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研究成果の概要（和文）：海洋バクテリアは、分解されやすい有機物を用いて、その一部を分解性が低い難分解
性有機物に変換する機能を有する。これは、「微生物炭素ポンプ」とよばれ、炭素を有機物として長期隔離する
役割を果たしている。この機能に対する海洋酸性化の影響を評価するため、バクテリアの培養実験を実施した。
その結果、現在の2倍の二酸化炭素濃度における微生物炭素ポンプ効率は、現在の濃度における効率と大きな差
は認められなかった。この事実は、今後100年程度の海洋酸性化は、「微生物炭素ポンプ」に対して顕著な影響
を及ぼさないことを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Marine bacterial population produce the recalcitrant organic matter using 
labile organic matter. This process has been called as "Microbial carbon pump," and it can be 
regarded as the bacterial role isolating carbon as refractory products. In this study, bacterial 
culture experiment was carried out to elucidate the effect of ocean acidification on microbial 
carbon pump. The elevated carbon dioxide by 2 times (800 micro atm) had a minor effect on the 
efficiency of microbial carbon pump. This result suggests that ocean acidification coming 100 years 
has infignificant effect on microbial carbon pump.     

研究分野： 生物地球化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海洋酸性化が生態系に与える影響に関しては、主として大型生物を対象に研究が行われてきた。一方、バクテリ
アに対する影響の評価は、ほとんど実施されて来ていない。特に、バクテリアが有する長期炭素隔離機能（微生
物炭素ポンプ）に対する影響に関して、得られている情報は少ない。本研究において、現在の2倍の二酸化炭素
濃度の条件下では、バクテリアの長期炭素隔離機能は大きな影響を受けないことを明らかにした。一方、バクテ
リアの群集組成は、酸性化の影響を受けて変化する結果が得られたことから、今後の詳細な研究が必要と考えら
れる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
海洋に溶存態有機物（DOM）として存在する炭素量は 700 PgC に達すると見積もられてお

り、海洋 DOM は土壌有機物と並び、地球表層の有機炭素リザ－バ－である。海洋 DOM の 90%
は、微生物の分解作用に対して安定な、難分解性溶存態有機物（R-DOM）により構成されて
いる。近年、このR-DOMの生産者として海洋バクテリアが提唱され、バクテリアによるR-DOM
生成過程は「微生物炭素ポンプ」として認識されるに至っている。 
一方、海洋は化石燃料の消費により生ずる二酸化炭素の 25%程度を吸収しており、その影響

により海水中の水素イオン濃度が増加しつつある。産業革命以前に比較して表層水の水素イオ
ン濃度は 30%程度増加したと推定されており、この影響により表層水の pH は 0.1 低下した。
今後、海洋による大気二酸化炭素の吸収が継続した場合、今世紀末には pH が更に 0.3 程度低
下すると予想されている。この「海洋酸性化」が海洋生態系および物質循環系に及ぼす影響に
ついては、この 10 年間活発な研究が実施されてきた。しかし、海洋バクテリアに対する影響
に関しては、研究はほとんど進んでおらず、上述の「微生物炭素ポンプ」への影響に関しても
これまで知られていることは少ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「微生物炭素ポンプ」に対する海洋酸性化の影響を評価するため、実験的な解析
を実施する。このため、二酸化炭素分圧を 400 および 800 µatm に調整したバクテリア培養系
を設定し、両条件化におけるバクテリア群集組成を 16sRNA 系統解析により明らかにし、群集
蘇生に対する酸性化の影響を評価する。また、炭素安定同位体（13C）で標識した植物プランク
トン有機物を基質として、長期のバクテリア培養実験を実施し、残存する 13C-溶存態有機炭素
（DOC）濃度を測定することにより、「微生物炭素ポンプ」への海洋酸性化の影響を評価する。 
 
３．研究の方法 
（1）試料採取と明所培養 
 培養試料は筑波大学下田臨海実験センターにおいて採取した。採取試料を 130 L の透明培養
器に移した後、光合成産物を 13C で標識するため、13C-NaHCO3を添加し、さらに栄養塩とし
て KNO3、KH2PO4 および Na2SiO3（モル比として 16:1:16）を加えた。試料は屋外の自然光
下において、明（昼）－暗（夜）－明（昼）の 1.5 日間培養した。 
 
（2）暗所培養 
 明所培養で得られた試料は、酸で洗浄した 20 L のポリカーボネート瓶 6 本に分注した後、
筑波大学の恒温室（20℃）において、暗所培養を行った。この際、400 および 800 µatm の CO2

を含む標準ガス（N2 + O2）を、それぞれ 3 本の培養器に通気し、培養液の pCO2を調整した。 
培養試料の採取は、0、1.5（明所培養終了時）、3、6、12、30 および 90 日後に実施した。 
 
（3）試料の分析 
 溶存態無機炭素（DIC）濃度は、全炭酸・アルカリ度分析装置（日本アンス）を用いて電量
滴定法により分析した。分析値からCO2sysプログラムを用いて、pHおよび pCO2を算出した。
ガラス繊維濾紙（ワットマン GF/F）を用いて濾過することにより、懸濁態有機物（POM）と
溶存態有機物（DOM）に分別した。懸濁態有機炭素（POC）および 13C 同位体比は、元素分
析計－同位体比質量分析計（EA－IRMS）（Finnigan Delta Plus）により測定した。培養液の
濾液は、電気透析法により脱塩した後、凍結乾燥機を用いて濃縮した。濃縮試料について、POM
と同様に EA－IRMS を用いて測定した。 
 バクテリアの細胞数は SYTO BC による染色の後、フローサイトメーターを用いて測定した。
バクテリア群集組成の解明のため、0.2 µm の孔径をもつスーポアフィルター上にバクテリアを
捕集した後、DNA 抽出キットを用いて DNA を抽出した。この DNA 試料と真正細菌の 16sRNA
の V3/V4 領域を標的としたプライマーを用いて解析を行った。次世代シークエンス解析は
Illumina Miseq を用いて実施した（株式会社生物技研）。 
 
