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無人潜水飼査船「かいこう」による．日本海溝の中軸部分への潜航調査に参加し．深度約？，３００ｍの地点から無菌的に底怩サン

プルを得ることに成功した．偈られたサンプルから直擯ＤＮＡを廸出し．パクチI』アのj6S リボソームＲＭＡをコードする塩基配列の

解析を行った．その結果．本底泥中からし･ 通 りの只なる塩基配列が得られ．系統解柝により，これらの壇基配列は．その多くがガン

マプロテオパルテリア由来のものであることがわかった．また，祠サンプルを．深御ｌ 生物実韻システムにより68MPa ，5 ℃ の梟伴

にて．２槽の培地【ＭＢ鳩地. SRB 培 地】にて綴代培養爽験を行ったところ. SRB 培地 からは. She・sｇ 洳＆ali,’・ と極めて近縁な柵

闥が増殖し．ＭＢ略地からは.16SIDNA 配 列において．全く新しいブランチを形成する新民の好庄性細薗と恩われる細菌が姻荊した．

これら加圧鎚代培養で増猷した細菌は．その府防酸紐成において. SRB から のものは. ＥＰＡを．ＭＢからのものは，ＤＫＡを商濃度に

生産していた. これら韃代で摶られた細薗は. 一部眤からの分析と一致したが, 新属と思われるものは一致していない．このことから．

これらの紡果は. 深両爽験纈生物爽験システムの培餮粂伴を変化させることにより. 現 場槊境中にはごくマイナーにしか存在していな

い鈿齶を回収できる可能性を示したものである．

キーワード: 日本海溝，識生物学的多lj體．好圧詮微生物．深海微生物実験システム

Analyses  of microbial diversity in the sediment  obtained from  Japan  Trench  at

a depth of 7,326 m, and high pressure cultivation.
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Wc  got suecced  10 cWain  the dccp-≪ea sediment  sample  from  Uk  Japan Trench  deepest sea bottom  (depth of 7.326 m(  using unmanned  suDmeriible,

"KAIKO"  syiicm,  without  microbial  contamination.  DNAs  were  extraetcd directly from  ihc sediment  sample  and  16$  ritoioma)  RMA  gene  se-

quences  were  amplified, etoned  and  sequenced  TIk  result? indicated that )4 diftorcnt sequences  were  obtained and  most  of ihcm belonged  into tltc

gamma'ftoicobacteria  branch  I  his sample  iransfeied to ilic DfciEPBATI  ($ysi≪m  to culuvaw  continually under  61 MPa  cwidiiion and  ai S"C in Uk

･wo  fcmds of media  (Marine  Br≪ih. MB.  SuKflic Reducing  Baeieiial medium.  SRB).  separately Ftom  the SRB  cultivation. Shcwane/h  benti'tca and

us  jelatod pie/ophiltc battens  were  observed,  however,  from  the MB  cultivation novel  pic?ophilie genus  could  bo observed  by I6S  rON  A analysis.

This  novel genus  produced  amount  ofdoeosabcxacnoic  acid <D1 lA> in their fatty acids fraction. and  (Ins genus  wis  noi identified by sedtmeni  DMA

anajysis This  suggested that ihts genus  should fx eximng  minor  nmount  m  (lie sedmwnt  and  tl≪  DOEPCaTH  system  could be useful to recover such

difficult culluraDIc pie?ophile$.
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１ ． はじ めに

