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日本海溝の冷水湧出域堆積物に生息する微生物群集の多様性
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深海底冷水湧出域は海底下から炭化水素や硫化物に富む還元的な冷水が断層面に沿って湧出し，海底熱水孔環境と同様

に化学合成生物群集による多様性に富んだ特異的な生態系が形成されている。冷水湧出域や熱水噴出孔のような環境は，生

命活動における海洋のオアシス的場所としてのみならず，海底下に拡がる未知の地下生物圏に開かれた窓としても重要な研究

対象となっている。本報告では，2000年6月のYK00-04航海調査によって得られた日本海溝冷水湧出域の海底堆積物を対象に，

実際に生きている微生物群集の多様性を，鉛直的に明らかにする事を目的とした。RT-PCR（Reverse Transcribed-PCR）によって

増幅された遺伝子断片を相同性解析と系統解析，T-RFLP（Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism）解析などの分

子生物学的手法によって解析したところ，イプシロンおよびデルタプロテオバクテリアの系統群からなる特異的な微生物相が明ら

かとなった。これらの結果から，海水と冷湧水との酸化還元境界には極めて特異な微生物生態系が構成されており，その微生物

活動は海洋における硫黄循環に重要な役割を果たしていることが推察された。
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Microbial diversity in the cold seep sediment at the Japan Trench

Fumio INAGAKI＊４ Yuri SAKIHAMA＊６ Chiaki KATO＊５

Akira INOUE＊４，６ Koki Horikoshi＊４，５，６

Depth profiles of naturally occurring bacterial community structures associated with the deep-sea cold seep sediment

in the Japan Trench at a depth of 5,343m were evaluated using molecular phylogenetic analyses of RNA reverse tran-

scribed-PCR (RT-PCR） amplified 16S rDNA fragments. A total of 137 clones of bacterial crDNA (complimentary

rDNA) phylotypes (phylogenetic types) obtained at 3 different depths (2-4cm, 8-10cm, and 14-16cm) were identified in

partial crDNA sequencings. crDNA phylotypes from the cold seep sediment were dominantly composed of δ- and ε-

Proteobacteria (36% and 42% respectively). Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) analysis also

indicated the majority of δ- and ε-Proteobacteria. Almost all sequences of crDNA belonging to ε-Proteobacteira were

affiliated with same cluster (ε-CSG: ε-proteobacterial cold seep group), and were closely related with rDNA sequences

from deep-sea hydrothermal vent environments. Our results suggest that the bacterial community at the cold seep site

was a specific redox-front type of microbial habitat.
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1. はじめに
海洋における冷水湧出域や海底熱水噴出孔環境は，地

