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研究成果の概要（和文）：ヒ酸塩およびリン酸塩の高感度分析法を確立し、太平洋亜熱帯域においてそれらの動態を調
査した。西部北太平洋亜熱帯域では他の海域に比べてリン酸塩が枯渇しており、ヒ酸塩:リン酸塩比が顕著に高かった
。西部北太平洋亜熱帯域ではヒ酸塩が微生物群集の増殖に影響を及ぼしている可能性が推察されたが、ヒ酸塩添加培養
実験ではヒ素同化、有機物生産量、微生物群集組成に明確な変化はみられず、群集はヒ酸塩に対して強い耐性を持つこ
とおよびヒ酸塩を利用して増殖するわけではないことが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：Dynamics of trace arsenate and phosphate in the subtropical Pacific Ocean were 
investigated using a highly sensitive spectrophotometry. Concentration ratios of arsenate to phosphate 
were significantly higher in the phosphate-depleted western subtropical North Pacific than the other 
subtropical regions, suggesting that arsenate influences on the growth of microorganisms in the western 
subtropical North Pacific. However, arsenate-enrichment incubation experiments in the western subtropical 
North Pacific revealed that arsenate addition did not induce significant variations in its assimilation, 
organic matter production, and community structure. This result implies that microorganisms in the 
phosphate-depleted marine environments have a high tolerance for the arsenate as a toxic substance and 
their growth is not particularly supported by the arsenate as an alternative of phosphate.

研究分野：生物地球化学
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１．研究開始当初の背景 
周期表上ではヒ素はリンと同族であり、両
元素は物理化学的に類似した性質を有する。
生体内での両元素の挙動に着目すると、リン
は ATPや核酸など重要な働きを担う化合物
中に存在し、生物にとって必須の元素である
が、ヒ素はリンとは区別されずに代謝経路に
組み込まれ、生物に対して強い毒性を示すこ
とが多い。ヒ素の毒性については、殺人事件
や環境公害など、社会問題としてしばしば取
り上げられている。環境中のヒ素に関する研
究は、その毒性と生体への影響に着目したも
のが多く、対象フィールドは生活圏に集中し
ている。水圏環境においても、大都市周辺の
水質や水産物におけるヒ素の動態に関して
多くの知見が蓄積されている (Neff, 1997)。 
生体への影響を考慮するとヒ素の毒性に
ついて理解を深めることは必然である。一方
で今世紀に入ってから、微生物によるヒ素の
解毒・耐性機構やヒ素の酸化還元反応から生
じるエネルギーを利用した呼吸・化学合成が
広く認識されるようになってきた (Oremland 
and Stolz, 2003)。近年では、米国の塩湖「Mono 
Lake」近くの温泉において嫌気的環境下に生
息する微生物群集がヒ素の酸化から生じる
エネルギーを利用して光合成することが確
認されている (Kulp et al., 2008)。また、極最
近になって、Mono Lakeで採取されたバクテ
リアがリン酸塩枯渇環境下においてヒ酸塩
を同化して増殖すること、DNAなどの細胞内
主要画分にリンの代わりにヒ素が組み込ま
れることが報告された (Wolfe-Simon et al., 
2011)。この成果は、ヒ素の毒性に関する常識
を根底から覆すと共に「宇宙での生命探査に
新たな視点」などと報道され、強烈なインパ
クトをもたらしたが、発表後、実験的証拠が
不十分との意見も出され、論争となっている 
(e.g. Csabai and Szathmáry, 2011)。 
ヒ素が地球上の多様な生物群集に対して
どのように作用するのか。また、ヒ素を資源
とする生物活動は地球上の物質循環にどの
ような影響を及ぼすのか。こういった疑問に
対して着実に答えをだすことが次のステッ
プとして求められている。ヒ素を同化する微
生物はリン酸塩が枯渇した水圏環境におい
て見出されたが、地球上にはリン酸塩が極度
に枯渇した水圏環境が他にも存在する。申請
者は、ナノモル (nM=10-9 mol L-1) レベルオー
ダーでの検出が可能な高感度吸光光度分析
法を用いた観測により、西部北太平洋の亜熱
帯外洋域における表層のリン酸塩濃度が、水
平距離 2000 km以上の領域で周年 10 nM以下
に枯渇していることを見出した (Hashihama 
et al., 2009)。一般に海洋において亜熱帯外洋
域表層は、リン酸塩や硝酸塩などの栄養塩濃
度が 100 nM以下の貧栄養海域として特徴付
けられるが、その中でも西部北太平洋はリン
酸塩濃度が最も低い領域であることが明ら
かとなった。 
西部北太平洋のリン酸塩大規模枯渇域で

