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研究成果の概要（和文）：　水月湖の酸化還元境界層から通性嫌気性の従属栄養性微小鞭毛虫を分離し、分子系統解析
と微細構造観察による同定を行った。その結果、分離株を新属新種Suigetsumonas clinomigrationis gen. et sp. nov
.として記載することを提案した。
　この株の増殖速度と細菌捕食活性の速度論的解析を行ったところ、分離株の増殖や細菌捕食活性はエサ密度の影響を
受けていると示唆された。
　この分離株を特異的に検出する遺伝子プローブを作成し、CARD-FISH法によって水月湖水柱の分布を調べたところ、
酸化・還元境界層に最も多く存在することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：A facultative anaerobic bacterivorous nanoflagellate was isolated from the 
oxic-anoxic interface of the meromictic Lake Suigetsu, Japan. We characterized the isolate using light 
and transmission electron microscopy and molecular phylogenetic analyses. The isolate displayed some 
characteristic features different from the known species in class Placididea. The 18S rDNA sequence was 
also phylogenetically distant from the clades of the known Placididae. Thus, we described the newly 
isolate as Suigetsumonas clinomigrationis gen. et sp. nov. Growth and grazing kinetics were studied in 
the strain using co-culture experiments with a single bacterium. The growth and bacterivorous 
characteristics showed that the isolate can grow at full depth of Lake Suigetsu throughout year, but may 
be limited by prey bacterial densities in natural environments. High abundance of S. clinomigrationis was 
detected from the interface of Lake Suigetsu by means of CARD-FISH with the species-specific probe.

研究分野： 微生物生態学

キーワード： 従属栄養性微小鞭毛虫　嫌気　密度成層湖　微生物食物網　細菌摂食
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１．研究開始当初の背景 
湖沼や海洋のプランクトン食物網におい

て、微生物ループは重要な物質循環系である。
微生物ループとは、植物プランクトンが光合
成中間代謝物や自己分解物として排出する
溶存態有機物を細菌が栄養基質として利用
し、細菌を原生生物が捕食し、さらに原生生
物が動物プランクトンに捕食されることに
よって従来の生食連鎖につながる系である。
海洋では植物プランクトンによる一次生産
の最大で 50％がこの微生物ループに流れて
おり、これまで“捨てられた”と考えられてき
たエネルギーが再び生食食物連鎖に戻る系
であり、水圏における重要な物質循環系とし
て認識されるようになった。 
水圏環境では、原生生物の中でも従属栄養

性微小鞭毛虫（Heterotrophic nanoflagellate: 
HNF）が主要な細菌捕食者である。細菌生産
のほぼ全てが HNF によって捕食される場合
もあり、HNF による細菌捕食が主要な細菌の
減耗要因となっている。また、HNF は植物プ
ランクトンよりも窒素・リンの含有率が高く、
動物プランクトンにとってより高価値な餌
資源である。実験的にも動物プランクトンは
植物プランクトンよりも HNF を選択的に捕
食する事が知られている。さらに、HNF が栄
養塩の再生にも大きく寄与している。これら
のことから、HNF は細菌捕食者、動物プラン
クトンの餌資源、さらには栄養塩の回帰者と
して生態学的に重要な役割を担っている。 
ところで、養殖漁場の底泥、成層期の沿岸

海域や湖沼の底層など、嫌気的な環境は我々
の身近に普遍的に存在する。嫌気環境での細
菌の生態や機能については、硫酸還元細菌に
よる硫化水素の生成や有機物の最終分解、光
合成・化学合成細菌による還元型硫黄化合物
の酸化などが、我々の研究によって明らかに
されてきた。一方、嫌気環境の微生物ループ
に関しては、顕微鏡観察によって嫌気性と考
えられる HNF の存在は古くから知られてい
るものの、その生態に関する知見は殆どない。
この理由は、生物活性が高く、生物生産にと
って重要な好気環境だけを対象に研究が進
められてきたからである。我々は、嫌気的に
細菌捕食速度を測定するために、嫌気培養瓶
を用いた in situ 蛍光ビーズトレーサー法を開
発した。この方法を用いて、底層に硫化水素
が多量に蓄積する水月湖を対象に、HNF の現
存量と細菌捕食活性を測定したところ、嫌気
的な環境でも細菌捕食性の HNF が存在し、
好気環境に生息する HNF と同等の細菌捕食
活性を潜在的に有することを世界で初めて
明らかにした。さらに、嫌気性細菌を培養す
る技術を応用して、嫌気性 HNF の培養を試
みたところ、形態の異なる数種類の嫌気性
HNF が混在する培養系を確立することが出
来た。 

