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1 はしがき

植物プランクトン，バクテリアなどの生理機能は，遺伝子情報が酵素を生産するこ

とによって発現される.しかし，遺伝情報の伝達および多くの酵素の機能発現には，

さまざまな微量金属が必要である.一方，多くの金属は高濃度では毒性を現す.海洋

における微量金属はさまざまな化学形(スペシエーション)，分布，循環をとり，それ

らすべてが金属の生物活性を規定する要因となる.最近，このような金属元素の全体

を，ゲノム，プロテオームにならってメタロームとよぶことが提唱された.平成 13年

一15年度基盤(B)・一般研究「海洋環境における微量生元素の動態と生態系への影響」

など，これまでの我々の研究により，生物活動が生物活性微量金属の分布と動態に影

響をおよぼすこと，また逆に生物活性微量金属の利用可能性が植物プランクトンの生

長速度，群集組成，バクテリア酵素活性に影響をおよぼすことが明らかとなった.本

研究はこれらの相互作用をさらに掘り下げて追究することを自的とした.

本研究ではメタローム，プロテオーム相互作用を解明するために以下の研究を行うこ

とを計画した. (1)生物活性微量金属の化学種別分析法(スペシエーション法)およ

び現場分析法の開発， (2)植物プランクトンとバクテリアの酵素(活性)およびタン

パク質の分析・解析法の開発， (3)太平洋，南極海をおもな対象海域として，メタロ

ーム，プロテオームの時空間変動と相関の観測， (4)培養系において植物プランクト

ンの金属取り込み機構の解明.

本研究で得られた主な成果は，以下のようである.

(1)生物活性微量金属の化学種別分析法(スペシエーション法)および現場分析法

の開発

・150mL程度の海水試料を用いて，国際共同研究計画GEOTRACES(海洋の微量
元素・同位体による生物地球化学的研究)のkeypぽameterである Fe，Al， Zn， Mn， 

Cd， Cuをすべて同時定量するために，エチレンジアミン三酢酸基を有するキレ

ート吸着剤に基づく分離法を開発した.本法を用いてベーリング海東部におけ

る微量元素の分布を明らかにした.

・懸濁粒子態Co，Ni， Cu， Zn， Cd， Pbの同時分析法を確立した.
・溶存態および酸可溶態 Zr，Hf， Nb， Ta， W の同時分析法を確立した.
・生物活性微量金属の分布と動態に影響を与えうる炭酸系成分(アルカリ度・全
炭酸)のフロー式現場分析法の開発を行った.また，現場分析装置に関して，

光ファイパを用いた検出系の設計・試作と，ダイアブラムポンプを用いた現場



での試薬送液安定化の検討を行った.

(2)植物プランクトンとバクテリアの酵素(活性)およびタンパク質の分析・解析法

の開発

・珪藻類の増殖が海水中の鉄不足により制限されていることを評価するため，光
化学系 Iの鉄田硫黄結合タンパク質PsaCおよび光化学系 IIの反応中心 PsbA(Dl)

の検出法を開発した.

・珪藻 Thαlαssiosirapseudonanαのゲノム情報から，鉄制限時に発現するフラボド
キシンの抗原部位(珪藻類に共通)を推定し，抗ペプチド抗体を作成した.

・植物プランクトンの鉄増殖制限指標となる光合成タンパク質フェレドキシンお
よびフラボドキシンをウエスタンブロッティングで検出するため，抗フェレド

キシン抗体および抗フラボドキシン抗体の希釈率を決定した.また， R. Michel L. 

McKay教授 (BowingState Univ.)から頂いた抗フラボドキシン抗体との比較を

千子った.

(3)太平洋，南極海をおもな対象海域として，メタローム，プロテオームの時空間変

動と相関の観測

・白鳳丸，海鷹丸，みらいの研究航海に参加し，太平洋と南極海において海水試
料を採取した.生物活性微量金属の鉛直断面分布を明らかにするために，これ

らの試料の分析を進めた.

・海水中 Fe，Co， Ni， Cu， Zn， Cdの分布がスールー海，南シナ海及び北太平洋で大き
く異なることを見出し，その差異が海盆の地形と水循環によるものであること

を示した.微量元素を古海洋のプロキシーとして利用する上で，種々の海盆に

おける微量元素のデータを蓄積することが重要であると提案した.

