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第 1章 亜熱帯海域動物プランクトンの窒素排泄が窒素循環に果たす役割に関する研究 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。５年以内に出版予定。 
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第 2章 アンモニア排泄速度測定法の検討 

 

2.1. 序論 

2.1.1. これまでのアンモニア排泄速度測定手法 

動物プランクトンのアンモニア排泄速度測定では、主に Sealed-chamber method（Ikeda et al., 

2000）が用いられてきた。本法はろ過海水に実験個体を入れた飼育容器とろ過海水のみの飼

育容器（コントロール）を一定時間収容し、両者のアンモニア濃度の差からアンモニア排泄

速度を決定する方法である。これまでの研究では、分析機器の検出限界（≧50 nM）のために、

現場環境から大きく離れた条件下での実験により、測定を行っていた。例えば、短時間（<12 

h）での飼育を行うために、小型容器もしくは高い個体数を用いることで、単位容積あたりの

個体密度を高めて（22–1818 ind. L-1）、検出限界を超えるようにしていた。反対に、個体密度

を下げて（7-20 ind. L-1）測定する場合は、検出するために長時間（12-24 h）の飼育を行わざ

るを得なかった（Table 1）。このように、飼育時間と個体密度はトレードオフの関係にあり、

動物プランクトンはこれら実験条件のストレス下での飼育を余儀なくされていた。このよう

な実験条件が与えるアンモニア排泄速度への影響は、飼育時間および個体数について、これ

までいくつか研究例があり、その影響は種によって異なるものの、無視できないものとされ

てきた（Le Borgne 1986）。例えば、Nival et al.（1974）による実験では、Temora stylifera にお

いて、個体密度が 200 ind. mL-1を超えるとき、アンモニア排泄速度の増加が観察された。ま

た、容器サイズによって代謝が変化させることが Zeiss（1963）によって報告されており、

Calanus finmarchicus 小さい容器において飼育した際、大きい個体よりも呼吸速度が高くなる

ことが知られている。しかしながら、アンモニア排泄速度については容器サイズの影響は明

らかとなっていない。長時間飼育については、飼育時間の経過に伴う飢餓状態により、アン

モニア排泄速度が低下することが知られている（Skjoldal et al., 1984）。 

 近年、アンモニア濃度測定における高感度分析法の開発が進み、ナノモルレベル（≤10 nM）

での測定が可能となっている（e.g. Hashihama et al., 2015; Kodama et al., 2015a; Whitehouse, 1997）。

高感度法により、低密度かつ短時間でのより自然環境に近い条件での飼育が可能となり（Fig. 

1）、いくつかの先行研究において、動物プランクトンの排泄速度測定での応用が行われてい

る（Atkinson and Whitehouse, 2001; Kodama et al., 2015b）。 

 

2.1.2. 研究目的 

前述の通り、高感度法を用いたアンモニア排泄速度測定法では、これまでの方法に比べ、
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低密度かつ短時間でのより自然環境に近い条件での飼育が期待されるが、その有用性につい

ては、未だ適切な検証がなされていない。そこで、本研究では採集される動物プランクトン

群集において常に優占するカイアシ類に着目し、その排泄速度に与える容器サイズ、個体密

度、飼育時間の影響について、高感度分析法を用いて検証することを目的とした。さらに、

これまでの手法における実験的誤差を明らかにし、カイアシ類排泄速度測定における高感度

法の優位点を議論する。 

 

2.2. 方法 

2.2.1. 採集方法 

カイアシ類 7 種（Calanus sinicus、Eucalanus californicus、Metridia pacifica、Pleuromamma 

abdominalis、Pleuromamma gracilis、Acartia steueri、Oithona oculata）を日本およびアメリカ合

衆国近海の 8箇所より実験対象種として採集した（Table 3）。採集は、大型飼育ネット（目合

い 100 µm、口径 80 cm、3 Lコッドエンド）を用いて、研究船より鉛直曳き（深度 0-100 m、

曳網速度 0.2 m s-1）によって行った。ただし、小型カイアシ類 2種（A. steueri、O. oculata）に

ついては飼育ネット（目合い 100 µm、口径 45 cm、1 Lコッドエンド）を用いて、岸壁より傾

斜曳き（深度 0-5 m、曳網速度 0.2 m s-1）によって行った。採集した動物プランクトンはクー

ラーボックスに収容し、実験室での選別まで現場海水中で保存した。また、飼育実験用に船

底から汲み上げた研究用海水から、<0.2 μmろ過海水を作成した。<0.2 μmろ過海水を塩酸洗

浄した飼育容器に満たし、飼育実験開始まで温度を表層水温に調節したインキュベーター内

で保存した。このとき、相模湾にて採集を行った C. sinicus、A. steueri、O. oculata の実験につ

いては、現場海水中のアンモニア濃度が高いことから、アンモニア測定時のバックグラウン

ドを下げ、ダイナミックレンジ内で検出できるよう、事前に亜熱帯海域（23°N, 137°E）で採

水した海水を用いた。 

 

