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研究成果の概要（和文）：本研究ではまず化学合成細菌・光合成細菌の純粋培養を行い、脂肪酸の炭素・水素同
位体比分析を行った。硫黄同位体比に関しては硫酸還元と硫黄不均化に注目し、それぞれの四種硫黄同位体的特
徴付けに取り組んだ。。
フィールド研究に関しては、コスタリカの温泉水及び堆積物分析による炭素循環解析、成層湖涌池における微生
物相と炭素循環解析、モンゴルの永久凍土帯湖底堆積物試料中硫黄同位体分析による気候変動解析に携わった。

研究成果の概要（英文）：In this study, pure cultures of chemosynthetic and photosynthetic bacteria 
were conducted and analyzed the carbon and hydrogen isotope ratios of fatty acids. For sulfur 
isotope ratios, sulfate reduction and sulfur disproportionation were focused and characterized their
 quadruple sulfur isotopic signatures. 
As for field studies, I was involved in carbon cycle analysis by analyzing hot spring water and 
sediments in Costa Rica, microbial community and carbon cycle analysis of stratified lake Waku-ike, 
and climate change analysis by analyzing sulfur isotopes in permafrost lake sediment samples in 
Mongolia.

研究分野： 生物地球化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化学合成・光合成細菌バイオマス中脂肪酸の炭素・水素同位体比はそれぞれ炭素固定回路とエネルギー代謝を反
映した分別範囲を示した。また、異なる環境下における硫黄代謝の硫黄同位体分別係数を明らかにした。それら
の純粋培養結果で得られた分別範囲は堆積物試料中の炭化水素化合物や硫黄化合物がどのような微生物代謝で供
給されたかを解析するために重要な基礎データとなる。
実際にフィールド調査にて堆積物の炭素・硫黄同位体比解析により、新たに微生物の寄与を含んだ炭素循環モデ
ルの提案や永久凍土が気候変化によって融解した影響による硫黄同位体的特徴を明らかにした。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

地球環境の変化や生命活動の痕跡を読み取る上で、堆積記録中の化学 成分組成やその同位体比
解析は我々に極めて有用な情報を与えてくれる。嫌気水環境中では硫黄の複数ある酸化状態を
利用した生態系が構成され、酸化還元環境によって利用される S 代謝が異なるため、環境中に
排出された硫黄化合物の四種硫黄同位体(xS）は変化すると考えられる。これまで硫酸還元菌に
関しては代謝速度、酵素系まで含めた解析が行われてきている（Wing and Halevy, 2014)が、その
他の硫黄代謝（硫黄酸化、硫黄還元、硫黄不均化など）についての四種硫黄同位体分別に関する
報告は 0～数例しかない。 

硫黄代謝をする細菌には多様な独立及び従属栄養細菌が存在し、炭素同位体比(13C)も
同時に解析することで生態系の栄養段階（化学合成/光合成独立栄養と従属栄養の割合）まで特
徴づけられると考えられる。現在、好気水環境に関して独立栄養生物の寄与を細菌毎に特徴のあ
る脂肪酸種（FA）と溶存態無機炭素（DIC)及び懸濁態有機炭素（POC)の13C から定量的に見積
もるモデルが提案されている（Middelburg, 2014; Bade et al. 2006）。しかし、嫌気水環境中の微生
物に対してそれらが全て報告されている研究は少なく、モデル構築に使用するデータセットと
として不十分である。日々新たな微生物が発見されている中、統一的に多様な化合物毎の同位体
比を報告することが必要である。 

一方、模擬的な太古代海洋環境（熱水系、成層湖など）に生息する細菌叢及び分子系統
樹解析の根に近い細菌情報から、生態系の主要な独立栄養代謝は化学合成から光合成へ進化し
たと考えられている（Nisbert et al. 2007)。38–25 億年前の地質記録には-40 – -20‰という低い有
機物13C 値が報告されており（Ueno et al. 2001 他）、主に化学合成細菌に見られる還元的 Acetyl-

CoA 経路または光合成細菌の一部が持つ Calvin 回路をもった独立栄養細菌の存在が提唱されて
いる。それらの炭素固定回路を持つ細菌は現在、門レベルで複数存在し、シアノバクテリアやメ
タン菌であると結論づけるには個々の細菌が示す同位体分別情報や当時の環境で構築され得る
生態系としての基礎情報が不足している。そこで、堆積記録から当時の生態系を明らかにするた
め、本研究では、まず代謝毎の脂肪酸 C 及び S 同位体比データをこれまでの報告値の収集及び
培養実験により新たに加える。そして天然環境にて微生物相解析を行い、同位体比情報から炭
素・硫黄循環に関わる微生物活動を相補的に理解することを実践する。 

