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研究成果の概要（和文）：光合成硫黄細菌を網羅的に検出できるPCRプライマーの開発を行い、

これを用いて底層に硫化水素が多量に蓄積している水月湖の水柱と東京湾の底泥を対象に、硫

黄細菌の現存量と群集組成を分子生物学的に解析した。その結果、水月湖水柱では緑色硫黄細

菌が、東京湾底泥ではγ-プロテオバクテリアが主要な硫黄細菌であることが分かった。このよ

うに、硫黄細菌の群集組成は生息場所によって異なることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed new PCR primers for the rapid and sensitive detection and 
enumeration of dsrA in phototrophic purple and green sulfur bacteria simultaneously. The primers were 
applied to water and sediment samples from the Japanese meromictic Lake Suigetsu and the eutrophic 
Tokyo Bay, respectively. Phylogenetic analysis of the sequences of PCR products from lake water 
showed most clones were affiliated with brown-colored green sulfur bacteria within the Chlorobi, while 
γ-proteobacterial species from sediments. Sequences of cloned PCR products show a differential 
distribution of sulfur bacterial groups in different environments. 
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１．研究開始当初の背景 
有機汚濁の進行した水域の底泥あるいは

底層水中では、硫酸還元細菌によって生成さ
れた硫化水素が蓄積し、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示
す。また、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。沿岸海域、河口水域なら

びに養殖漁場などの有機物汚濁や漁場老化
の進行程度とその過程を知るためには、硫化
水素の動態に関与する硫酸還元細菌と硫黄
酸化細菌の生態を詳細に調べる必要がある。 
硫酸還元細菌の生態については、これまで

に多くの研究が進み、汚濁水域における硫化
水素生成の原因微生物としての役割だけで
はなく、嫌気環境下における有機物の最終分
解者としての重要な機能を持っていること
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も明らかにされてきた。さらに硫酸還元細菌
の細胞数が底泥の有機汚濁と密接に関係す
ることも明らかとなってきた。これらのこと
は、現場における活性測定に加えて、申請者
が開発した機能遺伝子を標的とした遺伝子
マーカーを用いた分子生物学的手法による
新しい検出・計数法の開発によるところが大
きい。 

一方、硫黄酸化細菌については、生成され
た硫化水素を酸化するといった生態学的に
重要な役割を担っていることが指摘されて
いるにもかかわらず、その詳細な生態は不明
な点が多い。これまでに、養殖漁場と非養殖
漁場底泥中のクローン解析によって、硫酸還
元細菌とともに硫黄酸化細菌が底泥の有機
汚濁にレスポンスすることが示されており、
有機汚濁に関与することが示唆される。この
ようなことから、硫黄酸化細菌も含めた水圏
の硫黄循環過程を微生物学的に解明する必
要がある。 

硫黄酸化細菌の生態解明には、現場におけ
る細菌数や活性を正確に見積もる必要があ
る。しかし、従来の計数方法では培養を伴う
とともに、特定の菌種しか計数できない限ら
れた培地を用いることから、これまでの培養
法で得られた計数値は過小評価されており
現場における活性を必ずしも反映していな
いと考えられる。このため、遺伝子解析など
分子生物学的手法を導入した簡便で迅速な
細菌数と活性評価方法の開発が望まれてい
る。 
現在、数種の硫黄酸化細菌のゲノム配列が

明らかにされている。硫黄酸化にかかわる遺
伝子が同定され、系統的にかけ離れた菌種間
でも共通して存在する遺伝子が明らかにさ
れていることから、硫黄代謝にかかわる遺伝
子を標的としたプローブの開発が可能であ
ると考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、上記の背景のもと有機汚濁水
域における硫化水素の酸化にかかわる硫黄
酸化細菌の生態解明に資するため、硫黄酸化
活性を反映する機能遺伝子の検索を行うと
ともに、その遺伝子プローブを作成し、分子
生物学的手法による本細菌群の現場での分
布や活性など生態学的な調査方法の確立を
目的とする。さらに、本手法を、有機汚濁の
進行する内湾の底泥および硫化水素の蓄積
する汽水湖の水柱をモデル水域として現場
に応用し、有機汚濁水域における本細菌群の
動態と硫酸還元細菌および環境要因との関
係から、硫化水素の生成および消滅のメカニ
ズムを微生物学的に解明する。 