 
２．研究の目的 
本研究では、嫌気環境における微生物食物

網の解明に資するため、嫌気性の細菌捕食性
HNF の生理・生態を明らかにすることを目
的とする。主に水月湖をフィールドとし、そ
の嫌気層から HNF を分離・培養し、その増
殖におよぼす水温や塩分、溶存酸素の影響を
調べるとともに、細菌捕食活性と各種酵素活
性の動力学的解析によって嫌気性 HNF の生
理・生化学的特性を解明する。また、18S 
rRNA 遺伝子を標的としたプローブを作成し、
現場環境における HNF の動態解析を行う。
培養株の生理・生化学的研究と現場の動態解
析から嫌気環境における微生物食物網の構
造と機能を解明する。 

 
３．研究の方法 
3－1 嫌気性微小鞭毛虫の分離培養と同定 
水月湖境界層よりサンプリングを行い、嫌

気的な条件を維持したまま、鞭毛虫の集積培
養を行った。ガラスキャピラリーを用いて集
積培養から鞭毛虫を単離し、新しい培地に接
種することで単細胞からのクローン株
（LSccTR-1）を獲得した（図 1）。獲得した株
の微細構造を透過型電子顕微鏡で観察した。
また、18S rRNA 遺伝子配列を決定し、これ
を用いて近隣結合法・最節約法・最尤法によ
る系統樹を作成した。 

 
 

3－2 LSccTR-1 株の増殖と細菌摂食の速度
論的特性 
細菌の群集構造の変化による影響を除去

するために、S. clinomigrationis とその培養液
から単離された Arcobacter sp. co01 との二者
培養系を確立した。培養温度と塩濃度の条件
を変えて S. clinomigrationis を培養し、その増
殖可能範囲と至適条件を検討した。 

S. clinomigrationis を、そのエサとなる
Arcobacter sp. co01 の密度を変えて好気的・嫌
気的に培養し、その比増殖速度を求めた。ま
た、S. clinomigrationis を、Arcobacter sp. co01
の密度を変えて好気的・嫌気的に培養し、各

 
図 1  Suigetsumonas clinomigrationis 

LSccTR-1 の光学顕微鏡写真．AF：前鞭
毛、PF：後鞭毛。矢じりは鞭毛基部を示
す。Bar = 10 µm 



細菌密度の細菌捕食速度を測定し、増殖速度
と同様に最大細菌捕食速度を求めた。 
 
3－3  LSccTR-1 株の特異的検出と計数 

CARD-FISH 法により、S. clinomigrationis
の検出と計数を行うために、ARB ソフトを用
いて、本種に特異的なプローブ PLA1241 (5’- 
GGATTGCTCGTTGACCGCAC-3’) を設計・作
成した。2014 年 10 月と 2015 年 9 月に水月湖
湖心で採水し、ホルマリン固定した試料を、
CARD- FISH 法によって細胞数を計数した。 
 
４．研究成果 
4－1 嫌気性微小鞭毛虫の分離培養と同定 

LSccTR-1 の分離培養に成功した。これを好
気的な条件で培養したところ、増殖が認めら
れたことから通性嫌気性であることが明ら
かとなった。 

光学顕微鏡観察の結果、細胞長が 3.5 - 6.7 
µm、細胞幅が 2.2 - 4.7 µm であり（図 1）、基
質 に 付着し て 震える よ うな振 る 舞 い
（wobbling motion）が観察できた。18S rRNA
遺伝子配列をもちいた分子系統解析の結果、
LSccTR-1 は Stramenopiles 生物群、Placididea
綱に属することが高いブートストラップ値
で支持された（図 3）。 

電子顕微鏡を用いた微細構造観察の結果、
LSccTR-1 の鞭毛小毛、ミトコンドリアクリス
テ、鞭毛装置の構造が Stramenopiles 生物群、
Placididea 綱と共通していることが明らかと
なった。これらの結果と分子系統解析の結果
と合わせ、LSccTR-1 が Placididea に属するこ
とが強く支持された。一方で、paranuclear body
の有無や、微小管の本数など、LSccTR-1 の微
細構造は既知の Placididea である Wobblia 
lunata と Placidia cafeteriopsis とは異なってい
た（図 4、表 1）。transitional helix の構造は一
般に保守的であるため、重要な分類形質であ
る。この構造は W. lunata と P. cafeteriopsis で
属を超えて共通していたが、LSccTR-1 は異な
っていたため、本株は属レベルで異なると考
えた。LSccTR-1 は塩濃度が 4-12 psu の水月湖
境界層から単離されたが、W. lunata と P. 
cafeteriopsis は沿岸域から単離されている。ま
た、近縁の環境クローンはいずれも塩湖や塩
泉など高塩濃度の環境から得られたもので
ある。このことから、現段階では LSccTR-1
のみが低塩濃度から発見された Placididea で
あり、既存の Placididea とは異なる性質であ
ることが明らかとなった。以上の結果から、
LSccTR-1 は新属新種であるのが妥当である
と考え、Suigetsumonas clinomigrationis gen. 
nov. sp. nov.として提案した。 