はリンが周年有機物生産を律速していると
考えられる。一方、この領域を対象とした炭
酸系の研究では、全炭酸濃度が夏季に低く、
冬季に高くなる明瞭な季節変化を示し、夏季
の全炭酸低下は正味の有機物生産に起因す
ることが指摘されている (Ishii et al., 2001)。
リン酸塩枯渇域において活発な生物活動が
あるとすると、リンに代わる何らかの物質が
栄養源となっている可能性が考えられる。亜
熱帯外洋域におけるヒ素の動態に関する知
見は少ないが、夏季の北太平洋における高感
度分析法 (水素化発生法) を用いた研究では、
溶存する主要なヒ素化合物はヒ酸塩であり、
その濃度は表層で 15 nM程度存在し、深くな
るにつれて増加する、いわゆる「生物活動に
依存した栄養塩型鉛直分布」を示すことが報
告されている (Cutter and Cutter, 2006)。しか
しながら、西部北太平洋に広がるリン酸塩枯
渇域においてはヒ酸塩濃度の詳細な時空間
分布をはじめ、微生物によるヒ素利用能につ
いてはほとんどわかっていないのが現状で
ある。 
 
２．研究の目的 
海水中のヒ酸塩とリン酸塩を簡便に同時
計測する吸光光度分析法は古くから知られ
ている (Johnson, 1971)。しかし、この手法で
は、亜熱帯外洋域表層のヒ酸塩およびリン酸
塩の濃度は検出限界 (ca. 100 nM) 以下とな
る。リン酸塩枯渇域におけるヒ酸塩の動態を
明らかにするためには、この手法の高感度化
および高感度分析法を導入した現場観測の
実施がカギとなる。また、現場観測では微生
物によるヒ素利用能を調べるためのバイオ
アッセイも重要となる。本研究では、以下の
項目を目的とした。 
a. ヒ酸塩とリン酸塩を高感度で同時計測す
るための吸光光度分析法を確立する。 
b. 西部北太平洋のリン酸塩枯渇域を主な対
象海域として高感度同時分析法を導入した
観測を実施し、ヒ酸塩の時空間分布およびそ
れらとリン酸塩を含む環境要因との関係を
明らかにする。 
c. リン酸塩枯渇域において採取した海水試
料にヒ酸塩を添加する培養実験を実施し、微
生物群集の増殖応答および細胞内主要画分
へのヒ素蓄積の有無について明らかにする。 
d. 現場観測より得られるヒ酸塩の濃度分布
および同化速度の季節変化に着目した解析
を行い、正味の有機物生産を支える栄養源と
してのヒ素の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 高感度分析法に関する検討 
ヒ酸塩およびリン酸塩の高感度吸光光度
分析には、1 mの長光路長キャピラリーセル 
(LWCC) を組み込んだ連続フロー分析シス
テムを用いた (Hashihama et al., 2009)。ヒ酸塩
の高感度分析には、通常のリン酸塩測定のモ
リブデンブルー法に、発色温度 37oC、反応時



間 90分の条件を加え、還元試薬の添加の有
無による吸光度の差から濃度を求める方法 
(Johnson, 1971) を採用した。本法は LWCCを
用いることで高感度化を試みているが、高感
度故に還元試薬自体が吸光度に影響を及ぼ
す可能性が考えられる。このため、海水試料
に還元試薬を原法にならって 10:1の割合 
(v:v) で加えた試料と、その 2倍の量を加えた
試料の吸光度を比較した。試料保存について
も検討した。西部北太平洋で採取した試料に
関して、採取後直ちに船上分析して得られた
濃度と 172日間凍結保存した後に陸上研究室
で分析して得られた濃度とを比較した。また、
東部南太平洋の同一測点、同一深度で試料を
複数本採取し、分析することで本法の繰り返
し精度を調べた。 
ヒ酸塩とリン酸塩の高感度吸光光度分析
法を、粒状ヒ素および粒状リンの分析にも応
用した。粒状ヒ素および粒状リンは、高圧加
熱分解法 (Suzumura, 2008) によりヒ酸塩お
よびリン酸塩に分解した後、高感度吸光光度
分析により定量した。粒状ヒ素の高圧加熱分
解についてはこれまで例がなかったため、有
機ヒ素化合物であるメチルアルソン酸およ
びジメチルアルシン酸を用いた分解効率の
検討を行った。また、粒状物を集める際に用
いたグラスファイバーフィルターが高感度
分析で得られる吸光度に及ぼす影響につい
ても調べた。 
 
