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浦ノ内湾海水中におけるビタミンB12結合物質の分布と季節的消長
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Distribution of Vitamin B12 Binder in the Water of Uranouchi Inlet, Japan

Toshitaka Nishijima,* Jingguo Zhang,* and Kimio Fukami*

The method for analizing vitamin B12 binder in natural seawater was evaluated. Based on this 
evaluation, the distribution and seasonal variation of free and bound B12 in the water of Uranouchi In-
let were investigated. Through these studies, the relationship between the content of B12 compounds 
and other environmental factors in seawater is discussed.

The protein-coated charcoal method was found to be an applicable and reliable why to deter-
mine the B12 binder in seawater samples. The water of Uranouchi Inlet is rather eutrophied, and the 
content of total B12 in the water ranged from 1.5 to 15.2ng/l. The concentration of free B12 was 0.02-
12.9ng/l. The content of B12 bound to B12 binder (bound B12) ranger from 0 to 5.1ng/l in the water. 
The ratio of bound B12 to total B12 averaged 35%. The content of bound B12 correlated closely with 
the concentration of chlorophyll a, phosphorus, and COD, therefore some of the sources of B12 binder 
in seawater seem to be produced by phytoplankton and/or organic substances.

The result reveals that the B12 binder exists in eutrophic seawaters to some extent all year 
round, and that the B12 binder in the water could influence the growth of organisms requiring B12 and 
the succession of phytoplankton species.
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赤潮の原因種を含む多くの植物プランク トンは必須の

微量栄養物質 として,ビ タミンB12 (以下B12と 略す)

を要求することが知 られ,海 水中のB12は 海洋の一次生

産や赤潮発生を制御する因子の一つであると考えられて

いる。1,2)一方,ある種の植物プランク トンが,遊 離態の

B12と結合 してB12を 不活性化する物質, B12結 合物質

(vitamin B12 binder)を 細胞外へ排出することが明らか

にされた。3,4) B12結合物質の海水中における挙動や分布

は不明であるが, B12結 合物質に結合 したB12 (結合態

B12)は 微生物が直接利用できない形態であ り, B12結

合物質がB12を 要求する植物プ ラン ク トン群の動態や

Bl2要求 ・非要求種間の遷移等に関与 していることが強

く示唆される。2)

B12結合物質は熱に不安定な糖蛋 白質 と考え られ,5,6)

従来の試水の加熱滅菌処理を伴う微生物定量法では,微

生物が直接利用できない結合態B12も 利用可能な遊離態

B12に 加算 されて測定される。 したがって海水中のB12

の生態学的役割の全体を知るには,遊離態B12の 濃度が

結合態から区別されて測定される必要がある。両形態の

分 別 に は,従 来,限 外 濾 過 法,4)ゲ ル濾 過 法,7)透 析

法,8) DEAEセルロ 一 ス吸着 法9)お よび蛋 白質 被覆活性

炭 吸着法10,11)などが使用 されて い るが,自 然海水 に適用

され た例は見 られな い。そ こで,本 研 究では,沿 岸海水

中 におけ るB12結合 物質 の生態 学的役 割 を明 らかにする

こ とを 目的 として,ま ず海水 に適用可 能な結合態 ・遊離

態B12の 分別 定量 法 を確立 し,こ れ を用 いて沿岸海水中

の結合 態 ・遊 離態B12の 分 布 と季節的 消長,並 びにこれ

ら と他 の環境要 因 との関連 を解析 した。

材料 お よび 方法

遊離 態お よび 結合 態B12の 分 別定量 法の検討　 遊離態

お よび結合態B12の 分別定 量 には,分 離 能お よび再現性

に優 れ る蛋 白質被覆 活性炭 吸着 法11,12)を用いた。 すなわ

ち, 5% Norit A液 と1%牛血清 アル ブ ミン水溶 液を等

量混 合 した,蛋 白質 被 覆 活 性炭(protein-coated char-

coal,以下PCCと 称 す)を 試 料 に添 加 して遊離 態B12

を吸着 ・除去 し,濾 液中 の結合態B12を シアン 化 カ リウ

ム との 加熱処 理 後,13)遊 離 したB12をEuglena glacidis Z
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株を用いる微生物定量法14)によって定量 し,こ れを結

