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研究成果の概要：本研究では、機能遺伝子をマーカーとして利用し、日本ならびに韓国の沿

岸海域の底泥中における硫酸還元細菌の分布生態と多様性を解析した。まず、亜硫酸還元酵素

遺伝子を標的とした定量 PCR 法による硫酸還元細菌の計数方法を開発した。この方法によっ
て底泥中の硫酸還元細菌を計数したところ、有機物汚濁の進行に伴って硫酸還元細菌が増加す

ることが明らかとなった。PCR-DGGE によってその群集組成を調べた結果、主要な硫酸還元
細菌が Desulfobacteraceae科および Desulfobulbaceae科であったが、水域によって硫酸還元
細菌の組成が異なることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 硫酸還元細菌は硫酸塩を異化的に還元す
る偏性嫌気性細菌で、酸素のない環境に普遍
的に存在し、有機汚濁の進行した水域の底泥
における硫化物生成の主な原因微生物であ
る。その活動によって生産された硫化物は直
接的には底泥中や底層中のベントス・魚介類
に対して毒性を有するだけでなく、水中の溶
存酸素の消費による貧酸素水塊の生成、還元
状態の発達、赤潮や青潮の発生要因など間接

的にも魚介類の生産に悪影響をおよぼすな
ど地球環境にとって重要な微生物群である。
この硫酸還元細菌はグラム陽性菌、古細菌、
δ プロテオバクテリアに属するグラム陰性菌
と広い範囲の種類にわたって存在しており、
異化的に硫酸塩を還元する微生物の一群で
ある。硫酸還元細菌は嫌気条件下で硫酸塩を
還元する際に電子供与体として H2 や酢酸、
乳酸、プロピオン酸などの有機酸を利用し、
最終的に有機物を二酸化炭素にまで完全に
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酸化することが出来るため、嫌気環境下にお
ける有機物の最終分解者として重要な役割
も担っている。特に海洋堆積物中では有機物
分解の 50%がこの硫酸還元細菌に依存して
いることが明らかとなっている。この硫酸還
元細菌の分布や活性を明らかにすることは、
海洋における硫黄循環過程の解明のみなら
ず、沿岸海域、河口水域ならびに養殖漁場な
どの有機物汚染や漁場老化の進行程度とそ
の過程を知る上で極めて重要であり、現場に
おける硫酸還元細菌の詳細な生態解明が強
く求められている。 
 硫酸還元細菌の生態解明には、現場におけ
る細菌数やその群集組成、活性を正確に見積
もる必要がある。しかしながら、従来の従来
の計数法では培養を伴うとともに、特定の細
菌種しか計数できない限られた培地を用い
ることから、これまで培養法で得られた計数
値は過小評価されていると考えられ、現場に
おける活性を必ずしも反映しないことを明
らかにしてきた。従来の培養計数法に代わる
方法として、硫酸還元細菌に特異的な PCRプ
ライマーを開発し、定量（競合）PCR法によ
る硫酸還元細菌の迅速で正確な計数方法を
確立した（Kondo et al. 2004）。また、この PCR
で得られる PCR産物の塩基配列から、硫酸還
元細菌群集の構造解析にも利用できること
が示された。 
硫酸還元細菌などの有機物分解や硫黄代

謝に関わる微生物の現場における生態解明
は、将来にわたって海洋環境を利用・保全す
る上で極めて重要である。海洋環境、特に沿
岸域における硫化水素生成の原因微生物で
ある硫酸還元細菌の分布と生態ならびにそ
の多様性を明らかにすることにより、海洋環
境の有機物汚濁や漁場老化の進行程度とそ
の過程を知ることが可能であると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもとに、本研究では、底泥に
多量の有機物が蓄積し、夏季に硫化水素の発
生が見られる沿岸海域および陸からの影響
が殆どない外洋の堆積物を対象水域として、
硫酸還元活性を反映する機能遺伝子（亜硫酸
還元酵素）を標的に、その遺伝子マーカーを
利用した沿岸海域底泥中での詳細な分布生
態を明らかにし、環境条件の異なる現場水域
における硫酸還元細菌群集の動態と環境要
因との関係から、海洋底泥における硫化水素
生成のメカニズムの解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）Real-time PCR 
 亜硫酸還元酵素遺伝子（dsrAB）の一部を
特異的に増幅する PCRプライマー（DSR1F+、
DSR-R）を用いて、SYBR Green I による

real-time PCRの最適条件を検討した。この条
件 検 討 に は 、 Desulfovibrio desulfuricans 
DSM642T 、 Desulfobacter autotrophicum 
DSM3382T 、 Desulfobulbus propionicus 
DSM2032T、Desulfobacter latus ATCC34918T、
Desulfococcus multivorans DSM2059Tの細菌株
の DNAを用いた。 
 
