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研究成果の概要（和文）：生理特性として無機炭酸固定を行う海洋原核生物に着目し、その有機

物生成過程に関して、海洋炭素循環過程における役割を明らかにした。本研究により、原核生

物は無機炭酸固定により、細胞体炭素の生成を超える、多量の溶存態タンパク質を生成しして

いることが明らかになった。すなわち、原核生物の無機炭酸固定はこれまで考えられてきたよ

りも海洋炭素循環において非常に重要であることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）：The CO2 fixation is one of the properties of marine prokaryotes. 
It was demonstrated that their role in the marine carbon cycle. The results suggest 
that prokaryotic CO2 fixation produces large amounts of dissolved protein, which 
exceed the cellular carbon fraction. Thus, total prokaryotic dark CO2 fixation 
appears to be more important in the marine carbon cycle than previously thought. 
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１．研究開始当初の背景 

海水中には、炭素量換算すると、大気中の
二酸化炭素と同程度もの非生物態有機物が
存在する。非生物態有機物の大半は、サイズ
が小さく、濾紙を通過可能な溶存態有機物と
して存在する。海洋細菌の多くは、溶存態有
機物の一部を分解・利用し、物質循環過程を
駆動させている。海洋細菌が利用できない溶
存態有機物は海水中に残存・蓄積し巨大な炭
素プールを構成していると考えられてきた
が、「何故利用されずに残存するのか」とい
う疑問に答えを与えることのできる溶存態

有機物の生成プロセスや残存メカニズムに
ついてはほとんど分かっていない。 

1995 年、海域・深度を問わず、溶存態有機
物として非常に少数のタンパク質分子が残
存・蓄積していることが明らかとなった
（Tanoue, 1995, Mar. Chem. 51, 239-252）。
そして、これらのタンパク質は、ある特定の
化学的性質を持つために残存・蓄積している
のだと考えられてきた。本研究の研究代表者
は、分離された個々の溶存態タンパク質分子
の化学的性質を調べ、それらが一様ではない
こと、それらのタンパク質がある特定の細菌



グループ（Pseudomonas グループ）に由来す
ることを明らかにした。そして、溶存態タン
パク質の残存には、その化学的性質よりも、
これらを元々作り出した細菌グループに特
有の生理特性や機能が深く関わっているこ
とを見出し、世界で初めて「溶存態有機物の
生成プロセスや残存メカニズム」について言
及することを可能にした（Yamada & Tanoue, 
2006, Prog. Oceanogr. 69, 1-18）。すなわ
ち、細菌の種類や生理特性に着目することが、
細菌群集が海洋の物質循環を駆動するプロ
セスやメカニズムを真に理解することにつ
ながると言える。 

細菌は、培養条件によって培養が可能にな
ったり不可能になったりすることが知られ
ている。Gauthier (2000)は、様々な種類の
単離株について、培養不能になる条件を調べ
た研究をまとめており、これによると、用い
た基質によっても培養の可否は変化してい
た（Nonculturable Microorganisms in the 
Environment, (eds.) Colwell & Grimes, ASM 
Press, 87–112）。細菌が自然海水中で利用す
る溶存態有機物は、様々な化学的性質を持っ
た有機物の集合体である。すなわち、細菌の
生理特性の違いによって「食の好み」も異な
ってくるはずであり、基質の化学的性質が違
えば、溶存態有機物へと移行する速度も異な
ることが予想される。 
 
 
２．研究の目的 
 研究開始当初は、上記理由により、海洋細
菌の利用する基質として、化学的性質の異な
る様々なモデル有機物を用いた研究を進め
ることを想定していた。しかしながら、分析
手法上、海洋細菌として分画されるサイズ画
分（0.2～1.0 μm 程度）の中には、多くの古
細菌が存在することが近年明らかになって
きたことから（e.g., Herndl et al., 2005, 
Appl. Environ. Microb. 71, 2303-2309; 
Varela et al., 2008, Environ. Microbiol., 
10, 110-124）、細菌だけではなく、古細菌も
含めた原核生物全体を考慮した研究を行う
必要があると考えた。 

海洋原核生物は、有機物の分解や無機化と
いった従属栄養的な活動を通じて、海洋物質
循環の重要な駆動者としての役割を持って
いる一方で、暗所で無機炭酸固定（独立栄養）
を行うものが存在する。海洋の中深層や深層
では、通常、従属栄養で利用可能な有機物は
限られている。しかし、海水中には炭素換算
すると有機物の 60 倍にも相当する大量の無
機炭酸が存在する。無機炭酸固定は、これら
の無機炭酸を炭素源として用いており、その
ような生理特性を持つ原核生物の多くが古
細菌であることが知られている（e.g., 
Herndl et al., 2005）。さらに、海洋中深層

における原核生物による無機炭酸固定速度
は、有機物取り込み速度に匹敵することも報
告されている（Reinthaler et al., 2010, 
Deep-Sea Res. II, 57, 1572-1580）。そこで、
本研究では、無機炭酸固定に関する生理特性
を持つ原核生物を対象とし、14C 標識をした重
炭酸塩を基質兼トレーサーとして用いるこ
とで、無機炭酸固定能を持つ原核生物を経由
した炭素のフローを明らかにすることによ
り、これらの海洋物質循環（炭素循環）にお
ける役割を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 測定手法の確立 
無機炭酸固定能を持つ原核生物の有機物

