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研究成果の概要（和文）：西部北太平洋海域は，世界でも有数の漁場であり，活発な生物ポンプ作用による二酸化炭素
吸収海域でもある．本研究は，西部北太平洋の亜寒帯及び亜熱帯海域に設置された時系列観測点において，微生物群集
構造および代謝機能の網羅的解析を行うことにより，亜寒帯及び亜熱帯外洋域における微生物機能の時系列変動を比較
解析した初めての例として，貴重なデータと成果を得ることができた．さらに，次世代型のメタゲノム解析・評価シス
テムMetabolic And Physiological potentiaL Evaluator (MAPLE)の開発に貢献し，新しい生態系解析ツールとしての
有用性を示した．

研究成果の概要（英文）：The western North Pacific is one of the most productive area in the ocean and 
thus important for carbon sequestration by strong activity of the Biological Carbon Pump. Here, we report 
temporal variability of structures and metabolic potentials of surface seawater microbial communities 
collected from two contrasting time-series stations, K2 and S1, in the subarctic and subtropical gyres, 
respectively. This is the first report of metagenomic comparison of temporal dynamics in open ocean 
microbial communities of subtropical and subarctic areas, which has provided invaluable data and fruitful 
outcomes. We have also contributed to develop a next generation bioinformatics tool of metagenomics, 
so-called Metabolic And Physiological potentiaL Evaluator (MAPLE), and presented usefulness of this 
system as a novel tool in analyzing ecosystem dynamics.

研究分野： 微生物海洋学

キーワード： 微生物　メタゲノム　西部北太平洋
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１．	研究開始当初の背景 
 