本研究室 では ，深海臈境におけ る 微生物 の多 様性の

解析と 商水圧 環境への徹生勧 の適応 鵯構の解 明を目的

とし ，潜航調叢等により碍ら れた深 海底泥サ ンプルを

用い て各種の微生物の分離 を行っ てきてい る，そして

我々は ，な かでも．特に 高水圧環 塊に適応 した微生物，

好圧性細 菌，の分離に力 を入れ ている． 一般的に．探

海顋塊から分離される徴 生物 の多 くは ．陸上由来のも

のと思われるものが多く ．そ の生育 至適が巾温域．大

気圧にあるものか多い ．深 海躙境へ の適 応の分子機構

を解明するためには ，そ うし た徹 生勧よ りはむしろ深

海環塊にもと もと適 応してい たものを材 科とすること

が．望ましい ことは 明らか であ る．そ うし た意味で．

好圧性細菌に着 目している．

好圧性細 菌の研 究の歴 史は 古く.1957 年 に ＺｏＢｅｌｌと

Ｍｏri･a4こよ り團始 され ているI'. 以 来 サ ンプリ ングに

関するﾉ丶－ド 面の間発にと もな い.1979 年 に Ｙａyａｎｏs

ら により 初めて好圧 性細菌が分離 されるに 至った2' ．

その後いく つもの好圧性§1繭 の分離 が 報告されるわけ

であるが ，分類学的な検 討は その加圧Ｔ における 培養

の困難さから ，ほ とんどな されて こな かった．我 々が

本分野の研究を 闇始する頃0991 年 頃) ま でには ．わ

ずか２椏 の好圧性 細菌の 穫 名(S ゐc,g･c ル ゐ。jゐjlcJ，

ａ 畑ejXj'laac皈j‘ｅ。治) の 登録 が報告 されているのみ で

あった3. 4' ， そ こで．我々 の好圧薗のコレ ク ショ ンに

つい て詳細な 分 類学 的検 討を 行い，今日ま でに ４軅|の

新種 の同 定に成功し ．それ ぞね.j･ ゐ．1．6a
む,
．,･ｇ。

戸ａ鳬皿鈿謂.ａ ｃ,y四ｅＭs vhlacea, Moritella｣jftponJca,

Morircffaμｙａｏ５ｊｊ･と 命 名し報告した5-l' ．

こ のよ うに ．好圧性細 菌 の多 様性は．まだま だ未 知

なる 部分が多く ．分離 漉や分鈿 方法を工夫する ことに

より ．さら に多 種多 様な 微 生物 が見つかる 可能 性を 秘

めている，我々は ．昨年度にお いて．日本海 涓探度

( ａ)

測

6,4前圃地点より保圧採泥されたサンプルの加圧継代培

養実験に関する報告を行っているが．そのときは．得

られた好圧性細菌の種類は．既知のものと近碌なもの

であった9. 10'．そこで今回は，サンプリング海峨をそ

こよりもさらに1,000m  ^い日本海満中軸とし，そこか

らの微生物多様性の解析と．加圧継代培養実験を行い，

いくつかの新しい好圧菌の存在を示すことに成功した

ので．ここに報告する．

２． 材科と方法，結果

2.1　日本満濃中軸からの底泥のサンプリング

1998 年８月５日，無人潜水調責船「かいこう」廻航

番号S10K･8ﾌ において.［j本海満中軸域の海底（40°

03.07・144°里6.砂 ）深度７,326mより新穐の二枚貝コ

ロニーを見いだし，その下側の泥を．無菌的に採泥す

ることに成功した．得られたサンプルは．直ちに2ml

づつ小分けされ，液体窒素巾に保管された．採眤現場

の写爽を，図１に示す．ここで兄いだされた二枚貝は．

シロウリガイとは種沺の異なる貝で，現在解析が進行

中であるが．世界最深部より見いだされた化学合成二

枚貝である可能性が高い．そうした意味で，本採眤域

は冷水輸出城の可能性が高く．徹生物多様性の解析に

とっては，極めて興味深い場所である．

2.2 底泥サンプルのＤＮＡ解祈

以 前報giした方法IQI に従い，底泥サンプル約２ｍｌよ

り直接的にＤＮＡをhll出し. ＰＣＲ法によりバクテリアの

16Sr ＲＮＡ をコードする遺伝子C16Sr ＤＮＡ）を増幅後．

大腸菌にクロ ーン1匕した． 偽られたクロ ーンから．挿

入断片のある組み換え体プラスミドを精製し．押人断

片の1111限酵素切断パタ ーン解析｛ＲＦＬ?;ＭsplとR5al に

て 切断｝を行い（図 ２）．種黠ISIIに分けた．その結米を

表 】に示す．

(b)

叫1　114 洶湧巾幅城で宛はさ才1.た11!外Ｍ 深２枚只T町|: こ　4a} と..その 周辺の頡j'リ1･ 】，
l.･iolj l..･-I●●.･.●.■...j'.I... ・　II　･ 〃I　 ● ●　　 ●　　 －●・ －　・
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図 ２ 底 泥 サ ンプ ル か ら増 幅 さ れ た16Sr ＤＮＡ の ＲＦＬＰ分 析

Fig. 2 RFLr(r ｔｓtriclion 114爪4nlleaghpoly ｍｏｆがlism)ajlalysis of

lhejmplificd16Sr ＤＮＡs 阮 琲l the sediment.

表 １　 底 泥 サ ン プ ル か ら増 幅 さ れ た16S  rDNA の ＲＦＬＰ 分 析 の

結 果 一 覧

Ｔａｂｌｅ１ Ｎ凵ｍｂｅrｏrclonesshowingdilkr ｃｎｌＲＦしPpaa ぐｍsof

amplified 16S rDNA gel ｘ from ｌｈｃ DNAs cxlracled lionl

lk original sediment.