球の内部エネルギーに強く影響を受けた還元的な地下水が

湧出する場所であり，チューブワームやシロウリガイといった

化学合成生物が群生する海底のオアシスである。それらの

特異な環境は多くの真核生物にとっての生命活動の場であ

ると同時に，メタンや硫化物などの湧水中に含まれる無機栄

養に依存する多様な微生物の生息および進化の場所でもあ

る。近年，深海掘削計画（Ocean Drilling Project；ODP）や陸

上掘削の成果から，これまで無生物の世界であると考えら

れてきた海底下環境にも微生物が存在することが明らかと

なってきた（Stetter et al. 1993；Parkes et al. 1994；Wellsbury

et al. 1997）。冷湧水活動に伴う海底下の断層面や帯水層，

また海底熱水孔環境下や地下深部高温域は，地表に比べ

て比較的エネルギー変動の小さい安定的海底下環境の中

で生命活動を維持する上でのホットスポットであると推測さ

れる。しかしながら，そのような海底下環境における微生物

の分布と多様性，代謝特性と地球化学的環境因子との関わ

りなどについては，解析試料の採取が極めて困難なこともあ

り，未だ明らかにされていない。実際に，OD21深海地球ド

リリング計画（Ocean Drilling in the 21st century）においても，

それらの地殻内生物圏の解明や未知微生物資源の探索が

重要課題の一つとなっている。

一方，1990年代におけるPCR（Polymerase Chain Reaction）

法を利用した分子生物学の著しい発展によって，従来まで

の培養法に依存した環境微生物学的手法では困難であっ

た様 な々環境の微生物生態が明らかとなった。現在では非

常にDNAの少ない岩石内部試料（Inagaki et al. 1997；Ina-

gaki et al. 2001a；Takai et al. 2001；Inagaki et al. 2002）や海

底下堆積物（Inagaki et al. 2001b），湧出熱水（Takai and

Horikoshi 1999a，1999b）などの特殊極限環境試料において

も効率的にDNAを抽出・精製し，PCR法によって特定の遺

伝子配列を増幅し微生物相を推定することが可能となった。

2000年6月に行われたYK00-04航海調査では，日本海溝

のシロウリガイが群生する冷水湧出域から採取した柱状堆

積物を対象に，実際に生きている微生物群集を反映した菌

相解析をするためにDNAではなくRNAを用いた群集構造解

析を試みた。さらに異なる深さでの鉛直的菌相変化をT-

RFLP法によって解析した。その結果，これまでの調査では

得られなかった特異な微生物群集が明らかとなった。本報

告では，分子生物学的手法による微生物群集構造解析の結

果と，それらの微生物活動の環境生態学的重要性について

述べる。

2. 方法
2.1. 試料採取
2000年6月に実施されたYK00-04航海調査における「しん

かい6500」第550潜航によって，日本海溝三陸沖（39°6.5'N，

143°53.3'E）の深度5343mの海底に見られたシロウリガイが

群生する冷水湧出域から，プッシュコアサンプラーを用いて約

15cmの堆積物を採取した。また，比較として少し離れた深

度5204mの場所から通常の海底堆積物を採取した（396.6'N，

143°53.1'E）（図1）。採取した岩石は船上の簡易クリーンボッ

クス内にて約2cm間隔で分割し（図2），それぞれを滅菌した

プラッスチックチューブに入れ－20°Cで保管した。

2.2. 直接細胞計数
堆積物0.5gをエッペンチューブに取り分け，200µlの4％中

性ホルマリンを加えよく攪拌した。次ぎに10mg/mlの4'，6-

diamidino-2-phenylindole（DAPI）溶液を等倍量加えよく攪拌

した後，10分間暗所に静置した（Porter and Feig 1980）。試

料溶液はフィルター（0.22-µm-pore-size，13-mm-diameter

polycarbonate filter：Advantec，Tokyo）で濾過し，位相差蛍

光顕微鏡によって一試料あたり50視野の細胞数を直接計数

し，1g当たりの微生物量に換算した。

2.3. RNA抽出
各粉末状試料を約10g取り，7 .0mLの抽出バッファー

（25mM 酢酸ナトリウム，5mM EDTA，5％（w/v）SDS）に懸濁

した。5gの滅菌グラスビーズ（粒径0.1mm，Sigma）と，抽出

バッファーで中性化したフェノール・クロロホルム・イソアミル

アルコール溶液（24：24：1（v/v/v））を加えた。室温で2分間激

しく振とうした後，60°Cで1時間放置した。さらに2分間浸透

した後，遠心分離によって上層を取り分け，3mLの10M酢酸

アンモニウムと等量のイソプロパノールを加えRNAを沈殿さ

せた。遠心後70％エタノールで洗い，乾燥させた後滅菌水

に溶解した。抽出した粗RNA溶液は，RNeasy Midi Kit（Qia-

gen，Valenica，CA）によってDNAの分解と精製を行った。使

用した全ての溶液・器具は0.1％のDEPC処理とオートクレー

ブによってRNA分解酵素を不活性化したものを使用した。

2.4. RT-PCR
RNAからの逆転写反応は，96°Cで2分間プレヒーティング

した後，ランダムプライマーを用いてSuperScript Preamplifica-

tion System（Gibco BRL，Tokyo）によって行った。増幅され

た鋳型DNA（cDNA）からPCRによって16S rDNAを増幅した。

DNAポリメラーゼはLATaq，Gcbuffer I ｡（宝酒造）を使い，

プライマーはBac27FとUni1492Rのプライマーセット（DeLong

1992）を用いた。PCR反応はGene Amp PCR system 9600

（Perkin-Elmer，USA）を用いて行い，反応条件は，96°C20秒，

54°C45秒，72°C2分を32サイクル行なった。

2.5. T-RFLP解析
RT-PCRによって得られたcDNAを鋳型にPCRによって

FAM蛍光ラベルしたBac27FとBac927R（Lane 1991）のプライ

マーセットを用いてPCRによって上記と同条件で増幅した。

増幅したcrDNAはアガロースゲル電気泳動後，Gene Clean

DNA purification kit（MO Bio Lab., Solana beach，CA）を用い

て切り出し精製，エタノール沈殿によって濃縮した。精製した

rDNAを制限酵素Hha Iで37°C8時間消化し，ABI 377シーケ

ンサーとGeneScan software ver. 3.0（PE Applied Biosystems，

USA）を用いて末端断片長を解析した（Liu et al. 1997）。
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図1 冷泉湧出域堆積物の採取地点。

Fig. 1 Sampling point of the cold seep sediment.

