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研究成果の概要（和文）：静的な超深海底泥中の微生物生態系を明らかにする目的で、底泥から

直接全 RNA を抽出し、cDNA ライブラリーの作製と DNAライブラリーとの比較を試みた。世界最

深部マリアナ海溝底泥は、大深度小型無人探査機「ABISMO」での採泥に成功したが、含まれる

微生物は予想以上に微量だった。そこで、まずは伊豆-小笠原海溝超深海底泥で予備実験を行い、

巨大生物を含む底泥は、周囲の底泥よりクロロフレクサスの割合が有意に少ないことが示唆さ

れた。地質学的に静的な環境でも大型生物との共存により、活動状態にあるバクテリアの分布

が不均一になることが示唆された。        

            
研究成果の概要（英文）：To clarify bacterial diversity in the geological static deep-sea 
sediment, I tried to extract RNA to make cDNA libraries. The Automatic Bottom Inspection 
and Sampling Mobile “ABISMO” succeeded sampling at the deepest Mariana Trench, however, 
the included microbe was lower amount than previous report. Then, preliminary experiment 
was performed using the sediment in the static Izu-Ogasawara Trench. The population of 
Chloroflexi surrounding giant protist was significantly lower than the plain sediment, 
suggesting that bacteria in the activity state were distributed heterogeneously in the 
geologically static environment by coexistence with the large-sized creature. 
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１．研究開始当初の背景 
 地球表面の70%を占める海洋の95％以上は
深海である。暗黒の深海では、熱水噴出孔等

の局所的な動的環境を除き、大部分は貧栄養、
低温（0.5～４℃）の静的環境である。生命
活動には不利に思える静的環境だが、深海底
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下800mまでの地殻内には106細胞/cm3を超え
る微生物群が棲息しており(1)、その総量は地
球の生物量の半分に匹敵すると推定されて
いる。つまり、深海の静的環境に棲む微生物
の理解は、地球規模のバイオマスの解明に必
要不可欠である。 
 世界最深部のマリアナ海溝（深度 10897m）
は、極端な貧栄養、水温４℃、海流がほとん
どない静的環境である。このマリアナ海溝底
泥からは、DAPI 染色で底泥 1g当たり107個の
微生物細胞が検出されており、単離培養され
た菌の中には好アルカリ性菌や好熱菌など、
マリアナ海溝環境とはかけ離れた至適生育
条件を持つ種も含まれていた(2)。しかし、こ
うした微生物群が実環境でどのような生態
系を築いているのか、活動中か休眠中か、ど
のような代謝や遺伝子発現を行なっている
のかは全くわかっていない。そこで申請者は、
上記を明らかにする目的で RNA に着目した。
RNA の利点は、① rRNA の発現でその種の活
動状態が分かる。② mRNA は合成/分解の回転
が早く、遺伝子発現変動を速やかに反映する。
また、恒常的な発現はその環境での生命維持
の鍵遺伝子を示す。② タンパク発現量が少
ない情報伝達系や代謝系の上流因子、転写調
節因子などでも、逆転写産物の PCR 増幅で解
析可能。③ 配列情報であり、同時に解析予
定のメタゲノム情報と比較できる、などであ
る。当研究グループは平成 20 年 6 月にも新
たに採泥されるマリアナ海溝底泥 1.8 kg を
入手予定であった。そこで、これに対して先
述の RNA 抽出法を応用すれば cDNA ライブラ
リーの作製•解析に充分な RNA 量が得られる
と考え、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 静的な超深海環境に棲息する微生物の生
態系や、その場における代謝系、遺伝子発現
レベルでの極限環境適応機構の一端を明ら
かにすることを目的とする。 
 なお、環境試料からのバクテリア mRNA の
選択的抽出は、生態系が比較的単純な場合を
除き、前例がなかった。そこで、底泥からの
バクテリアmRNA抽出法の確立も目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、超深海環境の微生物生態系に
おいて、 
(1) 構成する微生物コミュニティーの理解
を、16S rRNA 解析を元に行なう。 
(2) 遺伝子発現パターンの理解を、mRNA 解析
を元に行なう。 
 世界最深部マリアナ海溝底泥は、当研究グ
ループ等による採泥（大深度小型無人探査機
「ABISMO」を利用）に成功した(北緯 11度 22
分; 東経 142 度 43 分; 深度 10350 m; 2008
年)。 しかし、底泥 1g から全 RNA は検出限

