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我々は，EI 本海溝濯度6.292m 〔水圧約６５ＭＰａ〕の地点から。当海洋椚･学技術センターにて

闖発された深海微生勧実験 システムと保圧採泥器を使い。現場圧力と弘度を維持した状態で採

泥することに成功した。そして1111システj､により，圧力と温皮を変化させることなく希秋から

鯲代培養まで行い。そ れらのサンプ ルのＤＮＡ解析実験と脂肪酸分析をli つた。その結果，現

揚圧力の65MPa の条作では，継代培養初期に好圧性ｓ,ｓａｓ，11ｓ属釧菌と溽。■itefla属細菌の混

合状態であったものか， 培鍵後川には漏。哨１１ａ属のみに変遷していく檬か観察された。こ れ

に蚶し，コントロ ールとして行った大気圧下での培養では，翕にａ,ｓjｓ,jlｕｇs騙か1!iめてい

た。こうした深海底泥中の微生物フロ ーラの変遷は，ＤＮＡ解析及び朋肪破分折の両方でll 様

に覦認された。本懐告は現丿恥nE力を纏持した状驤で，深海応泥中の徹生物フローラの変遷を追

りた初めての研究報告である。

キーワード：深海戳生物.|.IE力，lll夲海溝．保jlﾐ裸泥，裸海徹生物実験システム
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Ill this sludy, we  have  analyzed  changes  in the  microbial  community  ofJapan  Ti-ench sediment

obtained  by  the  pressure  retaining  sampler  (Sliinkai 6500  dive #373, sampling  inside  of

<leei>-sea fissure depth  t>.292 m,  about  66  MPa).  during  cultivation without  dccompi  cssion (65

MPa)  and  at atmospheric  pressure.

Cultivation  was  repeated  five limes  at 6T> MPa  without  decompression,  and  at atmospheiic

pressure,  m  marine  broth  2216  medium  using  the  cultivation chamber  of the PEKP-WATII

system  After  cultivation, mixed  cells were  harvested  and  DNA  was  extracted  from  them.

Bacterial  16S  rRNA  genes  were  amplified by  I'd*  frnm  the  extracted  DNA.  and  amplified l>NAs
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were  cloned  and  sequenced,  'Hie  results indicated  that: I) fj om  65  MPh  cultivation, bacterial

strains belonging  to the  ShewaNella  baroplnles  branch  and  the  genus  Moritdla  existed together

at the  beginning  of cultivation, and  Moniella  strains became  dominant  towards  the  end  of

cultivation,  11) from  atmospheric  pressure  cultivation,  strains  belonging  to the  genus

Pstudotnonas  were  dominant  at aJl times. We  have  hI≫o undertaken  fatcy acid  analysis  of the

mixed  cultivated cells, the  results showed  that the  amount  of eicosapeniaenoic  acid (EPA,  20i5)

which  was  observed  in strains belonging  to the  ShewaveHa  baixiphiles branch  whs  decreasing,

and  the  amount  of docosahexaenoic  acid CDHA,  22:6) which  was  observed  i n the  genus  Moritetia

was  increasing  during high  pressure  cultivation. This  latter result corresponds  to be clwngcd  the

16$  rRNA  analysis. In  conclusion,  a microbial  community  from  deep ≫sea sediment  can  be

changed  by  cultivation conditions,  the  tlcep-sea  adapted  barophilic  bacteria  survived  in the

community  under  high  pressure  cultivation, and  the  genus  f^endo ≫tonas which  exists in a wide

spread  environment  was  selected for the community  under  atmospheric  pressure  cultivation.

Keyword  ! Deep-sea  microorganisms,  High  Pressure,  Japan Trench,

Pressure  retaining sampler,  DEEP-BAHI  system

1. はじめに

我々は，当センター所有の「し んかい6500 」の平成９

年度の潜水調査に参加し，|:|本海溝海側斜|絎，深度

6,292m 地点に作在するマネキンサイト近辺 （Fｕjiokaか

㎡.j993 ）での再調査を行った（剛1）。

今回の潜水では， 深海底泥を現場圧力と温度を維持し

1111114 溽 満 深la5,2!12111 地 立 か らljljlE 瞬 泥 場jiji　 タ イ ツ １ り ６Ｋ　;i7;t
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深海徹生物実験システム

全体概 念 図

図２ 「しんかい6500 」 と深海微止物火験システム

I泄.2　SHINKAI6500' ‘andl ｝EEP4 圦11｛Sy ｓｌｅｍ.