図2 柱状採泥器によって採取した堆積物と深さ毎の堆積物の分割。

Fig. 2 Sediment core sample collected by a push-core sampler and sub-

sampling at the different depths.
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2.6. 16S crDNAクローンタイプ解析と系統解析
各試料からPCRで増幅した16S crDNAをTA cloning Kit

（Invitrogen，Carlsbad，CA USA）を用いて大腸菌にクローニ

ングし，crDNAクローンライブラリーを構築した。crDNAがク

ローン化された大腸菌コロニーをランダムに選出し，d-Rho-

damine sequencing kit（PE Applied Biosystems）とBac27Fプ

ライマー（DeLong 1992）を用いて部分塩基配列を決定した。

決定した約350bpの塩基配列をDNASISプログラムver. 3.5

を用いて97.0％以上の相同性でグルーピングし，各代表ク

ローンの塩基配列をFASA及びgapped-BLASTプログラムに

よってデータベースに登録されている既知配列との相同性検

索を行ってクローンタイプとした。各クローンタイプの代表

crDNAクローンは約900bpの全塩基配列を決定し，近縁な

複数菌株の16S rDNA塩基配列（もしくは環境から直接検出

されたrDNA配列）を含む進化系統樹をDDBJ CLUSTAL-X

Systemを用いて作成した。

3. 結果及び考察
3.1. 冷水湧出域堆積物中の微生物量

DAPIによって染色した細胞の直接計数の結果を図3に示

す。海底表層の堆積物では，冷水湧出域と普通の海底堆積

物共に1gwet当たり107以上の細胞が存在していた。普通の

海底堆積物では深くなるにつれて次第に微生物量が減少し

ていくのに対して，冷水湧出域では減少傾向は認められず，

深さ16cmの堆積物中にも107以上の細胞が存在していた。

この結果は，活動的冷水湧出域の堆積物環境における微生

物活動範囲が普通の海底堆積物とは異なり，冷水の流路に

沿った海底表層堆積物中の水圏環境に微生物が均一に多

く存在していることを示唆している。

3.2. 冷湧水域堆積物で生息する微生物群集の鉛直的多様性
冷湧水環境から採取した柱状堆積物について2-4cm，8-

10cm，14-16cmの異なる3段階の深さから16S crDNAクロー

ンライブラリーを構築した。無作為に選出したクローンの部

分配列を決定し，データベースに登録されている既知配列と

の相同解析によってcrDNAクローンタイプを決定した。2-4cm

の部位からは42クローン，8-10cmの部位から48クローン，14-

16cmの部位から47クローンの合計137クローンについて解析

を行った。その結果，どの深さにおいても硫酸還元菌を多く

含む δ－プロテオバクテリアのグループと硫黄酸化細菌を含
む ε－プロテオバクテリアが優占的に生息していることが明ら
かとなった（表1）。表層域では δ－プロテオバクテリアが最も
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図3 DAPI蛍光染色した細胞数の深さ毎の変化。

Fig. 3 Depth profile of the number of DAPI-stained cells along the depth.

表１　冷水湧出域堆積物の異なる深さから検出したcrDNAクローン数

Table 1 Number of crDNA clones detected from cold seep sediments at 3 different depths

Section

2-4 cm

8-10 cm

14-16 cm

Total

Subclass of Proteobacteria

α

4

0

0

4

β

0

0

5

5

γ

1

7

2

10

δ

19

18

12

49

ε

17

18

23

58

Gram-positives

1

2

3

6

OP8

0

1

0

1

Unknown

0

2

2

4

Total

42

48

47

137
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優先的に検出されたのに対して，14-16cmの部位ではその優

占順位が逆転し ε－プロテオバクテリアが多く検出された。
硫黄酸化細菌であろうと考えられている ε－プロテオバクテリ
アの海洋環境からの分離例は非常に少なく生理機能は未知

の部分が多いが，表層域では海水からの硫酸の供給と，海

底下からの硫化水素の供給に応じた酸化還元フロント型の

微生物生息域が発達しているものと推察される。

さらに表層2-4cmの部位で唯一 α－プロテオバクテリアが
検出され，最下層14-16cmの部位から β－プロテオバクテリ
アが検出されたことも特徴的である。普通の深海底堆積物

から比較的多く検出される γ－プロテオバクテリアはどの部
位にも検出されたものの，その検出頻度は全体で約7％程

度であり，過去に通常のDNAを用いた手法によって解析さ

れたものに比べて極端に低い値を示した（表1）（Li et al.

