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研究成果の概要（和文）： 海洋での有機物代謝過程における従属栄養細菌群集の働きについて、

細菌群集全体としてだけでなく、群集を構成するメンバーそれぞれの持つ能力の多様性とその

相互作用に注目して解析を行った。その結果、異なる有機物分解能を持つ多様な細菌が共存す

ることが海洋生態系における高分子有機物利用の鍵となっていること、また、細菌によって得

意とする有機物が異なり微生物群集内に役割分担があることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： To contribute to a better understanding of the roles of heterotrophic 
bacteria in organic matter dynamics in marine environments, not only the ability of whole 
bacterial community but also diversity of the ability of each bacteria in the community and 
their interaction were addressed.  It was suggested that high variety of bacterial ability 
for organic matter degradation and their combined action might be a base of mechanisms to 
transform and utilize various organic matters efficiently in aquatic ecosystem. 
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１．研究開始当初の背景 

海洋において、植物プランクトンに生産さ
れた有機物のうちのかなりの部分が溶存態
有機物となり、それを利用する微生物（ここ
では主に従属栄養性細菌）を通して再び生態
系に取り込まれる経路（微生物ループ）の存
在が知られ、物質循環において微生物の果た

す役割の重要性が認識されるようになった。
また一方で、分子生物学的手法の導入に伴い
海洋微生物群集の多様性が遺伝子レベルで
示されるようになった。しかし、物質循環と
いう観点では、微生物群集全体をひとくるみ
に捉え、微生物群集全体としての生物量や活
性が評価されるに留まる場合が多く、物質循
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環において微生物（従属栄養性細菌）の果た
す機能の多様性についての知見は少ない。 
 
２．研究の目的 
海洋では、多種多様な微生物がそれぞれ多

様な機能を持ち、それが相互に関係しあって、
群集全体の機能として見えていると考え、海
洋微生物群集の構成メンバーそれぞれの持
つ能力とその相互作用に注目することで、海
洋生態系における微生物群集による有機物
代謝過程の機能や仕組みに対する理解を深
めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 海水から分離した細菌単離株を用いた
アプローチ： 個々の微生物の有機物分解特
性に関する情報を得るために、海水から分離
したそれぞれの細菌株について、タンパク質
分解特性を分析した。タンパク質分解特性は、
19 種類のプロテアーゼ基質（アミノペプチダ
ーゼ用 5 種、トリプシン用 10 種、キモトリ
プシン用 2種、エラスターゼ用 2種）を用い
て、各細菌株の菌体外プロテアーゼによる基
質分解プロファイルから評価した。各細菌株
の系統分類情報は 16S rRNA 遺伝子配列より
得た。 
(2) マイクロコズムを用いた実験的アプロ
ーチ： 系内に有機物が付加されたときの微
生物群集の反応、および、付加される有機物
の種類によるその違いを知るために、マイク
ロコズム実験を行った。各種有機物を添加し
た系および添加していない系（対照区）を作
成し、それぞれのマイクロコズムから経時的
にサンプリングして、系内における細菌数、
細菌群集構造、有機物分解酵素活性・特性の
変化を追跡した。細菌数は DAPI 染色による
直接計数法、細菌群集構造は 16S rRNA 遺伝
子をターゲットとした PCR-DGGE（変性剤濃度
勾配ゲル電気泳動）法を用いて解析し、有機
物分解活性は複数種類のプロテアーゼ活
性・特性分析により追跡した。 
(3) 天然環境の調査による観測的アプロー
チ： 季節・場所・深度の異なる天然海水試
料について、採取後直ちに海水中の有機物分
解酵素（主にプロテアーゼ）活性・特性の分
析を行った。可能な場合には同試料の環境パ
ラメーター、細菌数、細菌群集構造について
の情報もあわせて得た。 
 
４．研究成果 
(1) 海水から分離した細菌株のプロテアー
ゼ特性 

何も添加しない海水を室温で保持し、そこ
から経時的（days 0, 56, 84 112）に分離し
た細菌株 72 株について、16S rRNA 遺伝子配
列による系統分類と各株のプロテアーゼ特
性の解析を行った。保持海水中では経過日数

に伴い系内の有機物環境が変化していると
考えられ、分離日の異なる株は異なる栄養環
境から分離したとみなすことができる。そこ
で、各株のプロテーゼ特性が系統分類グルー
プによって特徴づけられるのか、あるいは生
息していた栄養環境によって特徴づけられ
るのかに注目した解析を行った。それぞれの
グループの特徴づけの解析には主成分分析
を用いた。その結果、この保持海水マイクロ
コズムから分離した細菌株のプロテアーゼ
特性は分離日（すなわち生息環境）によるグ
ループでは特徴づけられないこと、系統分類
グ ル ー プ で は 、 Bacteroidetes 、
Gammaproteobacteria、Alphaproteobacteria
の分類グループ間でやや異なる傾向がある
ものの、各株のプロテアーゼ特性は実に多様
であることがわかった（図 1）。これらの結果
から、いずれの栄養環境においても異なる有
機物分解能を持つ多様な細菌が共存するこ
とが、海水中における有機物利用の鍵となっ
ている可能性が示唆された。 
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図 1  保持海水マイクロコズムから分離した細菌

