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研究成果の概要（和文）：海産の底生線虫は微小ベントスとして自由生活を営むが、堆積物中の低酸素化に対
し,アニサキス等の寄生性線虫と同様の嫌気呼吸を行う可能性がある。本研究により、線虫のミトコンドリア呼
吸鎖機能解析およびプロテオミクス解析の最適化に取組み、モデル線虫Caenorhabditis elegansを高塩分組成の
溶液で固定後、１週間程度室温保存した試料にもミトコンドリア画分の呼吸酵素活性が未固定の場合の概ね50%
以上保存されることが示された。線虫１個体ごとの18SrRNA遺伝子配列決定により、大村湾中央部の堆積物中に
嫌気的呼吸を行うことが知られるStrongyloides属線虫が存在することを見出した。

研究成果の概要（英文）：There is a possibility that free-living benthic nematode in marine sediment 
would be capable of respiring anaerobically under hypoxic or anoxic conditions in a manner similar 
to the way some parasitic nematodes like anisakis generate energy by fumarate respiration. The 
present study addressed this possibility through functional and proteomic analyses of mitochondrial 
respiratory chain in nematode specimen. One of the biggest findings of the study is that a 
high-salinity preservative was effective enough to preserve not only morphology and genomic DNA, but
 also respiratory dehydrogenase activity of nematode specimen. We also demonstrated that the 
presence of Strongyloides nematode, a parasitic species known to be capable of conducting fumarate 
respiration, in marine sediment collected from a seasonally hypoxic enclosed bay.

研究分野： 水圏微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、夏季に底層が貧酸素化する閉鎖性海域の海底堆積物において、嫌気呼吸を行う寄生性線虫と属レベル
で同一の線虫類が存在している可能性を初めて示し、海産の自由生活性線虫の貧酸素適応メカニズムに関する学
術的な理解を大きく前進させることができた。それは寄生性種と自由生活性の区別なく、線虫類の貧酸素適応と
しての共通原理を強く示唆するものである。また、内在性の寄生虫による養殖対象魚介類の被害対策を考える上
で、創薬ターゲットとなる生理機構を提示する意義を持つ。

※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 
アニサキスをはじめとする多くの内部寄生線虫は宿主体外で酸素呼吸するが, 宿主体内では

自らのミトコンドリア呼吸鎖を切換え, フマル酸を最終電子受容体とする嫌気呼吸を行う。 一
方, 海産の底生線虫の多くは自由生活を営むが, 閉鎖性内湾など低酸素化しやすい海域では, 
夏季に堆積物中の溶存酸素(DO)濃度が極度に低下して無酸素化することもあり,その場に生息す
る線虫は寄生性種と同様の嫌気呼吸を行う可能性が指摘されている。しかし, これまで底生線
虫のミトコンドリア呼吸鎖機能に注目し, 嫌気呼吸の実態を明らかにした例は無かった。 
 
２．研究の目的 
本研究は①寄生線虫と底生線虫のミトコンドリア呼吸鎖機能の比較を通してこの仮説を検証

し,海産線虫の低酸素適応の一般則を導くとともに,②内湾の貧酸素化に伴う底生線虫の呼吸鎖
機能の動態を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 海底堆積物由来の線虫試料を用いた解析 
①海底堆積物の採取 
長崎県の中央に位置する大村湾において、2017 年から 2019 年にかけて 6 月〜10 月に長崎大

学水産学部附属練習船（鶴洋丸）によりアクリルパイプ(内径 8cm)を取付けた採泥器で堆積物コ
アを採取し、表層から 1 ㎝の厚さになるように輪切りにした試料を新規固定液（DESS 溶液）に
浸漬して保存した。堆積物試料採集時の水柱の水温、塩分、溶存酸素濃度は CTD システムによっ
て計測した。 
②底生線虫の抽出 
DESS 溶液で保存した堆積物試料をコロイド状シリカ溶液（Ludox）と混合した後、遠心分離し

