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研究成果の概要（和文）：地球表面の７割を占める海底のさらにその下には海洋や土壌といった表層の生命圏と
は異なる独自の生態系が存在し、莫大な数の微生物の存在が確認されている。本研究では、海底下という極低エ
ネルギー環境において、どのようにその生態系が構築されたのかを、世界各地の海底下０－６００mから得られ
た堆積物を解析することで明らかにした。海底下の微生物群集構造は、嫌気・富栄養環境と好気・貧栄養環境で
大きく異なり、前者におけるアーキア/バクテリア比は後者より有意に高いことがわかった。また、全堆積物中
のアーキア細胞の割合は37%程度であると推算され、海洋中の割合と同程度であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Below the seafloor, which accounts for 70% of the Earth's surface, there is 
a unique ecosystem that is different from the surface biosphere, including ocean and soil, and a 
huge number of microorganisms have been confirmed to exist. In this study, we investigated how the 
ecosystem was constructed in the low energy subseafloor environment by analyzing sediments from 
0-600 m below the seafloor. Microbial community structure in subseafloor differed significantly 
between anaerobic-eutrophic and aerobic-oligotrophic environments, with the archaea/bacteria ratio 
in the former being significantly higher than in the latter. The proportion of archaeal cells in the
 total sediment was estimated to be about 37%, comparable to that in the ocean.

研究分野：環境微生物学

キーワード： 海底下堆積物　微生物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
統一された高精度なDNA分析により、全地球レベルで海底下堆積物中の微生物群集の比較解析を世界で初めて行
なった。我々の研究成果は、海底下の生態系がどのように構築されてきたのか、どの程度多様なのかという基礎
的ではあるがこれまでに分かっていなかった問題の答えを与えるものである。また、本研究成果は、地上のエネ
ルギーに満ちた環境とは全く異なる海底下という極限環境でどのように生命が進化・適応してきたのか明らかに
するための進化学的研究の礎となるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 地球表面の７割を占める海洋の下には膨大な量の海底下堆積物が存在する。1990年代にそれ
まで無生物環境だと思われていた海底下堆積物に実は広大な生命圏が広がっていることが明ら
かとなった。それ以来、海底下生命圏に関する研究が進み現在ではその総数は 1029細胞程度で
あり、地球上の全生物量の 1-30％であると見積もられている（Parkes et al., Nature, 1994; 
Kallmeyer et al., PNAS, 2012)。海底下堆積物中の微生物量は深くなる、あるいは堆積物年代が
古くなるにしたがって減少し、有機物リッチな沿岸部の堆積物では外洋の貧栄養堆積物より多
いことが知られている（D'Hondt et al., NatureGeosci, 2015)。その活性に関しては、細胞数と
間隙水の化学プロファイルから平均呼吸速度が 2.8×10-18から 1.1×10-14moles e-/cell/yearの
範囲で、非常に低いことが示されている(D'Hondtら、2004; Hoehler, 2013)。安定同位体ラベル
気質を加えた堆積物の培養とナノ SIMS分析により、これらの低活性の細胞は深さ 2kmを超え
る堆積物中においても多様な炭素および窒素化合物を細胞バイオマスに同化していることが示
されており、基質の取り込み速度から推算される細胞の倍加時間は百万年にも及ぶことがわか
っている（Morono et al.,2011, Trembath-Reichert et al., 2017)。その膨大な存在量から海底下
微生物叢が地球環境にとって非常に重要な役割を地質学的タイムスケールで果たしてきたこと
は疑いの余地がない。 
 しかしながら、海底下生命圏における微生物の多様性や、微生物叢の形成を規定する因子につ
いては殆どわかっていない。それは、海底下からの微生物学的サンプリングの機会が限られてい
ることや、異なる海底下掘削プロジェクト間でサンプルの品質管理や分析プロトコールが統一
されていないことで、統合的な知識が得られないことに起因している。これまでに行われてきた
16S rRNA 遺伝子配列に基づく微生物群集構造解析では海底下堆積物には多様なかつ、地球表
層の他の生命圏（土壌や海洋）とは異なる独自の微生物叢が形作られていることや堆積物の間隙
水組成や堆積学的特性が微生物群集構造に影響を及ぼしていることが示されている (Inagaki et 
al, 2015; Parkes et al., 2005)。 
 近年のシーケンシング技術のハイスループット化、計算科学的アプローチの進展により、海水
中の微生物叢の解析が地球規模で行われておりその多様性は 3.75 × 104であると推定されてい
る（Sunagawa et al., 2015）。一方、海底下生命圏については上述のような理由で全地球的な解
析は行われておらず、微生物多様性、それを支配する環境因子、あるいは進化プロセスに関して
は未知な部分が非常に多い。地球表層のエネルギー豊富な生命圏とは、全く異なる海底下生命圏
における微生物生態、進化適応プロセスを解き明かすことは、生命に関する新たな知見を生み出
すことに繋がると思われる。 
 