４．研究成果 
（1）培養における炭酸系の調整 
 培養期間中における CO2 分圧および
pH の変化を図 1 および 2 に示す。明所
培養期間中において、CO2 分圧は 400 
µatm 程度であった。暗所条件とした 1.5
日以降は、400 および 800 µatm の標準
ガスによるバブリングを行った。このた
め、3 日目以降は両条件下で CO2分圧に
違いが認められ、400 µatm 条件下にお
いて 421－487 µatm、800 µatm 条件下
において 815－874 µatm の範囲で変動
した。 図 1 培養期間中における CO2分圧の変化 



 培養液の pH は明培養の開始時におい
ては 8.3 であったが、標準ガスによるバ
ブリングを開始した 3 日目以降は、両条
件による差が生じた。400 µatm 条件下
においては 8.00－8.05 であったのに対
して、800 µatm 条件下においては 7.81
－7.89 と、CO2分圧の増加により pH の
低下が生じていた。これらの結果は、本
研究における両培養系の炭酸系の調節
が、順調に進んだことを示している。ま
た、各条件で用いた 3 本の培養瓶間の差
は小さかった（相対誤差として、0－
0.2%）。 
 
（2）バクテリア細胞数 
バクテリア細胞数は、明所培養中では開始
時の 4.5x105 細胞/mL から 8.8x105 細胞
/mL に増加した。その後 3 日目までは 6.3
－9.1x105細胞/mL の間で変動し、12 日目
に 1.1－1.4x105 細胞/mL と大きく減少し
た。 
 両条件下でのバクテリアの細胞数は、6
日目に比較的大きな差が認められ、通常条
件下においては、酸性化条件下よりも細胞
数が 25%程度多かった。しかしながら、こ
れを除いては、両条件の間に顕著な細胞数
の差は認められなかった。 
 
3）バクテリア群集組成 
培養開始後 1.5、3、30 および 90 日後の

試料を対象に実施した 16sRNA 解析の結
果 を 図 4 に 示 す 。 培 養 を 通 し て 、 Bacterodetes Flavobacteria 、 Proteobacteria 
Alphaproteobacteria および Proteobacteria Gammaproteobacteria の 3 グループが主要な分
類群として確認された。細菌群集の組成は、培養の進行および酸性化の状態により変化が認め
られた。Flavobacteria の寄与は培養初期で高く、培養が経過するに従って低下する傾向が認
められた。この結果は、培養液に含まれる有機物濃度が低く、特に易分解性有機物の利用が困
難な条件下では、本グループの優位性が保てないことを示唆する。一方、Gammaproteobacteria
は、培養の経過に従って、その寄与が増加する傾向が認められたことから、本グループは易分
解性有機物濃度が低い状況において、他のグループより増殖能力が高いことが予想される。 
 酸性化との関係をみると、Flavobacteriaは 30および 90日では、酸性化条件である 800 µatm
においてその寄与が低下しており、酸性化が阻害的な影響を与えることが示唆される。一方、 

図 2 培養期間中における pH の変化  

図 3 培養期間中におけるバクテリア細胞の

変化 
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図 4  16sRNA 解析によるバクテリア群集組成 



Alphaproteobacteria の寄与は酸性化条件下で高く、この傾向は培養開始ご 3 日目以降で認め
られた。本研究において、本グループは多くの場合に最大の寄与を示したが、酸性化が進行し
た場合にはその優占性は更に増加することも考えられる。 
 
（4）有機物の残存性 
 植物プランクトンの光合成で生産
される懸濁態有機炭素（13C-POC）の
濃度は、明所培養期間で 100 µM-C ま
で増加し、その後の暗所培養で急激に
減少した。12 日後には最大値の 15%
となった後、培養終了時まで緩やかな
減少を続けた。90 日後の値は最大値
の 5％であり、この間に光合成産物の
95%は無機化あるいは溶存化した。
13C-POC に対する酸性化の影響はほ
とんど認められず、800 µatm までの
CO2分圧の上昇は、懸濁態有機炭素の
分解に大きな変化を及ぼさないこと
が示唆される。 
明所培養中に光合成起源の溶存態

有機炭素（13C-DOC）の濃度は平均 10 
µM-C まで増加した。これは、13C-POC
を含めた全光合成生産量の 10%程度に
相当しており、植物プランクトン光合成
産物の排出の割合としては、一般的な値
である。13C-DOC は培養期間の経過とと
もに減少したが、その減少速度は
13C-POC と比較して低いものであった。
これは、溶存化した光合成産物は、懸濁
態の状態よりも、より安定であることを
示唆している。一方、両条件下において、
13C-DOC の顕著な違いは認められなか
った。 
 暗所培養期間において残存する光合
成 産 物 全 体 に 対 す る 13C-POC と
13C-DOC の割合を比較すると、分解の進
行に伴って、13C-POC の割合は低下し、
逆に 13C-DOC の割合が増加した。これ
は、難分解性有機物が DOM として残存
することを示唆しており、Amon & 
Benner(1996)により提唱された有機物
サイズと反応性の関係に合致している。 
一方、両画分の残存の割合は、酸性化

条件により大きな影響を受けないこと
が明らかとなった。このことから、今回
検討した 800 µatmまでのCO2分圧の増
加は、「微生物炭素ポンプ」を含むバク
テリアの代謝に対して、顕著な影響を与
えないものと推察される。 
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