
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年６月３０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：「水素消費、水素生成微生物代謝に伴う水素同位体平衡効果」に関す

る研究をほぼすべて完了した。「硫黄還元菌による元素状硫黄から硫化水素生成に伴う多種硫黄

同位体分別効果」についても分析が完了し、確認すべき再実験を行った。また一方、「硫黄不均

化菌による元素状硫黄から硫化水素及び硫酸生成に伴う多種硫黄同位体分別効果」については

現在、消費・生成された硫黄化合物の多種同位体比のより正確かつ綿密な分析を進めている。

すべての実験系において、一般的原理を導くような画期的な成果が得られ、その成果の論文化

を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）：We completed the experiments for effect of H2-consuming and 

–producing metabolisms on stable hydrogen isotopic equilibrium, effect of S0-reducing 

metabolisms on multiple sulfur isotopic equilibrium and fractionation and effect of 

sulfur-disproportionating metabolisms on multiple sulfur isotopic fractionation. All the 

data have provided very new insights into understanding the systematics of stable isotopic 

fractionation and equilibrate effects during metabolisms of extremophiles. Several research 

papers are now under preparation. 
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１．研究開始当初の背景 

 生命活動の根源をなすエネルギー獲得や
生体分子の合成といった代謝においては、タ
ンパク質酵素の基質分子への選択特異性に
より、分子に含まれる同位体の質量差による
反応速度のわずかな差異が引き起こす安定
同位体分別効果や、分子の細胞内及び細胞間

のやり取りに伴う物理化学的障壁による安
定同位体分別効果、さらにはタンパク質酵素
の触媒作用に伴う同位体交換反応の促進に
よる安定同位体平衡促進効果、といった分子
中の元素の安定同位体比に大きな影響を与
える作用が知られている。そのため、環境中
に存在する分子中の軽元素（水素・炭素・窒
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素・酸素・硫黄）の安定同位体比は、生命活
動の影響を強く受け、かつその影響は地球史
にわたって保存され得ることが知られる。こ
のような生体元素の安定同位体比は、約 40

億年の地球と生命の共進化過程を研究する
上で、極めて強力な指標として多くの画期的
な研究の土台となっている。しかし、果たし
てその指標あるいは基準はどの程度正しい
のであろうか？ 

 研究代表者は、地球史に刻み込まれた同位
体化石のほとんどが、その時間的・空間的な
生成・変遷過程の中で深海や地殻内といった
極限環境を経て現存しているのに対し、これ
までの研究極限環境での生物活動の影響が
ほとんど考慮されていないことに着目した。
研究代表者が世界トップクラスの極限微生
物の現場環境での生理・生態研究を主導して
いることも踏まえ、極限環境微生物代謝によ
る生態元素同位体分別・平衡効果の体系的研
究に着手した。その一つに、深海熱水環境に
生息する超好熱メタン菌によるメタン生成
に伴う炭素同位体分別効果の研究がある。超
好熱メタン菌は、最古の微生物の最有力候補
と考えられ、かつ約 35 億年前の熱水活動域
においてもその活動の痕跡が示唆されてい
る。超好熱メタン菌のメタン生成に伴う炭素
同位体分別は従来-25〜-40‰という極めて大
きいと信じられてきた。ただし、その効果は
実験室で、常圧下の培養実験で得られたもの
である。研究代表者らによって新たに開発さ
れた高圧培養法を用いて超好熱メタン菌の
現場環境中での生息条件でのメタン生成に
伴う炭素同位体分別効果を調べたところ、
-10‰以下というこれまでの常識を覆す結果
が得られた。この研究成果はたった一例に過
ぎない。しかし、すでに従来の常識が通用せ
ず、これまで未知のままであった効果が新た
にわかってきたという例は、研究代表者の研
究だけでなく、徐々に報告されている。これ
らの研究は、極限環境微生物代謝による生態
元素同位体分別・平衡効果は、必ずしも従来
の基準に従わず、その基準を体系的に作り直
す必要があるということを強く意味するも
のである。 

 

２．研究の目的 

 約 40 億年にわたる地球と生命の共進化過
程を研究する上で最も強力な化学化石であ
る生体元素（水素・炭素・窒素・酸素・硫黄）
の安定同位体比は、ごく限られた微生物種の
実験室内条件での微生物代謝の分別効果を
基準として、その解釈が行われてきた。「果
たして限定例から導かれる基準は正しいの
か？様々な環境での微生物作用に一様に適
用可能なのか？」。本研究は、この疑問に明
解な解答を与えることを目的とする。さらに、
地球と生命の共進化過程のみならず、現世の

物質循環の解明において未知の部分である
極限環境における微生物作用の寄与を考え
る上で必要不可欠な基準である生体元素同
位体分別・平衡効果の体系的研究を目的とす
る。 

 