海水中には，マイクロサイズのゲル状粒子か

ら巨視的サイズのマリンスノーまで，大小様々な

有機物粒子が浮遊し，微生物の増殖に適した

生息場所となっている．これらの有機物粒子に

ついて，微生物群集構造や活性，相互作用を

明らかにすることが，生態系における物質循環

変動機構の理解につながると期待されている．

例えば，珪藻類に付着する細菌は，藻類によっ

て分泌される粘液物質を分解することによって，

ブルームに伴う凝集，沈降を抑制し，有光層へ

の滞留時間を延長させるため，ブルームの消長

を制御する一因となる．こうした作用は，微生物

群集組成や各種の活性によって大きく変動する

はずだが，従来の海洋観測では，海洋微生物

群集はそれ自体が一つの機能集団（ブラックボ

ックス）として捉えられ，全体の生物量や活性が

測定されるに止まってきた．一方，近年新しい方

法論（分子微生物生態学，微生物群集ゲノミク

ス通称“メタゲノミクス”）によって，その中身（種

組成や各種の生物量と機能）がダイナミックに変

動する様子を捉えることが可能となってきた．従

来のようにブラックボックスへの物質の出入りを

記述するだけでなく，その中身を解析することに

よって物質の出入りをコントロールするしくみを

知ることができる． 
代表者の研究グループは，ヌクレオシドトレー

サー法＊という独自開発の手法を用いて，有機

物分解に関わる微生物鍵種の特定を進めてき

た．西部北太平洋トランセクト観測では，南北方

向の水塊の違いにより表層微生物群集の組成

及び活発に増殖する鍵種が変化することを明ら

かにした．また，国際海洋微生物センサスの一

環として行った南太平洋トランセクト観測におい

ては，次世代シーケンス技術を用いた大量遺伝

子解析により，海洋表層における微生物群集の

半分以上が出現頻度 0.01%以下の稀少種によ

って構成され，その群集構造が南北方向に大き

く変化することを明らかにした．一連の研究によ

って，大洋スケールでの微生物群集のダイナミッ

クな変動の様子が明らかになってきたが，一方

でこれらの観測は表層でのスナップショット的な

記述に止まっているため，中深層の微生物群集

の季節的・経年的なダイナミクスを解析するには

至っていない．米国における，HOT や BATS と

いった長期時系列観測においても，中深層微生

物システムの季節的・経年的な動態解析は十分

になされていないのが現状である．また，これま

での研究によって様々な環境における主要微生

物種が明らかとなり，環境要因と多様性との関係

も少しずつ解析されつつある一方で，環境要因

に応答するための具体的な機能にまで踏み込

んだ解析はほとんど行われていない． 
 
【＊ヌクレオシドトレーサー法：DNA 合成の前駆

物質チミジンの同族体である BrdU を海水中に

添加すると，細菌の増殖に伴って，DNA に同化

される．BrdU 標識された DNA を免疫学的に分

取し，16SrRNA 遺伝子の塩基配列を解析すると，

活発に増殖している細菌種を特定できる．】 
 
２．	 研究の目的 
 

本研究では，季節風による大気や海洋の物

理場の季節的・経年的な変動が顕著にみられる

アジアモンスーン海域（亜寒帯及び亜熱帯の時

系列観測点）において，最新の分子生態学及び

メタゲノミクスの手法を駆使して，微生物群集構

造の季節的な変動を明らかにすると共に，これ

ら微生物群集が持つ代謝機能の多様性や特徴

を明らかにすることを目的とした．  
 
３．	 研究の方法 

サンプリング 

本研究で使用する試料は，JAMSTEC 物質循環

研究グループとの共同研究として実施してきた

「みらい」複数航海による時系列定点観測「気候

変動に対する生態系変動を介した物質循環の

変動とフォードバック」によって得られたものであ

る（下表）．亜寒帯 K2（北緯 47 度‐東経 160 度）

と亜熱帯 S1（北緯 30 度‐東経 145 度）に観測

点が設定されている（下観測点図）．それぞれの

点に，大型セジメントトラップ 4 基を搭載した

BGC 係留系（沈降フラックス計測用）と，自動昇

降式の高速フラッシュ励起蛍光光度計（光合成

活性計測用）を搭載した POPPS 係留系が設置さ

れている．これらの観測点をくり返し訪れ，係留

系の設置回収を行うと共に，CTD 観測，採水，

プランクトンネット採集，光計測，基礎生産測定

などを実施し，物理，化学，生物パラメータを取



 

 

得する総合的な観測を行った． 
 表層から海底直上まで11層（0, 10, 50, 100, 

150, 200, 300, 500, 1000, 2000, 5000m）からサン

プル水（各層約4L, 5000mのみ10L）を採水．通

常の海洋細菌，古細菌の細胞サイズは0.2～１

µm程度であるため，孔径3.0µm のものを用いて

有機物粒子に付着したもの（付着生活性）を集め，

さらにこのフィルターを通過した画分を0.2µmの

フィルターでトラップし単独で浮遊している（自由

生活性）細胞を集めた．フィルターは，-80℃で保

存，研究室にてDNA抽出，遺伝子解析に供し

た． 

16SrRNA遺伝子による群集構造解析 

 微生物細胞が捕集されたフィルターから抽出

した全ゲノム DNA を鋳型として細菌 16S rRNA
遺伝子の可変領域 V1-V3 領域（約 400 塩基対）

の PCR 増幅を行った後、変性剤濃度勾配ゲル

電気泳動（DGGE）による DNA フィンガープリン

ト法を用いて細菌群集構造を解析した。また、

PCR–クローニング法により、16S rRNA 遺伝子の

全長（約 1500 塩基対）に基づく海洋細菌群集の

分子系統解析も行った。PCR-DGGE 及びクロー

ニング法では，2011 年冬期（MR11-02 航海）と

夏期（MR11-05 航海）における細菌群集構造を

比較した． 
 次に，2010〜2011 年 4 回の「みらい」航海 

MR10-01 （ 19 January–24 February 2010 ） , 
MR10-06 （ 18 October–16 November 2010 ） , 
MR11-03（14 April–5 May 2011）, MR11-05（27 

June–4 August 2011）において，観測点 S1、K2
の水深 0, 300, 1000, 2000, 5000 m から 80 ライブ

ラリーを作成し，454 パイロシーケンサーGS FLX 
Titanium（Roche Applied Science）により細菌お

よび古細菌の 16SrRNA 遺伝子可変領域 V1-V3
領域（約 400 塩基対）をターゲットとしたディープ

シーケンシングを行った。 
 
メタゲノム KEGG 代謝・複合モジュール解析 
 
 上記 2010〜2011 年 4 回の「みらい」航海にて

採取した表層海水の DNA 抽出液について，8 ラ

イブラリーを作成し，GS FLX Titanium（Roche 
Applied Science）により塩基配列を決定した．全

８試料（4 航海 x2 観測点）で約 480 万リードの配

列情報を得て遺伝子予測と KEGG オーソログ

解析を行った．さらに，KEGG モジュール解析シ

ステム Metabolic And Physiological potentiaL 
Evaluator (MAPLE)を用いて，KEGG モジュー

ルで定義された各種の遺伝子セットの充足率と

由来微生物種を調べた． 
 
【＊KEGG 代謝・複合モジュール：ある代謝を行

うために必要な遺伝子群やタンパク質複合体を

構成する遺伝子群のセットで，遺伝子，タンパク

質，分子間ネットワークに関する情報を統合した

データベース Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes（KEGG）によって提供されている．】 
 
４．	 研究成果 
 
16SrRNA 遺伝子による群集構造解析 
 
 西部北太平洋亜寒帯域（K2）と亜熱帯域（S1）

の水深 0, 50, 300, 1000 m における細菌群集構

造を解析した結果、K2 と S1 の細菌群集構造が

全く異なること、細菌の多様性は冬期・夏期のい

ずれにおいても K2 の方が高いことが示された。

また、細菌多様性の鉛直分布パターンが南北で

異なっており、K2 では水深 50, 300 m で細菌多

様性が特に高くなる一方で、S1 では水深に伴っ

て多様性が減少する傾向が見られた．冬期と夏

期における細菌群集構造を比較したところ、K2
と S1 の全水深において細菌群集構造の変化が

確認された。これらの結果により、環境の季節的

な変化が乏しいと思われる外洋域中深層におい

 