合態B12量 とした。PCC未 処理の試料 をシアン化 カリ

ウムと加熱処理 して同様に求めた値を全B12量,両者 の

差を遊離態B12量 とした。本法を自然海水に適用するた

めの, PCC添 加量およ処理時間を検討するとともに,

 PCC処 理による遊離態 および結合態B12の 分離能およ

び再現性を評価 した。

調査水域の概要　調査対象水域 として,富 栄養化が進

行し,赤潮が多発 している高知県の浦ノ内湾を選んだ。

本湾は細長い峡湾で,湾 口部が浅 く,閉 鎖性の強い内湾

である。また,本 湾には大 きな河川の流入がなく,河川

水による影響が小さい。湾央部付近では魚類の給餌養殖

が行われ,高 水温期には湾奥 ・湾央部で赤潮が多発 して

いる。調査はFig. 1に 示す湾内に設けた3定 点(湾 奥,

湾央および湾 口部)に おいて, 1991年8月 から1992

年8月 まで2ケ 月に1回 の頻度で実施 した。

試料の採集と前処理　試料は3定 点のそれぞれ表層

および水深4m毎 の水層から採取 した。B12測定には試

料を孔径0.22μmのMilliporeフ ィルターで,全 窒素お

よび全リン測定にはWhatman GF/Cグ ラスファイバー

濾紙で,そ れぞれ濾過 して濾液を-24℃ で保存 し,分

析直前に解凍 して用いた。全菌数計数用の試料は採取後

速やかにホルマリンを終濃度2%に なるように添加 し

て細菌を固定 した。

Fig. 1. Sampling stations set up in Uranouchi In-

let. Parentheses represent the water depth of 

station in meters.

調査 水質項目 と測定方 法　 現場 で水温,塩 分 お よび溶

存酸 素(DO)をOcean seven 401型(Idronaut社 製)

で測定 し,実 験室 に持 ち帰 った試料 につ いて,化 学的酸

素要求 量(COD),全 窒素,全 リン,ク ロロフ ィルa,

全 菌 数,遊 離態B12え よ び 結 合 態B12を 定 量 した 。

CODは アル カ リ過 マ ン ガン 酸 カ リウム 法,15)全 窒素 は

酸 性過 硫酸 カ リウム-カ ドミウ ム還 元法,16)全 リンは酸

性 過硫 酸 カ リウム-マ ラカ イ トグ リーン 法,17)ク ロロフ

ィルaは 吸光 光度 法18)で それ ぞれ 測定 した。 全菌 数 は

4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)で 染 色 し た

後,落 射蛍光顕微 鏡で計数 した。19)

結果お よび 考察

遊離 態および結 合態B12定 量法 の検討　 試験 に先立 っ

て, 200ng/lの 遊離態B12を 完全 に吸着 ・除去 す るの に

必要 なPCC液 の添加 量 と処理 時間 を調 べた結果 では,

試 料 の10%相 当量 のPCC液 の添 加 と5分 間 の処理 に

よって,遊 離態B12を 完全 に除去 でき ることが分 か った

の で,自 然海水 に既知量 の遊 離態B12を 加 えて,そ の除

去効果 と分離能 を試験 した。結 果はTable 1に 示 す とお

り,加 えた遊離態B12はPCCに ほぼ完全 に吸 着 され(平

均 回収率93.9%),結 合態B12画 分(濾 液)に は流 出せ

ず,本 法は海水試料 で も遊離態 と結合態 のB12の 分 解能

に優 れている ことが明 らかにな った。 次に 自然海 水を試

料 として,本 法の再 現性 を試験 した結果 をTable 2に示

す。 これか ら結合 態B12量 の 変動 係 数 は4.3-7.2で あ

り,海 水試 料で も本法 が再 現性 に優 れてい るこ とがわか

った。 この結果 か ら, PCC処 理 は海水試 料の 遊離態 お

よび結合 態B12の 分別 定量 に有効であ る ことが示 された

の で,以 下 のB12定 量 ではPCC液 を試 料 の10%量 添

加 して5分 間処理 す る方法 を用いた。

Table 1. Separation of free B12 from total B12 by protein-coated charcoal treatment