 

２．研究の目的 

本研究では、(１) 嫌気水環境中から単離された独立栄養細菌の純粋培養実験により炭素固定回
路（還元的 TCA 回路）・硫黄代謝（硫酸還元・硫黄不均化・硫黄還元・硫黄酸化）の同位体分別
係数を明らかにする。(２)先行研究も含めた炭素及び硫黄同位体分別情報を温泉・成層湖におけ
る微生物活動の理解と寄与推定を行う。 

 

３．研究の方法 

(１)純粋培養実験による代謝過程毎の同位体分別係数の決定 

①6 種類の化学合成細菌、3 種の光合成細菌について溶存態・懸濁態の有機・無機炭素同位体比
及びバイオマス中の脂肪酸炭素・水素同位体比の分析を行い、同位体分別係数を求めた。 

②硫酸還元・硫黄不均化・硫黄還元代謝に関して、基質及び生成物の四種硫黄同位体分析を行い、
分別係数を求めた。 

 



表 1 培養実験を実施した微生物種 

 

(２)嫌気環境水環境における微生物活動解析 

①夏季成層湖・涌池にて、溶存態・懸濁態/有機・無機炭素同位体分析、メタ 16SrRNA 解析によ
る微生物相解析を行い、優先する独立栄養細菌の分布と脂肪酸種及びその炭素同位体比がどの
ように変化しているか、代謝過程が検出される検証した。 

②コスタリカ全域の温泉採取を行い、吹き出し口から供給されるヘリウム、二酸化炭素、溶存無
機炭素及び溶存有機炭素の濃度及び同位体比から、それらの成分の由来を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 純粋培養実験による代謝過程毎の同位体分別係数の決定 

①還元的 TCA 回路による炭素同位体分別 

還元的 TCA 回路を持った微生物種のバイオマス炭素同位体比は炭素源となっている DIC から－
10.8～‐7.4‰の分別を示し、これまでの同様培養温度における分別報告値の範囲内にあり、バイ
オマス炭素同位体比の DIC からの分別が生育温度に依存していることを示唆した。脂肪酸炭素
同位体比に関して、脂肪酸種間での変化は 0.4～2.2‰であり、7 菌種ともバイオマスよりも 1.6～
11.5‰高い値を示した。この結果は先行研究である 6 報中、5 報でバイオマスに対して高い値を
とる報告と同様であった。菌種間での 4 種の Desulfurobacteriaceae 門は、5.23±0.78‰と菌種間で
同様の値をとり、Chlorobiaceae 門は 11.5‰と最も高い値を示した。還元的 TCA 回路以外の炭素
固定回路である Calvin 回路や還元的アセチル CoA 経路ではバイオマスに対して脂肪酸の炭素同
位体比は低くなっており、還元的 TCA 回路によって生成したアセチル CoA に CO2 が取り込ま
れる際に大きな同位体分別を伴って相対的に低い炭素同位体比をもつピルビン酸が生成するの
に対して、アセチル CoA からの脂質合成の際に同位体分別は大きくないためだと考えられてい
る（van der Meer et al., 1998; Janke et al., 2001)。本研究ではクエン酸からアセチル CoA とオキサ
ロ酢酸を生成する過程が 1 段階酵素反応で進む菌種と 2 段階酵素反応で進む菌種を扱ったが、
その過程の違いは見られなかったため、この分岐過程における分別の影響は小さいと考えられ
た。同じ還元的 TCA 回路をもつ 7 菌種間で電子受容体・供与体が異なり、代謝フラックスを変
えるため、バイオマス₋脂肪酸間の炭素同位体比に最大 11.5‰の分別を与えることが示唆された。 

 

②硫黄不均化による四種硫黄同位体分別 

硫酸還元と利用される酵素がほとんど同じである硫黄不均化であるが、四種硫黄同位体の動態
が硫酸還元と異なるため、堆積記録から硫黄不均化の存在を検出することが期待されている。そ
こで本研究では長野県中房温泉から単離された好熱性硫黄不均化菌であり、系統的に古い

