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研究成果の概要（和文）： 
 海洋古細菌（マリンクレンアーキオータ）の代謝に関する情報（従属栄養・化学合計独立栄
養の割合）、炭素循環におけるその役割（規模）について知見を得るため、海洋深層水取水施設
でのサンプリングの実施し、古細菌（大きさ平均 0.5-0.2μm）細胞膜由来テトラエーテル脂質
（GTGTs）の放射性炭素の測定を行った。14C の結果と併せて、現場培養、文献値などを総合し
た海洋古細菌マリンクレンアーキオータによる海洋における炭素固定量の試算を行った。駿河
湾では、48-54％のクレンアーキオータが炭素固定をしているとしているとした場合の計算結果
は、1.29Gt C/yr から 6.29Gt C/yr と試算された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Metabolism of marine archaea is well unknown, such as relative abundance of  archaea 
with heterotrophic and autotrophic metabolisms. To elucidate the role in the carbon cycle, 
the GDGTs derived from membrane lipids of marine archaea were studied using natural level 
radiocarbon tracer, which samples was collected from a commercial deep water collection 
facility in Suruga bay. The carbon fixation rate was estimated by using in-situ incubation 
experiment and published values. The 48-54% of Crenarchaeota are estimated with 
autorophic metabolism and their carbon amount accumulation rate was from1.29Gt C/y to 
6.29Gt C/y. 
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１．研究開始当初の背景 
海洋 DOC 炭素の 14C 年代は、全海洋において
およそ〜6000 年と非常に古いことは先に述
べた。これは、DOC の海洋での回転時間が著
しく長く、短期的な物質循環とは独立した系
に属していて、短期時間軸での生物学的、物
理化学的な物質交換においては、ほぼ不活性
な存在と解釈されている。また海洋中では、
実際に従属栄養微生物が利用できる炭素に

は制限があるとの報告がある。しかしながら
本来 DOC 炭素は、炭素源として微生物が最も
利用可能なサイズであり、海水中に豊富に存
在している。加えて、海洋 DOC リザーバーが
大気 CO2 のリザーバーに匹敵する規模である
ことを考慮すると、semireactive な DOC 炭素
（fresh carbon）と微生物活動との関連性に
理解はグローバルな炭素循環の実像を知る
上で重要である。 



 
２．研究の目的 
本研究では、海洋古細菌の代謝特性について
地球化学的手法を用いて定量的に明らかに
することを目的とする。本研究で得られる知
見は、微生物による海洋炭素循環の定量的解
明に資する手法開発であることから、海洋
DOC プールを中心とした炭素循環と海洋微生
物ループとの関連性解明をめざす。 

２）海水中DOC、DICの14C分析  
 DIC、海水にリン酸を加え、炭酸を分離し

た後、CO2ガスの単離・精製を行い、DOCは、

海水試料約1Lに1200WのUVを照射し、液体窒

素で酸化生成されたCO2ガスを回収する。さら

に専用真空ラインにてグラファイト試料を

作成してからAMS測定を行う。得られた結果

は、∆14C値に換算し、最終的に(E)マスバラン

スモデルに用いる。 

３．研究の方法 

 海洋 DOCフラクションの微生物バイオマス

（細胞膜脂質分子）、DOC、DIC の 14C 測定を行

い、表層海水に生息する微生物の炭素源

（fresh carbon か old carbon）とその代謝

（従属栄養か独立栄養）について明らかにす

る。 

 さらに上記の結果を踏まえて、14C によるマ

スバランスモデルとボックスモデルを用い

て、微生物が用いる DOC 炭素のターンオーバ

ー時間を求め、海洋表層の一次生産量と従属

栄養・独立栄養として微生物バイオマスが果

たす役割について定量的に解明する。 

(C) 微生物細胞膜脂質分子(GDGTs, PLFA)の

大量抽出・精製・濃縮・純度チェック  

 各種サイズのフィルターに補足された微生

物膜脂質分子（エーテル脂質GDGTs(分子量ca. 