（2）DNAの抽出方法の検討 
 市販の DNA抽出キット（FastDNA Spin kit
および FastDNA Spin kit for Soil）と HTPスピ
ンカラム法の比較を行った。既知量の硫酸還
元細菌細胞をフィルター上に捕集、あるいは
泥試料に添加して DNA を抽出し、real-time 
PCRで硫酸還元細菌を計数した。 
 
（3）沿岸域底泥の採取 
 水温成層の発達する夏季（7月～10月）に
日本および韓国沿岸域の 50 地点において採
泥を行った。エクマンバージ型採泥器あるい
はコアー採泥器で底泥を採取し、先端を切り
落とした 50 ml容シリンジを用いて 0-4 cm層
を採取した。一部の試料については 0-1 cm層
を採取した。 
 
（4）化学分析 
 酸揮発性硫化物（AVS-S）は、酸性条件下
で水蒸気蒸留した後、メチレンブルー法で測
定した。CODはアルカリ性過マンガン酸カリ
ウム滴定法で測定した。強熱減量（IL）、有機
炭素・窒素量は定法に従って分析した。 
 
（5）硫酸還元細菌の計数 
 (1)で決定した最適条件で、real-time PCRに
よ っ て 硫 酸 還 元 細 菌 を 計 数 し た 。
Desulfovibrio desulfuricans DSM642T 株 の
dsrAB 遺伝子を組み込んだ pCRⅡベクターを
段階的に希釈して作成した検量線を基に試
料中の dsrAコピー数を計数し、硫酸還元細菌
数を算出した。 
 
（6）PCR-DGGE 
 亜硫酸還元酵素遺伝子（dsrAB）の一部を
増幅する PCR プライマー（GC-DSRp2060F、
DSR-4R）を用いて、Geets et al. (2006)の方法
に従って PCR増幅した。 
 変性剤濃度 35-70%のポリアクリルアミド
ゲルで 200V、60℃で 4 時間電気泳動を行っ
た後、SYBR Goldで染色し、UV照射下でゲ
ルを撮影した。ゲルからバンドを切り出し、
1.5 ml 容エッペンドルフチューブに入れて
-25℃で保存した。 
 切り出したバンドから DNA を抽出し、再
度 PCR を行って DGGE に供し、単一のバン
ドであることを確認した。その後、GC クラ
ンプのない PCRプライマーを用いて PCR増
幅し、塩基配列を決定した。 



 

 

 単一のバンドが得られない DGGE バンド
については TA Cloning kitを用いて PCR産物
をクローニングし、塩基配列を決定した。 
 
４．研究成果 
（1）Real-time PCR 
 亜硫酸還元酵素遺伝子を標的とした硫酸
還元細菌に特異的なDSR1F+とDSR-Rのプラ
イマーを用いた PCRでは、Mg2+の濃度を 3.5 
mM とし、Q-Solution を用いている。本研究
では、SYBR Green I法による real-time PCRを
用いた同遺伝子の定量方法の最適な条件に
ついて、Mg2+の濃度と Q-solutionの添加の影
響を調べた。図 1 に示すように、Q-Solution
を添加しない場合の PCR 効率は、Mg2+の濃
度が 2.5 mMの場合より（90.1%）も 3.5 mM
のほう（93.5%）が若干高かった。Q-Solution
を添加するとPCR効率は 65.5%と極端に低下
した。これらの結果から、亜硫酸還元酵素遺
伝子を定量するための real-time PCR の反応
液には Q-Solutionを添加せず、Mg2+濃度を 3.5 
mMとした。この方法を用いて数種の硫酸還
元細菌の亜硫酸還元酵素遺伝子を定量した
ところ、<103～1010 コピーの亜硫酸還元酵素
遺伝子を定量することが可能となった（図 2）。 
 

