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研究成果の概要（和文）： 

 サンゴ礁海域に生育し、褐虫藻が共生しているシャコガイ、及び還元的海底特異海域に
生育し化学合成細菌を有するツキガイモドキそれぞれの軟体部の微量元素含有量を測定し、
そのメタロミクス的特徴について様々な点で検討した。さらに褐虫藻については単離して
測定することが可能であった。また、海水中陽の微量元素及びリン化合物の簡易測定法を
開発した。サンゴ礁海域海水モニタリングを行い、サンゴ礁海域における微量元素濃度及
びリン化合物濃度の特徴を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

  The major-to-ultratrace elements in soft tissue of Tridacna crocea and coral with symbiotic 

zooxanthellae in unique seawater in coral reefs and Lucinoma annulatun chemosynthetic bacteria 

living in sea floor were determened by an inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), 

an inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES), and a CHN corder.  

Then, the characteristics for metallomics of their symbiotic animals were investigated from various 

points based on multielemental data.  Furthermore, the zooxanthellae could successfully be 

isolated from Tridacna crocea and they were analysed after acid-digestion.  Simple methods for 

determination of trace elements and chemical speciation analysis of phosphorus were developed 

and applied to minitoring of seawater in coral reefs. 
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１．研究開始当初の背景 

メタロミクス（Metallomics）とは、生体
金属支援機能科学と訳され、遺伝子科学であ
るゲノミクス(Genomics)、及びタンパク質科
学であるプロテオミクス(Proteomics)と並ぶ
新しい学問領域として提案された。メタロミ
クスは生体内金属の化学形態やその機能に

関する研究のみならず、生物無機化学全般に
関係し、生物進化や化学進化において、環境
中の金属を生物がいかに利用してきたかを
解明することにも関連する。現在のメタロミ
クス研究は、主に生体試料中の微量元素濃度
とその化学形態の計測から、生体内での微量
元素の機能を明らかにすることに主眼をお
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いた研究が多く、（また、As などの特定元素
の生体内での代謝による化学形態の変化に
着目したメタボロミクス（Metabolomics）研
究なども関連している。本研究では、このよ
うな生体試料のみに着目した研究とは異な
り、海洋生物とそれらの生育する海洋環境の
両方の観点から、主成分元素と微量元素の定
量（総量分析）、その化学形態別分析（スペ
シエーション）、及び生物起源の有機化学種
の分析を行い、海洋生物が海水中の微量成分
をいかに利用しているのか、あるいは毒性元
素をいかに無毒化し体内で活用しているの
か、を明らかにする進化における生物の環境
適応戦略に関するメタロミクス研究の実施
を計画したものであり、本研究においては、
特異海域において個体内に別の生物を宿し
て栄養分を効果的に摂取している共生生物
に着目した。共生生物は特異海域で生育でき
るように進化したと考えられ、生物進化にお
ける環境適応戦略が顕著に反映された可能
性がある。共生生物には様々な種があるが、
本研究では微量元素の濃縮係数が比較的高
い二枚貝類に着目する。貧栄養海域であるサ
ンゴ礁海域に生育する二枚貝の一種である
シャコガイと海底のメタン噴出孔（メタンシ
ープ）や熱水噴出孔のような還元的特異海域
に生息する二枚貝であるツキガイモドキや
シロウリガイなどを分析対象とする予定で
ある。その理由は、シャコガイは光合成生物
である褐虫藻を体内に有しているのに対し、
ツキガイモドキやシロウリガイは、化学合成
細菌を細胞内に有しており、エネルギー代謝
が全く異なるためである。サンゴ礁海域では、
栄養塩成分とともに必須微量元素の濃度も
低いため、シャコガイは効率よく栄養分を摂
取するために光合成を行う褐虫藻を体内に
共生したと考えられる。一方、還元的な海底
特異海域では、微量必須元素だけでなく、毒
性の高い重金属や硫化水素、メタンなどの濃
度が高く、この海域に生育する二枚貝は毒性
物質を利用するために化学合成細菌を共生
したと考えられる。このような海域では、サ
ンゴ礁海域とは逆に微量元素が他の海域よ
りも高濃度であり、その存在形態や海洋中に
溶存している有機態化学種の種類や量も異
なることが予想される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、酸化的な貧栄養海域であるサ
ンゴ礁海域と還元的で微量元素濃度が高い
海底特異海域であるメタン噴出孔や熱水噴
出孔の両極端な系において、海洋環境とそこ
に生育する二枚貝類の共生生物中の主成分
元素から微量元素までの総量分析とそれら
の化学形態別分析（スペシエーション）を行
い、二枚貝類の共生生物が海洋環境に応じて、
どのような元素利用特性を発揮し、海洋環境

