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研究成果の概要（和文）： 沿岸海洋生態系、特にサンゴ礁生態系における人為起源窒素負荷の

影響を評価するためにアミノ酸の化合物別窒素同位体比分析を適用した。窒素負荷環境勾配を

評価する手法として従来のバルク窒素同位体比を利用する方法と比較検討した。飼育実験によ

りサンゴ宿主・共生藻間の窒素交換様式を解析した。また室内培養実験により腐食食物連鎖の

基点となるバクテリアのアミノ酸同位体比パターンの特徴を抽出した。併せて，従来のサンゴ

礁研究において見落とされていた大気降下物由来の人為起源窒素負荷量の評価を行った。硝酸

イオンの窒素・酸素安定同位体比同時分析，水の酸素・水素安定同位体比同時分析を用いて大

気降下物中の窒素の起源・輸送経路解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： Compound-specific δ15N analysis has been employed to investigate 
ecological effects of anthropogenic nitrogen loading to the coastal marine ecosystems, particularly coral 
reefs.  Spatial change in δ15N along environmental gradient of N loading was compared between the 
traditional bulk-δ15N and the amino acid δ15N measurements for both the host corals and the 
zooxanthellae.  The mechanism for internal N exchange between the host coral and the zooxanthellae 
was investigated by comparing the amino acid δ15N pattern among corals incubated under different light 
and feeding conditions.  To evaluate the detrital food chain using the amino acid δ15N, bacteria were 
incubated under several different nutritional conditions and compared for the amino acid δ15N pattern.  
We also evaluated the influence of atmospheric N deposition on coral reefs, which has been almost 
overlooked in previous works.  The origin and the transport pathway were estimated using δ15N and 
δ18O of rainwater nitrate, δ18O and δ2H of meteoric water, and the backward trajectory analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 サンゴ礁生態系は世界的にさまざまなス

トレスにさらされ，最近 100 年あまりの間に
漸進的な劣化が進んでいる。中でも人為起源
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物質負荷による富栄養化ストレスは，過剰水
産活動・温暖化・海洋酸性化と並ぶ主要なス
トレス因子の一つとされているが，富栄養化
がサンゴ礁の劣化をもたらす具体的なメカ
ニズムは自明ではなく，幾つかの仮説が並立
している状況である。 
 本研究課題では，富栄養化ストレスの中で
も主要な要素である人為起源窒素負荷がサ
ンゴ礁生態系の群集構造や群集代謝に及ぼ
す影響を解明することを目的とし，このため
に，最近実用化された新しい安定同位体応用
技術である生物組織のアミノ酸の化合物別
窒素同位体組成解析を体系的に適用するこ
とにより，従来の手法では得られなかったメ
カニスティックな知見を得ると同時に，この
新しい手法のポテンシャルを検証すること
を趣旨としている。 
 一方，研究計画調書の作成段階では十分に
認識していなかったことであるが，サンゴ礁
への人為起源窒素負荷に関する最近の知見
を精査する中で，大気降下物による窒素負荷
がサンゴ礁への主要な人為起源窒素供給源
となっている可能性を検証する必要性を認
めるに至った。従来のサンゴ礁研究では，富
栄養化の原因としては，富栄養化した地下水
や河川水，処理排水等の流入による水質劣化
が集中的に調査研究されている一方，大気降
下物による寄与についてはほとんど知見が
ない。このため，本研究課題の中に，最近確
立された硝酸塩の窒素・酸素同位体比同時測
定法を応用した大気降下物起源窒素の解析
を含めることにした。 
 なお，研究開始時点でのサンゴ礁窒素循環
に関する知見の水準は，５項の図書①に掲げ
た総説の中で解説している。また雑誌論文④
の中では石灰化に対する富栄養化の影響に
関してまとめられている。 
 
２．研究の目的 
(1) サンゴ礁に陸域から供給される人為起源
窒素は，窒素固定や外洋に由来する自然起源
窒素に比べて同位体比（δ15N）が高く，人為
起源窒素がサンゴ礁生物に窒素源として利
用される寄与率を，生物の δ15N を指標として
評価できることが，大型藻類等の場合につい
て既に明らかになっている。本研究では，①
この手法がサンゴにも適用できるか，②サン
ゴ宿主と共生藻とで人為起源窒素負荷に対
して同様の応答を示すか，③生物体から抽出
したアミノ酸の化合物別 δ15N においても生
物体全体の δ15N と並行的な応答が見られる
か，という３つの問題に取り組んだ。 
 
(2) サンゴに対する富栄養化ストレスの機作
として，健常時にはサンゴは共生藻に供給さ
れる窒素量を制限することで共生藻の密度
をコントロールしているところが，富栄養化