３．研究の方法 

 研究代表者高井研（海洋研究開発機構・海
洋極限環境生物圏領域）が、深海・地殻内と
いった極限環境から分離された硫黄酸化、硫
黄還元、硫黄不均化、水素酸化、水素生成発
酵の各代謝を行う微生物を、様々な物理的・
化学的条件下で培養を行い、培養中の微生物
細胞密度、エネルギー・炭素源の消費・生成
を経時的に測定する。これらのデータは、微
生物の代謝における反応速度論的な生態元
素同位体分別・平衡効果を明らかにする上で、
極めて重要なデータとなる。また、高温・高
圧条件下での培養においては、研究代表者が
開発した培養法及び海洋研究開発機構が有
する各種高温高圧反応装置を用いて行う。一
方各培養条件下での、経時的な硫化水素、チ
オ硫酸、元素状硫黄、亜硫酸、硫酸、水素、
水、二酸化炭素等の代謝基質・反応物を抽
出・分離・同位体比の測定を研究分担者の上
野雄一郎と研究協力者の川口慎介が行う。 
 2009年度には、本研究提案の最も肝である
サーモフィッシャーサイエンティフィック
社の MAT253同位体比質量分析計を購入し、4
種硫黄同位体分析及び分子状水素の水素同
位体分析のための測定システムを組み上げ
た。測定システムの完全な立ち上げには１年
を要した。一方、同位体比測定システム立ち
上げの間にも、微生物の培養実験を進めた。
2009年度にはまず、分析システムの立ち上げ
がより煩雑でない「水素消費、水素生成微生
物代謝に伴う水素同位体平衡効果」について
の実験を行った。 
 2010 年度には、2009 年度購入・立ち上げ
を行った MAT253 同位体比質量分析計を活用
し、微生物の培養実験で得られた水素、水、
メタン、硫化水素、元素状硫黄、硫酸といっ
た代謝基質や代謝生成物の水素同位体、多種
硫黄同位体の分析を進めた。2009 年度には、
計画通り「水素消費、水素生成微生物代謝に
伴う水素同位体平衡効果」に関する結果が蓄
積されたが、いくつかの微生物種については、
データの信頼性が乏しい部分があり、2010年
度にはその確認実験を実施した。また一方、
「硫黄還元菌による元素状硫黄から硫化水
素生成に伴う多種硫黄同位体分別効果」につ
いては、2010年度にはすでにいくつかの菌で
分析が終了した。また一方、2010年度には「硫
黄不均化菌による元素状硫黄から硫化水素
及び硫酸生成に伴う多種硫黄同位体分別効
果」の実験を進めた。2009年度には、新規硫
黄不均化菌の生理学的特徴が明らかにされ、



 

 

増殖に伴う元素状硫黄の消費及び硫化水素
生成、硫酸生成が定量された。同じ実験系に
おいて、消費・生成された硫黄化合物の多種
同位体比の分析を進めた。2010年度には、新
たな硫黄不均化菌を、深海熱水環境から分離
を試みた。 
 2011 年度には、2010 年度に続き、微生物
の培養実験で得られた水素、水、メタン、硫
化水素、元素状硫黄、硫酸といった代謝基質
や代謝生成物の水素同位体、多種硫黄同位体
の分析を進めるとともに、得られたデータか
ら同位体平衡及び同位体分別効果について
の解析を行い、体系的理解の基盤を構築した。
2010度までに、計画通り「水素消費、水素生
成微生物代謝に伴う水素同位体平衡効果」に
関する結果がほぼすべて得られ、データ解析
ならびに論文執筆を進めた。「硫黄還元菌に
よる元素状硫黄から硫化水素生成に伴う多
種硫黄同位体分別効果」については、2010年
度に分析が完了した。こちらについても、確
認すべき再実験を行いつつ、データ解析なら
びに論文執筆を進めた。また一方、2010年度
には「硫黄不均化菌による元素状硫黄から硫
化水素及び硫酸生成に伴う多種硫黄同位体
分別効果」を明らかにするため、新規硫黄不
均化菌の生理学的特徴、増殖に伴う元素状硫
黄の消費及び硫化水素生成、硫酸生成の定量
を行い、その多種同位体分析を進めた。 
 
４．研究成果 
 2009 年度に購入したサーモフィッシャー
サイエンティフィック社の MAT253 同位体比
質量分析計について、ほぼ１年かけて 4種硫
黄同位体分析及び分子状水素の水素同位体
分析のための測定システムを組み上げた。 
 まず「水素消費、水素生成微生物代謝に伴
う水素同位体平衡効果」について、極限環境
から分離された水素資化メタン菌 4種、水素
資化酢酸菌 1 種、水素資化硫酸還元菌 1 種、
水素資化硫黄還元菌 3種、水素資化硝酸還元
菌 3種、水素生成発酵菌を用いて、各培養条
件における水素消費・生成と細胞増殖に伴う
水素同位体平衡効果を調べた。その結果、当
初の予想通りに、異なる水素消費代謝によっ
て、水素消費に伴う水素同位体平衡効果に相
違が見出された。しかもその相違は、同じ水
素消費代謝における培養条件の違いによっ
て生じる相違とは全く異なる程度の大きな
違いであり、単位量水素消費当たりの水素同
位体平衡効果が、各水素消費代謝の指標とな
りうることを意味した。つまり、ある環境に
置いて水素の消費速度と水素同位体平衡速
度が測定できれば、その生息環境に生息する
微生物の群集解析や機能定量を行う事なし
に、その環境における各水素消費代謝を見積
もる事ができるという画期的な成果が得ら
れた。またその相違が、水素消費の鍵酵素で