に適用してきたかを比較し、海洋生物の進化
の一端を化学的側面から明らかにすること
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）二枚貝（ヒメジャコ及びオオツキガイ
モドキ）の分析 
 沖縄本島北部本部町の琉球大学熱帯生物
圏研究センター瀬底実験施設付近の海域で
サンプリングを行った。シャコガイについて
は地元漁師の協力を得て採取した。また、海
水からの元素摂取プロセスを調査するため
実験室内の水槽中でシャコガイを飼育しな
がら実験を行った。 
還元的特異海域・メタンシープでのオオツ

キガイモドキのサンプリングは、別府湾にお
いて九州貝類懇談会の協力を得て地元漁師
から入手した。 
ヒメシャコガイは、１個体全体、あるいは

部位別に分類した後、ホモジナイザーで均一
化してから凍結乾燥を行い、得られた粉末試
料をマイクロ波加熱酸分解で溶液化した。そ
の後、誘導結合プラズマ質量分析法(ICP-MS; 
琉球大学共同利用機器)で微量元素の多元素
分析を行った。対象とする微量元素は、Mn, Fe, 
Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Agなどの海水中で
陽イオン性化学種として存在する遷移金属
元素と、酸素と結合したオキソ酸陰イオン形
で存在する V, Cr, Mo, As, Se, W, Sbなど
に着目して測定を行った。これらの元素の多
くは、必須微量元素であり、オキソ酸陰イオ
ンは酸化還元状態の影響を受けやすい。また、
毒性元素や Sと結合しやすい親銅元素（Cu, 
Cd, Pb, Znなど）も含んでいる。 
また、主要元素は Na, K, Mg, Caなどの金

属元素は誘導結合プラズマ発光分析法
(ICP-AES)で、C, Nなどの有機態元素は、粉
末化試料を CHNコーダー（琉球大学共同利用
機器）で測定した。 
 

（２）海水試料の分析 
 陽イオン性の微量金属の脱塩濃縮には、キ
レート固相抽出剤（日立ハイテク製ノビア
ス ,CHELATE-PA1M 及び GL サイエンス製
Meta-SEP IC-ME）を用いた。イオン態と溶存
態は、海水のろ過及び脱塩濃縮を海水採取現
場で行った。シリンジフィルタでろ過し、カ
ラム型の固相抽出剤を使用することで電源
がない場所での作業に対応させ、またプラス
チックシリンジを使用するなどして現場で
の操作を可能にした。イオン態については脱
塩濃縮の際、pH変化により化学形態が変化す
るのを防ぐため海水を直接樹脂に通液した。
酸可溶態は、現場で酸を添加し、その他の作
業は実験室で行った。また、溶存態に関して
は現場法と比較するために実験室でろ過、脱
塩濃縮を行う実験室法も併用した。 



 

 

 海水中でオキソ酸陰イオンを形成する微
量元素（V,Cr, As, Mo, Sb）の脱塩濃縮法と
しては水酸化ランタン共沈法により 25倍に
濃縮して測定した。本法では、海水試料にラ
ンタン溶液を加え、アンモニア水で pHを 9.5
に調整し、得られた沈殿を遠心分離すること
により沈殿を回収し、これを酸で溶解して測
定した。脱塩濃縮後の試料はすべて ICP-MS
（Agilent7700）で測定した。 
また、リン酸化合物はモリブデンブルー法