によって窒素供給量の制御が効かなくなり，
共生藻の密度と代謝が増大して光合成に由
来する活性酸素ストレスがサンゴにとって
致死的レベルにまで上昇するという仮説が
提起されている（下記の学会発表②において
はこの仮説を代謝シミュレーションモデル
として記述している）。本研究では，飼育実
験をしたサンゴ宿主と共生藻とのアミノ酸
化合物別 δ15N を調べることによって，サンゴ
と共生藻との間の窒素交換メカニズムを解
明し，上記の仮説との整合性を検証すること
を目標とした。 
 
(3) 富栄養化ストレスは，サンゴ個体レベル
だけでなく群集レベルにも影響する。特に，
健常なサンゴ礁で特徴的なサンゴ粘液を基
点とする腐食食物連鎖に代わって，栄養塩を
直接利用する付着藻類等を基点とする生食
食物連鎖の優位性が，富栄養化とともに高ま
ることが考えられる。本研究では，アミノ酸
化合物別 δ15N を使って腐食/生食連鎖比を解
析することを最終的な目標として，まずその
前提となる，腐食連鎖に重要な役割を持つ微
生物分解者（バクテリア）のアミノ酸別 δ15N
分布の特徴を明らかにするための室内実験
を行った。 
 
(4) 本邦主要なサンゴ礁域である八重山地方
沿岸に大気降下物として供給される栄養塩
量を評価するための降雨の観測と分析を行
った。降雨による窒素負荷量を，他の主要な
ソースと量的に比較してその重要性を検証
するとともに，硝酸態 δ15N, δ18O による生成
起源の推定と，気象モデルを利用した流跡線
解析による輸送経路推定とを併用すること
により，この地方への大気降下物由来窒素の
供給状況をトータルに解明することを目標
とした。 
 
３．研究の方法 
 サンゴ礁における現地調査は，沖縄県石垣
島の白保および吹通サンゴ礁で年１回実施
した。また別の研究事業で同地に赴いた際に
も追加の試料採集等を行った。サンゴは環境
省ならびに沖縄県の許可を得た上で採集し，
現地研究機関にて宿主・共生藻分離処理を行
ったのち，東京大学にて分析を行った。サン
ゴの飼育実験も現地研究機関にて実施した。
飼育実験には造礁サンゴ Acropora pulchla を
用い，また餌料として Artemia を与えた。 
 降雨試料の採集は沖縄森林管理署の許可
を得て沿岸部林内に採集容器を設置して行
った。試料は持ち帰り，東京大学及び京都大
学で分析した。 
 バクテリアの培養実験は Vibrio harveyi 
B-352 (ATCC 33842)株を用いた純粋培養系を
用いて東京大学にて実施した。培養期間中に



培養細胞をガラス繊維濾紙上に捕集し，元素
分析・安定同位体比分析に供した。 
 各種試料のバルク炭素・窒素安定同位体分
析は常法に従って酸処理等を行った上で安
定同位体質量分析計にて測定した。アミノ酸
の化合物別 δ15N 分析は Chkaraishi et al. (2007)
の方法により酸加水分解・精製・誘導体化を
行ったのち，ガスクロマトグラフ付安定同位
体質量分析計にて分析した。 
 降雨試料の成分分析は栄養塩自動分析計，
イオンクロマトグラフ等により行った。また
硝酸態 δ15N, δ18O の分析は Casciotti et al. 
(2002)の脱窒菌を用いる方法によりガスベン
チ付安定同位体質量分析計を用いて測定し
た。水の δ18O, δ2H は CRDS 分光分析法によ
り行った。流跡線解析は NOAA の HYSPLIT
モデルを利用して行った。 
 
４．研究成果 
(1) 人為起源窒素負荷がサンゴの δ15N, δ13C
に及ぼす影響： 
 人為起源窒素負荷の強度の環境勾配に沿
ったサンプリングを行い，サンゴ（Acropora 
spp., Porites spp., Heliopora coerulea）の δ15N
を測定したところ，従来から知られていた大
型藻類等に見られるのと同様，人為起源窒素
の寄与率を反映する δ15N の空間変動が確認
された。宿主サンゴでも共生藻でもほぼ同じ
一貫した変動が見られた（図１）。このこと
は，サンゴが他の一次生産者と同様，陸域か
ら人為起源窒素栄養塩が流入している場所
ではそれを窒素源として利用して生育して
いることを示している。 

 一方，δ13C には富栄養化環境勾配に沿った
変化は明瞭ではなく，むしろサンゴの種によ
る違いが見られ，また宿主と共生藻とで異な
る値を取る場合が多かった。 
 サンゴのアミノ酸化合物別 δ15N は，既往研