 
図 1 Desulfovibrio desulfuricans DSM642Tの

dsrA遺伝子の real-time PCRによる検量線。
○：3.5 mM MgCl2、●：2.5 mM MgCl2、▲：
3.5 mM MgCl2 + Q-Solution。 

 
 

 
図 2 Real-time PCRによる種々の硫酸還元細
菌株の dsrA遺伝子の計数。△：Desulfovibrio 
desulfuricans DSM642T、●：Desulfobacterium 
autotrophicum DMS3382T、○：Desulfobulbus 
propionicus DSM2032T、▲：Desulfobacter 
latus ATCC43918T 、 ◆ ： Desulfococcus 
multivorans DSM2059T。 

（2）DNAの抽出方法の検討 
 多検体の泥あるいは水試料から効率よく
DNA を抽出するため、既存の方法（HTP ス
ピンカラム法）と市販のキット（FastDNA Spin 
Kitおよび FastDNA Spin Kit for Soil）を用いる
方法について検討した。 
 D. desulfuricans DSM642Tを培養し、DAPI
計数法によって細胞数を数えた後、段階的に
希釈した。この細菌細胞を、水試料を想定し
た場合には孔径 0.2 µm のポリカーボネート
フィルターに捕集した。上記 3種の方法でフ
ィルターごと DNA を抽出し、real-time PCR
によって亜硫酸還元酵素遺伝子を定量し、硫
酸還元細菌数に換算した。HTPスピンカラム
法ならびに FastDNA Spin Kitを用いた場合に
は、フィルター上に捕集した硫酸還元細菌数
と real-time PCR によって計数された細菌数
には直線関係（r>0.99）が認められた（図 3）。
両者の関係の直線式の傾きは、HTPスピンカ
ラム法では 1.02、FastDNA Spin Kit では 1.09
で、フィルター上に捕集した細菌をほぼ正確
に計数できていることが示された。 
一方、FastDNA Spin Kit for Soilを用いた場
合には、DNAの抽出効率が悪く、フィルター
上に捕集する方法ではこのキットが使用で
きない。 
泥試料の場合には、HTPスピンカラム法と

FastDNA Spin Kit for Soilについて検討した。
既知量の硫酸還元細菌を泥試料に添加して
DNAを抽出し、水試料と同様に real-time PCR
によって硫酸還元細菌を計数した。何れの方
法でも、添加した細胞数と検出された細胞数
には直線関係が認められた。（図 4）。 
水試料、泥試料とも HTPスピンカラム法と
市販のキットでは DNA の回収率に差は認め
られないものの、市販のキットを用いるほう
が、実験操作が簡便で、時間も大幅に短縮で
きた。 
 
 

 
図 3 フィルター上に捕集した硫酸還元細菌
の real-time PCRによる計数。DNA抽出に
はHTPスピンカラム法（●）、FastDNA SPIN 
Kit（○）、および FastDNA SPIN Kit for Soil
を用いた。エラーバーは標準誤差を示す
（n=3）。 

 



 

 

 
図 4 底泥試料に添加した硫酸還元細菌の回
収。既知量の Desulfovibrio desulfuricans 
DSM642T 細胞を底泥試料に添加し、HTP
スピンカラム法（●）あるいは FastDNA 
SPIN Kit for Soil（○）を用いて DNAを抽
出し、real-time PCRによって細胞数を計数
した。エラーバーは標準誤差を示す（n=3）。 

 
 

 
図 5 Real-time PCR と競合 PCRで計数した
養殖漁場底泥中（●）および密度成層湖水
中（○）の硫酸還元細菌数の関係。点線は
最小二乗法で求めた両者の直線を示す。エ
ラーバーは標準誤差を示す（n=3）。 

 
 
 
 本研究で開発した real-time PCR 法と競合
PCR法の比較を、泥試料については養殖漁場
の底泥、水試料については密度成層湖である
水月湖の試料を用いて比較した。その結果、
両者には有意な相関関係（r=0.995）が認めら
れ（図 5）、real-time PCRによって硫酸還元細
菌が正確に計数されていることが示された。 
 