 

4－2 LSccTR-1 株の増殖と細菌摂食の速度
論的特性 
培養温度と塩濃度の条件を変えて S. 

clinomigrationis を培養し、その増殖可能範囲
と 至 適 条 件 を 検 討 し た と こ ろ 、 S. 
clinomigrationis は 10 – 30℃で増殖がみられ、
至適温度は 25 ℃であった。また、塩濃度は
3.9 - 36.9 psu の間で増殖が認められ、至適塩

 
図 3 18S rDNA を用いた最尤系統樹． 

 
図 4 Placididea 綱の 2 属との比較． 

左：Suigetsumonas clinomigrationis 
中：Wobblia lunata 
右：Placidida cafeteriopsis 

表 1 Placididea 綱の微細構造比較 

基底小体
の配向

らせん
構造

鞭毛根
Mt. para.

body
Wob.
mot. 文献R1

(R4)
R2

(R3)
R3

(R1)
R4

(R2)

Placidia
cafeteriopsis 直角

4-5 回
二重

3 10 2-3 1 7-10 + - Moriya et al.
2002

Wobblia
lunata 鈍角

3-4 回
二重

2 10 5 1 1 - + Moriya et al.
2000; 2002

Suigetsumonas
clinomigrationis 平行

4 回
一重

4 8 3 1 ≧4 + + Okamura et 
Kondo 2015  

好気
嫌気

 
図 2  好 気 条 件 と 嫌 気 条 件 で の

Suigetsumonas clinomigrationis の増殖． 



濃度は 7.8 psu であった（図 5）。この S. 
clinomigrationis が増殖可能な水温・塩濃度は
水月湖の鉛直的な変化と季節変動をカバー
していることから、S. clinomigrationis は水月
湖の幅広い水深で生息が可能な鞭毛虫であ
ることが明らかとなった。 

S. clinomigrationis の 比 増 殖 速 度 と
Arcobacter sp. co01 の密度は双曲線の関係を
示した（図 6A）。両者の関係を Monod の式に
当てはめて最大比増殖速度を推定した結果、
好気条件のそれよりも嫌気条件の最大比増
殖は低かった。一般に嫌気的な条件ではエネ
ルギー代謝効率が悪く、嫌気条件で最大比増
殖速度がより遅くなっていると考えられる。 
好気条件・嫌気条件の細菌捕食速度は

Michaelis-Menten タイプの式で記述できた
（図 6B）。最大細菌捕食速度は水月湖水柱で
得られた現場の細菌捕食速度の範囲内であ
った。また、増殖速度および細菌捕食速度の
半飽和定数は、水月湖の好気層の全菌数と嫌

気層の全菌数と同じかそれよりも高いこと
から、S. clinomigrationis の増殖・細菌捕食は
水月湖において細菌密度による制限を受け
ていると考えられる。S. clinomigrationis は水
月湖の幅広い水深で細菌捕食を行い、増殖す
ることが可能であるユニークな鞭毛虫であ
ることが明らかとなった。 
 
4－3  LSccTR-1 株の特異的検出と計数 

CARD-FISH 法により水月湖水柱の S. 
clinomigrationis の検出と計数を行ったところ、
好気層、嫌気層ともプローブ陽性細胞が検出
されたが、酸化・還元境界層に最も多く存在
し、その数は約 500～800 cells/ml であった。
しかし、その細胞数は全鞭毛虫数の 1.2～
2.4%にしかすぎず、水月湖では主要な鞭毛虫
ではないと考えられた。 
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図 5 Suigetsumonas clinomigratinis の増殖
におよぼす塩分（A）と水温（B）の影
響．棒グラフは増殖速度（左軸）、黒丸
は最大細胞収量（右軸）を示す． 

 

0

1

2

3

4

0 3x107 6x107 9x107 1.2x108 1.5x108

Initial cell density (cells mL-1)

S
pe
ci
fic
 g
ro
w
th
 r
at
e,
 µ
(d
ay

-1
)

 

0

1

2

3

4

5

6

0 1x107 2x107 3x107 4x107 5x107 6x107

Initial cell density (cells mL-1)

S
pe
ci
fic
 in
ge
st
io
n 
ra
te
, I

(b
ac
te
ria
 c
el
ls

-1
da
y-1
)

 
図 6 Suigetsumonas clinomigratinis の比増

殖速度（A）、細菌摂食速度（B）と細菌
密度の関係 
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