(2) 太平洋亜熱帯域における観測 
東京海洋大学｢神鷹丸｣の第 83次航海およ
び JAMSTEC「白鳳丸」のKH-11-10、KH-12-3、
KH-13-7、KH-14-3次航海に乗船し、太平洋
亜熱帯域において観測を行った。ヒ酸塩およ
びリン酸塩の試料は CTDに取り付けたニス
キン X採水器によって深度 200 以浅の水柱
から採取した。同航海では深度 10 mから採
取した試水を用いてヒ酸塩およびリン酸塩
の添加培養実験も行った。試水は 2.4 Lポリ
カーボネートボトルに分注し、コントロール
区、100 nMヒ酸塩添加区、100 nMリン酸塩
添加区をそれぞれ 3本ずつ用意した。各試験
区のボトルは、70%減光した表面海水かけ流
し式甲板水槽内において 96時間培養した。
培養期間中、各試験区のボトルからヒ酸塩、
リン酸塩、溶存有機態リン (DOP)、粒状ヒ素、
粒状リン、クロロフィル a (Chl a)、微生物群
集組成の試料を採取した。また、同様な培養
実験系で、コントロール区と濃度の異なるヒ
酸塩およびリン酸塩添加区を用意し (10, 50, 
100 nM)、それぞれに 13Cトレーサーを加えて
24時間培養した後、有機物生産量の試料を採
取した。 
ヒ酸塩およびリン酸塩濃度は、高感度吸光
光度分析法により計測した。DOP、粒状ヒ素
および粒状リン濃度は高圧加熱分解 (Hansen 
and Koroleff, 1999; Suzumura, 2008) と高感度
吸光光度分析を組み合わせた方法により求
めた。Chl a 濃度は DMF抽出による蛍光法に

よって求めた (Suzuki and Ishimaru, 1990)。微
生物群集組成はフローサイトメトリーで解
析し、Prochlorococcus、Synechococcus、ピコ・
ナノ真核植物プランクトン、ナノシアノバク
テリア、バクテリアの細胞密度を求めた 
(Marie et al., 1997, 1999; Sato et al., 2010)。有機
物生産量は、安定同位体質量分析計を用いて
試料中の炭素安定同位体比を計測して求め
た (Hama et al., 1983)。 
 
４．研究成果 
(1) 高感度分析法の確立 
 LWCCを組み込んだヒ酸塩とリン酸塩の高
感度吸光光度分析法の検出限界はそれぞれ 3 
nMおよび 6 nMであり、両者の検量線は
0~1000 nMの範囲で直線性が確認され、高い
相関を示した (r2>0.9998)。還元試薬の影響に
ついては、還元試薬を 10:1の割合で添加した
試料と、2倍量添加した試料では吸光度に
0.006程度の差がみられた (t-test, p<0.001, 
n=4)。これは還元試薬にリン酸塩が含まれて
いる、もしくは還元試薬自体が吸光度を上昇
させるためと考えられる。この結果から還元
試薬を添加した試料から還元試薬による吸
光度の上昇分を差し引く必要があることが
わかった。試料保存については、ヒ酸塩とリ
ン酸塩の両方に関して、未凍結試料と凍結試
料の間に有意な差は見られなかった (t-test, 
p>0.05, n=5)。このことから、長期間の試料の
保存には凍結保存が有効であるとわかった。
東部南太平洋から得られた試料に関する分
析の繰り返し精度は、ヒ酸塩、リン酸塩それ
ぞれについて変動係数<13.6%、<1.4%であり、
現場濃度を十分に測定可能であることが明
らかとなった。 
 高圧加熱分解処理による有機ヒ素化合物
の分解効率は>90%であり、ほぼ完全に分解さ
れることが確認された。また、フィルター由
来の吸光度の有意な上昇は認められなかっ
たため (t-test, p>0.05, n=3)、フィルターが高
感度吸光光度分析に与える影響は無視でき
ることがわかった。 
 
