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研究成果の概要（和文）：	
 

鯨骨域における原核生物の群集構造解析（環境抽出 DNA クローン解析）の調査を行った。その
結果、アーキアについては変遷過程において異なるメタン菌が検出された。バクテリアについ
てはその多様度の高さにより全容を把握できていない。また、動物の骨などに生息する多毛類
の一種（ホネクイハナムシ類）に共生している共生細菌の分離を行った。ホネクイハナムシ類
共生菌については共生細菌の系統群に属する株 5株の単離に成功した。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
The	
 diversity	
 and	
 succession	
 of	
 microorganism	
 in	
 whale-fall	
 were	
 investigated.	
 As	
 the	
 
result,	
 As	
 for	
 the	
 archaea,	
 the	
 different	
 methanogen	
 was	
 detected	
 at	
 succession	
 process.	
 
However	
 the	
 bacteria	
 could	
 not	
 gain	
 an	
 understanding	
 of	
 the	
 whole	
 by	
 the	
 height	
 of	
 the	
 
diversity.	
 In	
 addition	
 to	
 this,	
 the	
 symbiontic	
 bacteria	
 in	
 Osedax	
 spp.	
 (Polychaeta)	
 were	
 
isolated	
 by	
 agar	
 plate.	
 We	
 succeeded	
 in	
 the	
 isolation	
 of	
 five	
 strains	
 to	
 belong	
 to	
 the	
 
phylogenetic	
 group	
 of	
 the	
 symbiotic	
 bacteria.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 これまで鯨の遺骸などに形成される生物
群集の研究は、1987	
 年にカリフォルニア沖
のサンタカタリナ海盆で発見された鯨の遺
骸に依存した生物群集（鯨骨生物群集）であ
る（Smith	
 et.	
 al.,	
 1989）。この鯨骨生物群
集は周囲の海底の生物群集とは異なる生態
系を示し、熱水／冷水域の生物群集と酷似し
ていた。この生物群集のエネルギー源は、鯨
遺骸中に含まれる脂質などの有機物の腐敗

により発生するメタンや硫化水素などの還
元的物質であり、熱水／冷水域と同様に、そ
れら化学物質をエネルギーとする化学合成
細菌が生産者であった。したがって、海底に
不定期に落下する鯨骨が飛び石となり、熱水
／冷水域に分布する生物の分散の一助とな
っていると言うステッピングストーン仮説
が提唱された。実際、鯨骨生物群集を構成す
る生物種の中には熱水／冷水域で構成され
ている生物種が含まれていることが分子生
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物学的手法により確認されている（Baco	
 et.	
 
al.,	
 1999）。しかし、現在までのところ、鯨
骨域と熱水／冷水域に出現する生物は非常
に限られており、また鯨骨域に暮らす動物の
子孫が他の化学合成環境に定着した事を示
す報告はない。	
 
	
 鯨の遺骸に形成される生物群集は、その分
解過程により 4つのステージに分けられてい
る。0.5-1.5 ヶ月～4 ヶ月-24 ヶ月（2 年）は、
Necropagous	
 stage（A）と呼ばれ、腐肉食者
（サメ／ヌタウナギ／甲殻類等）が集まり死
骸の軟組織を高速で消費するステージであ
る。4ヶ月-18 ヶ月（1.5）年～24 ヶ月（2 年）
は Osteolytic	
 stage（B）で、周辺堆積物や
鯨骨上に高密度だが多様性の低い群集（多毛
類／甲殻類）が生息する。24 ヶ月（2 年）～
48-600 ヶ月（4-50 年）は Sulphophilic	
 stage
（C）で、化学合成生物（化学合成細菌やそ
の共生生物）を中心とした多様性の高い群集
が生息する。48 ヶ月（4 年）以上は Suspension	
 
feeding	
 stage（D）で周辺海域にも見られる
種（懸濁物食者）によって形成される。これ
らのステージは海底の表面で見られる現象
あり、鯨の遺骸から浸みだした脂質などの有
機物は目に見えない海底下に染み込んでい
く。染み込んだ表層では好気的に、内部では
嫌気的な微生物による分解が行われている
と考えられる。しかし、鯨骨生物群集は熱水
／冷水域のような湧水活動による海水の循
環は行われていない。また、循環が行われて
いなければ地球内部からの無機塩分のエネ
ルギー供給もない閉鎖的空間である事が考
えられる。では、海底下で分解を行う微生物
はいったいどこから来るのか？その疑問に
いくつかの仮説を立ててみた。	
 