で発色させたリンモリブデン酸を n-塩化ド
デシルトリメチルアンモニウムと反応させ
てイオン対を形成させ、これをメンブランフ
ィルター上に捕集してから溶出を行う濃縮
法を併用させることにより海水中のリン化
合物の定量を行った。ろ過分離と酸の添加、
及び高圧蒸気滅菌器による加熱分解法を組
み合わせることにより、海水中のリンを溶存
態リン、粒子吸着態リン、酸難溶性粒子態リ
ン、全リンに分離し、吸光光度法によりリン
含有量に応じた吸光度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）生物試料の分析 
①ヒメジャコ及びオオツキガイモドキの分
析結果 
ヒメジャコ軟体部中全体に存在する C の

98600 mg kg-1 から Ag の 0.134 mg kg-1まで
の 24 元素を定量することができた。貧栄養
海域に生育するにもかかわらず、海水中微量
元素濃度が比較的高かった泡瀬干潟に生育
する他の二枚貝と比べ、V, Cr, Mn, Co, Ni, 
Zn, Cd, Pb, U などの多くの元素で２倍以上
高い濃度を示し、これらの元素の生物濃縮係
数は、Uを除くといずれも 1000以上で比較的
高い値を示した。一方、メタンシープが存在
する還元的特異海域に生育するオオツキガ
イモドキは、同海域に生育するアカガイなど
の他の二枚貝と比べて Cu, Pb, Cd, Bi など
の親銅元素の含有濃度が高かった。オオツキ
ガイモドキの含有微量元素が生育環境の影
響を受けたことを示唆している。 
シャコガイ軟体部を部位別（外套膜、貝柱、

腎臓、肝臓）に分けて分析し、部位別に分析
した結果を湿重量換算濃度で比較すると、腎
臓中では、K, Rb を除く全ての元素が最も高
濃度であり、褐虫藻が存在する外套膜と比べ
ると、Mn, Ni, V, Coは 500倍～1000倍、Zn, 
Fe, Sr, Pb は 100～500 倍、As, Se, U は数
十倍程高い濃度であった。したがって、褐虫
藻から供給された微量元素の多くは腎臓に
蓄積され、その結果、生物濃縮係数が高くな
ったと考えられる。さらに、海水とヒメジャ
コの各部位中の Cと Pで規格化した元素濃度
との相関関係から、腎臓と外套膜に含まれる
Cu, Fe, Zn, As, Se の炭素濃度規格化値が、
また、Mn, Cd, Agのリン濃度規格化値がそれ

ぞれ海水中と類似していた。これらの元素は
海水から栄養分を摂取する際に取り込まれ
た可能性が示唆される。 
次にヒメジャコの元素摂取プロセスを確

認するために、水槽内で飼育したヒメジャコ
に濃縮安定同位体を添加して時間経過ごと
にヒメジャコの分析を行った。まず短期的な
元素摂取プロセス観察のため、Cdの濃縮安定
同位体（111Cd）を海水中で 1 ppb となるよう
に添加し、45匹を飼育した。１日ごとに５個
体ずつ取り出し、8 日目までの試料を分析し
た。次に長期的な元素摂取プロセス観察のた
め、Cdと Znの濃縮安定同位体（111Cd、68Zn）
を海水中で 0.1 ppbとなるように添加し、ヒ
メジャコを 25 匹飼育した。１週間ごとに５
個体ずつ取り出して、４週間目までの試料を
分析した。分析に際しては、軟体部を取り出
し、外套膜（褐虫藻が存在）・筋肉部（貝柱）・
腎臓・肝臓に分け、臓器ごとにホモジナイズ
した。これを凍結乾燥、粉末化した後、粉末
試料をマイクロ波加熱分解法で溶液化し、誘
導結合プラズマ質量分析法(ICP-MS)で各同
位体の測定をおこなった。 
8日間の短期飼育実験では、111Cd/110Cd比が、

時間経過とともにどの部位も徐々に増加し
たが、その増加率は腎臓、外套膜、肝臓、筋
肉部（貝柱）の順で大きかった。一方、8 週
間の長期飼育実験では、Cdは短期飼育実験と
同じ傾向を示した。しかし、Zn については、
68Zn/66Zn比が、外套膜では徐々に増加傾向に
あるのに対し、腎臓についてはほとんど変化
せず Cd の場合とは大きく異なっていた。こ
れらの結果から、ヒメジャコ軟体部の Cd と
Zn の元素利用能に違いがあることが示唆さ
れた。 
 