微生物種 培養温度 栄養段階 炭素固定回路 硫黄代謝
Hydrogenobacter thermophiles TK-6 70 化学合成独立 rTCA 硫黄酸化
Thermovibrio ammonificans  HB-1 75 化学合成独立 rTCA
Phorcisia thermohydrogeniphila  HB-8 75 化学合成独立 rTCA
Thermovibrio sp.  HB-7 75 化学合成独立 rTCA
Desulfurobacterium sp.  TB-9 65 化学合成独立 rTCA
Caminibacter mediatlanticus  TB-1 55 化学合成独立 rTCA
Chlorobium tepidum TLS 40 光独立 rTCA 硫黄酸化
Thermosynechoccus elongatus 55 光独立 Calvin
Caldimicrobium thiodismutans 75，60 化学合成独立 rACP 硫黄不均化
Desulfovibrio desulfuricans 37 従属 TCA/解糖系 硫酸還元



Thermodesulfobacteriota 門に属する Caldimicrobium thiodismutans の培養実験から、高温環境で齎
される硫酸と硫化物の四種同位体的特徴づけとその生化学的な理解を深めるための代謝モデル
構築を行った。 

C. thiodismutans は炭素源に CO2 ガス、硫黄源は元素状硫黄を用いた培地で 75℃で培養
した（Kojima et al., 2016）。生成した硫化水素を取り除くため、スラリー状の酸化鉄（III）を加え
た。回収された硫酸：硫化物の割合は 1：(3.8±1.3)であり、先行研究で 1：(1~2)と報告されてい
た結果と異なっていた。これは高温で 1mM 以上硫化水素が溶存し、S42-～S62-のポリスルフィ
ドが形成されやすくなる環境であり、この溶存態硫黄を硫黄不均化に利用したことが推察され
た。四種硫黄同位体分析の結果、硫化物は硫酸塩の34S より約 10.2‰小さく、30℃で培養され
てた不均化菌より小さい値であったが、33S と 36S の質量依存指数は 0.520 ± 0.002 および 1.87 

± 0.01 で、 これまで報告されている硫黄及び亜硫酸の不均化と同様の値であった。本研究の結
果により高温環境での硫黄不均化菌により生成する硫酸、硫化物は低温環境とは量比と分別は
異なるが、質量依存指数は付近化に特有で、硫酸還元菌の指数と異なるため、判別に利用できる
可能性が示唆された。 

 

(2)嫌気環境水環境における微生物活動解析 

①涌池における炭素循環について 

好気及び嫌気生態系での特徴付けを行うため、成層湖の好気層及び嫌気層における微生物相と
脂質同位体比の解析を行なった。微生物相解析から、優占する独立栄養細菌に注目し、単離報告
されている近縁種から保有する炭素固定回路と脂肪酸を調査し、観測された結果と比較した。特
徴的な脂肪酸種について、溶存態・懸濁態炭素化合物の同位体比と比較して解析を行うことで、
優占している炭素固定回路の特徴が再現された。特に、嫌気層では Epsilonproteobacteria 門の
Arcobacter や Sulfuricurvum などの化学合成独立栄養細菌が優占しており、それらが特徴的に保有
する C18:1 脂肪酸について、POC 炭素同位体比よりも低い値を示し還元的 TCA 回路の特徴と合
っていた（図１）。ただし、植物及び植物プランクトン由来の脂肪酸が主要成分であるため、堆
積物から嫌気層で見られた脂肪酸やその同位体比的特徴は見いだせなかった。 

 

図 1 嫌気層における脂肪酸組成とその炭素同位体比分析結果 

 

②コスタリカ全域の温泉中溶存炭素同位体比分析による炭素循環解析 



沈み込み帯から表層へ供給される二酸化炭素が表層へ噴出する量及びプロセスを生物・非生物
プロセスを含めて解析するため、コスタリカ全域の温泉・噴出口試料の微生物相解析と溶存態・
懸濁態炭素同位体比解析を行い、炭素循環への
微生物寄与解析を行なった。温泉水中に溶存無
機炭素の安定炭素同位体変化から、温泉水中へ
溶存する前に地殻中のカルシウムなどと結合
し、沈み込み帯から供給される炭素のうち約
91％が炭酸塩として取り除かれていることを
示した。更に溶存無機及び有機炭素の同位体比
の差が一定であることから炭酸塩として取り
除かれた後に微生物が炭素固定を行って生合
成した有機物が溶存していることが示唆され
た（図２）。 

これまで沈み込み帯から表層へ炭素
が供給される過程について生物活動の影響は考慮されていなかったが、前述の解析により、表層
へ二酸化炭素として放出される最終段階で微生物による炭素固定の影響が示された。 

 

図 2 沈み込み帯における炭素循環の概要 
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