・西部北太平洋亜寒帯域の第 2回現場鉄散布実験 (SEEDS-II)において，鉄散布
後，大型珪藻類のブルームが発生せず，小型の鞭毛藻類が優占したことを明ら

かにした.大型珪藻類の光合成タンパク質の分析から，その原因の 1っとして，

鉄散布後も大型珪藻類は鉄ストレスを抱えていたことを明らかにした.

• SEEDS-IIにおいて 海洋観測および船上培養実験を実施し，鉄散布が生物活性

微量金属の溶存態および粒子態組成に与えた影響を明らかにした.

・親潮域および黒潮親潮混合域の植物プランクトンの鉄増殖制限を評価するため，
2005年4月および9月に試料を採取した.光合成タンパク質の分析により，海

水中の鉄が春季親潮珪藻ブルームの盛衰を支配する因子として極めて重要で、あ

ることを初めて実証した.

・駿河湾におけるナノ鞭毛虫と繊毛虫の現存量の日周ダイナミクスを調査した.
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水深20""'500mにおいて，夜間の繊毛虫現存量の増加が海洋環境で初めて確認

された.ナノ鞭毛虫の細胞数は夜間に低くなる傾向が見られ，繊毛虫が夜間に

ナノ鞭毛虫を捕食していた可能性を示した.これらの結果は，原生動物の現存

量の日周ダイナミクスが，微量金属の迅速なリサイクルを促している可能性を

示している.

・中部太平洋における従属栄養微生物の群集構造と代謝活性を把握し，それらと
微量金属元素の関係を調べることを自的として，夏季に160W上の 10Sから 53N

で、観測を行った.これまでに細胞外酵素活性と繊毛虫類細胞の数・サイズの測

定を終了した.深度 4000mで繊毛虫を検出した.これは繊毛虫を確認した研究

例で最深である.今後，バクテリアとナノ鞭毛虫類の細胞数の測定を行う.

・微生物群集の細胞外加水分解活性に対する微量金属の効果を明らかにした.ま
た，バクテリアの成長効率と水温の関係を明らかにし，その関係に有機物量が

影響することを示した.

(4)培養系において植物プランクトンの金属取り込み機構の解明

・人工キレート配位子存在下の植物プランクトン培養液中における鉄のサイズ分
画を調べた.

・海洋植物プランクトンが細胞外に放出した鉄結合配位子を LC-MSを用いて解
析した結果，官能基としてカルボン酸またはヒドロキサミン酸を有することが

分かつた.

・鉄欠乏下で培養した赤潮植物プランクトン Prymnesiumparvumの細胞膜に発現
する外膜タンパク震を SDふポリアクリノレアミドゲ、ル電気泳動を用いて解析し，

分子量39，42 kDaのタンパク質を見いだした.これらのタンパク質は，栄養塩

や光により生長が制限される条件では強く発現せず，鉄が枯渇するかキレート

配位子の共存により鉄の生物可用性が低下したときにのみ強く発現した.

・ディファレンシヤノレディスプレイ法を用いて鉄制限誘導型遺伝子群を探索した
結果，エノラーゼ¥アルギン駿分解酵素やヒートショックタンパク質等をコー

ドする塩基配列と高い相同性を示す遺伝子群を得た.

平成 16年度から 18年度までの 3年間に得られた研究成果は， 15研究発表Jにまと

めたように，学術論文35報，学会発表 111件，書籍 14冊，その他 16編，および工業

所有権の出願・取得状況 3件として公表された.これらのうち代表的なものを 16研

究成果Jに収録する.

本研究は， 3年間の研究期間にほぼ当初の目標を達成できたが，これで完結したわけ
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ではない.現在，し1くつかの論文を投稿中で、あり，また最新の研究成果を論文に著す

作業を進めている.我々は，本研究の成果とここで培われた手法をもとに，今後さら

に観測・実験・議論を進めて，海洋生態系におけるメタローム幽プロテオーム相互作用

を定量的に把握することを目指す.

最後に，本研究の実施にあたりご協力演いた皆様，とりわけ白鳳丸，淡青丸，みら

い，海鷹丸，開洋丸，若鷹丸，北米丸，ロシア船クロモフ号の乗組員の皆様に厚く御

礼申し上げます.

