いた
amoA 遺伝子配列解析法の開発に取り組み、ライブラリからの amoA 遺伝子の濃縮に使用するプロ
ーブやプライマーバイアス等について検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 西部北太平洋の亜硝酸塩極大層付近における生物・化学的な鉛直構造の特性 
西部北太平洋（東経 150～155 度）における北緯 20、30、41 度の 3測点における亜硝酸塩極大層
は、それぞれ深度 135 m、105 m、41 m に認められ、緯度が高くなるにつれて浅くなる傾向を示
すとともに、北緯 41 度の亜硝酸塩極大の濃度は北緯 20 度と比べて 4 倍程度高くなっていた（図
1）。これらの亜硝酸塩極大層の位置は、亜表層クロロフィル極大層よりも 11-17 m ほど深くなっ
ており、北緯 41 度の測点を除いて、亜硝酸塩極大層付近のクロロフィル a 濃度が低かったこと
から、亜硝酸塩極大の形成に対する植物プランクトン由来の亜硝酸塩の寄与は比較的小さいと
考えられた。 

 
図１ 西部北太平洋の北緯 20、30、41 度における亜硝酸塩極大層付近の亜硝酸塩、クロロフィル а、硝酸塩の鉛
直分布。黄色の破線は亜硝酸塩極大層を示す。 

 

図２ 西部北太平洋の北緯 20、30、41 度における亜硝酸塩極大層付近のアンモニア酸化古細菌（Shallow clade お
よび Deep clade）とアンモニア酸化細菌（Betaproteobacteria）の DNA 量の鉛直分布。黄色の破線は亜硝酸塩極
大層を示す。 
 
硝化微生物のうち、アンモニア酸化古細菌（AOA）の Shallow clade は、調査した亜表層の全層
に出現し、亜硝酸塩極大層に向かって深度が深くなるにつれて存在量が多くなる傾向を示し、亜
硝酸塩極大層以深ではほぼ一定となった（図 2）。Deep clade は、亜硝酸塩極大層よりも深い層
で存在量が多くなったが、Shallow clade と比べて全層で少なかった。これらの分布傾向は、過
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去にインド洋で観測された結果（Sato et al., 2022）と類似していた。亜硝酸塩極大層におい
ては、検出されたアンモニア酸化微生物群集の DNA 量全体に占める Shallow clade の割合が 96
～100％となり、亜表層における亜硝酸塩の主要な生産者としての重要性が確認された。一方、
アンモニア酸化細菌（AOB）の Betaproteobacteria については、北緯 20 度と 30 度の測点でほと
んど検出されなかったのに対して、北緯 41 度の測点において Deep clade と同程度の存在量で
出現し、亜熱帯海域と亜寒帯海域で硝化に関わる微生物群集の組成が異なることが明らかにな
った。 