2.2.2. 飼育実験 

容器サイズ、個体密度、飼育時間の影響を調べるため、採集後 1–3 時間以内に、サンプル

から優占種のうち成体を選別した。選別した個体は、<0.2 μmろ過海水で 2回リンスし、無作

為に 3 群に分けた。容器サイズによる影響を調べるため、3 群のうち 2 群をろ過海水を満た

しておいて小さい飼育容器（30 mL）および大きい飼育容器（100 mL）にそれぞれ 1個体ずつ

収容した。このとき小型種（A. steueri、O. oculata）の実験では、10 および 30 mLの飼育容器

を用いた。以下、それぞれの実験区を SS（Single individual in a Small container）および SL（Single 
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individual in a Large container）と呼称することとする。加えて、個体密度による影響を調べる

ため、複数個体（4–7 ind）を大きめの容器（100 mL）に収容する実験区を設けた。以下、こ

の実験区をML（Multiple individuals in a Large container）と呼称する。これらの 3つの実験区

に加え、<0.2 μmろ過海水のみ容器を用意し、コントロール区とした（n = 3–5）。各容器は採

集地点における表面水温（Table 3）で 4 時間、暗所で飼育を行い、終了後、各容器からアン

モニアサンプルを分注した。分注後、長時間飼育による影響を調べるため、SLおよびML実

験区の実験個体を<0.2 μm ろ過海水を満たしておいた 100 mL 飼育容器に移し、続けて 20 時

間飼育した。20時間後、アンモニアサンプルを各容器から分注した。実験個体は実験を通し

て、生存していたことが確認された。ただし、ML実験区での E. californicus のみ 1個体の死

亡が確認された。飼育後、実験個体は、体積および乾燥重量の後の測定のため、-20℃で凍結

保存した。 

 

2.2.3. アンモニア濃度測定 

飼育終了後、各サンプル中のアンモニア濃度は、高感度比色分析法を用いて分析した

（Kodama et al., 2015a）。最小および最大検出限界はそれぞれ 7.2および 1.0×104 nMであった。

アンモニア排泄速度は各実験区のアンモニア濃度からコントロール区の平均アンモニア濃度

を差し引いて計算した。長時間飼育におけるアンモニア排泄速度は、4時間および 20時間の

インキュベーションにおけるアンモニア排泄の濃度を合計し、平均することで 24 時間の値と

して計算した。 

 

2.2.4. 実験個体の体積および乾燥重量測定 

 陸上実験室では、持ち帰った実験個体の凍結試料を室温（25℃）で解凍し、顕微鏡下で写

真を撮影した。撮影した画像から Image J を用いて前体部および後体部の長さおよび幅を測

定し(Schneider et al., 2012)、実験個体の形を回転楕円体と仮定し、体積を計算した。次いで、

試料を 50℃で 24-48 時間乾燥させ、各試料の乾燥重量を電子天秤（MSE6.6S, Sartorius Japan 

K.K., Tokyo, Japan）によって測定した。 

 

2.2.5. 統計解析 

割当水量および器壁との接触頻度という観点において、現場環境により近い条件と考えら

れる SL実験区での値をベンチマークとして使用し、容器サイズ、個体密度、飼育時間が排泄

速度に及ぼす影響を検証した。SL実験区および他の実験区間での最初の 4時間の排泄速度に
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ついて、統計的差異を有意水準 P = 0.05でのスチューデント t検定（両側検定）によって調べ

た。24時間飼育における SLおよびML実験区での排泄速度の差についても上記と同様に t 検

定を行った。SL および ML 実験区それぞれにおける 4 時間および 24 時間での排泄速度の比

較は、対応のある t 検定（両側検定）または Wilcoxon 符号付順位和検定によって行った。こ

のときも同様に P < 0.05を有意水準とした。 

 

2.3. 結果 

2.3.1. 容器サイズの影響 

小型容器を用いて単一個体飼育した実験区（SS）において、C. sinicus、M. pacifica、P. 