あるヒドロゲナーゼの反応速度論的な特性
に依存する事および対象微生物の水素親和
性に依存する事が推測された。これらの成果
については、現在論文化が進められている。 
 この研究を進める間に、水素資化メタン菌
によって生成されたメタンの水素原子に水
素分子から直接水素元素が取り込まれるこ
とが示唆される結果が得られた。これまでは
水素資化メタン菌によって生成されたメタ
ンの水素原子はすべて水に由来すると考え
られてきた経緯があり、その検証を進めたと
ころ、水素同位体平衡速度が遅い場合、つま
り大量の水素がスムーズに生産物へ変換さ
れる条件では、メタンの水素原子に水素分子
から直接水素元素が取り込まれる事が世界
で初めて明らかになった。その新発見は、こ
れまでの自然環境中のメタンの起源や生成
経路を明らかにする上で、極めて重要な示唆
を与える大きな成果と言える。 
 「硫黄還元菌による元素状硫黄から硫化水
素生成に伴う多種硫黄同位体分別効果」につ
いても超好熱菌から常温菌に至る 10 種の菌
について各培養条件における硫黄還元と細
胞増殖に伴う硫黄同位体分別効果を調べた。
その結果、全体としては 34Sについて+5〜−5‰
程度の分別効果が認められたが、詳細な代謝
経路の違いによって、分別効果に差があるこ
とが分かった。また 33Sや 36Sについてはほと
んど分別効果がないことも明らかになった。
微妙な 34S 分別効果は、酵素による動的分別
効果というよりは代謝系の反応速度論的な
特性を反映するものであり、分別と平衡のマ
スバランスによって規定されうることが推
測された。前述の水素同位体の結果と合わせ
て考えると、「特有の微生物代謝に特有の安
定同位体分別効果」という概念は、定性的に
用いることは可能かも知れないが、そのメカ
ニズムが極めて環境条件に大きく左右され
るものであるかということをはっきりと示
す結果と言える。 
 「硫黄不均化菌による元素状硫黄から硫化
水素及び硫酸生成に伴う多種硫黄同位体分
別効果」については最も時間がかかったが、
これまでに知られるデルタプロテオバクテ
リアやファーミキューテスに属する硫酸還
元菌の亜種としての硫黄不均化菌以外で初
めてディフェリバクテリア綱やサーモデス
ルフォバクテリア科の硫黄不均化菌の分離
に成功し、その元素状硫黄から硫化水素及び
硫酸生成に伴う多種硫黄同位体分別効果に
ついて調べた。また同時並行的に、そのゲノ
ム配列を決定し、硫黄不均化代謝経路の解読
に挑戦した。その結果、ディフェリバクテリ
ア綱やサーモデスルフォバクテリア科の硫
黄不均化菌の代謝経路は、硫酸還元菌の亜種
としての硫黄不均化菌の経路と全く異なっ
ている事が、増殖生理や代謝特性の検討から



 

 

明らかになっただけでなく、ゲノム配列情報
からも確認された。そして、これまで比較的
大きな 33S, 34S, 36S 分別効果があると考えら
れてきた硫黄不均化菌の硫黄同位体分別効
果が、その代謝経路の違いに依存するもので
あることを突き止めた。すなわち硫酸還元菌
の亜種としての硫黄不均化菌は、硫酸還元代
謝経路を部分的に逆転されることによって
不均化反応を制御しており、その場合硫酸還
元菌の同位体分別と同じ特性を示すが、硫黄
感還元菌の亜種としての硫黄不均化菌は、硫
黄還元代謝経路を部分的に逆転されること
によって不均化反応を制御しており、その場
合硫黄還元菌の同位体分別と同じ特性を示
す。これは安定同位体分別効果の分析だけで
なく、微生物学、微生物生理学、ゲノム情報
学をすべて統合した研究によって導き出さ
れたエレガントな結論であり、まさしく本研
究でなければ解明不可能だった科学的成果
と言える。そして、最終的に熱力学的なエネ
ルギー代謝に対する考察から、硫黄不均化代
謝経路は、あくまで緊急避難的な代謝経路で
あり、多くの硫酸還元菌や硫黄還元菌に備わ
る非常用のエネルギー代謝である事を突き
止めた。本研究によって、これまで断片的に
理解されていたに過ぎない極限環境微生物
のエネルギー代謝に伴う安定同位体平衡・分
別効果が、「絶対的な特質」ではなく、その
代謝が進行する場に置けるエネルギー状態
に左右されるエネルギー状態の指標に過ぎ
ないことが体系的に理解された。今後、本研
究成果が着実に論文化される事によって、そ
の理解が広く認識される事が期待できる。 
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