２．研究の目的 
 表層環境から隔絶された海底下堆積物中の微生物について、下記のことを明らかにすること
を目的とする 
(1) 地球上の全海洋堆積物中に存在する微生物の多様性。 
(2) 堆積物のどのような環境因子がその特殊な微生物群集を形作ってきたのか。 
(3) エネルギーが枯渇する堆積物深部環境にどのように微生物（群集）が適応していったのか。 
これらの目的を達成するため、世界各地から採取され微生物学的研究用に凍結保存されていた
堆積物試料を分析し、海底下微生物叢について全球的な解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) サンプル 
図１に示されている世界 40地
点の堆積物から統一されたプ
ロトコールで抽出されたDNA
を本研究に用いた。全てのサン
プルは、分析手法の違いによる
バイアスを避けるため採取直
後に-80℃で凍結され、同じプ
ロトコールによる DNA抽出・
精製に供試された。 
 
(2) dPCR 
バクテリアおよびアーキアの 16S rRNA遺伝子を digital PCRで定量した。バクテリア特異的
なプライマー（B27F-B357R）およびバクテリア特異的（A806F-A958R）なプライマーセット
を用いた。digital PCRには、BioMark Real-time Systemおよびマイクロ流体型チップ 48.770 
Digital Array（どちらもフリューダイム社製）を使用した。 



(3) シーケンシング 
16S rRNA遺伝子の V3-V4領域をユニバーサルプライマーである U515F-U806Rで PCR増幅
した。それに加えて、V4-V5領域をドメインスペシフィックなプライマーである 518F-926R、
517F-958Rで増幅した。過剰に増幅を行わないよう PCRのサイクル数はテンプレート DNA量
に応じて 25-40サイクルの間で適度に調整した。得られた PCR産物を精製後、indexを付加し
MiSeqおよびMiSeq Reagent Kit（イルミナ社製）を用いてシーケンングを行なった。 
 
(4) データ解析 
シーケンスデータのクオリティートリミング、プライマー配列除去等の前処理、Amplicon 
Sequence Variants (ASVs）の生成、系統学的な同定は Usearchおよび Mothurを用いて行な
った。それぞれのサンプルの多様性、サンプル間の類似度の解析は、シーケンシングにより得ら
れた各サンプルにおける ASVs構成を用いて Rの veganパッケージを使用して行った。 
 