	
 (1)	
 鯨骨の落下以前より海底下に存在し
ている。	
 
	
 (2)	
 腐肉食者の付着や排泄物などから移
動してくる。	
 
	
 (3)	
 海流により運ばれてくる。	
 
このように、海底下の循環が行われていなけ
れば、沈降した海域により鯨骨生物群集を構
成する生物種も大きく異なる事が考えられ
る。	
 
	
 これまでの鯨骨域の微生物叢の解析につ
いては、この鹿児島県野間岬沖鯨骨及びモン
テレー湾鯨骨の 2 カ所しか行われておらず、
データの乏しさゆえ、両極なものになってし
まっている。そこで 2005 年 4 月上旬に熱海
市に漂着し、相模湾初島北東沖に沈設された
マッコウクジラの遺骸の調査がカギとなる。
これまで 3 回の調査を行い、沈設後 9、16、
32 ヶ月後に調査が行われており、今後 44、
56 ヶ月後の調査が行われる予定である。過去
とこれから採取予定サンプルは、鯨骨分解過
程の各ステージを網羅しており、微生物叢の
遺伝子解析にはうってつけである。また、こ

れから採取予定のサンプルについては、鯨骨
固有嫌気性微生物の分離培養を試み、生理生
化学的特徴を明らかにする。本研究期間では、
仮説(1)の部分に着目し、第 3 の鯨骨域にお
ける各ステージの微生物の役割が解明され
ると共に、それぞれの鯨骨域の生態学的特徴
が明らかになると考えられる。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
本研究の第 1の目的は、砂漠のような通常の
海底に突如として出現する有機物の塊（鯨の
遺骸等）に形成される生物群集における微生
物の役割についての理解である。第 2に鯨の
遺骸などに形成される化学合成生態系を維
持する微生物の単離を行うことである。さら
には、深海底にスポット的に形成される生物
群集の種の起源に関する知見を深めること
が最終的な目標である。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）サンプリング	
 
	
 相模湾初島北東沖に沈設されている
Sagami 鯨（35º04.99N,	
 139º13.014E,	
 928m）、
Satomi 鯨（35º04.929N,	
 139º12.978E,	
 923m）
の 2頭のマッコウクジラの遺骸の骨下もしく
はその脇、それとコントロールとしてその周
辺堆積物の採取を試みた。採取には海洋研究
開発機構所有の調査船（なつしま、かいよう）
及び無人潜水艇（ハイパードルフィン 3000）
により柱状採泥器を用いて、Sagami 鯨は沈設
後 9、16、32、44、49、56 ヶ月、Satomi 鯨は
1、5、13 ヶ月の堆積物サンプルを採取した。
また、鯨骨などの骨に生息し、体の一部に共
生細菌を有するホネクイハナムシ類（多毛類
の一種）についても採取した。	
 
（２）遺伝子解析	
 	
 
採取したサンプルは船上にて凍結保存を行
い機構に持ち帰った後、遺伝子抽出キットを
用いて DNA 抽出を行った。使用したプライマ
ーセットは Archaea 用：Arc21F-Arc958R
（Delong,	
 1992）と Bacteria 用：Bac27F-	
 
Bac907R（Lane,	
 1991）を用いた。群集構造
解析には tRFLP による制限酵素による切断パ
ターン解析と 16S	
 rRNA 遺伝子のクローン解
析を行った。tRFLP 解析で用いた制限酵素は
HhaI を使用し、末端制限断片（t-RFs）の決
定には 3130xl ジェネティックアナライザ
（Applied	
 Biosystems）を使用した。16S	
 rRNA
遺伝子のクローン解析は増幅された遺伝子
サンプルをアガロースゲルで電気泳動を行
い、目的サイズのバンドを切り出し、DNA 精
製を行った。精製 DNA を TOPO	
 TA	
 cloning	
 kit
（Invitrogen）を用いて PCR 断片を pCR2.1
ベクターにライゲーションし、大腸菌への形
質転換、青白選別法によるコロニーの選別、
M13 プライマーを用いたインサートチェック
を行った。適切なサイズの断片の導入が確認



 

 

されたクローンについて、3130xl 又は 3730xl
ジ ェ ネティックアナライザ（ Applied	
 
Biosystems）を用いて塩基配列の決定を行っ
た。決定した塩基配列は DDBJ の BLAST によ
る近縁種の検索を行った。また取得配列の系
統位置を明確にするため ARB を用いた系統解
析を行い、微生物種の系統群を決定した。	
 