研究代表者宗林由樹

2 研究組織

研究代表者:宗林 由樹(京都大学化学研究所・教授)

研究分担者:岡村 慶 (高知大学海洋コア総合研究センター・助教授)

研究協力者:則末 和宏(京都大学化学研究所・助手)

研究分担者:鈴木 光次(北海道大学大学院地球環境科学研究科・助教授)

研究分担者:長谷川 浩(金沢大学大学院自然科学研究科・助教授)

研究協力者:宗林留美(静両大学理学部・助手)

3 交付決定額

(金額単位:円)

直接経費 間接経費 」 合計

平成 16年度 21，100，000 6，330，000 27，430，000 

平成 17年度 8，700，000 2，610，000 11，310，000 

平成 18年度 8，900ラ000 2，670，000 11，570，000 

給、 言十 38，700，000 11，610，000 50，310，000 
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4 研究航海

1. JAMSTEC白鳳丸， KH06幽04Leg3， 2006年 12月 7日(モーリシヤス) ~12 月 23
日(モーリシャス)，インド洋中央海嶺での熱水活動探査.

2. ロシア海洋観測船クロモブ，阻106，2006年 8月 12日(小樽)~9 月 14 日(小樽)， 
オホーツク海における基礎生産特性とその制御因子に関する調査.

3. 独立行政法人水産総合研究センター北光丸， HK0607， 2006年 7月 15S (郵11路)
一7月 29日(釧路)，親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とそ
の制御因子に関する調査.

4. JAMSTEC淡青丸， KTOふ14，2006年 7月4日(東京)一7月 12日(東京)，明神
礁での熱水活動探査.

5. JAMSTECハイパードルフイン/なつしま， NT06幽06，2006年 6月24日(熱海)一
6月27日(横須賀)，初島海底ステーションでの化学計測システムの回収.

6. JAMSTEC白鳳丸 KH-06四3，2006年 6月 14日一6月 23日，西部北太平洋亜熱帯
域における植物プランクトン群集組成に関する調査.

7. JAMSTEC白鳳丸， KH-06・2，2006年 6月 2日(東京)一6月 23日(東京)，西部
北太平洋における微量金属供給と窒素固定生物の生産に関する研究.

8. JAMSTECハイパードルブイン/なつしま， NT06-06， 2006年 4月 3日(横須賀)
一4月 6日(横須賀)，初島海底ステーションでの化学計測システムの設置.

9. JAMSTECハイパードノレブイン/なっしま， NT05-26， 2005年 9月23日(横須賀)
一10月6日(グアム)，水曜海山における海底熱水活動調査.

10. 独立行政法人水産総合研究センター北光丸， HK0509， 2005年 9月 15日(釧路)
~9 月 23 日(釧路)，親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とそ
の制御因子に関する調査.

11. 独立行政法人水産総合研究センター若鷹丸， WK0509， 2005年 9月 12日(塩釜)
~9 月 26 日(塩釜)，親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とそ
の制御因子に関する調査.

12. JAMSTECかいれい， KR05聞12，2005年 8月 16日(横須賀)一8月24日(横須賀)， 
自律航行型海中ロボット AUVr2D4 (東京大学生産技術研究所)による明神礁で
の熱水活動探査

13. JAMSTEC白鳳丸， K狂-05-2，2005年 8月 8日(東京) ~9 月 21 S (東京)，中部
北太平洋の南北断面における微生物活動と生元素循環の研究.

14. 独立行政法人水産総合研究センター北光丸， HK0507， 2005年7月 14日(釧路)
一8月 1日(釧路)，親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とその
制御因子に関する調査.

15. 独立行政法人水産総合研究センター若鷹丸， WK0505， 2005年 5月 10日(塩釜)
~5 月 29 日(塩釜)，親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とそ
の制御因子に関する調査.

16. 独立行政法人水産総合研究センター北光丸， HK0505， 2005年 5月 9日(釧路)
~5 月 16 S (釧路)，親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とそ
の制御因子に関する調査.

17. JAMSTECハイパ一ドルフィン/なつしま，NT05恒例， 2005年 4月29日(石垣)~5 
月 3日(石垣)，鳩間海丘における熱水活動調査.

18. 独立行政法人水産総合研究センター若鷹丸， WK0503， 2005年 3月4日(塩釜)
一3月 17日(塩釜) 親潮域および黒潮，親潮移行域における基礎生産特性とそ
の制御因子に関する調査.

19. JAMSTECみらい， MR05-K01， 2005年 2月 28日(関根浜) ~2005 年 3 月 24 日
(関根浜)，亜寒帯北太平洋における生物活性微量金属の循環に関する研究.

20. 東京海洋大学海鷹丸，第 15次航海， 2004年 12月 31日(ケープタウン)一2005
年 2月 20日(メルボルン)，南極海インド洋セクターにおける生物活性微量金罵
の循環に関する研究.

