
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(B)

2013～2011

ピコプランクトンの単離と培養による揮発性有機ヨウ素化合物の新規生成源の探索

Study on new source of volatile organoiodine compounds by isolation and culture of m
arine microorganisms

１０２２８４１３研究者番号：

橋本　伸哉（HASHIMOTO, Shinya）

日本大学・文理学部・教授

研究期間：

２３３１００１０

平成 年 月 日現在２６   ５ ２２

円    14,900,000 、（間接経費） 円     4,470,000

研究成果の概要（和文）：初めに、ピコプランクトンを含む海洋微生物の単離法の最適化を行った。微生物分離装置を
用いて、従来の顕微鏡下での単離法では単離が困難な海洋微生物を海水試料や粗培養試料から単離する手法を確立した
。次に、野外調査で採集した水試料を対象に、揮発性有機化合物の生成種の探索を行い、海洋微生物がクロロメタン、
ブロモメタン及びヨードメタンを生成することを見出した。さらに、温帯域の海洋植物プランクトン、特に緑藻の近縁
種に、ジヨードメタンを多量に生成する種を見いだし、温帯域の海洋に含まれるジヨードメタンの生成起源を初めて明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：The isolation and culture method for marine microorganisms was optimized using a f
low cytometer. Bacteria were investigated for the production of halocarbon from natural waters. Bacteria w
ere isolated and incubated at 25&ordm;C, and the concentrations of methyl halides (methyl chloride, methyl
 bromide, methyl iodide) in the gas phase above cultured samples were determined using dynamic headspace g
as chromatography/mass spectrometry. Bacteria isolated from brackish water were identified by 16 Svedberg 
unit ribosomal-ribonucleic acid (16S rRNA) gene sequence analysis. Five genetically different strains of b
acteria belonging to Erythrobacter or Pseudomonas produced methyl chloride, methyl bromide, and methyl iod
ide for several days in the culture. Maximum production rates for methyl halide were observed in the cultu
re of isolated bacteria (HKF-1) belonging to Erythrobacter. Aquatic bacteria could be a new source of meth
yl halides in marine environments.

研究分野：
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1. 研究開始当初の背景 

（1）海洋から大気へのヨウ素フラックスを考え

る上で、大気中で光化学反応によりヨウ素原子を

放出するヨードメタンとジヨードメタンは重要

な化合物である。ヨウ素原子は反応性が高く、対

流圏のオゾン濃度の決定やエアロゾルの生成に

関与する。これまでに、海洋の大型藻類、植物プ

ランクトン、バクテリアによるヨードメタンの生

成が報告されている。しかし、これら生物の培養

実験によるヨードメタンの生成量の見積もりは、

海洋全体でのヨードメタンの生成量の 3％にも満

たない。また、ジヨードメタンの生成は、一部の

大型藻類や極域の植物プランクトンの培養実験

において、その生成がわずかに示されているが、

海洋全体でのジヨードメタン生成量の 1％にも満

たない。さらに温帯・熱帯域の海洋では高濃度の

ジヨードメタンが観測されているが、温帯・熱帯

域の植物プランクトンやバクテリアでジヨード

メタンを生成する種は、まだ見つかっていない。

熱帯域の洋上では上昇気流による大気の速い鉛

直混合が起こり易く、それにより分解しやすい揮

発性有機ヨウ素化合物も下部成層圏まで運ばれ、

成層圏オゾン（オゾン層）の分解にも関与すると

考えられている。そのため、特に熱帯・亜熱帯域

の海洋中で生成・放出される揮発性有機ヨウ素化

合物の生成源の特定が急がれている。 

（2）これまでに、海洋生態系における揮発性有機

ヨウ素化合物の生成過程を明らかにするべく、沿岸

域（汽水域）において、ヨードメタンやジヨードメ

タンなどの揮発性有機ヨウ素化合物を 3 年間にわ

たって観測し、主に夏期に濃度が増加することを見

出した。この結果を踏まえ、ヨードメタンやジヨー

ドメタンなどの揮発性有機ヨウ素化合の生成をさ

らに詳細に調べるために、高濃度の揮発性有機ヨウ

素化合物が観測された沿岸域の水試料を粗培養（混

合培養）したところジヨードメタンが生成されるこ

とを確認した。そこで、バクテリアや細胞サイズが

10μm程度の植物プランクトンの単離を試みた。そ

の結果、ヨードメタンを生成するバクテリアを単離

することに成功した。しかし、現在のところジヨー

ドメタンを生成する植物プランクトンやバクテリ

アを単離するには至っていない。これらの結果や、

観測点で夏季にピコプランクトンである藍藻類（シ

アノバクテリア）が卓越することから、揮発性有機

ヨウ素化合物の生成源としてピコプランクトンの

ような微小な植物プランクトンが注目される。一方、

三陸沖での外洋での観測では、ジヨードメタンなど

の濃度が、ピコサイズ（2μm 以下）の植物プラン

クトンが多い観測点で高いことを見出した。このこ

とから、ピコサイズの植物プランクトンにも生成能

があることが考えられる。 

 