abdominalis、および P. gracilisの平均アンモニア排泄速度が、大きな容器によって単一個体飼

育した実験区（SL）より有意に高くなった（P <0.05、Fig. 2a、c、e、f）。一方、E. californicus

の排泄速度は、SSと SL実験区間で有意な差はなかった（P > 0.05、図 2b）。 

 

2.3.2. 個体密度の影響 

SL 実験区と大きな容器を用いて複数個体飼育した実験区（ML）において 4時間飼育した

結果を比較すると、C. sinicus および P. abdominalis の平均排泄速度はML実験区で SL実験区

（P <0.05、Fig 2a、d）より有意に高くなった。E. californicus およびM. pacifica についても同

様の傾向が見られたが、その差は有意ではなかった。 

 

2.3.3. 飼育時間の影響 

M. pacifica および P. abdominalisの SLおよび ML実験区ならびに C. sinicus のML実験区に

おいて、時間の経過に伴って排泄速度の有意な減少が見られ、長時間飼育による影響が確認

された（P <0.05、 Fig. 3a、 c、d）。一方で、E. californicus においては時間の経過に伴う有意

な変化は見られなかった（P> 0.05、ふぃｇ3b）。 

ほとんどの種において、長時間飼育を行った SL および ML 実験区間での有意差は見られ

なかった（P> 0.05、図 2）。一方で、E. californicus においてのみ、ML実験区での排泄速度が

SL実験区と比較して有意に高い値を示した（P <0.05、Fig 2）。 

 

2.4. 考察 

Sealed chamber 法は、動物プランクトンのアンモニア排泄速度測定法において最も一般的な

方法である。その一方で、飼育時間および個体密度の 2 つの要因がトレードオフの関係にあ
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り、どちらか一方の要因を優先して測定における好適条件にしても、もう一方が不適な条件

となってしまう。本研究で用いた高感度分析法では、比較的大きな容器を用いて単一個体の

アンモニア排泄速度を短時間で測定すること（SL実験区）で、より好適な条件での測定が可

能となった。そこで、ここでは SL実験区における排泄速度を基準とし、容器サイズ、個体密

度、長時間飼育による排泄速度への影響を検証することとする。 

 

2.4.1. 容器サイズおよび個体密度の影響 

4時間飼育の結果において、小型容器（SS実験区）によって飼育した C. sinicus、M. pacifica、

P. abdominalis、および P. gracilis の単位乾燥重量あたりアンモニア排泄速度は、大型容器（SL

実験区）での値よりも有意に高くなった。これは、小型容器での飼育によって器壁との物理

的相互作用、酸素の枯渇、および排泄の蓄積を引き起こす可能性が高まり、総じて実験的ス

トレスとして排泄速度に影響を及ぼすことによるものと考えられた（Ikeda et al., 2000）。しか

しながら、これらの小型容器の影響による排泄速度の増加について、単純に容器が小さけれ

ば排泄速度が高まるという解釈ができない事例が報告されている。Kodama et al.（2015b）に

よる実験において、13および 100 mLの飼育容器にて 1時間飼育した C. sinicusでは、容器間

でアンモニア排泄速度に有意な差は生じなかった。本研究と異なるこの現象の解釈として、

過度に小さい容器（13mL）を用いたことによって C. sinicus の遊泳行動が制限され、排泄速度

を高めるに至らなかったことが考えられる。同様に、本研究において最も体サイズの大きい

E. californicus の結果についても、小さい容器（SS実験区）において遊泳行動が制限され、排

泄速度が高まらず、SL実験区と有意差が生じなかったものと考えられる。これらの種の遊泳

行動に与える容器サイズの影響についてさらに検証を加えることで、容器サイズによる代謝

活性の低下について明らかにできるものと考える。 

また、複数個体実験区（ML）での 4時間飼育において、C. sinicus および P. abdominalisの

排泄速度が SL 実験区の結果と比較して有意に高い値を示した（Fig. 2a, d）。他種についても

同様の傾向が見られたが、有意な変化ではなかった。従来の測定において、複数個体飼育に

よる高密度飼育条件は一般的に用いられてきた一方で、個体間での不自然な物理的相互作用

を増加させる可能性を常に伴ってきた（Ikeda et al., 2000）。Nival et al.（1974）は、カイアシ類

Temora styliferaを用いた実験において、250 mL 容器内で 200 個体（800 ind. L-1）を飼育した

ときに、50 または 100 個体（200または 400 ind. L-1）を飼育した際と比較して、アンモニア

排泄速度が 2 倍となったことを報告している。また、Metridia gerlachei を用いた実験におい

て、高密度条件下（444 and 667 ind. L-1）でのアンモニア排泄速度がより低密度条件下（222 ind. 
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L-1）での値よりもおよそ 1.8 倍高くなる傾向にあったことが報告されている（Huntly and 