21. JAMSTEC白鳳丸， KH-04-久 2004年 11月 29S (東京)一2005年3月 22日(東
京)，太平洋および南極海における微量金属の南北断面観測.

22. JAMSTECみらい， MR04鵬K06，2004年 10月 13臼(ダッチハーパー)一2004年
11月 9日(関根浜)，北西太平洋における微量金属の分布に関する調査.

23. JAMSTEC白鳳丸， K耳ー04開3，2004年 7月 13日 (東京)一8月 27日(東京)，西
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部北太平洋亜寒帯域の中規模現場鉄散布実験.
24. JAMSTEC白鳳丸， K百四04幽2Leg3， 2004年 5月26日(グアム)一6月 6日(グア
ム)，自律航行型海中ロボット AUVr2D4(東京大学生産技術研究所)によるマリ
アナトラフ熱水活動探査.

25. JAMSTECしんかい 6500/よこすか， YK04幽05Leg3， 2004年 5月 17日(那覇)一
5月21日(奄美)，水曜海山における海底熱水活動調査.

26. 中央水産研究所蒼鷹丸ラ2006年 5月，7月， 10月，2007年 1月(計4回) (横浜)一
(横浜)，黒潮域低次生産調査.

27. 静岡県水産研究所駿河丸，2004年度"'"'2007度年4月，7月， 11月，2月(計 12回)(焼
津)ー(焼津)，駿河湾産微細藻類利用開発研究のための駿河湾深層水調査.
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5 研究発表

(ア)学術論文

1. K. Fujiwara， A. Ramesh， T. Maki， H. Hasegawa and K. Ueda. Adsorption of platinum 
(IV)， palladium (II) and gold (凹)from aqueous solutions onto L-lysine modified 
crosslinked chitosan resin. J. Hcαzαrd.Mαter. (in press). 

2. H. Fukuda， H. Ogawa， R. Sohrin， A. Yamasaki and 1. Koike. Sources of dissolved 
organic carbon and nitrogen in Otsuchi Bay on the Sanriku ria coast of Japan in the 
spring. Coast，α1 Marine Science (in press). 

3. C. Okumura， H. Hasegawa， T. Maki and K. Ueda._ _ Determination of iron in 
phytoplankton cultures by radiochemical analysis with ココFe.J. Ecotechnol. Res. (in 
press). 

4. A. Ramesh， H. Hasegawa， T. Maki and K. Ueda. Adsorption of inorganic and organic 
arsenic from aqueous solutions by polymeric Al/Fe modified montmorillonite. Sepαration 
and Purificαtion Technology (in press). 

5. A. Ramesh， H. Hasegawa， T. Maki and K. Ueda. Nanometer嗣sizedalumina coated with 
chromotropic acid as solid phase metal ex仕actantfrom environmental samples and 
determination by inductively coupled plasma atomic emission spectrometry. 
Microchemical Jounal (in press). 

6. M.L. Firdaus， K. Norisuye， T. Sato， S. Urushihara， Y. Nakagawa， S. Umetani and Y. 
Sohrin. Preconcentration of Zr， Hf， Nb， Ta and W in seawater using solid-phase 
extraction on TSK・8-hydroxyquinolineresin and determination by inductively coupled 
plasma-mass spectrometry. Anal. Chim. Actα583， 296-302 (2007). 

7. H. Fukuda， R. Sohrin， T. Nagata and 1. Koike. Size distribution and biomass of 
nanoflagellates in meso-and bathypelagic layers of the subarctic Pacific. Aquαt. Microb. 
Ecol. 46， 203開207(2007). 

8. K. Norisuye， M. Ezoe， S. Nakatsuka， S. Umetani and Y. Sohrin. Distribution ofbioactive 
trace metals (Fe， Co， Ni， Cu， Zn and Cd) in the Sulu Sea and its adjacent seas. Deep-Sea 
Res. 1154， 14・37(2007). 

9. S. Iwade， K. Kuma， Y. Isoda， M. Yoshida， 1. Kudo， J. Nishioka and K. Suzuki. Impact of 
high iron concentrations of iron uptake and growth of a coastal diatom Chαetoceros 
sociale. Aquat. Microbial. Ecol. 43， 177-191 (2006). 
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