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研究成果の概要（和文）： 
南極アイスコア中に含まれる微生物は、氷期間氷期サイクルなどの過去の気候変動と連動
して変化している可能性があるため、計２４４サンプルを解析した。球状のバクテリアの濃
度は南極外から飛来してきた鉱物粒子量が非常に多い層と一致する事から、鉱物粒子と共
に飛来してきたバクテリアである可能性が考えられる。また、糸状菌様の粒子は特に鉱物
粒子が多い層では無いため、風送微粒子と共に飛来してきた可能性は低いと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In Dome Fuji ice core, filamentous bacteria-like particle, had not been observed in the 
surface, were found in some layers. As concentration of coccoid bacteria is high in the end of 
glacial age when dust particle concentration is high, these match suggest coccoid bacteria 
are transported by wind with other particles like dust. This result indicate similar 
tendency as previous study in Vostok, and support them. Otherwise, concentration of 
filamentous bacteria-like particle is high in mid-last glacial age and early-Holocene, and 
these have no relationship with dust particle. 
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１．研究開始当初の背景 
氷河や氷床などの雪氷圏は、無生物的な環境
と見なされてきた為、これまで生態学的研究
はほとんど行われてこなかった。しかし、こ
のような寒冷な環境にも、昆虫、甲殻類、環
形動物、藻類，バクテリアなど多様な生物に
よって構成される特殊な生態系が存在する
事が明らかになってきた。また、氷河上に生

息する微生物は生態学的に重要なだけでは
なく、アイスコア解析による古環境復元の新
たな環境指標になりうることが明らかとな
ってきた。アイスコア解析への予備的解析と
して、南極氷床各地で採取された現在の表層
積雪試料中の球型バクテリアの密度を計測
したところ、1ml あたり 1-7×102（細胞数
/ml）と湖沼や土壌のような環境と比較して、
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密度が低い事が明らかとなった。しかし一方
で、ドームふじアイスコア中の球形バクテリ
ア細胞密度は現在の積雪表面に比べて多い
事が示された。また、表層積雪試料では全く
観察されなかった糸状バクテリア様粒子が
非常に多く含まれていることがわかった。以
上の結果から、南極ドームふじアイスコア中
には現在の表面積雪に比べ生物量が多い事
が示された。 
 
2．研究の目的 
ドームふじアイスコア中に含まれる微粒子
の供給源は南極大陸以外の陸域から発生し、
対流圏あるいは成層圏の大気循環により長
距離輸送されてくる事が知られている。この
ため、予備研究で観察された微生物の多くは、
南極大陸外の陸域から風により飛来してき
たものと考えられる。各時代において微生物
量が大きく増減する事、特に放線菌の生物量
などは氷期と間氷期で大きな差があった事
から、環境条件によって微生物が飛来してく
るプロセス（発生源の環境や風の強さなど）
が変化していたと推測される。このことから
逆に、微生物の量や種類を特定する事が可能
であれば、微生物が棲息していた当時の古環
境の情報を得ることが可能である。そのため
には、まず基本研究としてこれらの微生物の
生態的情報を知る必要性がある。そこで本研
究では、ドームふじアイスコアの最終氷期初
期から現在までのサンプルを用いて、氷期-
間氷期サイクルにおける微生物量と種類の
変動、さらにはアイスコア中の微生物と環境
変動との関連を明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
（１）サンプル処理	 
アイスコアサンプル中に含まれる微生物量
は通常の環境に比べて極めて少ない。このた
め、アイスコアの処理は外部からのコンタミ
ネーションが無いように注意を払う必要が
ある。このため本研究に用いる試料の作成は
すべてクラス 1000 のクリーンルーム内のク
リーンベンチ（クラス 100）で行う。	 
（２）微生物量の変動	 
融解させた氷試料を微生物観察用フィルタ
ー（Whatman:	 Anodisc等）に濾過し、DNA を
染色する蛍光色素（Molecular	 Probes：SYBR	 
Gold）で染色する。染色後、蛍光顕微鏡によ
る直接観察により球状バクテリア、放線菌の
細胞数を計測し、1ml 辺りの細胞密度を推定
した。	 
（３）微生物検出感度の向上	 
共焦点レーザー顕微鏡、蛍光顕微鏡を用いて
計１６種類の蛍光試薬の微生物への染色特
性、非生物粒子への非特異的な結合などを考
慮し、アイスコア解析に適した蛍光色素の選
出をおこなった。	 