Nordhausen, 1995）。同様に本研究においても、同じ属のM. pacificaで 1.3倍の排泄速度の増加

が観察されている。 

以上を踏まえて、小型容器および複数個体飼育による高密度条件浮遊性カイアシ類のアン

モニア排泄速度を増加させ、一個体あたりの割当水量が実験条件下でのストレスを誘発する

重要な要因のひとつであることが考えられた。そこで、容器サイズおよび個体密度による影

響がそれぞれ同様の影響であるか否か検証するため、SSおよびML 実験区それぞれにおける

排泄速度について、SL実験区を基準とした相対値を算出し、容器内の水量に対する実験個体

の体積の比の変化に対してどのような値を取るか両実験区間で比較を行った（Fig. 4）。図よ

り、排泄速度の相対値は、SS実験区において ML実験区よりも高い値を示すことが観察され

た。これより、本研究で用いたカイアシ類は、個体密度より容器サイズの変化による影響を

強く受けると考えられた。 

 

2.4.2. 飼育時間の影響 

長時間飼育に対する各カイアシ類の排泄速度における応答は、種間で異なっていた。一般

的に、無給餌下での長時間飼育は、動物プランクトン個体を飢餓状態に陥らせ、アンモニア

排泄速度を低下させることが知られている（Ikeda and Skjoldal, 1980; Skjoldal et al., 1984）。本

研究では、M. pacifica および P. abdominalis を用いた SL および ML の両実験区において、長

時間飼育（24 h）によって排泄速度の有意な低下が観察された。Huntley and Nordhausen (1995)

による Metridia gerlachei を用いた実験においても 12 時間飼育した後に同様の低下傾向が見

られている。また、Steinberg et al.（2002）による P. xiphias 実験においても、飼育開始から 4

から 8時間目にかけてやや低下する傾向が見られている。これら先行研究における事例から、

Metridia および Pleuromamma 属は一般的に、飼育時間の経過とともに排泄速度が低下しやす

いと考えられた。両属は日周鉛直移動と同期して、摂餌における日周リズムを顕著に示すこ

とが知られている（Arinardi et al., 1990; Batchelder, 1986）。採集により夜間の摂餌時間が限ら

れていたことによる飢餓状態による影響に加えて、排泄速度も同様に日周リズムの影響を受

けていると考えられる。これらの種は日周鉛直移動に伴って、表層から有光層以深へ無機態

窒素およびリンの輸送を行う、いわゆる「アクティブフラックス」としての重要な役割を果

たしていることでも知られている（Al-Mutairi and Landry, 2001; Hannides et al., 2009; Morales, 

1999; Takahashi et al., 2008）。本研究結果を踏まえると、アクティブフラックスの見積もりの際

には、排泄速度における日周変動を考慮する必要があると考えられた。 
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C. sinicusを用いた実験では、ML実験区においてのみ 24時間飼育による排泄速度の有意な

低下が見られた。カラヌス目の飼育時間の経過に伴う排泄速度の低下はこれまでしばしば報

告されており（Nival et al., 1974; Huntley and Nordhausen, 1995; Atkinson and Whitehouse, 2001）、