株 72 株のプロテアーゼ特性（19 種類の基質の分

解速度で評価）について主成分分析を行った結果

の第１主成分スコア・第２主成分スコア散布図。

(a)と(b)は、72 株をそれぞれ分離日ごとのシンボ

ルで表示した場合と系統分類グループごとのシン

ボルで示した場合。シンボルの凡例は(c)(d)内に

それぞれ示した。(c)には分離日ごとのグループ内

で平均した主成分スコアを、(d)には系統分類グル

ープごとに平均した主成分スコアをプロットした。

ただし、(d)において株数の少ないグループについ

ては(b)と同じく元の株のスコアで表示している。

エラーバーは各グループ内でのスコアのばらつき

の大きさを示すため、±1σを表示している。（Bong 

et al. 投稿中） 

 
 
 



(2) タンパク質または遊離アミノ酸が付加
された系における微生物群集の反応 

天然微生物群集を含む天然海水にタンパ
ク質（ポリマー態有機物）を添加した系、遊
離アミノ酸（モノマー態有機物）を添加した
系、何も添加しない系（対照区）を作成し、
海水中の細菌群集の反応を追跡・比較するマ
イクロコズム実験を行った。海洋地球研究船
みらい（海洋研究開発機構）MR10-01 航海に
おいて北太平洋亜熱帯域で実験を行ったと
ころ、遊離アミノ酸を添加した系では添加後
1 日以内に系内の微生物活性が上昇し、細菌
数が増加した。このとき増殖した細菌の大部
分は Gammaproteobacteria に属する Vibrio
属であった。タンパク質を添加した系では、
添加 1日後には微生物活性・細菌数・微生物
群集組成ともに大きな変化が見られなかっ
たが、添加 2日後から系内のタンパク質分解
酵素活性が上昇し、細菌数が増加した。この
とき微生物群集は Bacteroidetesグループを
中心とした群集に変化し、さらにその数日後 
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図 2  北太平洋亜熱帯域で実施したマイクロコズ

ム実験における細菌群集構造変化を示すPCR-DGGE

画像。A、Bは何も添加していない対照区、C、Dは

タンパク質添加区、E、F は遊離アミノ酸添加区。

レーン M はマーカー、レーン 1 は実験開始時の元

海水中における微生物群集、レーン 2 からレーン

7、レーン 8からレーン 13、レーン 14 からレーン

19 は、それぞれ各実験区における Day1、Day2、Day4

の微生物群集。得られたバンドを切り出してシー

ケンス解析を行った結果、赤で囲った位置のバン

ドは Vibrio 属（Gammaproteobacteria）、青で囲っ

た位置のバンドは Bacteroidetes グループの細菌、

黄 緑 で 囲 っ た 位 置 の バ ン ド は

Alphaproteobacteria グループの細菌であること

がわかった。（Obayashi et al. 投稿準備中） 

 
 

に は Bacteroidetes に 加 え て
Alphaproteobacteria に属する細菌も主要な
構成員となった（図 2）。これらの結果は、海
水中にポリマー態の有機物（タンパク質）が
加わった場合はモノマー態（アミノ酸）が加
わった場合に比べて微生物群集に変化が現
れるまでに時間がかかること、および、添加
された有機物によって反応する微生物種が
異なることを示している。すなわち、海洋微
生物群集の中でもそれぞれの微生物の得意
分野が異なり、役割分担があることが示唆さ
れた。 
一方、同様の実験を北太平洋亜寒帯域で行

ったところ、いずれの添加区でも対照区との
差が見られなかった。すなわち、亜寒帯域の
測点では、えさとなる有機物以外の要因が海
水中の細菌群集全体の活性を律速していた
と考えられる。 
 
(3) 海洋におけるタンパク質分解酵素活
性・特性 
沿岸域および外洋域の様々な環境におい

て、海水中のプロテアーゼ活性／特性の分析
を行った。分析には、アミノペプチダーゼ用
基質、トリプシン用基質、キモトリプシン用
基質を用いた。（アミノペプチダーゼはペプ
チド鎖の末端からアミノ酸を一つ切り離す
エキソ型酵素であるのに対し、トリプシン、
キモトリプシンはペプチド鎖の内部にある
結合を切ることのできるエンド型酵素であ
る。）結果をまとめると、沿岸域および外洋
表層ではアミノペプチダーゼ活性に比べて 
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図 3  外洋域（北太平洋）の水深 10 m と 1000 m

におけるプロテアーゼ活性分析結果の一例。A は

アミノペプチダーゼ用基質、T はトリプシン用基

質、C はトリプシン用基質。それぞれの基質が海

水中の酵素により分解される速度（すなわち海水

中のアミノペプチダーゼ、トリプシン型酵素、キ

モトリプシン型酵素のポテンシャル活性）を示し

ている。 

 



高いトリプシン活性が検出される場合が多
かったが、外洋深層ではトリプシン、キモト
リプシンなどのエンド型酵素活性は低い場
合が多かった（図 3）。外洋では、いずれのプ
ロテアーゼ活性も深度と供に低下するが、低
下の勾配はエキソ型酵素に比べてエンド型
酵素のほうが急であることがわかった。すな
わち、トリプシンなどのエンド型ペプチダー
ゼ活性は、全体の生物活性が高い環境の場合
に特に重要である可能性が示唆された。 
これらの分布および上記(1)(2)の結果等

も総合して海洋における有機物分解酵素活
性について考えると、その由来には従属栄養
細菌の細胞外酵素としてだけでは説明でき
ない部分があり、今後、海洋における有機物
代謝機構と微生物生態系の関係について、原
生生物等の影響も含めてさらに研究する必
要がある。 
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