た状 態で 採泥し， その 希釈から培養へ 持ち 込む 一連 の抛

作を 減jlFせず に 行弓こ とを|| 的 とし た火験 計11Sを なて

た。 本,11･II嵋を吹 行するに あたって，｀11セ ンター深 海総合

研究棟IF に設i癶された微止物火験 システ ム0(yo gl al. ，

1991) の利川は必 飢であ る。 夲微 乍物実験 シ ステ ムは･

保jlﾓ採 泥 器， 希釈斐 就。 分離装 置。そ して培 養槽の4 つ

のサブ シ ステムから構成 されている 印12) 。

木報告は保jl;採配器靤びに希釈装Ｒ．そして培養槽を繊

み介わせた連続微生物端跪実験の成功についての発衣で。

またその結ｌ について まとめたものである｡ 培養梢だけを

使｡ た火裝にりいでは|11j11報;'沈 でいる(Yall;lgibaVaｓhi

JAMSTEC J. Deep Ｓｅａ ftes., 14 <1!)!哺

et ｓl.,1997）ので， 今|!llは仙111E採泥器と希釈装Ｒ につい

ての説明 のみとした。 採泥ｓ 内部には。 採泥現場の圧力

を維持し たままセ ンター内 の施,ａまで持ち輜 る事の|11来

る様に。 保ilﾐ容 器が収納され。 またそ の外 部を保温付で

蹤うことにより採 泥畤の拙度を像て るｲ|:紐み とな。てい

る。そ して採 泥器が11111で サ ンプ ル111111乂川 来る･lltは5cc

栩であ る（1刈２ Ａ）｡ 希釈装置は 臥度の安定li 持をする

ため，装置令体が 低温家内に,剛rltされてお| ）。 また海底

にて採収 された泥 サンプ 副 ま1111接 希釈装置の 人川ポート

部分に接続させ る･ll･もIII能である。 そしてその閥もj･IE力

は減 少しない ように 負ﾐ圧外 器とは|･り|･臼こ保たれて いて，

それらは 別に設け られている制 御室にて遠陥操作する･ji
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が可能であり，繝かい弁の指示や希釈濃度の調隻といっ