	 
４．研究成果	 
（１）計２４４個のアイスコア試料を微生物
観察用フィルター（Whatman:	 Anodisc等）に
濾過し、DNA を染色する蛍光色素（Molecular	 
Probes：SYBR	 Gold）で染色した。染色後、
蛍光顕微鏡による直接観察により球状バク
テリア、放線菌の細胞数を計測し、1ml 辺り
の細胞密度を推定した。この結果、球状のバ
クテリアの濃度が深度 580m、2009m、2349m
でそれぞれ約 18000、5800、9000cells/mL と
他の部分に比べ非常に多かった。これらの深
度は南極外から飛来してきた鉱物粒子量が
非常に多い層と一致する事から、鉱物粒子と
共に飛来してきたバクテリアである可能性
が考えられる。また、糸状の放線菌様のバク
テリアは深度 115-491m、736-810m にかけて
多く、特に 230m、764m においては、体積バ
イオマスが 104000、79000μm3/mL と非常に
高かった。これらの深度は特に鉱物粒子が多
いそうでは無いため、風送微粒子と共に飛来
してきた可能性は低いと考えられ、また好冷
性微生物が現地で増殖していた可能性も、ド
ームふじ基地が非常に寒冷な環境である事
から、非常に低いと考えられる。	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
	 
（２）	 
しかしながら、鉱物粒子などを含む粒子を多
く含むアイスコアでは従来法では、バクテリ
ア以外の粒子をご認識してしまう可能性が
高く、検出感度を向上させる為には染色法の
改良が必要であった。そこで共焦点レーザー
顕微鏡を用いた蛍光色素の波長特性を検出
する方法（スペクトル法）を検証し、画像
解析ソフトと組み合わせた細胞の自動定量
法の開発のため、培養細胞、雪氷試料など
を利用して予備実験を実施した。その結果、
SYBR GreenI および FM4-64 をの２種類
を用いてバクテリアの核酸と細胞膜の多重
染色、スペクトルの分離が可能である事が
わかった。この手法を利用しこれまで分析



したサンプルの一部で再分析を行ったとこ
ろ、約 10 分の 1 程度の濃度のバクテリア
が観察され、これまでの単一の蛍光色素を
用いた研究手法では、細胞濃度を過大評価
していた可能性が考えられる。 
さらに核酸、タンパク質、細胞膜などに特異
的に結合する計１６種類の蛍光試薬の微生
物への染色特性、非生物粒子への非特異的な
結合などを考慮し、蛍光顕微鏡および共焦点
レーザー顕微鏡を用いた検出感度の向上を
試みた。この結果、核酸染色試薬においては
YOYO-1(Molecular	 Probes,	 Invitrogen 社)
が蛍光観察、レーザー観察において最も明る
く、かつ退色が少ない事が明らかとなり、ア
イスコア試料を対象とした微生物カウント
において適している事が明らかとなった。ま
た核酸と膜の多重染色をした培養株では、両
者が明瞭に染め分けられているバクテリア
は、核酸のみ染色した微生物と比べてカウン
ト数が非常に少ない事から、検出感度を向上
させる結果とはならなかった。このことから
鉱物粒子などを多量に含むアイスコア試料
においては感度の高い核酸染色試薬のみの
単一染色で観察する事が、最も検出感度の高
い観察方法である事が示された。	 
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