2. 研究の目的 

地球全体の揮発性有機ヨウ素化合物の生成量と

消失量の見積もりの隔たりが大きいこと（既知の生

成源は約 1-3％）や、濃度分布が時空間的に不均一

であるという多くの海洋データから考えて、揮発性

有機ヨウ素化合物の未知の生成源が存在している

ことが示唆されている。以上のことを踏まえ、本研

究の目的は、海洋から細胞サイズが 2μm以下のピ

コ植物プランクトン及びバクテリアを単離して、そ

の培養を通じて揮発性有機ヨウ素化合物の新規の

生成起源を明らかにすることである。 

 

3. 研究の方法 

（1）フローサイトメーターによる汽水試料から

の植物プランクトンの分取と培養 

初めに、自動細胞解析分離装置（フローサイト

メーター）を用いて植物プランクトンを分取と培

養するための実験条件の最適化を行った。植物プ

ランクトンの分析・分取は、アルゴンレーザー

488nm と半導体赤色レーザー635nm を用い、4個の

蛍光検出 FL1（515-545nm）、FL2（564-604nm）、FL3

（670nm 以上）、及び FL4（653-669nm）にて行っ

た。次に、開発した実験条件を用いて、天然試料

からの植物プランクトンの分取と培養を試みた。



初めに、採取した汽水試料から動物プランクトン

等の5µm以上の生物をメンブレンフィルターによ

るろ過により除いた。このろ過した試料（バクテ

リアや植物プランクトンを含む）を用いて培養実

験を行った。培地は濃度 1/10 の人工海水とダイ

ゴ IMK 培地を使用した。培養試料を数日毎に採取

して、揮発性有機化合物の濃度およびクロロフィ

ル a濃度の測定を行った。揮発性有機化合物の濃

度は、パージ&トラップ-ガスクロマトグラフ質量

分析装置を用いて、クロロフィル a濃度は蛍光光

度計を用いてそれぞれ測定した。ジヨードメタン

等の揮発性有機化合物の生成が確認されたろ過

汽水試料を対象として、本装置により植物プラン

クトンの分取と培養を行った。 

 

（2）ヨードメタンを含むモノハロメタンを生成

する新規バクテリアの探索 

佐鳴湖（汽水域）の湖水試料を採取し、この試

料からバクテリアを単離後、マリンブロス培地に

て 25°Cで培養した。単離培養したバクテリアに

よるヨードメタンを含むモノハロメタンの生成

を調べるため、ダイナミックヘッドスペース-ガ

スクロマトグラフ質量分析装置を用いて培養液

中のモノハロメタンの濃度を測定した。モノハロ

メタンの生成が確認されたバクテリアの 16S 

rRNA 遺伝子系統解析を行い、既知の菌種との相同

性を調べた。バクテリアによるモノハロメタン生

成の経時変化を調べるために、10 日間培養を行い

モノハロメタンの濃度測定を行った。また、測定

時のバクテリアの生物量（菌体密度）の指標とし

て、波長 600 nm における吸光度（OD600）の測定

も同時に行った。モノハロメタン生成が顕著であ

ったバクテリアは、コロニー計数法を用い、およ

その生物量を算出した。 

 

（3）ジヨードメタンを生成する、温帯域の海洋植物

プランクトンの探索 

実験には、種々の株保存機関から購入した植物

プランクトンを用いた。培養は、一般的に海洋植物

プランクトンの培養に使用される培地で行った。オ

ートクレーブ滅菌（121℃、20 分）した培地に、プラ

ンクトンをクリーンベンチ内で接種し、温度 24℃、

照度 80～90µmol m-2 s-1、明暗周期 12：12 時間で培

養した。数日おきに培養液中の揮発性有機化合物の

濃度とクロロフィル濃度を測定した。揮発性有機化

合物の濃度の測定は、パージ＆トラップ-ガスクロマ

トグラフ質量分析装置で行った。 

 

4. 研究成果 

（1）フローサイトメーターによる汽水試料から

の植物プランクトンの分取と培養  

フローサイトメーターを使用して植物プランクト

ンを分取して培養するための、種々の分取の条件を

最適化した。次に、フローサイトメーターにより汽

水試料に含まれる生物群の測定・解析を行った結果

から、植物プランクトンの混合状態のろ過汽水試料

をSに、Sからクロロフィルを含む試料（波長約700nm

のもの）を分取した試料をAに、フィコシアニンを含

む試料（波長約650nm）を分取した試料をBとする。

試料Sでは、培養20日前後でジメチルスルフィドの生

成が、また培養50日前後でヨードメタンの生成、培

養70日以降ジブロモメタンの生成が確認された。こ

の混合した生物群における揮発性有機化合物の生成

を指標として、フローサイトを使用して植物プラン

クトンを個別に分取し、培養することに成功した。

本実験で確立したフローサイトメーターによるプラ

ンクトン分取培養法は、揮発性有機化合物を生成す

る微生物種の単離・培養に有効であることが明らか

となった。 

 