究では一次生産者に特徴的とされているも
のに近いパターンを示した。バルク δ15N が人
為起源窒素の寄与を反映して変動するのと
ほぼ並行的に，各アミノ酸の δ15N も変動して
いた。従って窒素の起源評価という目的では，
アミノ酸化合物別 δ15N を測定しても，バルク
δ15N から得られる以上の情報を得ることは
難しいことがわかった。 
 これらの成果は下記の学会発表⑤におい
て報告した。 
 
(2) 宿主サンゴと共生藻との窒素交換メカニ
ズムの解析： 
 造礁サンゴが貧栄養な亜熱帯海洋環境下
で繁栄することが可能なのは，宿主サンゴと
共生藻の間で窒素を内部循環させるメカニ
ズムを発達させているためであると一般に
考えられている。この内部窒素循環の機構と
しては，宿主サンゴ側が老廃物として排泄す
るアンモニアなどの窒素化合物を，共生体外
に出さずに共生藻が再利用しているとする
解釈がなされている。一方，共生藻からサン
ゴ宿主への窒素の移動は，共生藻からの分泌
物（アミノ酸など）をサンゴが利用するとい
う考えと，共生藻細胞をサンゴが摂食し消化
して窒素源として利用するという考えとが
主張されている。 
 本研究ではアミノ酸化合物別 δ15N を活用
して内部窒素循環機構にアプローチするこ
とを試みた。石垣島白保サンゴ礁で採集した
Acropora pulchla を明暗・給餌の有無の条件を
変えて２週間飼育して δ15N の変化を追跡し
たところ，暗条件下で給餌した場合に，アミ
ノ酸化合物別 δ15N から推定される食物段階
の値が最高になった。サンゴ宿主だけでなく，
共生藻の食物段階も上昇していた。この実験
結果は，共生藻は単に宿主サンゴの老廃物を

図１．サンゴ組織と褐虫藻の窒素同位体比。下

水や河川水の影響のあるサイトでは両者とも

高くなっている。 

図２．サンゴ−共生藻窒素交換の新しいモデ

ル。ATL はアミノ酸 δ15N から推定される食物

段階。 



利用しているわけではないことを示してい
る。また(1)の調査データからはサンゴ宿主と
共生藻とが食物段階としてはほぼ同一であ
ることが示唆され，このことはサンゴが共生
藻を消化することでその窒素を利用してい
るという仮説を否定する。従って本研究の結
果は，サンゴ内部の窒素循環機構は従来行わ
れている仮説では十分に説明できないこと
を明らかにしている。 
 下記の学会発表④ではこれらの経過を報
告するとともに，サンゴ−共生藻窒素交換の
関する新しい仮説を提起した（図２）。 
 
(3) バクテリアのアミノ酸化合物別 δ15N： 
 バクテリアは動植物とは異なるアミノ酸
の生合成系を持つため，そのアミノ酸化合物
別 δ15N は動植物とは異なるパターンを示す
と考えられている。食物網の中でも腐食連鎖
系は，その基点にバクテリアによる変性を受
けたデトリタスを持つためにバクテリア由
来のアミノ酸 δ15N シグナルが食物連鎖を通
して伝達され，その結果，腐食連鎖上にある
動物と生食連鎖上にある動物とはアミノ酸
化合物別 δ15N パターンにより識別できる可
能性が示唆されている。しかし現状では，基
点となるバクテリアのアミノ酸 δ15N に関す
る情報が少ないため，一般の動植物に比べて
どのような点で異なるパターンを示すのか
明確になっておらず，またその特徴は生態系
によっても異なる可能性がある。 
 そこで本研究では典型的な海洋細菌の
Vibrio harveyi をさまざまな栄養条件下で培養
し，生産される菌体のアミノ酸化合物別 δ15N
を比較することを通して，バクテリアに特徴
的なパターンを抽出することを試みた。実験
の結果，バクテリアのアミノ酸 δ15N パターン
は培養条件によって或る程度変動し，食物段
階に対応する指標で１〜２の間のパターン
を示すこと，アミノ酸の中でいくつか，一般

の動植物では見られない δ15N の変動を示す
ものがあること，特にアラニンの δ15N が他の
アミノ酸に比べて特異的に高くなるケース
が多いこと等が明らかになった（図３）。 
 これらの成果は既に英文の論文にまとめ
られており，国際的な学術誌に投稿して審査
中の段階である。今後，別種のバクテリアを
使ってより現場に近い条件で実験を行うな
どして情報を蓄積し，一般的な特徴を抽出し
ていく必要がある。特にサンゴ礁においては
サンゴ粘液を基点とする微生物食物網が重
要であり，この問題に関しては下記の雑誌論
文①〜③の中で論ぜられている。 
 