 



 

 

て、細菌群集構造が季節的に変化する事が明

らかとなった。 
 細菌 16SrRNA 遺伝子ディープシーケンシング

では，合計 961419 リードの配列が得られた。得

られた配列を DNA データベースに登録されて

いる塩基配列と比較したところ 27 門（Phylum）に

分類された。自由生活画分では、S1 と K2 の両

観測点の全水深からアルファプロテオバクテリア

綱に属する SAR11 と呼ばれるグループに近縁

な配列が検出され、特に表層海水中では全配

列の 15-40%が SAR11 によって占められていた。

しかし、水深が深くなるに従い、デルタプロテオ

バクテリア綱とデフェリバクテラーレス門に属する

配列の存在割合が次第に多くなる傾向が見られ

た。一方、付着画分性の細菌群集構造は、自由

生活性細菌群集以上に水深に伴う違いが大きく、

海洋表層ではバクテロイデテス門、ガンマプロテ

オバクテリア綱の存在割合が多いのに対して、

中層から深層ではデルタプロテオバクテリア綱、

プランクトミケーテス門に属する系統群によって

占められた。また、細菌群集構造の類似度をク

ラスター解析によって調べたところ、細菌群集構

造は表層だけでなく深海においても季節的な変

化を示すことが明らかとなった。とりわけ、沈降粒

子に付着している深海細菌群集の変動が顕著

に見られた。このような深海の細菌群集の動態

は、沈降粒子の量や質の変動と連動していると

考えられる。 

 古細菌16SrRNA遺伝子ディープシーケンシン

グでは，合計285103リードの配列が得られた。こ

れらのリードを，97%相同性でクラスタリングした

結果，593種の便宜的分類単位（OTU）が得られ

た．得られたOTUの配列をDNAデータベースに

登録されている塩基配列と比較したところ，

83.7%がタウムアーキオータ門のMGI-α,もしくは

MGI-γ タイプに，15.6%がユーリアーキオータ門

のMGII-αもしくはMGII-βタイプに分類された．下

の図は，それぞれの観測点，季節における各分

類群の深度別割合を示している．各分類群の割

合は深度によって変化すること，南北いずれの

観測点でも表層（0, 300m）では明瞭な季節変動

がみられるのに対して，中層から深層（1000, 

2000, 5000 m）では明瞭な変動が見られなかった．

さらに，従来の報告では堆積物にのみ見られた

系統が深層水中にも生息することがわかった． 

メタゲノム KEGG 代謝・複合モジュール解析 
 
KEGG モジュール解析システム Metabolic And 
Physiological potentiaL Evaluator (MAPLE)を用

いて，KEGG モジュールで定義された各種の遺

伝子セットの充足率と由来微生物種を調べた．

下の図は，各機能カテゴリーに属する遺伝子セ

ットの中で，季節と観測点の違いにかかわらず

すべてのサンプルで充足率が 100％であるモジ

ュールの割合を stable（青）として示し，そうでな

いものを variable（赤）として示している．その結

果，糖や脂質代謝といった基本的なモジュール

は季節や海域による大きな充足率の変動は見ら

れなかったが，膜輸送系や二成分制御系のよう

な環境応答に関わるモジュールについては大き

な変動が見られた．  

 



 

 

 さらに，太平洋の熱帯・亜熱帯海域の表層海

水 18 試料のメタゲノムデータを加えて特徴的な

代謝プロセスの抽出法として類似度百分率

（SIMPER）分析や環境パラメータとの統合解析

にための多変量解析手法の検討を行った結果，

硝酸・亜硝酸輸送系は亜熱帯海域にのみ，グル

タミン酸・アスパラギン酸輸送系は亜寒帯海域に

のみ見られる機能であることや，超貧栄養海域

でも窒素利用能（輸送系や代謝酵素）に特徴が

見られることなどがわかった．こうした違いは海

域によって異なる窒素供給の質と量を反映した

ものであり，細菌群集の環境適応の鍵となる機

能の一つと考えられる．本研究により，西部北太

平洋における微生物群集の変動が，どのような

微生物機能の変動に反映されているかが初め

て示された．同時に，KEGG モジュール充足率

を指標とした時系列解析が，生態学的に重要な

機能を推定し微生物群集構造と生態系機能と

の関係を理解するための強力なツールとなるこ

とが示された． 
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