てメイオベントスを多く含む上清画分を取り分けた。その後、実体顕微鏡下で線虫個体をピンセ
ットで拾い上げ、再度、DESS 溶液に浸漬、保存した。 
③底生線虫個体の形態分類に基づく同定および 18SrRNA 遺伝子配列決定 
DESS 溶液で保存した線虫 1 個体ずつを微分干渉顕微鏡で形態観察した後、各線虫試料について
形態観察による科もしくは属レベルの同定を行った。その後、各個体の DNA 抽出、ならびに
18SrRNA 遺伝子断片（V1-V2 領域の約 300bp）の PCR 増幅を行い、サンガー法によって塩基配列
を決定した。 
④底生線虫群集 DNA を用いた寄生線虫由来塩基配列決定 
2017 年 8 月の線虫試料中に、寄生性 Strongyloides 属線虫が見いだされたことから、同じ線虫
試料の群集 DNA を鋳型として、Srongyloides 属線虫に特異的なプライマーで PCR 増幅し、クロ
ーン化した後、サンガー法によって塩基配列を決定した。 
(2) モデル線虫 Caenorhabditis elegans を用いた解析 
①モデル線虫 Caenorhabditis elegans (以下 C. elegans)の培養 
C. elegans N2 株を NGM 培地（寒天培地）または S培地（液体）中で大腸菌を餌として 27℃で 8
日間培養した後、45㎛目あいの篩を用いて線虫を十分に蒸留水または生理食塩水で洗浄した後、
収穫した。 
②新規固定液（DESS 溶液）を用いた C. elegans N2 株の処理 
収穫した C.elegans N2 株を DESS 溶液と混合し,室温（約 24 度）で 8日間保存した。その後、遠
心分離して上清を除き,生理食塩水で洗い出しを 3回繰り返した。 得られた試料を分割し、一方
はそのまま呼吸鎖電子伝達系活性測定に用いた。残りの試料にコロイド状シリカ溶液(Ludox)を
加え、密度勾配遠心を行って上清に濃縮された線虫試料を分取した。生理食塩水で線虫の洗浄を
繰り返した後、活性測定に用いた。対照として、収穫した直後の C.elegans N2 株試料（未固定
試料）を用いた。  
③C. elegans N2 株の呼吸鎖電子伝達系活性 (ETSA)の測定 
上述のように調整した C.elegans N2 株試料（DESS 固定のみ、DESS 固定＋Ludox 処理、および未
固定）をリン酸緩衝液に縣濁後、氷中で超音波破砕した。破砕した縣濁液を 11,000×g,10 分
間,4℃で遠心分離し,ミトコンドリア断片が含まれる上清を呼吸鎖電子伝達系活性 (ETSA)測定
用の試料とした。試料に NADH, NADPH およびｺﾊｸ酸ナトリウムとテトラゾリウム塩（INT）を加え
た後、分光光度計を用いて 490㎚の吸光度を測定した。ブランクとして以下の基質を除いた緩衝
液、および C.elegans N2 株試料を除いた緩衝液をそれぞれ同様に測定した。試料中のタンパク
質含量で基準化するため、測定に用いた試料の一部のタンパク質含量は BSA を標準物質として
BCA 法により定量した。 
④フラックスアナライザーによる C. elegans N2 株のミトコンドリア機能評価 
上述のように調整した C.elegans N2 株試料のうち、DESS 固定試料と未固定試料についてフラッ
クスアナライザー（Seahorse XF96, Agilent Technology）でのミトコンドリア機能評価に供し
た。その際、最初にグルコース添加、次に脱共役剤（FCCP）添加、最後にアジ化ナトリウム添加
という測定スキームで、線虫試料の酸素消費量および pH 変化を連続記録した。その際、１つの
測定スキームに 20-80 尾の線虫を用いた。 
⑤2次元電気泳動による C. elegans N2 株のタンパク質解析 
上述のように調整した C.elegans N2 株試料のうち、DESS 固定試料と未固定試料について TRIzol



試薬を加えた後、クロロホルム抽出によって水相とタンパク質画分を得た。後者についてはさら
にイソプロパノール沈殿によって回収された画分を SDS-PAGE および 2次元電気泳動に供した。 
 
