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研究成果の概要（和文）：アミノ酸は重要な生体構成成分であり、海洋物質循環において重要な役割を果たして
いる。これまで海洋環境中のアミノ酸動態については多くの研究がなされてきたが、たんぱく質を構成する２０
種類のアミノ酸のうち唯一の環状２級アミンであるプロリンは、分析方法上の制約から、その分布や変動につい
ての知見が限られてきた。本研究では、この方法的な制約を克服し、海洋試料のアミノ酸組成を、プロリンを含
めて高感度に分析する手法を確立した。この手法を用い、海洋有機物のプロリン含有量の変動を明らかにすると
ともに、これまで未知であった、高プロリン含有成分の動態の影響要因の解明を大きく前進させた。

研究成果の概要（英文）：Amino acids are important biological constituents and play an important role
 in marine biogeochemical cycles. Much research has been done on the dynamics of amino acids in the 
marine environment, but proline, which is the only cyclic secondary amine among the 20 amino acids 
that make up proteins, has largely been overlooked due to analytical method restrictions. We have 
overcome this methodological limitation and established a method for highly sensitive analysis of 
the amino acid composition of marine samples, including proline. Using this method, we clarified the
 fluctuations in the proline content of marine organic matter and contributed to elucidating the 
previously unknown factors that influence the dynamics of high-proline-containing components in 
marine organic matter.

研究分野： 海洋生物地球化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来用いられてきた誘導化法とは異なる原理に基づく分析手法を確立し、これを海洋試料に適用することで、こ
れまで見逃されてきたプロリン動態を解析する為の技術的基盤を提供した。この方法が確立したことで、今後、
海洋試料のアミノ酸動態の研究が高度化することが期待される。また、この手法を用い、これまで情報の乏しか
ったサブミクロンサイズ画分の海洋有機物のプロリン含有量とその変動を明らかにするなど、海洋物質循環の理
解の深化に結び付く、重要な新知見を得ることができた。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
結合型アミノ酸は、海洋微生物バイオマスの半分以上を占める最重要の生体高分子であり、海洋
炭素・窒素循環の中で重要な役割を果たしている。そのため海洋有機物動態論の中で、アミノ酸
の研究は中心的な位置を占めてきた。しかし、これまでタンパク質を構成する 20 種類のアミノ
酸のうち唯一の環状２級アミンであり、独特の化学構造を持つ L-プロリンは、方法上の制約な
どもあり大きく見逃されてきた。研究代表者らは、近年、西部北太平洋の亜寒帯および亜熱帯海
域において、サブミクロンサイズ画分の有機物（サブミクロン粒子）の中に、L-プロリンが蓄積
しているという現象を発見した(Takasu and Nagata, 2015)。これは高プロリン含有性のサブミ
クロン粒子が海洋環境中に大量に存在することを示した初めての結果であり、海洋における有
機物動態支配の新規メカニズムの存在を強く示唆するものである。実際、海洋の外洋水中には、
１mL あたり約 1000 万個のサブミクロン粒子が存在することが電気抵抗型粒子計測装置を用い
た測定により明らかにされているが、これらの有機微粒子は、衝突・凝集を介した沈降性大型凝
集物の形成を通して、海洋における大規模な炭素鉛直輸送を直接的に支配するばかりでなく、地
球化学反応を制御する固体表面反応場の提供や、従属栄養生物の生産を支える餌資源の供給、さ
らには海水中での可視光後方散乱の支配要因、といったさまざまな側面で重要な役割を果たす
と考えられている。そのためサブミクロン微粒子の動態機構解明は、海洋地球化学のみならず、
生態学、微生物学、海洋光学、衛星海洋学といった広範な分野に大きな波及効果をもたらす。先
行研究によれば、サブミクロン粒子の主要構成要素は、海洋微生物の残渣に由来するポリマーか
らなるゲル状の微粒子であるとされているが、その起源、生成機構、蓄積・除去過程については
未解明の点が多い。本研究では、研究代表者らの発見を土台として、海洋環境中の高プロリン含
有微粒子の動態機構解析を推進する。それを通じて、海洋有機物の生成、蓄積、輸送、分解に関
わる未解明機構の解明にむけて、学術潮流の転換を図る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、海洋環境中のプロリン含有成分の動態解析を推進する。具体的には、特にコロイド
画分に着目してプロリン含有成分の海域や深度による変動を明らかにし、その支配要因や、海洋
における有機物の蓄積、輸送過程の制御においてそれらがどのような役割を果たしているのか
についての考察を深める。また、地球化学と微生物学の専門家の学際的な結集により、プロリン
の動態制御と密接にかかわる微生物過程や、高分子有機物や粒子の変動についての解明も進め
る。これらを通して、海洋有機物動態の理解の深化に貢献することを目的とする。 
 