４．研究成果 
(1) 海底下堆積物中のアーキアの割合 
海底下深部堆積物中におけるバクテリア/アーキア比は大きな関心事の一つであり、アーキアの
持つ生理学的特徴が海底下深部の極低エネルギー環境で有利であり、アーキアがバクテリアよ
りも多く存在すると思われてきた（Hoehler and Jørgensen, 2013)。本研究で用いたマイクロ流
体型の digital PCRによる定量は、PCR阻害物質の影響を受けることなく 16S rRNA遺伝子の
絶対定量を行うことができるため(Hoshino and Inagaki,2012)、世界の海底下堆積物中のバクテ
リア/アーキア比を正確に決定することができる。その結果、各掘削サイトにおけるアーキアの
16S rRNA 遺伝子の割合はサイトによって大きく異なり、沿岸部のサイトにおいてアーキアの
割合が軒並み高くなっていることがわかった(図２a）。沿岸部の堆積物におけるアーキアの割合
は平均すると 22.6%であり、一方、外洋では 5.9%となった。ゲノム上の 16S rRNA遺伝子の平
均コピー数がバクテリアは 4.7コピー、アーキアは 1.7コピー（rrnDB version 5.2)であると仮
定すると、アーキアの細胞数の全微生物細胞に対する割合は沿岸堆積物で 40.0%、外洋堆積物で
12.8%と有意に異なることがわかった（図２b）。このことは、沿岸堆積物において豊富な有機物
の分解にアーキアが重要な役割を果たしていることを示している。地球上の堆積物中の全微生
物数のおよそ 10%が外洋に生息している（Kallmeyer et al., 2012）とすると、全海底下堆積物
中においてアーキアが微生物数に占める割合は 37.3%であると推算された。重要なのは、サンプ
リングサイトによるばらつきはかなり大きいものの、推算値が全海洋中のアーキアの割合であ
る 41.9%（Karner et al., 2001)と同等であることである。この結果は、海洋表層から海底下深部
に及ぶまで、アーキアのバイオマスはバクテリアと同等程度であることを示唆している。 
 アーキア割合の深度プロファイルでは、いくつかのサイトにおいて深くなるにしたがってア
ーキアの割合が増大する傾向が見られた一方、そのほかのサイトでは逆に減少する傾向も見ら
れた。この結果は、これまで言われてきたようにエネルギーフラックスが極めて小さい海底下深
部環境ではアーキアの生理学特性が有利に働くという仮説が一部の堆積物では支持されたが、
そのほかの堆積物ではその説明が当てはまらないことを示唆している。 
 興味深いことに、水深が大きくなるとアーキアの割合が減少する傾向が見出された（図２c）。
我々は一般的に用いられている水深のカテゴリー：epi-mesopelagic (0−1000 m); bathy-pelagic 
(1000−4000 m); abyss-pelagic depths (>4000 m)にサンプルを分類した。その結果、アーキアの
割合は 0-1000mの水深でもっとも大きく 24.7%にも及んだ。それより大きい水深では有意にア
ーキアの割合は減少し、1000-4000mで 17.8%、4000m以深で 8.2%となった。水深が海底下堆

積物中の微生物群集組成に影響を与える理由の一つとして考えられるのは、海洋表層で生産さ
れた有機物が沈降する間に分解されるため、海底面に届く有機物の量と質が水深により大きく
異なっていることである(Lutz et al., 2007)。この有機物組成の違いは、堆積物中における酸素
の消費量すなわち酸素濃度に大きな違いを生み出す可能性もある。水深の違いにより生み出さ
れるどの環境因子が堆積物中の微生物叢と関わっているのか明らかにするには今後のさらなる
研究が必要である。 
 



(2) 海底下堆積物における微生物多様性 
 世界各地の海底下堆積物中の16S rRNA遺伝子を網羅的に解析しアーキアについては12.5M、
バクテリアについては 16.0Mのシーケンスを取得した。得られたシーケンスから各堆積物中の
微生物群集構造を明らかにした（図３）。 
 アーキアの微生物群集構造は、嫌気性の堆積物と好気性の堆積物において明瞭に異なった（図
３A）。嫌気性の堆積物では、Bathyarchaeia を含む Crenarchaeota や Euryarchaeota、
Asgardaeotaが優占化していた。また、日本海（Exp. 346）、ペルー沿岸（Leg 201）や下北半島
沖（Exp. 902）のいくつかのサンプルにおいては、Hadesarchaeaeota がアーキアの 70%を占
め、深さとともに増加した。一方、好気的な堆積物では Thaumarchaeota が卓越することが示
された。海洋性のアンモニア酸化古細菌 Nitrososphaeraを含む Thaumarchaeotaの卓越は、海
洋中から堆積物へインプットされた微生物が堆積物中で生き長らえていることを示唆している。
バクテリアの微生物群集構造についても、嫌気的および好気的な堆積物において明瞭に異なっ
ていた。好気的な堆積物では、ほとんどのサンプルにおいて Proteobacteriaが 80%程度と非常
に多く割合を占めた。一方、既往の研究で報告されているように嫌気的な堆積物では
Atribacteria、Chloroflexi、そして Planctomycetesが多く存在した。 