浦 ノ内湾の 水温, DO, COD,栄 養塩類,全 菌数 およ

び クロロ フ ィルaの 分 布　 浦 ノ 内湾 の水質 分析 の結 果

をTable 3に 示 す。 本湾の表 層水温 は11.4-30.3℃ であ



り,そ の年較 差は約19℃ で あった。 夏季 には湾口 部 を

除 いて成 層 し,表 層 と底層 水 の温 度差 が2-3℃ に達 し

た。また,底 層 水 には しば しば低酸素水塊 が 出現 し,溶

存 酸 素 が最低0.04ppmま で低 下 した。CODの 年間 変

動 は0.19-2.6 O2ppmで あ り,各 地 点 とも冬季 に最 低

値,夏 季 に最高 値 が得 られ,特 に夏季 は全 ての 試料 で

1ppmを 超 えた。 ま た,概 して湾 口部 よ り湾 奥 ・湾央

部 で高 く,給 餌養殖 に よる有機物 汚染の進行 が認め られ

た。

Table 2. Reproducibility of the determination of total and bound B12 by protein-coated charcoal treatment

全窒 素含 量は0.9-54.8μMの 範 囲 であ ったが, 2月 の

最低 濃度(平 均4.1μM)に 対 して,他 の時期 の全 窒素

濃度 は各 水深 とも,全 て10μMを 超 え た。 また夏季 に

は(1992年8月)最 高値54.8μMが 測定 され た。全 リ

ンの濃 度 は0.2-4.4μMで あ り,春 に最低値 にな り夏に

増 加す る傾 向が認め られた。 また夏季 の成層期 には,湾

奥・ 湾央部 で表 層 よ り底層 において顕 著に高か った。全

菌 数は湾奥部 の8月 の表層水 で107 cells/mlの 高 い値 が

得 られた が,他 の地点 ・時期 は106 cells/mlの ほぼ類似

の値 を示 した。表 水 層(0-4m層)に おけるクロロ フ ィ

ルa含 量は1.2-20.5μg/lの 範 囲で,顕 著な 季節 変動 が

認め られ,い ず れの地 点で も夏季 に最 も高 かった。 しか

し,本 調査 時 には赤潮 の発生は認 め られな かった。

本調 査 で得 られ た浦 ノ 内湾 の水質 を水 産 用水 基準20)

のOCD lppm(海 域)と 比較 する と,湾口 部 を除いて

夏季 か ら秋 季 には この 値 を超 えた。 また環境 基準21)で

多様 な水産生物 がバ ラン ス良 くか つ安 定的 に漁 獲 され る

水 質(表 層の 年平 均)と され る全 窒素03mg/l (21.4

μM相 当)お よび全 リン0.03mg/l (0.97μM相 当)と

比べ る と,全 窒 素 につ い て は湾 奥 部 で(表 層 年 平 均

25.4μM),全 リンでは湾奥部(同1.3μM)と 湾央部(同

1.0μM)で,そ れ ぞれ この値 を上回 った。 これ らの結果

か ら,本 湾 の有機 物 お よび窒素 ・リン 濃度 は全 般 に高

く,調 査時期 に赤潮 が認 め られなか った ものの,本 湾は

か な り當栄化 して いるこ とがわ かった。

全B12結 合 態 お よび 遊 離態B12の 分布 と季節 的 消長

形 態別 のB12濃 度 の分 布 お よび季 節的 消長 をFigs. 2-4

に,こ れ らB12関 連物 質濃度 と他 の環 境要 因 との相関関

係 をTable 4に 示 す。

Fig. 2. Distribution and seasonal variation of total 

B12 in the water of Uranouchi Inlet.

Sampling depths: 0m (•¬), 4m (•¬), 8m (•¬),

 12m (•¬), and 16m (•¬).