2.４ 加圧雄代菌体のＤＮＡ解祈

加圧継代した薗体から．所定の方法に従い1“ DMA

を拍出し.16Sr ＤＮＡをＰＣＲにて増幅後．大翳闥にク

ロ ーン齔し，押入噺片のRFLP 分析を行った．その結

巣を図４．及び表２に示した．

2.5 16Sr ＤＮＡ配列の系統解析

今回得られた. ＲＦ廴Pパターンの異なる全ての１６Ｓ

ＩＤＮＡの塩幕配列を．アプライトバイオシステムズ．バ

ーキンエルマ ー社のＤＮＡシケンサー373S 型を用いて．

決定した．決定された塩基配列は．相同性検索を行っ

た陵、Clusta】Ｗプログラムにより．近隣粘合法を用い

て系統樹を作成した．図５に得られた系統樹を示す．

2,6 加圧綴代菌体における脂肪酸組成

加圧維代幽体を所定の方法により処理を行いI°'.

ピュ ーレ･冫ト パッカード社製ＧＣマススペクトルメー

タ ーHP5971A- ＭＳＤを用い．脂肪酸組成を解析した．

その結栗を．表３に示す．

３ ． 討 論

3.1　 日 本海溝中軸深 度7,326m 二枚 貝コロニ ーの

底泥における 鋤生物の多様性 解析

本底 泥サ ンプ ルから １４酒 りの16S  (DNA の ＲＦＬＰパ

タ ーンが得ら れたC 表 口 が ．全25 ク ロ ーン中13 ク

ロ ーンの μｇｕd○・７０Ｘａｓ近緑 配列が得られ た （表1.11

5 ）． 我 々は これまで．ａ深度別に碍ら わた深海底泥サ

ンブ ルや.|:| 本海 溝 等の冷 水湧出 域 から 得ら わたサン

ソjﾚ か ら･ 駮 的|こａｅｌ由ｓ･aji.ｓ 近 縁配 列が得ら れるこ

2.3 深海微生籾実験システムによる加圧培養実験

底泥サンプル約2m 】を解疎後，約100ml の滅菌海水

に懸濁俊．深海微生物実験システムの保圧植薗システ

ムにより約1.51 の培餐槽２槽に約50・1づつ. 68MPa,

4℃の状態を維持したまま柚菌した．なお培地として

は，マリンブロス2216 培地｛ＭＢ｝．硫酸還元幽分躍用

培地・（ＳＲＢ）を用い．できるだけ徹好餓状態を保って

培養を行った．図３に．今回行った加圧鍍代実験の ス

ト ラテジーを示した．加圧F･ での菌の移植等は，前回

の方法ｓ に従って行った．なお初川の移植は，モニタ

ー－により徹生物の乍育がなかなか釀,認さ才1なかったの

で. ＭＢ. ＳＲＢともに．２泗ISI後に行った．1!iらねた培

養菌体は．遠心後小分けして液体９ 素･|･に保存さ41た．



図 ４ 総 代 菌 体 か ら 得 ら れ たI6S  rDNA の ＲＦＬＰ バ タ ーン 分 折

Fi＆4 RFLP anlysis ｏrlhe 16S rＤＮＡμΓom  lhe cultivated cells.

図5　11 本 汕l講中 幄 底 泥･ﾘ･ｙ ノ` ル及 び ． 加llﾓ継 代 蘭 体 よ り 武;らね た １６ＳｆＤＮＡ 塩 基配 列 を ぺ･･･スに.lt 成1. た 徹 恪.物 進 化 系 統 蝟 ． 系

統 瞿jの 作成 に あ たり 近 隣&'i合拡 を 用 い た 、

l洶i P11yl･J 胼11cllc lpcc sllowllle lllc rclaltonsh^w klwcｓ lk gcqgences delerrlillcdilllhiss ｕldyand16S(|) ＮＡslqllcllccs ｏ｣･oilier bacteria

1111c` clk rcPlcsellls ｌｋ ａ丶clag llulllkrollnuclc,lidcMlh51111111cnspcrslk ご ＮＩｌｓｋ ぽμkllcs1111!iijtslrap protKifrililies