 
 どのような環境因子がが微生物群集の組成を規定しているかを理解するために、ASVs に基づ
く群集構造の非計量多次元スケーリング分析（NMDS）を実施し、環境メタデータ（水深、堆積
物深さ、硫酸塩濃度、全有機炭素[TOC]濃度、溶存酸素の有無など）に適合させた（図 4A-C）。
全地球規模の海底下堆積物のアーキア、およびバクテリアの微生物群集は好気的と嫌気的の大
きく二つのコミュニティーに分けることができる。これら 2つのコミュニティーは、(i)溶存酸素
の存在と少有機物量、(ii)溶存酸素の不在と多有機物量と相関があり、これらの環境要因が海底
微生物群集の分類学的構成、ひいては好気性と嫌気性の海底微生物生態系の生態学的機能に大
きく寄与していることが示唆された。ユニバーサルプライマー（細菌と古細菌の 16S rRNA 遺
伝子配列）の NMDS配列は、バクテリア特異的プライマー（図 4Bおよび 4C）の配置と類似し
ていた。調査した環境要因の中で堆積物の深さのベクトルは、NMDS 分析にかかわらず、他の
要因のベクトルに垂直方向であり、堆積物の深さ（すなわち、埋没年代）が群集構造と独立して
相関している可能性を示唆している。例えば，堆積物の深さが深い堆積物では，難分解性の有機
物がより多く含まれている可能性があり、それが微生物群集構造と分子機能に影響を与える可
能性がある（Oni et al., 2015）。 



 
 ドメイン特異的プライマーとユニバーサルプライマーを用いて得られた 3 つの 16S rRNA 遺
伝子配列ライブラリー（Archaea, Bacteria, Universal）を用いて、海底堆積物中の ASVの総数
を全球規模で推定した。生態学的研究において種数を推定するために一般的に使用されている 5
つの種-面積関係（SAR）モデルを我々のデータに適合させた。これら 5つのモデル（Arrhenius, 
Gleason, asymptotic, logistic, and Gitay）のうち、Akaike Information Criterion（AIC）のス
コアは、asymptotic モデルが最もよくフィットし、Gitay モデル 2 番目によくフィットした。
この二つのモデルを用いて、全世界の海底堆積物総量に外挿した場合、古細菌と細菌の ASVの
総数は 7.85×103(asymptotic)-6.10×105(Gitay)と 3.28×104(漸近)-2.46×106(Gitay)に外挿された。
細菌の ASVs の数の推定値はモデルによって異なるが、細菌の推定値は古細菌の約 4 倍となっ
ていた。全てのモデル外挿の範囲は、古細菌の ASVでは 6.18×103～7.90×1015、細菌の ASVで
は 2.88×104～1.32×1015である。海底下堆積物の細菌・古細菌の全世界的な種数（ASVs数）を
他の主要な生命圏と比較するために、表層土壌と海水から以前に生成された 16S rRNA 遺伝子
配列のリードをコンパイルした（表層土壌：190サイト、234サンプル、海水：20サイト、352
サンプル）。このデータセットを用いることで、16S rRNA遺伝子の全く同じ領域を、環境的に
異なる 3 つの生命圏（海底下堆積物、海洋、表層土壌）間での比較分析に利用することができ
る。表層土壌と海洋生命圏のデータに上述の 5 つの SAR モデルをフィッティングした結果、
AICスコアは、海底下堆積物と同様に、両バイオームとも asymptoticと Gitayモデルが優れて
いることを示した。表土、海水の全球でのASV数は、asymptoticモデルでは 7.88×104、3.00×104、
1.09×105、Gitayモデルでは 1.69×107、1.69×106、1.86×107と推算された。 
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