た事も手元のモニターにより確融しなから行うことがllS

来る（図2-Ｂ）。

採泥時に得られた5CC のサンプダレは， 希釈装置を使う

ことにより数倍から数百倍まで滅菌海水で希釈される

が，今同の実験では最終的に100 倍まで希釈し，その内

3Qccづつを各培養槽の袙･ｉ として使Jljした。各槽の培饗

条件は現場圧力である65MPi すなわち650 気圧と，コン

トロールとしてO.lMPa すなわち大気圧下の２条件とし，

温度は現場環境に近い状態を再現するために10ｔ に設

定した。両槽計5 回の綟代培養とサンプリングを行い，

その１回の培養はだいたい４日から５日のサイクルであ

った。培養日数に関しては制御室に鍍けられている増殖

モニターによって，ｉ 体の増殖を確認したうえで，生介

がとまったところで培養液を同収し，その一郁の培養敏

を再度種蒔としてjllいて次の瑞養に持ち込んだ。そうし

て得られた各培養サンプ ルをNB2 からNBll と名づけ，

元の採泥保l.IEサンプ ルをＮＢＩとし，これらのサンプル

を使って実験を行った(1*13)。

2. 方法と結果

2.1　RFLP 分析

ＤＮＡ解析の実験 手順についてS14 に示した 吻14) 。

採泥 サンプルＮＢＩとNB2-1I の培 餐サンプ ルから，そ

れぞ れ所 定の方法に 従いＤＮＡを抽 川し, PCR にて16S

｢ＲＮＡ遺伝 子の増幅を行った( Ｋａt・・lgl.,1997) 。川幅さ

れたＤＮＡは， ベクターを使って 大腸 菌にクロ ーニ ング

され， その 大腸･菌から無み換え体プラ スミドＤＮＡを瞿

製し た。 次にＰＣＲ法にて 再度， クロ ー ン化され た16S

rRNA 遭伝 子を増 幅し，そ れらをμゆXと＆・jの２種類の

制限酵素を使って 消化 させ た。そ の切断 パター ンから

ＲＦＬＰ分析を行い種類 分けを骭 ったとこ ろ，培 養濱の保

j:11サ ンプルＮＢＩから得ら れたクロ ーンのＲＦＩ.P分析の制

限酔ぶ切断パ ターンは15 棧碵であった( 去1) 。

表２に火気川培養及び加圧培養から得られ たクロ ーン

のRFLP 分析の結 果を示 した。ＲＦＬＰ分析の結 米， 加圧

培饗実験から得られ た切断パターンはＡからＧの７袙知

図 ４ ＤＮＡ 解 折 の 実 験F 肌

|･k4　1 ‰ll吶･lf,jrl)NA allillyｓiｓ.
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裏 １ 像 川 採 泥 サ ンプJﾚ の ＲＦＬＰ 分 析 に よ る 帖 果

Ｔａｂｌｅ １ Number ol the clones shown different RFLP p 心 ｅrn of

amplified 16S rDNA ｇｅｎｅ ｌrｏｍ tｈｅ DNAs extracted fr ｏｍ

the original sediment ( ＮＢ１)Qbtaille(lby the pressure

ｒｅt汕li呟Sal 叩)ｅr(６５Ｍ Ｐａ).

で，そして大気圧培養からはＨからJ の３種類の，介111･

10 種類の切断 パターンが培養サンプ ルで見られた。その

クローン数は加nE 培養では培養初川のＮＢ３から培養後

羂のNB11 にかけて，パターンA,C,E からＥに向かって

収 束していくのが表から読み取れる<&2-a) 。なお，

塩 基配列の結果から。パターンＤはＡとＥのハイブリッ

ドであることが判明している。‥方大気圧培養で得られ

た クローンでは，Ｈが常にメジャーに存在していた（表

2-b ）。

2.2　 系統 学的解析

こ れ までの加川。 大気圧。 保川，そ れらから得ら れた

サ ンプ ルの｡16Sr ＲＮＡ遺伝子の クロー ン化断片をＲＦＵ)

分析し， パターンの 異なる ものだけを 迦川してアプ ライ

ト バイ オシ ステム ズ杜のDNA Ｓｅqｕｅｌｌｃｅrを||』いてそ れ

らの塩 基配列 の決定を 行った。 そして， 偲られた１!列の

翻|･峠IE解 析を 行っ た結 米， 図５のような 系統櫛 が出 来ll

が,j た。 ，11色で 示し たものが齠|ﾐ 培 政から得られた クロ

ー ンで。 継代培 養初jUIにあ たり，NB65- Ａ.Ｂ,Ｃ か含まれ

る 衂･圧tl:. Sfieaauclla U ブラ ンチ(l.ielal. ，1998) 及び

NB65 －Ｅ,Ｆ.(;が 含まれる溽ｇ,‘ｌｇｇ 属が検川されたのに

対 し，継 代培 養後丿剽で はＮＢ６５ Ｅを 代衣とする 加，ｒ湎吮x

属 のみに 変遷してい。た。

また赤色で 示し たクロ ーンN110,1 H.IJ は 人気圧培 養

から得ら れた もので 凡ａ ぬｓａ ａs屆にfl まれてい た。

そして緑 色で 小された培 養|絢の保II;サンプjl･からの ク

ロ ーンである ＮＢ ＩシIJ － ズは， 夲系統樹のIIIで広く分

JAMSTEC  J. Deep Sea Res.｡14 11qＳI

λ ３ 継 代竹 鍵 サ ンブjﾚ の脂 肪 酸組 成 の 比 較

1汕k3 Fally ａｃｉ(ｌｅｏｌｎｐｏsilionｓ of lhe cellｓ Qbtａｉｎｅ{1rremhigh

lｗｓ斗1ｔ( 邱MI 恥 ａ)alｘl at91110印hcrｋ･印・ｓｓLIIで吩.1MPi;b).