(4) 大気降下物による窒素負荷の評価： 
 八重山諸島とその周辺の海域は，わが国の
他の部分と同様，東アジアモンスーンの影響
下にあり，春〜秋季に降る雨と冬季の雨とで
は水蒸気の起源が全く異なっている。このこ
とは降水の安定同位体比，特に deuterium 
excess (d)が季節によって明瞭に異なること
に現れている。春〜秋季の降雨は主に太平洋
起源であり（d = 4 – 14），窒素栄養塩の濃度
は通常きわめて低いのに対して，冬季の降雨
は中国大陸から吹く季節風に東シナ海の水
蒸気が加わって起るものであり（d = 20 – 30），
しばしば高濃度の窒素栄養塩を含んでいた。
特に中国東北部の工業地帯上空を通過した
気流が届いている場合の降雨には時として 1 
mM を越える濃度の窒素栄養塩が含まれ，硝
酸の δ18O は+90‰以上と寒冷地特有の値を示
していた（図４）。また δ15Νは夏季に比べて
5‰程度高く，石炭燃焼由来の NOx の寄与が
示唆される。しかし，夏季に起こる降雨にも
時としてかなり高い濃度の硝酸が含まれて
いる場合があった。このようなケースに流跡
線解析を適用すると，気圧配置の一時的な変
化によりたまたま大陸方面から気流が流れ
込んでいた時期に相当することが判明した。 
 サンゴ礁域に降雨として供給される窒素
の量を推算すると，サンゴ礁域で生物学的窒
素固定により自然に生み出されている窒素
の総量とほぼ同じになることがわかった。実
際にはサンゴ礁海域以外に降った降下物も
海水の移流や陸域からの流入によってサン
ゴ礁域に持ち込まれることがあることを考
えると，サンゴ礁の窒素収支への大気降下物
の寄与は無視できない量になると考えられ
る。八重山地方への大気降下物由来窒素負荷
量は，数少ない既往研究がある北大西洋亜熱
帯域に比べると２倍以上高い。これは大規模
な発生源である中国大陸の工業地帯から比
較的近いことと，この地域からの大気の輸送
を促す冬季のモンスーンとが影響した結果
と考えられる。 
 これらの成果の概要は下記の学会発表①
③の中で報告した。また別に英文の総説を執

図３．バクテリア培養細胞のアミノ酸別 δ15N。ア

ラニンの δ15Νが特異的に高くなる例。 
 



筆し，学術書に掲載されるべく審査中の段階
である。 
 
(5) 研究の現状と今後の展開： 
 本研究では安定同位体比を利用した新し
い窒素循環研究技術であるアミノ酸の化合
物別 δ15N パターンをサンゴ礁生態学にシス
テマティックに適用することを主眼として
企画された。しかしながら本手法を利用した
試料の解析が山場にさしかかった２年目の
終わり（2011 年 3 月）に東日本大震災に見舞
われ，本補助事業により購入された装置を含
め，分析装置全体が利用不能となる事故に見
舞われた。その後も，代替機として借用した
装置の不調，業者側のミスによる機器更新の
遅延，測定に不可欠なヘリウムガスの流通が
ストップするといった障碍が相次ぎ，予定し
ていた試料の分析が大幅に滞っている。この
ため，当初計画において目標としていた，富
栄養化ストレスによる腐食食物網から生食
食物網へのシフトという仮説を検証する段
階にまで至っていない。 
 その一方で，当初計画には含まれていなか
った大気由来窒素負荷の評価に関しては，別
の研究事業で共同研究を行っている複数の
作業チームの協力が得られたこともあり，思
いのほか順調にデータが集まり，まとまった
知見を得ることができた。 
 本研究で目標としていた腐食/生食食物網
の遷移の問題は，もう一つの代表的な大気由
来環境ストレスである海洋酸性化の影響と
の関係においても重要である。サンゴ礁やそ
れに伴う海草藻場における腐食食物網の重
要な担い手には，石灰質の殻や骨格をもつ無
脊椎動物が多く，これらは海洋酸性化によっ
て特に初期発生の段階で強いストレスを受

けることから，酸性化に伴う大幅な個体群変
動が懸念されているためである。したがって
本研究で確立を目指していた生態遷移研究
の方法論は今後ますます重要度を増すと予
想される。私共としても今後新しい研究事業
を立ち上げてこの課題に本格的に取り組み
たいと考えている。 
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