生成に関して、細胞体への無機炭酸固定に加
え、これを経由した溶存態有機物生成の有無
について、原核生物の主要成分であるタンパ
ク質に着目して検討した。 
 海水試料は、学術研究船淡青丸により、黒
潮沖の観測点において水深 2000 m から採取
し、陸上実験室へ輸送した。海水試料は、実
験に供するまで 4 ℃で保存し、無機炭酸固定
速度と溶存無機炭酸濃度（DIC）を測定した。 
無機炭酸固定速度は、①原核生物、②原核生
物のトリクロロ酢酸(TCA)不溶画分および③ 
全 TCA 不溶画分の３種類について測定した。
本研究では、TCA 不溶画分を便宜上、「タンパ
ク質画分」とみなし、③から②を差し引いて
溶存態有機物のタンパク質画分を計算した。 
全ての実験に関して、海水試料に最終濃度

が 2.5 μCi/mL になるように 14C-重炭酸塩ナ
トリウムを添加し、暗所において 4 ℃で 72
時間培養を行った。培養は、中性ホルマリン
（最終濃度 2% (v/v)）の添加によって終了し
た。また、培養開始時に中性ホルマリンを添
加した試料をネガティブコントロールとし
て用いた。 
①原核生物：Herndl et al.（2005）の方

法に従い、培養後の試料 40 mLを直径 25 mm、
孔径 0.2μm のニトロセルロースフィルター
で濾過した。フィルターは、7 mL 液体シンチ
レーションバイアルへ入れ、炭酸塩を除去す
るために、0.5 M 塩酸を 100 μL 添加した後、
デシケーター内で減圧乾固した。ここへ酢酸
エチル 0.5 mL を添加してフィルターを溶解
させた後、液体シンチレーションカクテル
（Ultima Gold, Perkin Elmer）6 mL を添加
して液体シンチレーションカウンターで 14C 
（dpm）を測定した。 
②原核生物のタンパク質画分：①と同様に、

ニトロセルロースフィルターで濾過した。5% 
(w/v) TCA 溶液 6 mL でフィルターを洗浄し、
TCA 可溶画分を除去した後、さらに 80% (v/v) 
エタノール溶液 5 mL で洗浄した。フィルタ
ーは、A) と同様に処理し、14C （dpm）を測



定した。 
③全タンパク質画分：培養後の試料 1.5 mL

に TCA を 5% (w/v)になるように添加し、
20,800×g、4℃で 、10 分間遠心分離した。
沈殿物に 5% (w/v) TCA 溶液 1 mL を加えて同
様に遠心分離した後、沈殿物に 80% (v/v)エ
タノール溶液 1 mL を加えて同様の遠心分離
を行った。最終的に得られた沈殿物は、0.5 M 
塩酸を 50 μL 添加した後、デシケーター内
で減圧乾固した。ここに液体シンチレーショ
ンカクテル 1 mL を添加して液体シンチレー
ションカウンターで 14C （dpm）を測定した。 

試料海水中の DIC 濃度を測定し、得られた
14C の取込速度から無機炭素固定速度を算出
した。 
 
(2) 様々な海域における調査 
 上記手法を用い、海洋環境の異なる様々な
海水中における無機炭酸固定能を有する原
核生物を経由した炭素フローの測定を行っ
た。海水試料は、学術研究船淡青丸により、
相模湾、相模湾沖、駿河湾沖、黒潮沖の４つ
の観測点における水深 200～1500m から採水
して実験に供した。 
 
 
４． 研究成果 
(1) 測定手法の確立 
①原核生物と②原核生物のタンパク質画

分の無機炭酸固定速度は、それぞれ 3.81 ng C 
L-1 h-1および 2.58 ng C L-1 h-1であり、細胞
全体へ取り込んだ無機炭酸由来炭素の約 68%
がタンパク質画分であったことがわかった。
さらに、③から② を差し引いた溶存態タン
パク質は、6.44 ng C L-1 h-1となった。この
ことから、原核生物が、無機炭酸固定を経由
した溶存態有機物の生成を行うこと、細胞体
タンパク質へ固定した炭素の約 2.5倍もの溶
存態タンパク質を無機炭酸から生産するこ
とが明らかになり、原核生物の無機炭素固定
は、海洋物質循環を考える上で無視できない
ものであることが示唆された。 

 
(2) 様々な海域における調査 
現在 DIC の測定が終了していないため、炭

素換算ができていないが、14C （dpm）の値を
基に計算した結果ではあるが、実験を行った
全ての試料において無機炭酸利用能を持つ

原核生物が、細胞体へ取り込んだ無機炭酸の
0.7～13 倍の無機炭酸由来の炭素を溶存態タ
ンパク質として多量に放出していることを
確認することができた。このことから、無機
炭酸利用能を持つ原核生物の物質循環過程
への寄与が非常に大きいこと、その現象が
様々な海域で普遍的に起こっていることが
明らかになった。 
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