(2) ヒ酸塩・リン酸塩の空間分布 
観測海域の大部分におけるリン酸塩およ
びヒ酸塩濃度は、表層混合層内では鉛直的に
均一に分布し、亜表層クロロフィル極大層近
傍から上昇する栄養塩型プロファイルを示
した。 
表層 (<10 m) のリン酸塩濃度は<3~330 

nMの範囲で地理的にダイナミックに変動し
ており、北太平洋よりも南太平洋で高い傾向
が認められた (図 1)。北太平洋では日付変更
線付近を境界に西部で低く (7±6 nM)、中部で
高かった (24±11 nM)。南太平洋では中部 
(50±36 nM) に比べて東部で高かった 
(186±78 nM)。 
表層のヒ酸塩濃度は<6~48 nMの範囲で変
動していた (図 2)。リン酸塩濃度と比較して
変動幅は小さく、海域間での明瞭な濃度差は



認められなかった。 
西部北太平洋の表層では、リン酸塩濃度が
極めて低く検出限界付近まで枯渇している
場合が多く、ヒ酸塩:リン酸塩比が 3以上にな
る領域が多く観測された (図 3)。このような
領域では、植物プランクトンによるヒ酸塩の
取り込みが顕著になり、ヒ酸塩が生物生産に
影響を及ぼす可能性が示唆された。 
 

 
図 1.リン酸塩濃度の表面分布． 
 

 
図 2.ヒ酸塩濃度の表面分布． 
 

 
図 3.ヒ酸塩:リン酸塩比の表面分布． 
 
(3) ヒ酸塩添加に対する微生物群集の応答 
観測海域の大部分において、コントロール
区、100 nMヒ酸塩添加区、100 nMリン酸塩
添加区のヒ酸塩、リン酸塩、DOP濃度に明確
な経時変化は認められなかったが、夏季の西
部北太平洋でのみ、リン酸塩添加区のリン酸
塩濃度が減少した (図 4)。粒状ヒ素および粒
状リン濃度は、ほとんどの海域の各試験区に
おいて明確な経時変化を示さなかったが、夏
季の西部北太平洋でのみ、コントロール区に
比べてリン酸塩添加区の粒状リン濃度が有
意に増加した (t-test, p<0.01, n=3, 図 4)。Chl a
濃度および各微生物の細胞密度については、

いずれの海域、試験区においても明確な経時
変化を示さなかった。有機物生産量について
は、全域においてコントロール区と濃度の異
なるヒ酸塩およびリン酸塩添加区との間に
有意な差は認められなかった (t-test, p>0.05, 
n=3)。 
夏季の西部北太平洋でのみリン酸塩添加
に応答したリン同化が確認され、微生物群集
がリン制限を受けていたことが示唆された。
リン制限下ではヒ酸塩の取り込みが顕著に
なり、微生物群集の増殖が変化すると推察さ
れたが、ヒ酸塩添加区におけるヒ酸塩:リン酸
塩比が 10以上の環境下であっても、粒状ヒ
素濃度、有機物生産量、微生物群集の現存量
に明確な変化は認められなかった。このこと
から亜熱帯外洋域ではリン酸塩が極度に枯
渇した環境下であっても、微生物群集はヒ酸
塩の毒性に対して強い耐性を持つことおよ
びヒ酸塩を同化して増殖するわけではない
ことが明らかとなった。また、夏季の西部北
太平洋では表層の DOPおよび粒状ヒ素:粒状
リン比が冬季に比べて低かった。DOP濃度が
低下した領域では顕著なアルカリホスファ
ターゼ活性が検出されており (Sato et al., 
2013)、夏季の群集はリン源として DOPを利
用していたと解釈される。夏季の粒状ヒ素:
粒状リン比の低下は、DOP利用によるヒ酸塩
取り込みの抑制に起因すると考えられ、DOP
利用がヒ酸塩による増殖阻害の緩和に寄与
している可能性が示された (図 5)。 
 

 
図 4. 夏季の西部北太平洋 (20oN, 160oE) で
実施したヒ酸塩およびリン酸塩添加培養実
験の結果．各試験区におけるリン酸塩濃度 
(左図) および粒状リン濃度 (右図) の経時変
化． 
 

 
図 5. 西部北太平洋におけるヒ素およびリン
循環の概念図．丸 (溶存物) および箱 (粒状
物) のサイズは濃度、矢印の太さはフラック
スの大きさを示す． 
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