②シャコガイ及びサンゴ褐虫藻の分析結果 
シャコガイの外套膜から共生褐虫藻の単

離を、ポッター型ホモジナイザーと遠心分離
機、メッシュろ過を組み合わせることにより
可能にした。生物顕微鏡で観察したところ、
直径 10 μm 程度の褐色藻が他の成分とおお
よそ分離できていることが確認された。
Milli-Q 水で数回洗浄した後、乾燥させ、乾
重量で 5 mg ずつをマイクロ波加熱酸分解法
で溶液化し、誘導結合プラズマ質量分析法で
分析した。その結果、V, Mn, Co, Ni, Cu, Zn
など 12 元素（生体必須元素 9 元素含む）が
定量可能となった。 
 さらに、比較のためにサンゴ褐虫藻の分析
を行った。サンゴ褐虫藻では 19 元素，外套
膜では 22 元素を定量することができた．C，
N，V，Mn，Co，Cu，Zn，Rb，Sr，Mo，Cd，Cs，
W，Pb，U の 15 元素はいずれの試料でも定量
することができた．また，Cr，Ga，As，Agは
サンゴ褐虫藻のみで検出され，Se，Sb，La，
Ce，Pr，Nd，Erは軟体部のみから検出された．



 

 

Srはいずれの試料でも定量できたが，サンゴ
褐虫藻で約 1629 ppm，軟体部で約 438 ppmと
高濃度であった．これはサンゴから単離した
際にサンゴ骨格が入った可能性があり，大量
の Caが ICP-MSで測定され干渉を受けたと考
えられる． 
 全体的に軟体部より褐虫藻のほうが高濃
度であった．一方，Ni，Rbは，軟体部のみで
検出された．Rbは，ヒメジャコ褐虫藻と外套
膜同様に，宿主の軟体部がサンゴ褐虫藻より
高濃度となった．さらに，Gaはヒメジャコ褐
虫藻，サンゴ褐虫藻ともに宿主からは検出さ
れず，褐虫藻が特異的に摂取している可能性
がみられた． 
 
③拡張したレッドフィールド比の検討 

シャコガイとサンゴの褐虫藻の分析結果

を瀬底島沿岸海水の溶存態元素濃度（一部、

太平洋表層海水の文献値を使用）と比較し、

生物濃縮係数を求めたところ、微量金属元素

についていずれも類似した傾向を示した。特

にZnとCdについては著しく高く、107レベルで

あった。他にPb, Mnは106レベル、Ni, Co, Cu

は105レベルで比較的高い値を示した。Zn,Cd

は海水中では極低レベルであるが、褐虫藻が

高濃度に濃縮していることが明らかになっ

た。褐虫藻の元素組成をRedfield比にあては

めて考察したところ、シャコガイ褐虫藻は

C106N19Zn0.005Mn0.002Cu0.00015 Cd0.000035Pb0.000006,サ

ンゴ褐虫藻は

C106N26Zn0.005Mn0.001Cu0.0005Cd0.00006Pb0.000009 とな

り、主成分ではいずれも窒素のモル比が他の

海域の植物プランクトンよりも高かったが、

サンゴ褐虫藻はより高い値を示した。また、

Cに対するZnのモル比はサンゴ、シャコガイ

ともにほぼ等しかった。一方、還元的海底特

異海域に生育し、化学合成細菌を共生する二

枚貝であるツキガイモドキの軟体部を測定

した結果、同海域から採取したアカガイなど

の他の二枚貝と比べて、Pb, Cu, Biが著しく

高濃度であったが、逆にZn, Cdは相対的に低

濃度であり、サンゴ礁海域の他の二枚貝とは

大きく異なる特徴であった。 
 
（２）海水試料 
①海水試料の分析法の確立 
 キレート樹脂濃縮法を簡易簡便化し、多試
料同時に濃縮を可能にするとともに、樹脂の
種類や濃縮条件の検討を行うことで、回収率、
濃縮率の向上と濃縮可能元素数の増加を試
みた。簡便化については、キレート樹脂をこ
れまでの Chelex100（BioRad）や Emporeディ
スク（３M）に加えてノビアス（日立）や
MetaSep(GL サイエンス)についても検討した。
これらの樹脂の濃縮条件の最適化を行うこ