 
図３ 西部北太平洋の北緯 20、30、41 度における亜硝酸塩極大層付近の鉄、銅、亜鉛の溶存濃度の鉛直分布。
黄色の破線は亜硝酸塩極大層を示す。 
 
微量金属元素（Fe, Cu, Zn)の溶存濃度の鉛直分布に関しては、いずれの測点でも亜硝酸塩極大
層付近において鉄が 0.1 nM 以下の低濃度になっていた（図 3）。一方、銅と亜鉛については、そ
れぞれ約 0.2 nM 以上、約 0.5 nM 以上の値を示し、高緯度の測点ほど濃度が高くなる傾向が見
られた。従って、亜硝酸塩極大層付近の植物プランクトン群集は弱光に加えて鉄不足によるスト
レスを受けていた可能性が高く、植物プランクトン細胞からの亜硝酸塩の放出もある程度起き
ていたと推察される。それに対して、硝化微生物のアンモニア酸化酵素に必要な銅と亜鉛は現場
海水中に十分に存在していたものと考えられる。これらの結果から、西部北太平洋の亜表層にお
いて、主にアンモニア酸化古細菌（Shallow clade）の硝化作用によって生産される亜硝酸塩が
蓄積して亜硝酸塩極大層が形成されていると考えられるものの、植物プランクトンが関与する
窒素循環に関しては微量栄養素である鉄の不足と光環境が重要な役割を果たしていることが示
唆された。 
(2) 黒潮周辺海域および北極海の亜表層における窒素循環 
奄美大島北西の黒潮周辺海域において硝酸塩極大層は深度 104 m に出現し、亜表層クロロフィ
ル極大より約 14m 深くなっていたが、比較的クロロフィル濃度の高い層に位置しており、表層で
枯渇していた硝酸塩濃度が増加し始める深度とほぼ一致していた。また、硝化微生物としてはア
ンモニア酸化古細菌（Shallow clade）の存在が確認されたが、上記の西部北太平洋の結果と比
べて DNA 量が一桁程度低かった。そのため、この海域では硝酸塩を取り込んだ植物プランクトン
細胞からの亜硝酸塩の放出フラックスが比較的大きいと推察される。 
溶存有機態窒素として窒素循環に関与する尿素を対象に、北極海の陸棚域と海盆域における尿
素のシンクについて調査を実施した。尿素濃度は、陸棚域では海底付近で高くなる傾向がみられ
たのに対して、海盆域では水柱内ではほとんど検出されないことを見出した。また、尿素の取り
込み速度は有光層上部で高く、下部で低くなったのに対して、尿素酸化は有光層上部で低く、下
部で高くなった。これらの結果から、尿素シンクが 2層のシステムによって成り立っていると考
えられる。 
(3) ターゲットキャプチャー法を用いたアンモニア酸化生物の多様性解析法の開発 
アンモニア酸化は硝化における最初のステップであり、硝化を制御する反応として特に注目さ
れている。アンモニア酸化生物は全てアンモニアモノオキシゲナーゼ(amoA)遺伝子を持つ。その
ため、その配列を調べることでアンモニア酸化生物の分布や多様性が調べられている。amoA 遺
伝子のアンプリコン解析はその多様性を調べるために広く用いられている方法であるが、古細
菌と細菌にまたがる普遍的なプライマーセットが存在しないためアンモニア酸化生物全てを網
羅することができない問題があった。この代替的な手法としてショットガンメタゲノム解析や
メタトランスクリプトーム解析があるが、標的遺伝子の濃度が環境 DNA 中において一般に非常
に低いため、網羅的なアンモニア酸化生物群集解析をするにはシーケンス深度を深める必要が
あり、多くのサンプルについて調べるには現実的な方法ではない。本研究ではターゲットキャプ
チャー法を用いた amoA 遺伝子配列解析法の開発を行った。本研究において開発した手法によっ
て、これまで広く使われていた手法の問題点が明らかになると共に、本手法の有効性が確かめら
れた。すなわち、これまで amoA 遺伝子解析で最もよく使われているプライマーセット Arch-
amoAF/R（Francis et al., 2005）は顕著な PCR バイアスがあり、古細菌の群集組成を適切に復
元することができないことが示された。また本手法はメタオミクスシーケンス解析よりも多様

20ºN, 155ºE 30ºN, 155ºE 41ºN, 150ºE 



な amoA 配列を復元することができた。本手法を広く応用することで、アンモニア酸化生物の分
布と多様性の理解がさらに深化すると考えられる。加えて、本研究では海洋の硝化のデータベー
ス作りに貢献した。このような海洋硝化のデータベースが作られたのは初めてである。データベ
ースは全球スケールであり、2393 点のアンモニア酸化速度と 1006 点の亜硝酸酸化速度、2242 点
のアンモニア酸化生物と 631 点の亜硝酸酸化生物の現存量のデータを含む。これによって、硝化
の光制限が全球で一様ではないことが示された。またインド洋のような硝化研究がほとんど進
んでいない海域も明らかとなった。 
(4) 得られた成果のまとめと今後の展望 
西部北太平洋の亜熱帯から亜寒帯域海域において、窒素循環に関わる環境パラメーターの高分
解能観測を行い、亜硝酸塩極大層の形成過程と微量栄養素である鉄、銅、亜鉛との関わりについ
ての仮説検証に取り組んだ。その結果、亜硝酸塩極大層の形成に関しては、比較的豊富に存在す
る溶存銅と亜鉛に支えられたアンモニア酸化古細菌を主体とする硝化微生物群集によるアンモ
ニア酸化と亜硝酸酸化の不均衡が主な要因となっていることが明らかになった。一方、有光層底
部の植物プランクトン群集は、鉄欠乏と弱光によるストレスを受けており、細胞内に取り込んだ
硝酸塩を亜硝酸塩に還元して細胞外に放出することで、亜表層における亜硝酸塩の蓄積にある
程度寄与していることが示唆された。このように西部北太平洋の亜表層では、硝化微生物群集と
植物プランクトン群集による窒素代謝に微量栄養素が重要な役割を果たしており、微量栄養素
の動態に応じて変動する両生物群集の活性が現場の窒素循環に複合的な影響を及ぼしているも
のと考えられた。今後は、本研究成果を踏まえて海洋亜表層における生物窒素代謝の変動メカニ
ズムを適切に評価することで、海洋の新生産に関する新たな見積もりが得られ、海洋における窒
素収支のアンバランスに対して新たな解釈が提示されるものと予想される。また、グローバルな
物質循環・生態系モデルに、本研究で明らかになった海洋亜表層における微量栄養素の作用を反
映させることによって、海洋全体の窒素および微量金属の循環過程と生物相互作用を精度良く
再現できるようになり、地球温暖化に伴う海洋生態系の応答・変化の予測にも貢献することが期
待される。 
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