（3）沿岸域底泥中の硫酸還元細菌の分布と
多様性 
 東京湾以西および韓国麗水の沿岸域から
合計 50 の底泥表層試料を採取した。COD、
AVS-S、ILおよび泥分含有率を測定し、これ
らの値から水産用水基準に従って合成指標
を算出したところ、汚染泥と正常泥が含まれ
ていた。これらの泥試料からDNAを抽出し、

real-time PCRによって硫酸還元細菌を計数し
たところ、1.6×107～2.5×109 cells/g乾泥で、
底泥の化学的性質に関係なく 107 cells/g乾泥
以上の硫酸還元細菌が存在することが明ら
かとなった。この硫酸還元細菌数は底泥中の
有機炭素量の増加に伴って増加し、有意な
（p<0.01）正の相関関係が認められた（図6）。
一方、COD や AVS-S との間には明瞭な関係
は認められなかった。これらの結果から、底
泥中の硫酸還元細菌数が底泥の有機物汚染
の指標となりうることが示唆される。 
 
 

 
図 6 有機炭素量と硫酸還元細菌数との関係。
（r = 0.43, p<0.01）。 

 
 
 
 亜硫酸還元酵素のβサブユニットをコー
ドしている dsrB 遺伝子の一部を標的とした
PCR-DGGE によって底泥中の硫酸還元細菌
の多様性について調べた。図 7に示したよう
に、底泥試料によって検出される DGGEバン
ドの数は異なり、その数は 4～23本であった。
水域ごとに DGGE のバンドパターンを比較
すると、愛媛県の下波湾や高知県の浦ノ内湾
で見られるように同じ水域内では類似した
バンドパターンを示したが、五ヶ所湾や東京
湾のように同じ水域内でも地点が異なると
DGGEのバンドパターンは大きく異なってい
た。東京湾の底泥や五ヶ所湾の底泥に比べて、
下波湾の COD、AVS-S値の変動幅は地点間の
差が小さく、底泥の化学的性質が硫酸還元細
菌の群集組成を決定する要因の一つと考え
られる。 
 DGGEゲルから約 100本のバンドを切り出
し、その塩基配列を決定した。得られた塩基
配列と相同性の高い配列を Blast によって検
索したところ、殆どの配列は分離培養されて
いる硫酸還元細菌の配列ではなく、環境から
得られた未培養のクローンと相同性が高か
った。これらの塩基配列をアミノ酸に翻訳し、
近隣結合法によって作成した系統樹を図 8に
示す。沿岸域底泥から得られた DGGEバンド
の多くは Desulfobacteraceae 科あるいは



 

 

Desulfobulbaceae 科のクラスターに近縁な配
列で、これらの配列と同じ泳動度を示す
DGGEバンドは全ての底泥試料から得られた
ことから、これらの科に属する硫酸還元細菌
が底泥中の主要な群集であることが明らか
となった。この他、何れの硫酸還元細菌とも
クラスターを形成しない DGGE バンドも得
られ、これらの硫酸還元細菌も底泥中の主要
な群集の一つであることが示唆された。 
  
 市販のキットによる DNA 抽出の後、

real-time PCRによって底泥中の硫酸還元細菌
を簡便かつ正確に計数することが可能とな
った。この方法を用いて東京湾以西の沿岸域
ならびに韓国・麗水の底泥中の硫酸還元細菌
の計数を行うとともに、PCR-DGGEによる硫
酸還元細菌の群集組成を調べた。その結果、
底泥中の硫酸還元細菌数は有機物の蓄積に
伴って増加することが示された。その群集組
成は、細胞数と同様に底泥中の有機物量のほ
か、AVS-Sなど他の底質要因によっても変化
することが示唆された。底泥中の硫酸還元細

 
図 7 沿岸域底泥中の硫酸還元細菌群集の PCR-DGGEプロファイル。Mはマーカーを示す。
○は切出して塩基配列を決定した DGGEバンドを示す。 

 

 
図 8 DGGE バンドから切出した DsrB のアミノ酸配列に基づく NJ 系統樹。○は切出して塩
基配列を決定した DGGEバンドを示す。 



 

 

菌群集は Desulfobacteraceae 科ならびに
Desulfobulbaceae 科を主とする多様な硫酸還
元細菌によって構成されていることが明ら
かとなった。 
 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 ６件） 
① R. Kondo, A. Nakagawa, L. Mochizuki, K. 

Osawa, Y. Fujioka and J. Butani. Dominant 
bacterioplankton populations in the 
meromictic Lake Suigetsu as determined by 
denaturing gradient gel electrophoresis of 
16S rRNA gene fragments. Limnology, 10 
(1), 63-69 (2009). 

