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研究成果の概要（和文）：地球表層の約7割を占める海洋堆積物環境に生息する膨大な微生物群の地理的空間分
布を明らかにするため、過去10年間の科学海洋掘削により採取された凍結コアサンプルを用いて環境ゲノムDNA
を抽出し、16S rRNA遺伝子の定量と塩基配列の網羅的な解読を実施した。その結果、地球全体の海洋堆積物に生
息するアーキア（古細菌）の割合は約37%であり、海水中に生息する微生物群のアーキアの割合とほぼ一致する
ことが明らかとなった。さらに、微生物群集構造や系統分類の解析結果から、海底下生命圏は外洋の好気的微生
物生態系と沿岸部の嫌気的微生物生態系の二つに大別可能であり、深部にまで鉛直的に存続していることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate biogeographical distribution of deep microbial life in the 
global subseafloor sedimentary environment which accounts for ~70% of the Earth's surface, we 
extracted environmental genomic DNA from frozen core samples obtained by multiple scientific ocean 
drilling expeditions in the past decade and performed the comprehensive quantification and sequence 
analysis of 16S rRNA genes. Consequently, the proportion of Archaea in the global subseafloor 
sedimentary biosphere was estimated at ~37%, which is nearly consistent with archaeal abundance in 
the overlying marine environment. In addition, analysis of microbial community structure and 
taxonomic composition demonstrated that the deep subseafloor biosphere can be categorized into two 
types: the aerobic microbial ecosystem in the open ocean and the anaerobic microbial ecosystem in 
the marginal ocean, which populations are persisting vertically into deeper sedimentary habitats.

研究分野：地球微生物学　生物地球化学

キーワード： 海底下生命圏　アーキア　微生物群集構造　デジタルPCR
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１．研究開始当初の背景 
	 地球表層の約 7割を占める海洋地殻の堆積
物は、推定 2.9×1029細胞もの微生物単細胞が
生息する莫大な生命圏である。2002年、南太
平洋赤道域とペルー沖の 7 カ所の地点にて、
史上初の海底下生命圏の解明を科学目標に
掲げた国際深海掘削計画（ODP: Ocean 
Drilling Program）Leg 201が行われ、微生物群
集が海底下数百メートルの深さにまで生息
し、海底堆積物内で起こる様々な元素・物質
循環に生命活動が寄与していることを明ら
かにした（D’Hondt et al., Science, 2004）。さら
に、世界各地の様々な海洋学的・地質学的立
地条件から採取された海底堆積物試料を用
いて、極性脂質および遺伝子の定量・定性に
よってバクテリアとアーキアの量比を評価
した結果、海底堆積物中に高い濃度でアーキ
アが存在することを見出した（Lipp et al., 
Nature, 2008）。また、下北半島八戸沖から採
取された海底下約 200mの 46万年前の地層に
含まれる微生物の代謝活性を、13Cおよび 15N
の安定同位体で標識された栄養基質をトレ
ーサーとして添加し、超高空分解能二次イオ
ン質量分析器によって分析したところ、70%
以上の微生物細胞が基質同化活性を有する
生細胞であり、その一日当りの基質同化速度
は約 1京分の一の炭素量（大腸菌などの地表
微生物の約 10 万分の一以下）であることが
明らかになった（Morono et al., PNAS, 2011）。 
	 2012年には、大陸縁辺の海底下生命圏にお
ける生命圏の限界と規定要因の謎の解明や、
海底下の炭素循環に関わる生命活動および
物理・化学的反応の素過程を明らかにすべく、
地球深部探査船「ちきゅう」を用いた統合国
際深海掘削計画（ IODP: Integrated Ocean 
Drilling Program）Expedition 337「下北八戸沖
石炭層生命圏調査」が実施された。分析の結
果、海底下に埋没した約 2000 万年以上前の
地層に、陸性の微生物生態系に類似する固有
の微生物群集が存在することを発見した。そ
れらの微生物群集は、堆積物 1cm3あたり 100
細胞以下と極めて微量であり、海洋科学掘削
により、世界で初めて海底下深部の生命圏の
限界域に到達したと考えられた（Inagaki et al., 
Science, 2015）。 
	 上記のように、大陸沿岸の海底堆積物に生
息する微生物の実態解明が進む一方で、海洋
の約 50%を占める外洋還流域の海底下環境
は未解明であった。2010 年に行われた IODP 
Expedition 329では、地球上で最も海水中の光
合成基礎生産量が低い、南太平洋還流域の超
低栄養環境における掘削プロジェクトが実
施された。その結果、海水から供給される酸
化物質が、還流域全体にわたって玄武岩基盤
まで到達していると同時に、極めて少量の微
生物細胞が存在することを発見した
（D’Hondt et al., Nature Geoscience, 2015）。 
 
２．研究の目的 
	 本研究によって世界で初めて「海底下生命

圏のセンサス」を実施することを目的とした。
現在、研究代表の所属する海洋研究開発機構
高知コア研究所には、2002年のペルー沖 ODP 
Leg 201 を皮切りに、科学海洋掘削（ODP・
IODP）により世界各地で採取された約 300
以上の凍結コア試料が保管・管理されている。
本研究は、過去 10 年間の科学海洋掘削によ
り蓄積された世界各地の掘削コア試料を用
いて、最適化された最新の環境ゲノムの抽
出・分析手法および統計学的評価法を適用し、
海底下生命圏の量・多様性の空間分布を全球
規模で明らかにすることを目的とした。本研
究により得られたデータを、堆積物の間隙水
化学成分等の地球化学的データや、物理化
学・古環境学・地質学などのデータベースと
比較することで、海底下生命を規定する因子
等について考察することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）分析用コア試料の採取 
	 本研究で用いる試料は、過去約 10 年間の
間にODPや IODP等の科学海洋掘削によって
世界各地の海洋底から採取された 300以上の
堆積物コアである（図１参照）。それらの試
料は、高知コアセンターおよび申請者の研究
室に保管・管理され、各科学掘削プロジェク
トにより地球化学・堆積学・年代・物理特性・
地質特性などが明らかにされたものである。
まず、それらの凍結されたコア試料から、外
来微生物による汚染（コンタミネーション）
のない中心部のみ、本研究の分析用試料とし
て分取する。本試料分取作業は、クリーンブ
ース内のダイアモンドバンドソーを用いて、
無菌的かつ融解をせずに凍結したままの状
態で行った(Masui et al., Scientific Drilling, 
2009)。 
 