1300)（古細菌起源）、リン脂質脂肪酸（細菌

起源））の抽出と同定を行う。フィルターは、

大容量ソックスレー抽出機により、溶媒可溶

脂質成分の全抽出を行い、その後、アルカリ

けん化処理を行う。さらにシリカゲルカラム

クロマトグラフィーによる、中性成分から、

古細菌膜脂質由来グリセロールジアルキルグ

リセロールテトラエーテル（GDGTs: glycerol 

dialkyl glycerol tetraethers）を分画する。

GDGTsは、LC/MSにより定量・同定を行う。さ

らに分子レベル14C測定に先立ち、炭素安定・

放射性炭素同位体分析を行う。 

１）深層水中微生物バイオマスの大量 

（A）試料採取 

 外洋における大量海水ろ過を行う前の準

備期間の一環として、国内の深層水くみ上げ

施設並びに現場大量濾過装置を利用して海

水を大量ろ過による微生物バイオマスの採

取実験を行う。深層水くみ上げは、静岡県清

水市の静岡県駿河湾深層取水施設（採水深度

397ｍ、687ｍ）で行った。 

 分析に必要な海水ろ過量は、10万リットル

と見積もっている。大量ろ過装置は、以下の

システムから構成される（図１参照）。 
(D) 微生物膜脂質分子の極微量AMS14C分析  

１）エーテル脂質(GDGTs)の前処理 この大量ろ過装置は、電磁弁8個、電磁流量

計4個、各種ろ過フィルターステンレス製ハ

ウジング（各サイズメンブランフィルターハ

ウジング：100 µm用4個、5 µm用8個、0.65 µm
用4個、0.2 µm用4個）、バックフラッシュ機

能付きステンレスフィルター、制御用パソコ

ンから構成され、毎分10 L/min、圧力1.1気

圧の条件で、制御可能に設計されている。 

 GDGTsについては、LC/MSを用いて定量後、

HPLC を用いて順相・逆相カラムを用いて植物

色素などの化合物を取り除き、分離精製と濃

縮を行う。最終的に LC/MS を用いて純度の確

認を行う。 

 

４．研究成果 

 海洋古細菌（マリンクレンアーキオータ）

の代謝に関する情報（従属栄養・化学合計独

立栄養の割合）、炭素循環におけるその役割

（規模）について知見を得るため、海洋深層

水取水施設でのサンプリングの実施し、古細

菌（大きさ平均 0.5-0.2μm）細胞膜由来テト

ラエーテル脂質（GTGTs）の放射性炭素の測

定を行った。14C の結果と併せて、現場培養、

文献値などを総合した海洋古細菌マリンク

レンアーキオータによる海洋における炭素

(B) 分析方法の検討・確立  

１）微生物rRNA・DNAの抽出・精製・濃縮・純

度チェック 

 各種サイズのフィルターから全古細菌群集

ならびに真正細菌群集のRNAならびにDNA抽出

を物理破砕法（Bio 101 for soil）を用いて

行い、化学抽出法で破砕されないタイプの細

菌DNAについて採取する。 

図1．0.2mmサイズ捕集用大量海水ろ過装置 

 



固定量の試算を行った。海洋古細菌の炭素固

定（代謝情報）に関する情報を得るため、 

１）駿河湾深層水取水施設で深層水（水深 397

ｍ）を 0.2μm サイズで約 20 万リットルろ過

するための、大量ろ過装置を製作することが

できた。 

２）最終的に多段式メンブレンフィルター

（10, 5, 1, 0.5, 0.2μm まで）を用いて約

10 万リットルの大量ろ過に成功した。 

３）ろ過フィルター試料について古細菌由来

の有機分子（以下、GDGTs）を抽出するため

の条件検討を行い、抽出条件を確立した。

GDGTs 濃度は、0.02ng/L〜1ng/L と極微量で

あった。 

４）抽出した GDGTs を、HPLC を用いて数段階

の精製条件の検討を行い、順相・逆相カラム

を組みあわせた GDGTs分子の高純度分離精製

条件を検討し、確立に成功した。最終的に炭

素量にして約 5μg 相当の GDGTs 分子の分離

に成功した。 

５）極微量炭素量での放射性炭素濃度測定の

ための同位体希釈法による試料前処理法に

ついて検討を行った。サンプル 5mｇを燃焼し

生成した CO2に対し、14C 既知の CO2を加えた

後、14C 測定を行った。最終的にマスバランス

による補正を行い、サンプルの 14C 値を決定

した。 

６）古細菌の炭素源（代謝情報）を特定した。

GDGTs、DOC、DIC の 14C 測定結果を用いたマス

バランスモデル計算を行った結果、古細菌の

炭素源の約半分が、DIC を用いた化学合成独

立栄養であった。さらに、駿河湾で求められ

た 48-54％のクレンアーキオータが炭素固定

をしているとしているとした場合の計算結

果は、1.29Gt C/yr から 6.29Gt C/yr と試算

される。またこの規模は、海洋一次生産量 50 

Gt C/yr と比較すると約 2.5％から 13％にな

る。これは、海洋全層におけるDIC量38000GtC

と比べてみると、約数万年規模で交換する規

模と計算される。このことは、現在、海洋 DOC

の放射性炭素年代が 6000 年以上と古いこと

を考慮すると海洋 DIC物理的プロセスによる

交換無しに微生物ループを通じた交換だけ

で生じて板場合、少なからず極端な計算結果

を与えていないことを示唆するものであっ

た。 
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