 
３．研究の方法 
(1)光合成硫黄細菌の特異的検出法の開発 

①細菌株 
Deutsch Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ)からの光合成硫黄細菌株
を入手し、各細菌株から FastDNA Spin Kit を
用いて DNA を抽出した。また、以前の研究
で用いた光合成硫黄細菌以外の細菌株から
抽出した DNA を PCR の陰性対象として用い
た。 
 
②プライマーの設計 

DNA データベースから入手した亜硫酸還
元酵素遺伝子（dsrAB）の塩基配列と本研究
で新たに決定した塩基配列の多重アライメ
ントを行い、光合成硫黄細菌に特異的な領域
を検索し、dsrA 領域に 2 つの PCR プライマ
ーを作成した。 

FASTA プログラムを用いて既存の塩基配
列と比較することによって、作成した PCR プ
ライマーの特異性を調べた。さらに、光合成
硫黄細菌ならびに非光合成硫黄細菌から抽
出した DNA を用いて PCR を行い、PCR 産物
の有無によって PCR プライマーの特異性を
検証した。 

 
③定量 PCR による光合成硫黄細菌の計数 
作成した PCR プライマーを用いて SYBR 

Green アッセイ法による real-time PCR 法によ
って dsrA 遺伝子の定量を試みた。 
 
(2)水月湖の調査 

水月湖心（図 1）において、2 ヶ月に一回、
各水深から水試料を採水した。フィルター上
に捕集した細菌群集からゲノム DNA を抽出
し、dsrA を標的とした PCR のクローン解析
と real-time PCR 法によって光合成硫黄細菌
の定量を行った。 
 

(3)東京湾の調査 
JAMSTEC/東京大学大気海洋研究所の淡青

丸のKT-09-11研究航海で、東京湾の3定点（図
2）から底泥を採取した。底泥から FastDNA 
Spin Kit for Soil を用いて DNA を抽出し、dsrA
を標的とした PCR のクローン解析を行った。 

 
図 1．水月湖の地図。●は調査定点を示す。 



 
４．研究成果 
(1)PCR プライマーの作成と評価 

光合成硫黄細菌ならびに硫酸還元細菌の
dsrAB の塩基配列の多重アライメントを行い、
光合成硫黄細菌に特異的な配列を検索した
ところ、dsrA 領域に光合成硫黄細菌に特異的
な 2 ヶ所の配列が見つかった（表 1）。この配
列の特異性を、FASTA プログラムを用いて調
べたところ、Thiothrix nivea を除いて、少なく
とも1塩基以上の配列が異なっていた（表1）。
この結果から、この 2 ヶ所の配列を、光合成
硫黄細菌を検出できる PCR プライマーとし
て用いた。 

PCR プライマーの特異性について、細菌株
から抽出した DNA を用いて調べたところ、2
種類の硫酸還元細菌に非特異的な PCR 産物
が検出された（図 3）。この 2 種の硫酸還元細
菌は、これまでの水月湖や海洋底泥のクロー
ン解析で検出されなかった種である。 

最終的に PCR プライマーが環境試料に応
用可能かどうかを調べるために、密度成層湖
である水月湖の酸化還元境界層および嫌気
層の水から細菌細胞を集めてDNAを抽出し、
PCR 産物のクローン解析を行った。全 79 ク
ローンを解析した結果、全てのクローンは紅
色硫黄細菌あるいは緑色硫黄細菌に近縁で

硫酸還元細菌に近縁なクローンは検出され
なかった（図 4）。これらの結果から、本研究
で作成した PCR プライマーは光合成硫黄細
菌を特異的かつ網羅的に検出できるプロー
ブとして用いることが出来ると判断した。 

 
図 2．東京湾の地図。丸は採泥地点を示す。 

表１ PCR プライマー領域の dsr 遺伝子のア
ライメント。 

 

