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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、海水の富栄養化によってサンゴが受ける「慢性ストレス」の評価技術の確
立を目的として、生化学的な新規定量法の開発を試みた。「活性酸素」と良く似た性質を持つ「活性窒素」の生成と消
去のバランス崩壊が、ヒトの慢性ストレス障害に関与していることが指摘されている。そこで、富栄養化に伴う活性窒
素障害（窒素毒性）の生化学的痕跡として生体成分のニトロ化に着目し、普及を念頭においた簡便技術の開発を検討し
た。ニトロ化合物を酸化分解処理し、遊離してくる硝酸イオンをイオンクロマトフラフィーによって検出することで、
ニトロ化レベルが定量化できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Eutrophication of seawater caused by run-off from land appears to change the reef 
ecosystems in Okinawa. Until now, however, there has been no measure to assess its physiological impact on
 reef-building corals. A major objective of this research project was to find a quantitative measure for t
he physiological impact of eutrophication on a biochemical basis. Focusing on uncontrolled production of r
eactive nitrogen species (RNS) under stress conditions, this study attempted to quantify nitrated biomolec
ules with simple procedures. We suggest that hydroxyl radical generated by the Fenton reaction liberates n
itro group from its parent compounds and produces nitrate ion that can be quantified with ion chromatograp
hy technique, a novel method to evaluate nitrogen toxicity.
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１．研究開始当初の背景 
 沖縄のサンゴ礁衰退の原因として、生活排
水や農畜産業廃水による「海水の富栄養化」
が一因として考えられている。しかし、富栄
養化した海水の毒性実体は不明で、サンゴ礁
衰退との因果関係も未だ証明には至ってい
ない。 
 海水の富栄養化は、植物プランクトンの増
殖に必要な窒素やリンなどの栄養塩の濃度
上昇を引き起こす。一般に、栄養塩濃度の上
昇は、共生藻をもつ造礁性サンゴにとって有
利に働くと考えられている。最近、サンゴ礁
を形成する基盤種では、富栄養化によって顕
著な生長抑制がおこり、長期生存率も著しく
低下することが明らかとなった。このことは、
富栄養化海水には生体毒性を示す「負の効
果」もあることを示唆している。しかし、富
栄養化海水の毒性実体は明らかになってお
らず、サンゴ礁生態系衰退との因果関係も証
明までには至っていない。 
 
２．研究の目的 
 サンゴ礁を対象とした従来の環境影響評
価法は、長期間の経過観察および生態学的調
査を必要とするため、富栄養化の被害を予
知・予見・予防するには不向きである。本研
究計画では、これまで判定が難しかったサン
ゴの慢性ストレスを定量化し、新しい影響評
価法を確立することで、サンゴ礁生態系の保
全・回復に資する技術基盤の形成と、生物に
おける慢性ストレス障害の発生機序の学術
的知見を得る事を目指す。 
 
３．研究の方法 
 サンゴ礁海域の富栄養化状態を示す環境
指標生物として微細藻類の同定を行った。沖
縄本島、宮古島、石垣島、西表島でサンプリ
ングを行い、16S rRNA遺伝子塩基配列に基
づく糸状ラン藻の系統的関係を調べた。 
 富栄養化海水の共通特性として窒素過多
が知られている。サンゴ礁の生物は、貧栄養
環境および低窒素環境下に適応進化した生
物群である。これまでに、窒素の生物学的な
急性毒性作用は知られておらず、主な生理的
影響は慢性毒性と考えられる。しかし、窒素
過多の慢性毒性誘発のメカニズムは不明の
ままである。最近、無機窒素体から活性酸素
と良く似た性質をもつ「活性窒素」が細胞内
で生産され、様々な生理機能を発揮している
ことが明らかとなってきた。また、活性酸素
と同様に、活性窒素が細胞死の誘導や様々な
代謝障害の原因ともなっていることも指摘
されている。窒素過多による慢性毒性評価法
確立を目指して、活性窒素生成のフィンガー
プリントであるニトロ化物質の定量技術に
関する基礎反応の生化学的解析を行った。 
 造礁サンゴは、刺胞動物と褐虫藻との共生
体であるため、毒性の発生機序の実験的解析
が困難である。そこで、活性窒素 (RNS) お
よび活性酸素 (ROS) および活性硫黄 (RSS) 

の相互作用を研究するためのモデル系とし
て、シダ植物の Azolla を採用した。近年、
ヒトのメタボリックシンドロームが食生活
によって誘発されることが指摘されている。
生物における活性窒素の正負両作用の理解
を深めるために、本研究で検討している手法
を食品にも適用し、生物に共通した慢性窒素
毒性の発生機序を考察した。 
 
４．研究成果 
（１） 富栄養化指標生物の探索 
 サンゴ礁における海水富栄養化の影響の
具体例として西表島の宇那利崎の現地調査
を行った。岬北側から東側の浦内川河口の淡
水影響が少ない場所と、やや西側で陸水影響
が考えられる地点において，糸状ラン藻の繁
茂に顕著な差異が認められた（図１）。この
違いは、陸域から継続的な栄養供給がもたら
される海域と、外洋に面して栄養分が急速に
希釈される海域との栄養塩供給の違いによ
るものと考えられる。また、サンゴ礁域の富
栄養化に対して、糸状ラン藻類が敏感に応答
することを示している。今回の調査結果より、
糸状ラン藻がサンゴ礁域における海水富栄
養化の指標として利用できる可能性が示さ
れた。 