これまで飢餓状態に陥ったことによるものと考えられてきた。しかしながら、本研究では SL

実験区において排泄速度の変動が見られなかったことを考慮すると、飢餓による影響はなか

ったと考えられる。Kodama et al.（2015b）による実験においても、給餌下および無給餌下で

事前に飼育した C. sinicusの排泄速度は 24時間の飼育では有意な変化が生じなかった一方で、

飼育開始から 2時間後、排泄速度に一時的な低下が観察されている。これらの結果は、C. sinicus

が飢餓状態に比べ、自然環境と異なる実験条件に対してより敏感に影響を受けることを示唆

している。したがって、ML実験区における C. sinicus の排泄速度の低下は、高密度条件下に

対する順応に伴うものであると考えられた。さらに、既報実験のほとんどが高密度条件下で

行われていることを考慮すると、これまで報告されてきた時間の経過に伴う排泄速度の低下

は、2つの要因、すなわち飢餓状態および順化過程に起因する可能性が考えられた。 

本研究で用いた種のうち E. californicusは、長時間飼育での排泄速度において、他種とは異

なる応答を示した。それぞれの個体密度条件下において、飼育時間の経過に伴う有意な変化

は見られなかった（Fig. 3b）。先行研究においても、Eucalanus 属の排泄速度について飼育時間

の経過に伴う顕著な変化は見られなかった（Ikeda et al., 1982; Gardner and Paffenhöfer, 1982）。

E. pileatus を用いた飼育実験において、アンモニア排泄速度の緩やかでわずかな低下が報告さ

れており、この緩やかな代謝の変化は本種の代謝特性によるものであると解釈されている。

その代謝特性とは、すなわち、変動の激しい餌環境に対する適応能力が低いことであり、、餌

濃度の低い環境下において、代謝活性を落とすなど環境に応じた調節を不得手とすると考え

られている（Gardner and Paffenhöfer, 1982）。E. californicus も E. pileatusと同様に餌資源の豊

かなカルフォルニア海流に生息しており（Bograd et al., 2010; Smith and Lane, 1991）、餌資源の

乏しい環境下での代謝調節を不得手とすることが予想され、このことから 4から 24時間の飼

育において変化が見られなかったと考えられた。その一方で、24時間経過後に E. californicus

のML実験区における排泄速度は、SL実験区よりも有意に高くなっていた。ただ、個体密度

の影響に関しては 4時間目の排泄度速度では有意でなかった。E. californicus において、飢餓

状態に伴う排泄への影響が有意でなかったことを考慮すると（Fig. 3b）、本研究結果より、E. 

californicus は高個体密度条件に対する順化が他種よりも不得手であることが考えられる。さ

らに、高密度条件に対する順化も種によって異なると考えられ、今後の測定やこれまでのデ

ータを扱う際に考慮する必要がある。 
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2.5. 結論 

 Sealed-chamber 法は、その実験設定の簡便さから、動物プランクトン排泄研究における標準

的な方法として広く使われてきたが、その一方で、本手法は容器サイズや個体密度、飼育時

間などの実験条件への制約が常に伴っていた。本研究では、これらの実験条件による影響は

種によって異なり、浮遊性カイアシ類のアンモニア排泄速測定に有意な影響を持つことが示

された。Sealed-chamber 法における実験条件への制約はアンモニア濃度測定法の検出感度が

低かったために生じていた。そのため、本研究で示したように、高感度測定法の導入により、

代謝活性測定における実験条件の改善につながると考えられる。 

 本研究で検証を行った各実験条件のうち、カイアシ類は高密度条件よりも容器サイズに敏

感に反応していた（Fig. 5）。実験条件下における個体へのストレスを軽減するために、何より

もまず、容器サイズを個体の体サイズおよび測定法の検出限界に合わせて選択する必要があ

る。その一方で、本研究では 24時間の長時間飼育による排泄速度の減少は、多くの種で共通

して見られるということはなかった。その一要因として、実験に用いたカイアシ類が比較的

大きく、無給餌条件に対する耐性が高かったことが考えられた（Kodama et al., 2015b）。さら

に、C. sinicus などの一部の種について、長時間の飼育において、順化過程によって容器サイ

ズおよび個体密度の影響を打ち消すことが重要である可能性が考えられた。したがって、長

時間飼育による排泄速度データを解釈する際には、飢餓状態による容器サイズおよび個体密

度の条件による影響を加味する必要がある。特にこれらの条件は、飼育実験の初期に排泄速

度の一時的な増加が生じると考えられる。 

 結論として、高感度分析法を導入することで、大きめの容器でかつ短時間での飼育が可能

となり、浮遊性カイアシ類について実験的ストレスを減らし、現場でのアンモニア排泄速度

データをより高い信頼性で得ることができる。また、単一個体での測定については、実験個

体の選別にかかる時間や労力を削減できることから、測定条件として推奨される。特に、小

型種などの飢餓耐性が低いと考えられる実験個体に対して重要な条件となるといえる。 
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第 3章 黒潮周辺海域窒素循環に果たす日周鉛直移動性カイアシ類 Pleuromamma spp.の役割 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。５年以内に出版予定。 
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第 4章 表層性カイアシ類による窒素再生への寄与 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。５年以内に出版予定。 
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第 5章 亜熱帯海域窒素循環に果たす日周鉛直移動性動物プランクトンの役割 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。５年以内に出版予定。 
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第 6章 窒素循環に果たすカイアシ類尿素排泄の役割 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。５年以内に出版予定。 
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第 7章 総合考察 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。５年以内に出版予定。 
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