界以下、DNA は僅か数ng（微生物細胞約 10６

個相当と推定）しか抽出されず、微生物が微
量（予想量の 10分の 1以下）であることが
示唆された。そこで、まずは 1g当たり約 150
～300 ng の DNA が抽出できる伊豆-小笠原海
溝 静的超深海底泥(北緯 32度 47 分, 東経
141 度 52 分; 深度 7111 m; 2007 年、無人探
査機「かいこう 7000II」により採泥) を用い
て予備実験を行った。 
 まず、-80℃ 凍結 MBARI コアの上層（5cm）
を分取し、RNA PowerSoil Total RNA 
isolation Kit と PowerSoil DNA Elution 
Accessory Kit (MO Bio, Carlsbad, CA USA)
を用いて全RNAとDNAを同時抽出した。全RNA
は SuperScript III (Invitrogen)による逆転
写後、バクテリア共通rRNAプライマー （27F, 
1492R）を用いて PCR増幅とクローニングを
行った。シーケンスを決定し、Greengenes に
よるアライメントの後、リボソーム用の系統
解析ソフトウェア「ARB」で種を同定•分類し
た。 
 一方、mRNA の抽出法の検討では、
MICROBExpress Bacterial mRNA Enrichment 
Kit (Ambion) の利用、アガロースゲルから
の切り出しと mRNA 回収（変性、非変性ゲル
を用いたフェノール•フリーズ法、フェノー
ル熱融解法、カラム精製法）、アクリルアミ
ドゲルからの切り出しと mRNA 回収、全 RNA
由来 cDNA 産物の GenomiPhi V2 DNA 
Amplification Kit (GE Healthcare)による
増幅(3)を試みた。 
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４．研究成果 
 伊豆-小笠原海溝底泥の DNA 由来 rRNA ライ
ブラリーから、16S rRNA配列を117 クローン、
cDNA 由来 rRNA ライブラリーから、219 クロ
ーンをシーケンス解析した。その結果、いず
れもアルファ、ガンマ、デルタ-プロテオバ
クテリアが過半数を占め、10 % 前後のアシ
ドバクテリア、Gemmimonas、バクテロイデス、
クロロフレクサス、アクチノバクテリア等が
検出された（表１、図１）。 
 それぞれの分類群の占める割合は、DNA 由
来、cDNA 由来で差は見られなかった（カイ二
乗検定またはフィッシャーの正確確率検定、 



 

 

p > 0.05）。これは、地質学的に安定な（変
化の乏しい）静的環境では、棲息する生物の
環境適応と淘汰が進んでおり、現在その環境
に存在する種は適応し活動状態にあるもの
が多いことを示唆している。 
 
  表 1 各分類群に含まれるクローン数 

     

    図１ 各分類群の占める割合 
      
 さらに、この海域には体長９cmを超える巨
大原生生物（底生有孔虫、ゼノフィオフォア。
図２）が多数棲息していた。ゼノフィオフォ
アは分泌物と周囲の底泥からなる「殻」をま
とう性質を持つ。そのため、殻の中の栄養組
成の違いから、ゼノフィオフォア周辺のバク
テリア生態系が局所的に変化している可能
性を考えた。そこで、ゼノフィオフォアを含
む底泥について、同様に cDNA 由来 rRNA ライ
ブラリーを作製し、バクテリア組成を比較し
た。シーケンスを解析した。その結果、ゼノ
フィオフォアを含む底泥（表１、図１中「Xeno 
+」と標記）は、含まない付近の底泥（表１、
図１中「Sediment」と標記）と比べ、cDNA 由
来のクロロフレクサスの割合が 2.7 倍低く、

有意差が検出された（ゼノフィオフォア含；
1.8％、含まない底泥； 5.8％。フィッシャ
ーの正確確率検定、 p < 0.05）。他の分類群
における差は検出されなかった。よって、地
質学的に静的な環境でも、大型の生物との共
存により、局所的に一部の活動状態にあるバ
クテリアの割合が変化し、不均等に分布して
いると示唆された。 
   
 
 
 
 
 
 
  
   
     
   図２ 採集したゼノフィオフォア 
 
 一方、mRNA ライブラリーの作製では、バク
テリアの rRNA 保存領域や上記ライブラリー
で得られた配列情報を利用したオリゴビー
ズによる rRNA 除去法、アガロースゲルやア
クリルアミドゲルからのmRNAの物理的回収、
全 RNA 由来 cDNA を Genomiphi 法で DNA 増幅
し、mRNA 由来 cDNA の割合を増やす方法等を
試した。しかし、rRNA を完全に除去すること
はできず、mRNA 配列は得られなかった。現段
階では、微生物多様性が高い環境では、まず
rRNA ライブラリーを作製し、同定された菌の
近縁種の性質から、代謝系に関わる遺伝子群
を推測し、RT-PCR 等で発現量を解析する手法
が有効だと考えられる。 
  今後は、本研究から派生的に得られたゼノ
フィオフォアの存在でクロロフレクサスの
活動が抑制されるメカニズムにも着目し、静
的環境での栄養収支、他生物との共生による
環境適応機構の一端を明らかにしていきた
い。 
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