とにより、特に Ca の除去率が向上し、Mo な
ど陰イオン成分の回収率が向上した。特にノ
ビアスでは、海水中の Ca が効率良く除去で
きることから、濃縮率をこれまでの 50 倍か
ら 500倍に向上することができた。また、キ
レート樹脂通液の際に圧力がかからなくな
ったため、吸引装置と組み合わせて、多試料
同時濃縮も可能になった。 
 また、キレート法で濃縮が困難な陰イオン
性の微量元素（V, Cr, As, Mo, Sb など）は
水酸化ランタン共沈法で測定可能となり、キ
レート法と水酸化ランタン共沈法を組み合
わせることで、貧栄養海域であるサンゴ礁海
域においても ppb (ng L-1)～ ppt (pg L-1)レ
ベルの少なくても 12 元素の微量元素の定量
を可能にした。 
 
②リン化合物の化学形態別分析 
 イオン対形成メンブランフィルター捕集
濃縮法を併用したモリブデンブルー法によ
り、「溶存態リン」、「酸難溶粒子態リン」、「全
リン」の分析を行った。サンゴ礁生物試料の
採水場所であり瀬底島の海水について昨年
度から２ヶ月ごとに１年間測定した結果、全
リンは平均 14.0 mg/L、そのうち溶存態リン
は平均 16％、酸難溶粒子態リンは平均 65％
であった。これに対して、泊港試料では全リ
ンは平均 62.6 gL-1であり、溶存態リンの平
均割合は 64％であった。両者の相違は、サン
ゴ礁が生息し人為影響が少ない海域と、市街
域に位置し人為影響を受けやすい海域の特
徴の違いを反映したものと考えられる。また、
溶存リン酸イオンと栄養塩型微量金属元素
との関連性を検討した結果，瀬底島沿岸海水
中の〔Cd〕／〔PO4

3-〕比は 1.46～3.7×10-3

となり、測定した他の沖縄沿岸海域および北
太平洋の外洋表層海水の文献値より特異的
に高いことが明らかになった。この理由は明
らかではないが、Cdが瀬底島沿岸域に何らか
の要因で流入している可能性、あるいはサン
ゴ礁海域の植物プランクトンの溶存リン酸
イオンの取り込み速度の違いによる可能性
が考えられる。 
 
③陽イオン性微量元素の高倍率濃縮と簡易
化学形態別分析 
 瀬底島海水中の水和金属イオンを採水現
場でキレート固相抽出カラムに濃縮する方
法を確立すると共に、2010年 9月より月に一
度の採水を行い、サンゴ礁海域の微量元素濃
度変化の特徴を探るためのモニタリングを
開始した。また、ICP-MS測定では各種化学形
態別に捕集したカラムから直接溶出測定で
きるようにオンライン溶出測定法について
検討した。この手法は ICP-MS 測定の信号を
過渡的なピークとして検出できるため、一部
の元素（Co, Zn, Cd, Pb, U など）について



 

 

は感度が向上し、有効であることを確認して
いるが、ソフトウェア上での計算処理が煩雑
であるため、以下の分析には用いなかった。 
 
④サンゴ礁海域における海水中微量金属元
素濃度モニタリング 
サンゴ礁海域である瀬底島沿岸海域におい

て海水中の微量金属元素を化学形態別にモニ

タリングを行った結果、酸可溶粒子態につい

ては、V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Cd, Pb, 

Uの11元素、溶存態に関しては前述の元素から

Feを除く10元素、イオン態についてはNiとCu

の定量値を得ることができた。長期モニタリ

ング結果では季節的な特徴は見られなかった

が、10,１,6月にはFe, Ni, Cu, Zn, Cdが他の

月に比べて特異的に高い値を示した。これら

の元素はサンゴ粘液中に多く含まれているこ

とから、サンゴ粘液が酸可溶粒子態元素濃度

を上昇させた可能性が考えられる。さらに６

時間ごとに採取した短期モニタリングの結果

では、Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pbが干潮時

に高濃度を示すことから、前述の結果が支持

された。 
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