布し｡その存在は多様性に富んでいることが綮,なできた。

2.3　脂肪酸分析

培養哥ンプjl･ＮＢ２からＮＢＵ の10 サンブ ルを使-,て.

li体戦』防痩分析を行･Jたところ． 衣３のような結 米が得
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同 ５ １Ｓ ＲＮＡ 遺 伝 子 の 心 基 配 列 に ４ づ く 系 統 樹

【丐ｇ.5　P11y ｌｏｇｅｎｅtic tree based on 16S ribo
軸１１１ａ
ｌＲＮＡ ｇｅｎｅｓｅqｕｅｎｃｃ・

られた。 表の 上絡が加圧培 養からの サンプ ルの結 果で，

＊で示された脂肪 酸!, iso-13:0 ，i匐一里5:Oや20:5( エ イコ

サペ ンタエ ン酸:EPA) な どは継代加川 瑞養に よりそ の

含有率が誠少した ものであ る。･ 方， ＊ ＊で示 され た

14:1と22:6( ド コサヘキサエ ン療: ＤＨＡ)は， 継代力|lj lE培

養によりその含有率が増加け る脂肪 破であった。この仙

を既 知の 代 衣的 な 徹jlﾓ物 と比 較す る と。 賠 養 初｣明は

Skea&neiia 属とＭ。。iteila属 の混合状態であ９ たものが綟

代培鑓後期にはjW・riteiia属に礎遷 していくこ とが敵みと

れる{ 表3} ，|淵６にこ れらの脂肋酸 含右率の変化を閥,ll

した。 また 衣３のドに小 した結 果が 人気jjﾐ賠ｉ であ り，

継代坪 養の問その割合は･111 してお り。 大きな 変化は 見

られず，そ の含ｲ|･謇から乃，・ゐ・り。＆ｓ属細 菌と良く･ 歎

した,。

558

３　 まとめ

以llの結米を以ドにまとめた。

1）F･|本海溝底からの保圧採泥に成功した。

2 ）65MPa の加圧 ドで の継代 初 期では ， 好川性

ぷ,ａ αｓ 面 属細薗と舩,哨磑α属絹ｉ の 混介状態だ。た

ものが，培養後川にはMoritella 4ft細蘭が優先的に生竹

することが確鯉された。

3) O.lMPa の人欠川培養では凡・ 必。,ｕ吻 属細菌が始

めから優先扣として生育することを確認した。

4）培養加の保圧サンプ ル･IIには。 より４ い微生物学

的多様性が見られ，その多くは本実験条件ドでは生育か

確忽されなか９た。

川いた坪地の条件が， 今川の実験では1 種煩のみとな

,Jているので， 今後は培地や川力。温度そして採泥場所

等を唆えたさらなる実験を遮め。 比較検,けを行う必要が

JAMSTEC  J. Deep Sea Ｒｅｓ｡14



図６ 加 川 祺 代賠 養 （65MP11 ）に お け る 脂 肪 巌プ ロ フ ァ イル の 変化

Fig. 6　Chai･ ｇｅsillfhtlyacklpronled ｕnj1璢hihpr ｅｓｓｕr？（65MI 旬c11111ｖａtioli.

ある。 また系統分析から，鳥い微生物今的多様性を含む

培蓖曲の採泥サンプルが。雛代培養後川には，その多様

性が軒しく減少してしま・ーたが， 今肢のlil一両として， 今

1111ja養川 来なか。た微生物を ターゲットとした次なるI詞

壼に的を軟り，それらの分離を試みるljiは，新しい微唯

物発見の 一歩となると我々は考えている。

躙　　 辞

最後に今111に れらの火験を行うにあたll . 人変お|lt,弧

にな-Jた「しんかい6500 」運航チームの皆様ゐ’並びに母

船「よこすか」の乖船Ｕの皆様には．深くお礼|||し11げ

JAMSTECJ.  Oeep Sea Res.. 14 <1!】魴l

ます。
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