.15り

JAMSTEC  J. Deep Ｓａａ Ｒｅs..1511!jS で･



た（表３）．しかしながら，本萄は，15℃.68MPa の条

件では全く生育できないことから，これまで知られて

いた菌とはかなり異なる生育特性を持っていると思わ

れる．今後，同サンプルから．微生物を純粋分盾し，

さらに畔細に碵討しなければならない．

３.３ ＭＢ培地により 加圧綴 代さ れた好圧性細 菌

ＭＢ 培 地からは，16Sx ＤＮＡ配列 の比較 から．既 知の

ど の属に も属 さな い新属と思 われる細 曲 の増殖が確認

され た． 本好圧 性細菌は ，劼ｅｓ１１７ｄ ａ爲，Ｍａｆ・Ｓｉ属

ブ ランチ と，大腸 蘭，ビブ リオ薗鰔 のブラ ンチの間に

位 置してい る （図５）．脂肪 酸緝成からは ，ＤＲＡ の存

在が 示され （表 ３）．Ｍａ汕ａｌａ属細 菌と類似であっ た

”．本細菌は ，これ まで全く 報告例 のない 好圧菌 であ

る 可能詮 が高く ，さらに詳細な 験 討が必要 とされてい

る． 徴好気 状態 のＭＢ 培地からな ぜ こうした菌 が増殖

した かは ．いま のところ謎 であ るが ，深海底 にはいま

だ未 知の好圧 性細 菌がたく さん存在 している ことの一

つの 示唆であ る と思われる．

４ ． ま とめ

（Ｉ） 日本 海溝中軸探度7,326m の 海 底に ．未知 の毬 の

二枚貝群 襲を見い だし ，同底泥を 無菌的に 採 泥する こ

とに成功し た．

（２ ）同 底 眤サンプル の徹 生勧 学的多 様性の解析 の結

果．海洋底に 広く 見い だされるjas・ｕぬ．．,尚 属 の他に ，

共生菌．好圧 薗 等の現 場環塊に特 徽的な 徹 生物の 存在

が示唆され た.

（3 ）４℃ ，68MPa の 条 件下での加圧 綴代実 験によ り，

ＳＲＢ 培地 からは ，好圧性 Ｓぬｅｗａｊｌｄａ属細 菌が，ＭＢ 培

地からは ，新属 と思わ れる好圧性細 菌の増殖 が確認 さ

れた．
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は 本 サ ン プ リ ン グ 地 点 で 見 い だ さ れ た 未 同 定 の 二 枚 貝

群 集 が ， 日 本 海 溝 最 深 部 に お け る 化 学 合 成 生 物 群 集 で

あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る ． し か し な が ら ， 一 般 的 に

化 学 合 成 生 物 群 集 を 育 む 冷 水 湧 出 城 で は 共 生 細 菌 に 硫

化 水 素 を 供 給 す る 役 割 を 担 う 硫 酸 忍 元 細 菌 と 思 わ れ る

a-Pre] ｌｌＱｌｌｃｊ㎡ １に 属 す る 配 列 が 観 察 さ れ るIOL 11 11' が ．

こ こ で は 見 い だ さ れ な か っ た ． こ の こ と か ら ， 本 海 峨

の 貝 を 取 り 卷 く 稠 境 は ， 既 知 の 冷 水 湧 出 峨 の 微 生 物 組

成 と は 大 き く 異 な っ て い る 可 能 性 が あ り ． 硫 化 水 素 の

供 給 源 の 探 索 を さ ら に 進 め る 必 要 が あ ろ う ． ま た ． 本

海 底 の 水 深 が ，７,326m と い う こ と で ． こ れ ま で 報 告 さ

れ て い る 好 圧 性 細 薗,  SbewaaefidSi.  MoritcO, ・ 属 ， と

極 め て 近 縁 な 配 列 ２ ク ロ ー ン も 得 ら れ て い る ．

３.２ ＳＲＢ培 地により加 圧継 代さ れた好圧性 細菌

ＳＲＢ培 地で1i 、6-Proteob ・ｃｌｅｆｊａに属 する好 圧性の硫

酸還 元細 菌の 増殖を期待 してい た わけ である が，今 回

は ，16Sr ＤＮＡ 配列 の比 鮫から好圧性 の Ｓ加略,ｌｅＸＸａ

ｂｅｎtｈｉｃａと極め て近縁な 細菌 の増殖 が観察 された （図

５）． 本菌は ，微 好気 条 件下にて硫酸 還 元活性 を有し硫

化水 素を 生産す ることが 知られ ている6 ’こと から ，こ

うし た菌 が ＳＲＢ 壌 地で選択 的に 生育で きたことは じ つ

にり ーズナプル である． 事実本 菌は ，好圧性

Ｓ加ｓ・ａyZa属 細 菌に特 徽的に 存在する 加圧応 答 オペロ

ン遺 伝 子 ’4’を持っ てお り （Ｄａtａｎｏｌｓhoｗn）. ま た脂肪

酸組成 に同細 菌 が特徴的に 持つ ＥＰＡ を多 怛に合 んでい

ＪＡ ＭＳＴＥＣ Ｊ．Ｄ叩 ｐＳｏ８ Ｒａｓ.，IS(1999)
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