 
（２）ゲノムライブラリーの構築 
	 無菌的に分取した堆積物試料から環境ゲ
ノムを抽出する。様々な物理化学的特性を持
つ堆積物試料を比較するためにはサンプル
間のバイアスを極力排除する必要がある。そ
のため、本研究では画一的に DNA を抽出で
き、且つ PCR阻害物質を効率的に除去可能で
あ る PowerMAX Soil DNA Isolation 
Kit(Qiagen)を使用することとした。抽出した
DNA はエタノール沈殿でさらに濃縮し、
-80˚Cに保存した。 



 
（３）digital PCRによる遺伝子定量 
	 得られた DNA 中のバクテリアおよびアー
キア由来の 16S rRNA遺伝子断片をマイクロ
流体デバイスを用いたdigital PCR (Fludigm社
製 BioMark)で定量した。Digital PCRは、PCR
阻害の影響を受けにくいため、異なる化学的
特性を持つ堆積物試料間の比較を正しく行
うことができる（Hoshino & Inagaki, Syst. Appl. 
Microbiol., 2012）。 
 
（４）シーケンシング 
	 16S rRNA遺伝子のV4領域をユニバーサル
プライマー（U515F-U806R）で増幅した。得
られた PCR産物を精製後、8サイクルの index 
PCRを行なった。シーケンスはMiSeq Reagent 
Kit v3(600サイクル)を使用して行なった。 
 
４．研究成果 
（１）海底下堆積物におけるバクテリア/アー
キア比 
	 海底下における 16S rRNA遺伝子コピー数
は CK06-06（下北半島沖）あるいは IODP 
Expedition 347（バルト海）などの、富栄養の
沿岸堆積物においては表層では堆積物１グ
ラム当たり 109コピーに達した。一方で、IODP 
Expedition 329（南太平洋還流）などの貧栄養
の外洋堆積物では、表層付近でも 104-106コピ
ー程度であった（図２）。 
	 沿岸、外洋に関わらず堆積物の深度が増す
に従って 16S rRNA遺伝子コピー数は対数的
に減少し、海底下 100m では表層の 1/100 程
度となった。減少の傾向はこれまでに報告さ
れている細胞数の減少傾向と同様であり、海
底下深部におけるエネルギーフラックスの
減少がバイオマスの減少に繋がっているこ
とが確認された。 
 

 
（２）海底下のバクテリア/アーキア比の分布 
	 それぞれの掘削サイトにおけるバクテリ
ア／アーキア比は大きく異なり、バクテリア
およびアーキアが堆積物環境に対し異なる
応答をしていることが示唆された（図３）。

また、外洋の堆積物と沿岸の堆積物ではバク
テリア／アーキア比は有意に異なり、平均す
ると外洋ではアーキアの 16S rRNA遺伝子コ
ピー数は全体（バクテリア＋アーキア）のお
およそ 5.9%に留まったのに対し、沿岸の堆積
物では 22.6%に及んだ（図３）。16S rRNA遺
伝子の平均コピー数を、バクテリアでは 4.7
コピー/ゲノム、アーキアでは 1.7コピー/ゲノ
ムであると仮定すると（ rrnDB ver 5.2: 
https://rrndb.umms.med.umich.edu）、外洋の全
微生物細胞数の 12.8%、沿岸の 40.0%がアー
キアであると推算された。外洋には全海洋の
堆積物の微生物細胞のおおよそ 10%が存在
している（Kallmeyer et al., 2012）ことを考慮
に入れると、全球の海底下に生息するアーキ
アの割合は 37.3%であると推定でき、全海水
中に生息するアーキアの割合（41.9%）とほ
ぼ同じであることがわかった。これらの結果
は、海洋の表層から海底下深部に至るエコシ
ステムにおいてアーキアはバクテリアと同
等の数存在していることを示している
（Hoshino & Inagaki, submitted）。 
 

 
（３）海底下堆積物における微生物多様性 
	 全堆積物試料からおおよそ 2000 万配列か
らなるシーケンスライブラリを獲得した。得
られた 16S rRNA遺伝子断片の配列を元に微
生物群集構造の類似度を解析した。 
	 その結果、海底下の微生物群集構造は好気
的な堆積物環境と嫌気的な堆積物環境でク
ラスタリングされ、地球上の海底下生命圏は
大きく二つに分けることができることが示
された（図４）。 
 
（４）まとめ 
	 海底下におけるバクテリア／アーキア比
をマイクロ流体デバイスを用いた digital PCR
で正確に定量、比較し全球の海底堆積物に生
息するアーキアの割合がおよそ 37%であり
海洋中と同等であることを見出した。 
	 また、網羅的な微生物群集構造解析から海
底下生命圏は、好気的および嫌気的環境の二
つに大別可能であり、それぞれの生命圏で異
なる微生物群集が深部に至るまで綿々と存
在していることが示唆された。 
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