（2）ヨードメタンを含むモノハロメタンを生成す

る新規バクテリアの探索 

佐鳴湖湖水から単離したバクテリアの88株中9株

から、モノハロメタン（CH3Cl、CH3Br、CH3I）生成が

確認された。16S rRNA 遺伝子系統解析の結果から、

単離した 9つのバクテリアはいずれもグラム陰性菌



であり、遺伝子的に異なる 5つ菌株（HKF-1~HKF-5）

に分けられることが明らかとなった。HKF-1 は、

Erythrobacter 属（proteobacteria 門）に属してい

た。HKF-2~HKF-5 は Pseudomonas 属（proteobacteria

門）に属していた。バクテリア培養試料中のモノハ

ロメタン濃度の時間変化を図 1に示す。図 1と同様

に、HKF-1~HKF-5 のすべてのバクテリアで、培養試料

中のモノハロメタン濃度が時間と共に増加した。特

に生成が顕著であった HKF-1 の最高濃度は、CH3Cl

（130 nmol/L）、CH3Br（8100 pmol/L）、CH3I（6310 

pmol/L）であった。これまでに、バクテリアによる

モノハロメタンの生成に関しては、CH3I が報告

（Amachi ら 2001 年）されていた。しかし、CH3Cl

及び CH3Br をバクテリアが直接生成する報告例はな

かった。また、株保存機関より入手した

Erythrobacter属2株とPseudomonas属2株も同様に

CH3Cl、CH3BrおよびCH3Iを生成することを確認した。

以上のことから、海洋に広く分布する

proteobacteria 門にモノハロメタン生成能を有する

ものが存在することが推察できた。また、モノハロ

メタンの生成が顕著であった HKF-1 の試料中の生物

量を、海水中のバクテリアの生物量と比較し、海洋

中の全バクテリアが HKF-1 と同様にモノハロメタン

を生成すると仮定すると、バクテリアによるモノハ

ロメタンの生成量は、CH3Cl（約 130 pmol/L）、CH3Br

（約 8.1 pmol/L）、CH3I（約 6.3 pmol/L）と計算され

た。海洋では、CH3Cl（～150 pmol/L）、CH3Br（～20 

pmol/L）、CH3I（～5 pmol/L）の濃度が観測されてい

る。モノハロメタンの地球規模での収支のモデルか

ら、未知の生成源があることが示唆されていること

と併せると、海洋バクテリアがモノハロメタンの未

知の生成源の１つとして地球規模でのハロゲンの循

環に関与していることが示唆された。 
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図1 HKF-1における培養容器内のヨードメタン濃度

の時間変化 

 

（3）ジヨードメタンを生成する、温帯域の海洋植物

プランクトンの探索 

実験の結果から、緑藻に近縁の温帯域の海洋植物

プランクトン種が、ジヨードメタンを生成すること

が明らかとなった。クロロフィル濃度が増加した時

期にジヨードメタンの生成がみられたことから、植

物プランクトンの成長とジヨードメタンの生成との

間に関連があるのではないかと考えられた。現在、

海洋でのジヨードメタンに関しては、極域での一部

の植物プランクトンや温帯・熱帯域の大型藻類（生

息は沿岸域に限られる）以外、温帯から熱帯域にか

けての広範囲の外洋での生成源・生成機構が全く分

かっていない（Carpenter, 2003）。過去の文献で、

西部北太平洋の海域で海水中のクロロフィル b の濃

度とジヨードメタンの濃度との間に、正の相関があ

ると報告されており（Kurihara et al., 2010）、本

実験で見いだした植物プランクトンは緑藻起源の葉

緑体であるクロロフィル a と b を含むことから、こ

の海洋での調査は、本培養実験の結果を支持するも

のである。 

本研究の結果から、ジヨードメタンが最大濃度の

試料で、Chl. a 1µg当たりのジヨードメタン濃度を

算出すると約 6～15pmol となる。外洋では、Chl. a

濃度は最大で 1µg /L程度であり、ジヨードメタンの

最大濃度は、20～30pmol/L 程度である。本実験の結

果は、海洋でのジヨードメタンの最大濃度の約 1/2



から 1/3 程度を説明することが可能であり、温帯域

の外洋でのジヨードメタンの主要な生成源が初めて

見出された。 
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