(1) 現場観測：先行研究で得られた結果は、観測定点が限られていることから、本研究では、よ
り多様な海洋環境での現象の再現性を確認することを目的として現場観測を行う。また、プロリ
ン動態と海洋環境との関係を解析し、プロリン含有成分の起源、動態、制御要因について考察す
る。 
 
(2) 分析手法の確立：現在最も広く用いられている海水中アミノ酸分析法であるオルトフタル
アルデヒド誘導化・高速液体クロマトグラフ法では、二級アミンの定量ができない。そのため既
往の海洋有機物動態論においては、タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸の中で唯一の二級
アミンである L-プロリンは大きく見逃されてきた。一方、Takasu and Nagata (2015)では、ガ
スクロマトグラフ・質量分析法を用いてプロリンの分析を行ったが、この方法では、大量の海水
を限外濾過法により濃縮する必要がある。そのため多大な時間と経費を要し、このことが研究の
進展を大きく阻んできた。そこで、本研究では、質量分析法にかわる高感度な分析法としてオリ
トフタルアルデヒド法によらない高速液体クロマトグラフ法に着目し、低濃度試料でのプロリ
ン分析を確立する。なお、高プロリン含有成分のアミノ酸配列の解明を模索したが、検討の結果、
海水中から分析に必要な十分量の試料を得るのは困難であることが明らかになったため、本研
究では、高感度で精度の高い分析システムの開発に注力した。 
 
(3) 培養実験：海洋有機物の分解に伴うプロリン含有量の変化と微生物群集の変動を追跡し、高
プロリン含有成分の動態や制御要因について考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) 北海道沖および三陸沖で実施された研究船新青丸の航海において、コロイド画分の有機物
を採取した。観測地点と採水時の海域特性を表す水温、塩分、溶存酸素濃度の鉛直分布を図１に
示す。ニスキン採水器を用いて採水した海水を、まず燃焼処理をした GF/F ガラスろ紙でろ過し、
懸濁態粒子画分（以下、POM）とした。次に、ろ液を孔径 0.2 μmのオムニポアフィルターでろ
過し、サブミクロン粒子を捕集した（以下、コロイド画分）。なお、採水は、表層（水深 10 m）
と、中層（水深 500 m、ただし、定点 OT4 では海底から 10 m 上の層である水深 280 m）で行っ
た。 



試料を捕集したろ紙は凍
結して実験室に持ち帰り、
分析に供した。 
 
(2) POM を捕集した GF/F
フィルターまたはコロイ
ド画分の有機物を捕集し
たオムニポアフィルター
は、ガラスアンプルに入
れ、1 mLの濃塩酸と 10 μ
L の 55 μmol L-1 のアス
コルビン酸を添加し、窒
素ガスを 1 分間吹き付け
た後にガラスアンプルを
封じた。ガラスアンプル
に封入したサンプルは、
110°C で 24 時間加水分
解を行った。加水分解し
たサンプルは、石英ウー
ルを詰めたパスツールピ
ペットに通して濾過を行
い、濾液は窒素ガスで乾
燥固化させた。ここで乾
燥固化させたサンプルを
希塩酸あるいは超純水に
再溶解させ、アミノ酸の
蛍光誘導体化を行うこと
が一般的であるが、析出
物が多く、クロマトグラ
ムにも多くの夾雑ピーク
が見られることから、蛍
光誘導化前にサンプル
の脱塩・精製を行った。
まず、乾燥固化したサン
プルに、2 mL の 0.1N 塩