（３）微生物の単離	
 

ホネクイハナムシ類の共生菌の分離には主
に Marine	
 Agar	
 2216（Difco）を用いた。生
育したコロニーは画線法により 2、3 回継代
培養を行い、純化し単離した。得られた単離
株について、16S	
 rRNA 遺伝子を用いた系統解
析を行い、培養株の微生物種を決定した。得
られた単離株については 10％グリセロール
保存液中にて凍結保存を行った。また、菌根
部に生息している共生細菌の確認について
は、菌根部から直接遺伝子を抽出した。16S	
 
rRNA 遺伝子のクローン解析については、先述
した方法を用いてその配列を決定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）遺伝子解析	
 
	
 鯨骨直下の表層及び深層部から得られた
アーキアの 16S	
 rRNA 遺伝子のクローン配列
の系統解析（概要）結果を図 1に示す。鯨骨
域表層部と深層部から検出されたアーキア
の系統学的位置は Methanomicrobiaceae 科、
Methanosarcinaceae科と未培養系統群の MGI、
MCG、DHVC、DHVE、DSAG、TMEG が検出された。	
 
	
 

図 1	
 相模湾鯨骨域から検出したアーキア
の系統学的位置	
 
	
 
メタン生成菌の 2つの科の系統群は先行研究
で行われたモンテレー湾の鯨骨域でも同様
の系統群のアーキアが検出されている。	
 
	
 周辺域の堆積物と鯨骨直下の表層部及び
深層部の堆積物については tRFLP 解析を行っ
た。得られたピークの同定には先に得られた
クローン解析結果から末端制限断片（tRFs）
について求めた。（図 2、3）鯨骨直下堆積物
表層部では 9、32、56 ヶ月目ではアンモニア
酸化アーキアの MGI が優占して検出された。	
 

	
 
図 2	
 鯨骨直下における表層堆積物（0-3	
 
cm）の tRFLP 解析。鯨を沈設てから 9、16、
32、44、49、56 ヶ月後（上から）。	
 

	
 

	
 

図 3	
 鯨骨直下における深層堆積物（約 10	
 

cm）の tRFLP 解析。鯨を沈設てから 9、16、

32、44、49、56 ヶ月後（上から）。	
 

	
 
16ヶ月目には Methanomicrobiaceae科もしく
は未培養系の DHVE のピークが高頻度に検出
さ れ た 。 44 、 49 ヶ 月 後 に は
Methanosarcinaceae 科に属すクローンが高
頻度で検出された。一方、深層部は 16 ヶ月、
32ヶ月では Methanomicrobiaceae科もしくは
未培養系の DHVE のピークが高頻度で検出さ
れた。44 ヶ月目以降はコントロールとして鯨
骨域から離れた場所で採取した堆積層で多
く検出されている未分離の MCG、DSAG あるい



 

 

は DHVCI と同様のピークが優占していた。ま
た、コントロールサンプルの表層部の優占種
は MGI が優占的に検出さた（tRFLP データに
ついては省略する）。バクテリアについては
得られたクローン解析結果から tRFs を求め
たが、1 つのピークに複数のグループが存在
しており、HhaＩの制限酵素が本サンプルで
は適合しなかったと思われ、複数の制限酵素
の検討が必要であることが示唆されたため、
これらの結果については割愛した。	
 
	
 以上、遺伝子解析の結果から、鯨骨域で生
息しているメタン生成菌は鯨の分解過程に
おいて棲み分けが行われている事が示唆さ
れた。鯨の遺骸について Osteolytic	
 stage
では主に水素や有機酸、アルコール類を利用
する Methanomicrobiaceae科のメタン生成菌
が増殖していることが示唆された。水素につ
いては有機物を発酵し水素を生成しうる
Clostridium属が16ヶ月目のバクテリアのク
ローン解析結果から検出されてきている（デ
ータについては省略する）ことから、この生
成した水素を利用して増殖していることが
推定される。鯨の軟体部が消費され、鯨骨の
みが露出されてくると Methanosarcinaceae
科のメタン生成菌の優先度が高くなってい
る。Methanosarcinaceae科のメタン生成菌は
（トリ、ジ）メチルアミンやメタノールを基
質とする。メチルアミン類はトリメチルアミ
ンオキシドとして海洋性生物（主に魚類や甲
殻類）に含有している。Osteolytic	
 stage	
 か
ら Sulphophilic	
 stage には甲殻類が多数生
息しており、これら大型生物に含有している
トリメチルアミンオキシドが分解され、
Methanosarcinaceae 科が基質として利用す
る（トリ、ジ）メチルアミンが増加した可能
性が考えられる。このように鯨の遺骸が化学
合成生態系を形成する過程においてメタン
生成菌はその一助を担っていると思われる。	
 