1999a；1999b）。

表2にcrDNAクローンタイプ解析によって選定した代表ク

ローンの全塩基配列とデータベースに登録されている既知

配列との相同性検索の結果を示す。全体的に97％以下の

相同性を示し，深海底冷水湧出域環境は新属新種レベル

の新規な微生物の宝庫であると言える。特に優占的であっ

た δ－プロテオバクテリアでは，Desulfosarcina属に近縁な

crDNA配列が優占的に検出された（表2）。δサブクラスの系
統解析では，高頻度で検出されたCS8.12をはじめ，CS8.29，

CS8.26の配列はそれぞれD. variabilisの下流に位置してい

る（表3A）。Desulfosarcina属細菌はサンタバーバラのメタン

湧出域でも優占種として検出されている（Orphan et al. 2001）。

また，7クローン検出されたCS2.7のクローンタイプは，データ

ベースとの相同検索の結果ではDesulfocapsa sulfoexigensと

最も高い相同性をしめしたが（表2），系統解析によってD.

sulfoexigensの上流に位置するDesulforhopalus vaculoatusと

Phylogenetic affiliation

α-Proteobacteria

β-Proteobacteria

γ-Proteobacteria

δ-Proteobacteria

ε-Proteobacteria

Gram positives

OP8d

Unknown

* Environmental rDNA clones. 

Representative clone

CS2.11

CS2.19

CS8.30

CS8.31

CS2.30

CS5.15

CS5.20

CS5.30

CS2.2

CS2.7

CS2.17

CS5.5

CS5.24

CS8.12

CS8.26

CS8.29

CS2.1

CS2.26

CS2.28

CS5.17

CS8.5

CS5.11

CS5.21

CS8.2

CS8.15

CS5.7

CS5.10

CS8.21

Accession No.

AB069785

AB069787

AB069808

AB069809

AB069790

AB069795

AB069797

AB069800

AB069783

AB069784

AB069786

AB069791

AB069899

AB069803

AB069806

AB069807

AB069782

AB069788

AB069789

AB069796

AB069802

AB069794

AB069798

AB069801

AB069804

AB069792

AB069793

AB069805

Number of relative clone

1

3

4

1

1

5

3

1

2

7

1

3

1

30

3

2

19

7

3

25

4

1

1

4

1

1

1

2

Similar rDNA sequences (similarity %)

Pedomicrobium manganicum (94.5)

Mesorizobium loti (88.8)

Pseudomonas saccharophila (98.6)

Methylophilus methylotrophus (92.8)

Cycloclasticus pugetii (89.5)

Marinobacter aqueolei (87.7)

Thioalcalovibrio denitrificans (90.5)

Leucothrix mucor (89.6)

Desulfobacterium anilini (89.9)

Desulfocapsa sulfoexigens (91.0)

Desulfobacterium phenolicum (91.9)

Desulfocapsa sulfoexigens (96.4)

Desulfobulbus elongatus (90.2)

Desulfosarcina variabilis (91.4)

Desulfosarcina variabilis (93.1)

Desulfosarcina variabilis (91.7)

Benzene mineralizing consortium SB-17 (93.2)*

VC2.1 Bac1(93.0)*

Benzene mineralizing consortium SB-17 (94.0)*

Benezne mineralizing consortium SB-17 (94.2)*

VC2.1 Bac1(92.1)*

Fusibacter paucivorans (91.1)

Ruminococcus flavefaciens (84.8)

Bacillus halodurans (94.1)

OPB95 (87.5)*

Desulfuromonas palmitatis (83.9)

Benzene mineralizing consortium SB-15 (97.2)*

Benzene mineralizing consortium SB-45 (97.4)*

表２ 冷水湧出域堆積物から構築したcrDNAクローンの相同性解析

Table 2 Similarity analysis of bacterial crDNA clones obtained from the cold seep sediment at the Japan Trench
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近縁であることが示唆された（表4A）。