 糸状ラン藻類は、サンゴが死滅する高度富
栄養化環境下
でも繁茂する
種類もあり、
低レベル富栄
養化で出現す
る糸状ラン藻
類と区別する
必要がある。
そこで、ラン
藻特異プライ
マーの組み合
わせを検討し、
肉眼的な糸
状ラン藻の
分類を明ら
かにする手

 

 

図 1. 西表島宇那利崎における貧栄養
（A,B）および富栄養（C,D）環境。 

図 2. 肉眼的糸状ラン藻の
16S rDNA塩基配列に基づ

く系統樹 



法を確立した。この方法を用いて、沖縄本島
や石垣島、宮古島などから採集した肉眼的な
糸状ラン藻について系統的関係を明らかに
した（図２）。 
 
（２） 窒素障害定量手法の開発 
 造礁サンゴは、熱帯・亜熱帯の貧栄養環境
に適応進化してきた生物群である。そのため、
富栄養化によって無機窒素濃度が上昇する
と、環境ストレスとして働き、生体の機能障
害を引き起こしてしまう。しかし、富栄養化
による機能障害は急性反応を示すことは希
で、多くは長期的な慢性ストレスとして作用
する。急性反応に比べて慢性反応は、原因と
の因果関係特定が難しく、医学臨床分野でも
長年の課題となっている。加えて、生命科学
領域全般においても、長期慢性ストレスの作
用機序は未だに不明である。 
 本研究課題では、富栄養化に伴う長期スト
レスの評価法確立を目的として、ラジカル反
応を用いた新規定量法の開発を試みた。特に、
活性窒素による生体物質のニトロ化に着目
し、普及実用化を視野に入れて簡便技術の開
発を主眼に検討をおこなった。 
 素反応の解析には、ニトロフェノールをモ
デル化合物として用い、特に、亜硝酸遊離を
伴う脱ニトロ化反応の検討を行った。最初に、
酵素処理による脱ニトロ化反応の応用可能
性を調べた。沖縄のマングローブ土壌より、
ニトロフェノールを炭素源として、分解菌の
スクリーニングを行った。ニトロフェノール
培地で生育する細菌を同定したところ、
Pseudomonas putida sp. であることが分かっ
た。土壌細菌による分解系では、ニトロフェ

ノールの消失と亜硝酸の生成が連動して起
こる事が確認されたが、4-ニトロフェノール
以外の光学異性体を分解しないなど、汎用目
的に不向きな基質特異性の高さが明らかと
なった。そこで、非酵素的にニトロフェノー
ルから亜硝酸を遊離する反応を検討した。 
 酸化チタンを用いて、ニトロフェノールか
ら亜硝酸を遊離する光触媒反応を検討した
ところ、紫外線照射によってニトロフェノー

ルの分解が見られた。構造特異性はなく、分
解量と遊離亜硝酸生成にも良い対応が見ら
れ、光触媒法によって、ニトロ基が亜硝酸イ
オンへ変換されることが示めされた。この反
応は、マンニトール添加で抑制されることか
ら、光触媒で発生するヒドロキシラジカルに
よって、ニトロ基の置換反応が起きていると
考えられる。 
 光触媒法は、紫外線照射が必要であるため、
処理量に制限があり、光を通さない濁った物
質には定量性が期待できない。そこで、
Fenton 反応により化学的にヒドロキシラジ
カルを発生させ、遊離してくる硝酸、亜硝酸
イオンを定量する手法を試みた。反応条件を
検討した結果、親化合物のニトロ基量に対応
して、硝酸イオンを検出することができた。
Fenton 反応による前処理とイオンクロマト
グラフィーによる硝酸イオンの定量によっ
て、親化合物の種類に依存することなく、ニ
トロ化物質を定量化する技術基盤ができた
と考えている（図 3）。 
 
（３） 慢性ストレス障害発生機構 
 環境ストレスおよび慢性ストレスによる
機能障害には、細胞内で発生する活性酸素が
関与していることが知られている。近年、活
性窒素が活性酸素と相互作用し、様々な細胞
応答を引き起こしている可能性が指摘され
ている。しかし、造礁サンゴはおろか、生物
全体を見渡しても、活性酸素（ROS）・活性窒
素（RNS）・活性硫黄（RSS）の相互作用が解
明された例は未だない。 
 本研究では、富栄養化の影響評価のモデル
生物として、 シダ植物の一種であるアカウ
キクサ Azolla を採用し、ROS・RNS・RSS 相互
作用の機序を調べた。Azolla は、富栄養条件
等の環境ストレス負荷状態になると、根が急
速に脱離する特徴的な性質を持っている。こ
の現象を富栄養化解析の指標にして、ストレ
スに対するアカウキクサの生化学的応答を

調べた。その結果、亜硝酸、高温、ポリアミ
ン等の様々なストレスに対して感受性を示
し、根の急速脱離を起こすことが確認された。

 

 

図 3. イオンクロマトグラフィーと
Fenton反応を用いたニトロ基の定量 

 

図 4. Azollaにおける ROS/RNS/RSS相互
作用モデル（Cohen, Grung, Fukuto, 

Yamasaki 2014） 

 



窒素原子を3つもつアジ化ナトリウムで最も
激しい脱理応答が見られ、その際に大量に
RNSである一酸化窒素NOを放出することを見
いだした。赤外線顕微分光法を用いて脱離部
分の細胞を調べたところ、ストレス負荷後で
は、細胞構成成分がニトロ化されていること
が示唆された。研究結果を基に、様々なスト
レスによって同一の生理的応答が得られる
新たな仕組みを仮説として提唱した。 
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