 
図 3．各種細菌の 16S rDNA（A）と光合成硫

黄細菌特異的プライマーを用いたdsrA遺
伝子（B）の PCR 増幅。レーン番号は以
下の通り：M, EZ LoadTM 100 bp PCR Molecular 
Ruler; 1, Allochromatium vinosum DSM 180T; 2, 
Halochromatium salexigens DSM 4395T; 3, 
Halorhodospira halophila DSM 244T; 4, Thiobaca 
trueperi DSM 13587T; 5, Thiocapsa marina DSM 
5653T; 6, Thiococcus pfennigii DSM 226; 7, 
Thiorhodococcus drewsii DSM 15006T; 8, Chlorobium 
limicola DSM 245T; 9, C. luteolum DSM 273T; 10, C. 
phaeovibrioides DSM 269T; 11, Prosthecochloris 
aestuarii DSM 272; 12, P. vibrioformis DSM 261; 13, 
Chloroflexus aurantiacus DSM 635T; 14, 
Heliobacterium chlorum DSM 3682T; 15, Thiobacillus 
denitrificans DSM 12475T; 16, Thiomicrospira 
pelophila DSM 1534T; 17, Desulfotomaculum 
geothermicum DSM 3669T; 18, Desulfovibrio 
desulfuricans DSM 642T; 19, Desulfovibrio africanus 
DSM 2603T; 20, Desulfomicrobium norvegicum DSM 
1741T; 21, Desulfobacter postgatei DSM 2034T; 22, 
Desulfobulbus sp. DSM 2033; 23, Desulfobulbus 
propionicus DSM 2032T; 24, Desulfosarcina variabilis 
DSM 2060T; 25, Desulfosporocinas orientis DSM 765T; 
26, Alteromonas macleodii IAM 12920T; 27, Shewanella 
putrefaciens IAM 1509T; 28, Flavobacterium aquatile 
IAM 12316T; 29, Cytophaga matinoflava IAM 14170T; 
and C, no template control. 

 
図 4．水月湖の嫌気層から得られた dsrA 遺

伝子の系統樹。水月湖から得られたクロ
ーンは太字で示す。樹上の数値はブート
ストラップ値をパーセントで、スケール
バーは塩基置換距離を示す。 



光合成硫黄細菌を計数するために、本研究
で作成した PCR プライマーを用いた SYBR 
Green アッセイによる定量 PCR 法について検
討した。水月湖から得られた主要な dsrA クロ
ーンを標準試料として用い、real-time PCR を
行ったところ、109～103 copies/ml の範囲で
dsrA を定量することが可能であった。 
 
 (2)水月湖の光合成硫黄細菌の分布と多様性 
①光合成硫黄細菌の分布 
水月湖は表層が好気的な淡水、底層が硫化

水素を多量に含む嫌気的な塩水で構成され
る部分循環湖である。好気層と嫌気層の境界
には光合成硫黄細菌のブルームが原因と考
えられる着色現象が観察される。この水月湖
の水柱の細菌細胞をフィルター上に捕集し
て DNA を抽出し、real-time PCR によって光
合成硫黄細菌を計数した。光合成硫黄細菌の
dsrA 遺伝子は好気的な表層からは検出され
なかったが、境界層以深からは検出された。
境界層からは 1.3×103～3.1×106 copies/ml、嫌
気層からは 8.5×103～8.3×104 copies/ml の dsrA
遺伝子が検出され、境界層に光合成硫黄細菌
が最も多く存在することが明らかとなった
（図 5）。この光合成硫黄細菌数は水深や季節
によって変化しており、夏季に多く検出され
る傾向が認められた。光合成硫黄細菌数の時
空間的変動に影響をおよぼす環境要因につ
いて、Spearman’s rank 相関解析を行ったとこ
ろ、光量子や水温などとの相関は認められず、
懸濁態有機窒素および濁度と正の相関関係
が認められた。これらの因子は光合成硫黄細
菌の細菌細胞そのものも含むため、光合成硫
黄細菌数の変動に影響を与えている環境因
子であるとは考えらず、細菌数の変動要因を
明らかにすることはできなかった。 
 
②光合成硫黄細菌の多様性 

dsrA 遺伝子の PCR 産物のクローン解析に
よって、水月湖水柱の光合成硫黄細菌の多様
性解析を行った。PCR 産物が得られた各試料
からそれぞれ 30～41 クローン（合計 529 ク
ローン）の塩基配列を決定し、統計解析を行
った。90%以上の相同性を示した塩基配列を