また ε－プロテオバクテリアでは，Guaymas Basinの熱水孔

域に隣接する炭化水素に富んだ冷水湧出域の堆積物中に

検出されたrDNA遺伝子と94％前後の相同性を示した配列

が優占的に検出された（表2）（Phelps et al. 1998）。また，大

西洋中央海嶺の海底熱水孔に直接設置したベントキャップ

から検出されたVC2.1 Bac1と93％程度の相同性を示す配

列が検出された（表2）（Reysenbach et al. 2000）。海洋環境

中から検出された ε－プロテオバクテリアはほとんどが海底
熱水孔環境もしくは冷水湧出環境であり，代表塩基配列の

系統解析の結果，それらの進化系統はジオグラフィカルな分

岐を示した。熱水孔環境由来の ε－プロテオバクテリアは
ε－サブクラスの根本付近から分岐する ε－海底熱水孔グ
ループI（ε-HVG I：ε-proteobacterial Hydrothermal Vent
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図4 日本海溝冷水湧出域から検出されたcrDNAの分子進化系統樹。（A）δ－プロテオバクテリア，（B）ε－プロテオバクテリア。
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Fig. 4 Phylogenetic relationship between the representative crDNA clone sequences from the cold seep sediment and rDNA

sequences of related pure cultures and environmental clones among subclass of δ- (A) and ε-Proteobacteria. The trees were

constructed by neighbor-joining analysis. The values of 100 bootstrap trial replications are given for nods in trees.
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Group I）と，下流に位置する ε－海底熱水孔グループII（ ε-

HVG II：ε-proteobacterial Hydrothermal Vent Group II）の2

種類のグループに分けられる。一方，日本海溝や南海トラフ

などで検出された ε－プロテオバクテリアの系統枝（Li et al.

1999a；1999b）は，Guaymas Basinの熱水孔域に近い場所の

冷水湧出域から検出されたSB-17を境に，ε-HVG IIの下流

に ε－冷水湧出域グループ（ε-CSG：ε-proteobacterial Cold

Seep Group）を形成している（表4B）。進化系統樹における

環境rDNA配列の分布から，おそらくは ε-CSGと ε-HVG IIに

属する細菌は，互いに類似する硫化水素に富む酸化還元境

界環境に生息し，ε-CSGは ε-HVG IIが生息する海底熱水孔

環境から断層面に沿った冷水湧出域に進化・適応したもの

と推察される。

3.3. T-RFLP法による微生物群集構造の解析
制限酵素Hha Iで消化したrDNAをT-RFLP解析したとこ

ろ，22の主要な断片長を示すピークが検出された（図5）。

ピーク4と5は検出された δ－プロテオバクテリアの制限酵素
断片長一致している（ピーク4；CS5.5，CS5.24［93bp］，ピーク

5； CS8.12，CS8.26，CS8.29［95bp］）。また，ピーク14，15，16

はそれぞれ ε－プロテオバクテリアに属するCS2.1［538bp］，

CS5.17［544bp］，CS2.26［547bp］と一致している。crDNAク

ローンタイプ解析の結果と同様に，T-RFLP解析によっても δ
及び ε－プロテオバクテリアの優占が示され，尚かつ δ－プロ
テオバクテリアのcrDNAに相当するピーク4と5が深くなるにつ

れ減少する傾向にあり，逆に ε－プロテオバクテリアのcrDNA

に相当するピーク14，15，16が増加する傾向が認められた。

3. まとめ
1993年にDemingとBarossは熱水プルーム中に存在する超

好熱菌の存在から深海底熱水孔環境は「地下生物圏の窓」

であるとの学説を発表した（Deming and Baross 1993）。冷水

湧出域の物理的因子や地球化学エネルギーの勾配は海底

熱水孔環境に及ばないものの，海底下から硫化水素に富む

還元的な水が湧出する点など両者の共通項は多い。特に

海水と湧出水の間に生じる酸化還元フロントは，海洋性 ε－
プロテオバクテリアの限られた生息場所となっている。また，

分子生物学的手法による微生物群集構造の解析は，生態

学的意義のみならず分離・培養による新規微生物資源の獲

得にとって重要である。さらに，「地下生物圏の窓」の研究は，

将来的に海底下の掘削コア試料を分析する際の表層域で

のレファレンスとして大変重要である。本研究では，DNAよ

りも分解されやすいRNAを用いた解析によって，より生きて

いる微生物の生態を高解像度で評価することができた。ま

た，δ－プロテオバクテリアに属する硫酸還元菌と硫黄酸化
細菌と思われる ε－プロテオバクテリアの深海底冷水湧出域
での優占は，微生物による海洋の硫黄循環に大きく寄与し

ている可能性がある。
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