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研究成果の概要（和文）：現在の海洋における結合態窒素収支のアンバランスを解決するために、

過小評価されていると考えられている「窒素固定フラックス」について、申請者らが開発した

「高感度 15N-PON(粒状有機態窒素)・15N-TDN(溶存態窒素)法」を用いて見直しを行った。

従来の低感度 15N -PON 法では出来なかった微小画分〔0.7mm 以下の PON＋TDN〕への窒素

固定速度定量を行うことにより、正確で精度の良い窒素固定フラックスの定量を試み、過小評

価分を評価した。

研究成果の概要（英文）：Using the 15N2 tracer method and high-sensitivity stable nitrogen
isotopic composition analytical systems, we determined N2 fixation rates for ocean samples
by dividing them into particulate and filtrate fractions. While N2 fixation in the filtrate
fraction had been ignored in previous studies, we found a significant N2 fixation rates in
the filtrate fraction in our study.
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１．研究開始当初の背景

海洋の窒素（N）循環は生物生産や炭素循環

に深く関わっており、水産資源や地球環境問

題を検討する上でも、その定量化や時間変化

の解明は非常に重要な課題である。海洋では

N の大部分が窒素ガス（N2）として存在し、

相対的に僅かな部分が結合態窒素〔粒状有機

態窒素(PON), 溶存有機態窒素(DON), 溶存

無機態窒素(DIN){硝酸イオン(NO3-)・亜硝酸

イオン(NO2-)・アンモニア(主に NH4+)}の総

称〕として循環している。好気的な海洋環境

では、有機態窒素は微生物によって無機化さ
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れて最終的には酸化数の一番大きな NO3-に

なり、再び生物に利用される。しかし、海洋

堆積物や海水の貧酸素層など一部の嫌気的

環境においては、脱窒反応や嫌気的アンモニ

ア酸化反応によって DIN が N2化する反応が

進行し、海洋環境から生物が利用可能な N が

失われてしまう。この失われた N を補う反応

が、海洋中の一部の生物にしかできない窒素

固定（N2を生物一般が利用できる結合態窒素

に変換する反応）であり、NO3-の供給が乏し

い亜熱帯海域を中心に反応が進行している

と考えられている。

最 新 の 結 合 態 窒 素 収 支 の 見 積 も り

（Codispoti, 2007）によると（図 1）、シンク

の方がソースに比べて約 230TgN/yr 大きく

見積もられており（約 5 千年で海洋全体の結

合態窒素が無くなる）、それを補うだけの大

きな窒素固定フラックスの存在が示唆され

ている。さらに、近年、これまで窒素固定を

行なう生物として考慮されていなかった微

小な単細胞藍藻類や単細胞細菌プランクト

ンが海洋の窒素固定担体として大きな割合

を占めている可能性が高いことがわかって

きており、定量法を含めて従来の見積もり値

の見直しが必要である。

２．研究の目的

海洋の窒素固定速度を直接定量する方法と

して、窒素固定生物(実際には窒素固定生物が

その一部を構成するPON)を 15N2雰囲気下で

培養し、その15N 値の変化速度から見積もる

15N-PON 法が一般的である。しかし、この方

法ではガラス繊維ろ紙（GF/F: 孔径 0.7m）

で回収された有機物のみを定量するため、窒

素固定生物の排泄物や分解物などの溶存態

窒素（TDN = DON + DIN）として固定され

た 15Nや0.7m以下の生物による窒素固定量

が無視されており、窒素固定速度を過小評価

してしまう。そこで 15N-PON 法で見逃して

いた窒素固定速度を見積もるために培養試

料の TDN の15N 値の変化速度を測定するこ

と（15N-TDN 法）が考えられるが、従来の15N

定量法では感度が低いため TDN の15N 値を

測定することは難しかった。そこで申請者ら

は 4年前より高感度で各種結合体窒素の15N

値を定量する方法を開発することにより、

PON,DON については従来の百分の一、各種

DIN については従来の千分の一の試料量で

定量可能にした。

本研究では、現在の海洋における結合態窒

素収支のアンバランスを解決するために、新

しく開発した「高感度 15N-PON(粒状有機態

窒素)・15N-TDN(溶存態窒素)法」を用いて、

過小評価されていると考えられている「窒素

固定フラックス」の見直しを行うことを目的

とした。従来の低感度 15N-PON 法では出来

なかった微小画分〔0.7mm 以下の PON＋

TDN〕への窒素固定速度定量を行うことによ

り、正確で精度の良い窒素固定フラックスの

定量を行い、過小評価分を評価することを試

みた。

３．研究の方法

（１）調査航海

調査は、貧酸素層での結合態 N の N2化速度

が大きいことから、それを補う窒素固定速度

も大きいと考えられる太平洋やインド洋で

行った他、日本海や陸水環境でも行った。

（２）培養実験

15N2雰囲気化で培養し、結合態窒素への 15N

濃縮速度から窒素固定速度の見積もりを行

った。窒素固定速度の深度分布をとるため

に、海水試料を深さ方向に６層以上採取し、

総 PON や TDN の15N 値変化速度を定量す

る培養実験を行った。また、窒素固定速度

の時間変化を調べるために、6, 12, 18, 24 時



間培養を行った。特にTDN（大部分がDON）

画分への窒素固定率に着目し、生物種や環

境因子（栄養塩濃度、水温、日射量等）と

の関係を解析した。

（３）各種結合態窒素の15N 値定量

培養試料中の各種結合態 N の15N 値につい

て高感度分析手法を用いて定量する。具体的

な手順としては、まずPON, DONについては、

酸化剤を加え、オートクレーブに入れて高温

（120℃）下で NO3
-に変換する。NO3

-はカド

ミウム還元法によって NO2
-化した後、それを

アジ化水素と反応させて一酸化二窒素（N2O）

に変換した後、連続フロー型気体質量分析法

を用いた N2O 窒素同位体定量システムに導

入して15N 値を定量する。

４．研究成果

初夏の西部北太平洋の北緯 10°から北緯

40°までの海域の調査では、西部北太平洋の

低緯度から中緯度域では窒素固定が活発に

行われていることが分かった。さらに、従来

は無視されていた TDN（大部分が DON）画分

への海洋窒素固定速度を、新分析法により初

めて直接定量化することに成功し、その速度

は PON 画分への海洋窒素固定速度に匹敵する

大きさであることが見積もられた。特に北緯

30°～40°における TDN画分への窒素固定率

は４分の３程度と大きく、生物種の解析から

主にトリコデスミウムによって固定された

窒素が培養期間中に二次的に放出された結

果であることが考えられた。これらの結果よ

り、海洋の総窒素固定量の見積値は、従来の

倍前後に増大する可能性があることが示唆

された。インド洋や日本海については、調査

時期において、窒素固定が殆ど行われていな

い結果となった。
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