同一の Operational Taxonomic Unit (OUT)とし
たところ、13 の OTU が得られた。緑色硫黄
細 菌 の Chlorobium phaeovibrioides と
Pelodictyon luteolum に近縁なクローンが最も
多く検出され、水月湖の水柱の主要な光合成
硫黄細菌は bacteriochlorophyll e を持つブラウ
ンカラーの緑色硫黄細菌であることが明ら
かとなった（図 6）。このことから、水月湖の
境界層で見られる淡赤色の水は、緑色硫黄細
菌のブルームに起因していることが明らか
となった。 

緑色硫黄細菌以外には γ プロテオバクテリ
アに属する Halorhodospira halophila に近縁な
クローンが検出され、紅色硫黄細菌の存在も
確認されたが、主要な細菌グループではなか
った（図 6）。 

水月湖水柱ライブラリー間の光合成硫黄
細菌の群集組成の相違について、Sorensen 
similarity 指標で見たところ、25～100%であっ
た。この相違について LIBSHUFF プログラム
を用いて統計解析を行ったところ、γ プロテ
オバクテリアに近縁なクローンが多く含ま
れるライブラリーは、緑色硫黄細菌が主要な
ライブラリーと有意に異なっていた（データ
未記載）。このように、水月湖水柱では季節
や水深によって光合成硫黄細菌の群集組成
が異なることが示された。 

 
(3)東京湾底泥中の光合成硫黄細菌の多様性 

富栄養化が進行し、多量の有機物と硫化水
素が蓄積している東京湾の底泥中の硫黄細
菌の群集組成を水月湖と同様の方法で解析
した。定点 T1 では、浮泥および泥深 10 cm
までの試料を、定点 T2 と T3 については浮泥
について解析した。東京湾の泥からは、主に

 
図 5．水月湖水柱の光合成硫黄細菌の dsrA

遺伝子量の時空間的変動。縦軸は水深、
エラーバーは標準誤差を示す。 

 
図 6．水月湖の境界層および嫌気層から得ら

れた dsrA 遺伝子の系統樹。水月湖から得
られたクローンは太字で示す。樹上の数
値はブートストラップ値をパーセント
で、スケールバーは塩基置換距離を示す。 



γ プロテオバクテリアに属するクローンが検
出され、緑色硫黄細菌に近縁なクローンは検
出されなかった（図 7）。これらの細菌群の他、
底泥の表層部からは αおよび βプロテオバク
テリアに属するクローンが検出された。試料
間の相同性および有意差検定を LIBSHUFF
プログラムで行ったところ、何れの試料間に
も硫黄細菌群集組成に有意な差は認められ
なかった（表 2、表 3）。東京湾底泥では、水
月湖とは異なり、プロテオバクテリアに属す
る硫黄細菌が主要な構成種で、この細菌が還
元型硫黄の酸化を担っていると考えられた。 
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図 7．東京湾底泥から得られた dsrA 遺伝子

の系統樹。底泥から得られたクローンは、
クローン数のみを示した。樹上の数値は
ブートストラップ値をパーセントで、ス
ケールバーは塩基置換距離を示す。 

表 3 東京湾の 3 地点の浮泥試料間の dsrA
遺伝子の組成の比較。 

 
Sorensen 相同性指数（%） 

T2 T3 

T1 25.0 
(0.182, 0.773) 

15.0 
(0.180, 0.456) 

T2  
25.0 

(0.998, 0.790) 

カッコ内の数値は表 2 と同じ。 

表 2 東京湾 T1 地点の各深度の泥試料間の
dsrA 遺伝子の組成の比較。 

 
Sorensen 相同性指数（%） 

1-2 cm 2-3 cm 4-5 cm 9-10 cm 

0-1 cm 36.8 
(0.681, 0.646) 

31.6 
(0.643, 0.979) 

36.8 
(0.388, 0.986) 

27.6 
(0.641, 0.881) 

1-2 cm  
30.0 

(0.241, 0.919) 
35.0 

(0.649, 0.414) 
19.4 

(0.153, 0.476) 

2-3 cm   
30.0 

(0.979, 0.167) 
19.4 

(0.745, 0.525) 

4-5 cm    
12.9 

(0.042, 0.292) 

カッコ内の数値は LIBSHUFF を用いて算出した有意水

準確立を示す。カッコ内の右側は列に示した試料を行に

示した試料と比較した確立、左側は行に示した試料を列

に示した試料と比較した確立を示す。 
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