４．研究成果 
(1) 貧酸素化した大村湾の海底で優占する線虫類の特定 
大村湾内の 4 点（北部、中央部、南西部、南東
部：図１）から 2017 年 6-10 月に採取した表層
堆積物試料を主な解析に用いた。湾内は 6 月中
旬以降に中央部付近の底層水が貧酸素化しはじ
め、8月にもっとも溶存酸素濃度が低下して、10
月には回復して通常酸素濃度に戻った。試料採
取時の底層水の DO 濃度の変化（図 2）から、北
部はもっとも貧酸素の影響が少なかったのに対
して、南東部は中央部よりも貧酸素の影響を強
く受けていた。中央部と南西部は DO濃度の変動
が他の地点と比べて大きく、季節性の貧酸素化
をよく表していることが確かめられた。得られ
た線虫試料を形態観察によって属レベルまでの
同定を行ったところ、4 測点における組成は大
きく異なることが分かった（図 3）。貧酸素の影響を強く受ける南東部では Axonolaimus 属線虫
が全体の 25%近くを占め、優占していた。反対に貧酸素の影響をあまり受けていない北部では、
その割合は 10%未満だった。Axonolaimus 属線虫は欧米の汽水域の堆積物からも報告されている
が、貧酸素との関わりが指摘されていない。2015 年から継続している大村湾内の調査でも貧酸
素期に割合が増加することが分かっており（Nguyen et al. 2018）、今回の結果と合わせて、
Axonolaimus 属線虫が大村湾内の貧酸素化に適応している可能性が示唆された。 
 

 
(2) 形態分類および 18SrRNA 遺伝子配列に基づく大村湾の底生線虫の組成評価 
形態形質で同定後の各線虫試料（全 78 個体）について 18SrRNA 遺伝子配列（約 300bp）にもと
づいて分子系統を推定した（表 1）。試料中で最も優占した Axonolaimus 属（Chromadorea 綱
Araeolaimida 目 Axonolaimidae 科）に同定された線虫試料の 2/3 が Axonolaimus paraspinosus
に近縁だった。また、予想外の結果として、8月の貧酸素期の堆積物試料中、５個体の線虫が寄
生性糞線虫として知られる Strongyloides 属（Secernentea 綱 Rhabditida 目 Strongyloididae
科）に同定された。そのうち 3個体が Strongyloides stercoralis と近縁であり、残り２個体
の配列はﾃﾞｰﾀベース上に近縁のものが存在しなかった。この結果は Strongyloides 属の線虫類
が貧酸素化した海底堆積物中に存在している可能性を強く示唆したため、同時期の堆積物試料
から線虫個体を再度分取し、得られた群集 DNA を鋳型として Strongyloides 属に特異的な
18SrRNA 遺伝子配列の PCR 増幅をおこなったところ、およそ 500bp の PCR 産物を確認できた。し
かし、クローン化した PCR 産物の塩基配列のなかで、Strongyloides 属に近縁なものは確認でき
なかった。Strongyloides 属線虫は、犬や猫などの腸内に寄生し、低酸素濃度環境下ではフマル
酸呼吸を行うとともに、その生活環の中で自由生活を営むことが知られている。今回の研究成果
により、貧酸素化した夏季の大村湾の海底表層においても同属の線虫が存在し、貧酸素環境下で
フマル酸呼吸を行っている可能性が強く示唆された。 

図１：大村湾内の堆積物試料採取地点 

図 2：大村湾内の 4 測点における底

層水中の溶存酸素濃度 

図 3：大村湾内の 4 測点におけ

る線虫群集の組成（属レベル） 



 

 
(3) 新規固定液（DESS 溶液）で保存した C.elegans N2 株線虫の ETSA 
未固定の C.elegans N2 株試料の ETSA を 100%としたとき、DESS 固定試料は 14〜71%、固定試料
を密度勾配遠心した後に 46〜50%の値を示した。これらの結果から、DESS 溶液に浸漬保存した試
料でも体組織に存在するミトコンドリアの呼吸鎖 ETSA を測定できることが確かめられ、野外の
底生線虫群集についても適用可能であると考えられた。 
 
(4) フラックスアナライザーによる C. elegans N2 株のミトコンドリア機能評価 
C.elegans N2 株の未固定試料に
グルコース添加後、酸素消費量
（OCR）が増加し、脱共役剤
（FCCP）添加により OCR はさら
に上昇したが、アジ化ナトリウ
ム添加によって OCR は抑制され
た 。 一 方 、 DESS 固 定 し た
C.elegans N2 株試料において
OCR の変化はブランクと統計的
に有意な差を示さなかった。し
かし、１つの測定スキームに供
した線虫の尾数が多くなるほ
ど、OCR 値が高くなる傾向が見ら
れた（図４）。DESS 固定した
C.elegans N2 株が ETSA を保持
していた結果と異なり、同試料
へのグルコース添加が OCR 活性
を生起しなかった理由として、
DESS 固定によって解糖系の酵素
群が失活していた可能性が考え
られる。 
 

表１：形態および 18SrRNA 遺伝子配列に基づく大村湾海底の線虫群集組成 

図４. C.elegans N2 株のミトコンドリア機能評価結果
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