	
 相模湾初島沖の鯨骨域におけるメタン菌
の多様性は、これまでに報告（Goffredi	
 et	
 
al.,	
 2008	
 ISME	
 J）されたモンテレー湾の鯨
骨域（深度 2893	
 m）と酷似していた。相模湾
の鯨骨域で検出されたメタン生成菌の変遷
過程はモンテレー湾で検出された変遷過程
と同様であった。しかし、相模湾の鯨骨域で
は嫌気的メタン酸化アーキアのクローンが
検出されてないことから、生成したメタンは
別な酸化経路があるか、海底下に蓄積されて
いる可能性が考えられる。	
 
	
 仮説で立てた海底下に存在している微生
物はいったいどこからくるのか？という疑
問については、鯨骨域周辺の一般海底堆積物
からはメタン生成菌の存在は確認できなか
った。しかし、Takano	
 et	
 al.（2010）が相
模湾の海底で行ったアーキアのクローン解
析結果からは Methanosarcinales目のクロー
ンが検出されている。この結果から、本海域

には初めから海底下に存在している可能性
はあるが、その増殖については鯨の遺骸に集
まってくる多様な生物／微生物によるもの
と考えられる。また、鯨骨環境における微生
物叢の理解についてはバクテリアの解析が
不可欠であり、地球化学的な手法も視野に入
れ明らかにしたい。	
 
（略号）	
 
MGI：Marine	
 group	
 I	
 
MCG：Miscellaneous	
 Crenarchaeotic	
 Group	
 
DHVE ： Deep-sea	
 Hydrothermal	
 Vent	
 
Euryarchaeota	
 
DHVC ： Deep-sea	
 Hydrothermal	
 Vent	
 
Crenarchaeota	
 
DSAG：Deep-Sea	
 Archaeal	
 Group	
 	
 
TMEG ： Terrestrial	
 Miscellaneous	
 
Euryarchaeotal	
 Group	
 
（２）微生物の単離	
 
相模湾の鯨骨に生息しているホネクイハナ
ムシ類から約 105 株を分離した。分離した微
生物の 16S	
 rRNA 遺伝子の配列を決定し、
BLAST 検索を行ったところ、これら分離株は
α,	
 γ,	
 ε-	
 proteobacteria 綱 と
Bacteroidetes 門に属していた。ホネクイハ
ナムシ類の共生細菌は Gammaproteobacteria
綱 Oceanospirillaceae 科に属すと言われて
おり（Goffredi	
 et	
 al.,	
 2005	
 EM	
 &	
 2007	
 AEM,	
 
Verna	
 et	
 al.,	
 2010	
 EM）、相同性検索から 5
株含まれている事が判明し	
 た。これら 5株	
 
	
 

	
 
図 4	
 分離株と菌根部の 16S	
 rRNA 遺伝子配
列に基づく NJ 法による系統樹。赤色は分離
株、緑色は菌根部から抽出した遺伝子から
得られたクローン配列	
 



 

 

については菌根部から直接抽出した遺伝子
を用いた。16S	
 rRNA 遺伝子のクローン解析結
果と同じ配列であったため、共生細菌である
可能性が高いことが示唆された（図 4）。これ
らの株はモンテレー湾に生息している
Osedax	
 sp.	
 MB3 に共生している共生細菌のク
ローン配列とも同じクラスターを形成した。
近縁種には Neptunomonas属であり、16S	
 rRNA
遺伝子の相同値が 94%と離れていることから、
種レベルもしくは属レベルで異なる可能性
が高い。また、菌根部の表面上に生息してい
ると推定されている Epsilonproteobacteria
綱 Arcobacter 属についてもホネクイハナム
シから 2株、環境中から 2株の分離に成功し
た。今後の研究において、これらの分離株は
ホネクイハナムシ類における宿主̶共生関係
の解明において非常に重要な役割を果たす
と考えられる。	
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