まず溶存 態全B12濃 度 につ いて見 る と,湾 奥・ 湾央部

(St. 1, 2)で1.7-15.2ng/l,湾口 部(St. 3)で1.5-9.1

ng/lの 範 囲 であ り,概 して湾 奥 ・湾 央部 で高 かった。

また湾奥 ・湾央部 では季節 変動 がみ られ, 2月 と4月 に



最低, 6月 と8月 に最高 となったが,湾 口部では明確な

季節変動は見られなかった。溶存態全B12の 鉛直分布に

は,全体として一定の傾向は見 られなかったが, '92年

夏季の表層では,降 雨による塩分の低下 とともに,溶 存

態全B12の 濃度が顕著に低下 した。また,全B12濃 度は

COD,全 窒素および全リンと正に相関 し,特 に有機物

濃度の高い湾奥 ・湾央部の夏季に高 く,そ の給源として

給餌養殖による自家汚染の寄与が示唆された。さらに,

Table 3. Some physico-chemical properties of the water in Uranouchi Inlet



得られた全菌数 データの分布型には正規性が認め られ

ず,他 の因子との相関関係の解析はできなかったが,概

して全菌数の高い試料で,溶 存態全B12の 濃度が高 くな

る傾向が認められた。このことは海洋細菌の多 くがB12

生産能を有すること22,23)を反映 したものと考えられ,本

水域の溶存態全B12の 起源 として,細 菌群による生産の

寄与も考えられる。本調査で得 られた全B12濃 度の範囲

は,西 島による本湾の測定結果24)と類似した。

Table 3. (continued)

次 に遊離 態B12濃 度 は湾 奥・ 湾 央部 で は0.4-12.9ng/l

,湾口 部 で は0.02-7.8ng/lの 範囲 にあ り,概 ね 全B12

と同様 の季節的 消長 が認 め られた。植 物 プランク トンが

直接摂 取可能 なB12は 遊離態 であ り,多 くの赤 潮プ ラン

ク トン のB12要 求 量 は10-20ng/lと され るが,25)本 湾

で これを ほぼ充 た した のは, 6月 お よび8月(1992年)

の湾奥 ・湾央部 の底層 の ご く一 部に限 られ,高 水温期で

も表 層 で は この値 に達 しな か っ た。遊 離 態B12濃 度 も

COD,全 窒 素 お よび 全 リン と正 の相 関 関係が認 め られ

たが,ク ロロフ ィルaと の間 には有意 な相関関係は見い

だせ なか った。

結合態B12の 濃 度は湾 奥・ 湾央部 で0.5-5.1ng/lの 範

囲 であ り,湾 口部 では概 して これ よ り低 く, 0-3.7ng/l

で あ った。結合 態B12も全B12と 類似 の消長 を示 し,湾

奥・ 湾央部 では冬季 に低 く夏季 に高 くなる傾 向が見 られ

た 。 ま た,結合態B12の 全B12に 占 め る 割 合 は0-

98・6% (平 均35%)で あ り,多 くの 試料 で は20-50%

の範 囲 にあった。 これ らの ことか ら,自 然海水 中には結



合態B12が 常時存在 す るこ と,す なわち溶 存態全B12量

のうちかな りの部 分が植物 プ ラン ク トンが直接利 用で き

ない形態 である ことがわか った。 また,結 合態B12の 含

量はCOD,全 リン とともに クロロ フ ィルa含 量 との間

に正の根 関関係 が認 め られ(Table 4), B12結 合 物 質の

起源の一部 と して有機物 あるいは植物 プ ランク トン によ

る生産が示唆 された。一 方,結 合態B12の 分布 と全菌数

の間には,一 定 の傾 向が認 め られな った。

Fig. 3. Distribution and seasonal variation of free 

B12 in the water of Uranouchi Inlet.

Sampling depths: 0m (•¬), 4m (•¬), 8m (•¬),

 12m (•¬), and 16m (•¬).

Fig. 4. Distribution and seasonal variation of 

bound B12 in the water of Uranouchi Inlet.

Sampling depths: 0m (•¬), 4m (•¬), 8m (•¬), 

12m (•¬), and 16m (•¬).

Table 4. Correlation coefficients between the con-
tent of B12 compounds and some enviromental 

factors in the water of Uranouchi Inlet

以上の結果,富 栄養化 した内湾の海水中には溶存態

B12のうち微生物が直接摂取で きない結合態B12が かな

りの割合で常時存在することがわかった。このことは結

合態B12を形成 させるB12結合 物質が常時海水中に供給

されているこ とを示 し, B12結 合物質はB12を 要求する

微生物群の動態に重大 な影響を与 えていると考 えられ

る。B12結合物質の起源は明らかではないが,植 物プラ

ンク トンにはそのB12要 求性にかかわ らずこれを生産す

るものがあること,4)本調査で も結合態B12の 分布がク

ロロフィルa含 量 と有意に正に相関 したことから,結 合

物質の起源の一つ として植物プランク トンによる生産が

重要であるもの と考えられる。 しか し,植 物プランク ト

ンによる結合物質生産の意義や海水中における結合物質



お よび結合B12の 挙動 は不明で あ り,こ れ らB12関 連

物質 の生 態学的 役割 と動態 が注 目される。
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