酸を添加し、アミノ酸をカチオン化させた。その後、Takano et al. (2010) の方法に従い、AG50 
(AG 50W-X8 200-400mesh Resin, BioRad) イオン交換カラムクロマトグラフィーによる分画・
脱塩を行った。分画・脱塩後のサンプルは、Waters 製の AccQ-Fluor Reagent Kit を用いて、カ
ルバミン酸 6-アミノキノリル-N-ヒドロキシスクシンイミジル (AQC) によるアミノ酸の蛍光誘
導体化を行った。蛍光誘導体化したアミノ酸は、蛍光検出器 (2475 Fluorescence Detector, 
Waters) 付き高速液体クロマトグラフィー (Alliance e2695, Waters) により測定を行った。
なお、アミノ酸の分離には C18 カラム (AccQ-Tag Column, 4 μm, 3.9 × 150 mm, Waters) を
用い、AccQ-Tag Eluent A (Waters)、アセトニトリル (富士フィルム和光)、超純水 (Milli-Q, 
Direct-Q UV3, Merck Millipore) の混合割合を変化させながらそれぞれのアミノ酸を溶出させ
た。標準物質には、アミノ酸混合標準液 H型 (富士フィルム和光) を用いた。 
 
(3) 大気海洋研究所国際沿岸海洋研究センターの施設を利用し、海洋における有機物生産にお
いて重要な役割を果たす、珪藻を主体とした植物プランクトン群集のブルームを１００Ｌスケ
ールの容器内で発生させた。得られた懸濁態有機物を暗条件下で培養し、有機物分解に伴う、ア
ミノ酸組成の変化を調べた。懸濁態有機物から DNA を抽出し、次世代シーケンサーを用いた
16SrRNA 遺伝子アンプリコンシーケンシングを行うことで、分解に関わる微生物群集組成の変化
を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) AQC 誘導体化 HPLC 法によりアミノ酸分析法を検討した結果、試料を脱塩することにより良
好な分析結果が得られることが明らかになった。海洋のコロイド有機物のアミノ酸分析に本法
を適用したのは本研究が初めてであり、今後、海洋におけるプロリンを含むアミノ酸動態の理解
の深化に大きく貢献することが期待される。方法の詳細については論文にまとめ発表する予定
である。 
 
(2) 新たに確立した AQC 誘導体化 HPLC 法を用いて、北海道沖および三陸沖の海域において表層
と中層の POM とコロイド画分のアミノ酸組成を明らかにすることに成功した。その結果、OT5, 
SY4, SY3 の 3定点の水深 500 m において、コロイド画分における全アミノ酸濃度に対するプロ

図１ 観測地点と海洋学的特性（代表点として各海域の 1地点のプロファ

イルを示す）。実線は水温、破線は溶存酸素、点線は塩分。 



リンの割合（モル%）が、
それぞれ 15.5, 18.5, 
28.4%と顕著に高いこ
とが明らかになった
（図 2）。この結果は、
海洋中層において、プ
ロリンを多く含むコ
ロイド成分が一般的
に存在することを示
しており、重要な意義
がある。 
 
(3) 以上の結果を、先
行研究のデータとあ
わせて解析したとこ
ろ、コロイド画分にお

けるプロリン含有量が、総アミノ酸濃度の低下とともに上昇する傾向が明らかになった。また、
プロリン含有量は、海水中の溶存酸素濃度が低いほど高くなる傾向を示した。この結果は、有機
物の分解の進行とともに、難分解性のプロリン含有成分が海水中に蓄積した可能性を示唆する。
ただし、近年、海洋細菌が浸透圧調節のためにプロリンを細胞内に蓄積しており、そのことが、
コロイド画分にプロリンが多く含まれる理由であるという仮説が米国の研究グループにより提
案されていることから（Johnson et al. 2020）、プロリン蓄積機構については今後のさらなる検
討が必要である。以上の成果は論文にまとめて発表する予定である。 
 
(4) 培養実験の結果から、有機物分解の進行とともに、アミノ酸濃度が顕著に減少し、それに伴
い、細菌群集組成やアミノ酸組成が変動することが明らかになった。しかし、プロリン含有量は、
分解の後期においても顕著な上昇を示さず、比較的一定であった。本研究で用いた実験系では、
分解に伴う高プロリン含有成分の蓄積は示されなかった。 
 
(5) 海洋におけるコロイド粒子の起源や動態についてゲル状物質という観点から総説をまとめ
て公表するとともに、海洋粒子の粒径分布に関する知見を原著論文にまとめて公表した。 
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