② N. Kawahara, K. Shigematsu, T. Miyadai 
and R. Kondo. Comparison of bacterial 
communities in fish farm sediments along an 
organic enrichment gradient. Aquaculture, 
287 (1-2), 107-113 (2009). 

③ R. Kondo, K. Shigematsu and J. Butani. 
Rapid enumeration of sulphate-reducing 
bacteria from aquatic environments using 
real-time PCR. Plankton & Benthos 
Research, 3 (3), 180-183 (2008). 

④ N. Kawahara, K. Shigematsu, S. Miura, T. 
Miyadai and R. Kondo. Distribution of 
sulfate-reducing bacteria in fish firm 
sediments. Plankton & Benthos Research, 3 
(1), 42-45 (2008). 

⑤ R. Kondo and J. Butani. Comparison of the 
diversity of sulfate-reducing bacterial 
communities in the water column and 
surface sediments of a Japanese meromictic 
lake. Limnology, 8 (2), 131-141 (2007). 

⑥ R. Kondo, K. J. Purdy, S. Q. Silva and D. B. 
Nedwell. Spatial dynamics of 
sulphate-reducing bacterial compositions in 
sediments along a salinity gradient in a UK 
estuary. Microbes and Environments, 22 (1), 
11-19 (2007). 

 
〔学会発表〕（計１０件） 
① 坂見知子、奥村 裕、村岡大祐、横山 寿、
重松孝太朗、近藤竜二．T-RFLP法による
魚類養殖漁場底泥中の細菌群集組成の比
較．平成 21 年度日本水産学会春季大会、
2009年 3月 30日、東京 

② 重松孝太朗、近藤竜二、坂見知子、横山 
寿、小泉喜嗣、尹 良湖．日本および韓
国沿岸域底泥中の硫酸還元細菌の分布と
群集組成．平成 21年度日本水産学会春季
大会、2009年 3月 28日、東京 

③ 森 裕美、近藤竜二．光合成硫黄細菌に

おける亜硫酸還元酵素遺伝子の塩基配列
の解析．第 24 回日本微生物生態学会、
2008年 11月 26～27日、札幌市 

④ 重松孝太朗、尹 良湖、近藤竜二．沿岸
域底泥中の硫酸還元細菌の分布と群集組
成．第 24 回日本微生物生態学会、2008
年 11月 26～27日、札幌市 

⑤ 森 裕美、近藤竜二．紅色硫黄酸化細菌
に特異的な PCRプライマーの開発．2008
年日本プランクトン学会・日本ベントス
学会合同大会、2008年 9月 6日、熊本市 

⑥ R. Kondo, N. Kawahara, K. Shigematsu and 
T. Miyadai. Comparison of bacterial 
communities in fish farm sediments along an 
organic enrichment gradient. 12th 
International Symposium on Microbial 
Ecology, Cairns, Australia, 19 August 2008 

⑦ Y. Mori and R. Kondo. Specific detection of 
purple sulfur bacteria using PCR primers 
that target dissimilatory sulfite reductase 
gene. 12th International Symposium on 
Microbial Ecology, Cairns, Australia, 21 
August 2008 

⑧ 近藤竜二、重松孝太朗、部谷巡貴．リア
ルタイムPCR法による硫酸還元細菌の迅
速定量．平成 20年度日本水産学会春季大
会、2008年 3月 28日、静岡市 

⑨ 重松孝太朗、川原直城、近藤竜二．PCR
法による海面養殖場底泥中の硫酸還元細
菌の分布と多様性解析．平成 19年度日本
水産学会秋季大会、2007 年 9 月 26 日、
函館市 

⑩ N. Kawahara, K. Shigematsu, T. Miyadai 
and R. Kondo. Comparison of bacterial 
communities in fish farm sediments with 
different pollution levels．第 23回日本微生
物生態学会、2007年 9月 16日、松山市 

 
〔その他〕 
① 近藤竜二．養殖場堆積物の微生物群集．
平成 20 年度日本水産学会水産増殖懇話
会第 2 回講演会（招待講演）、2009 年 2
月 7日、藤沢 

 
 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

近藤 竜二（KONDO RYUJI） 

福井県立大学・生物資源学部・准教授 

研究者番号：30244528 

 


