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研究成果の概要（和文）： 海水湖である日向湖（福井県）の底泥中の鞭毛虫の現存量と群集組成を調べた。密
度勾配遠心によって底泥から鞭毛虫を回収し、鞭毛虫を計数したところ、水柱の数十～数百倍の現存量で、嫌気
的な環境でも高密度で鞭毛虫が存在することが明らかとなった。また、底泥から抽出したDNAを鋳型として18S 
rDNAのV4-V5領域をPCR増幅し、NGSにより原生生物の群集組成を調べた結果、多くの未同定の配列やどの分類群
にも当てはまらないものも含めた多様な原生生物が存在することが明らかとなった。以上の結果、嫌気的な底泥
でも、極めて多様な鞭毛虫が高い現存量で存在し、微生物食物網で重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Abundance and community composition of benthic heterotrophic nanoflagellates
 (HNF) were investigated in the surface layer of anoxic bottom sediment in the saline Lake Hiruga, 
Fukui, Japan. HNF cells were recovered from the sediment samples by Percoll density gradient 
centrifugation and were counted by epifluorescence microscopy. The HNF abundance in the anoxic 
sediment was 10- to 100-fold higher than that in oxic water column of the lake. Sequences of the 
V4-V5 hypervariable region of 18S rRNA genes were analysed using high throughput sequencing (HTS). 
Application of an HTS technique indicated immense protist diversity and potentially novel phyla in 
anoxic sediments of the lake. Our comprehensive analyses of HNF abundance and diversity provide a 
blueprint for the further understanding of ecological roles of HNF in anoxic sediment microbial food
 web.

研究分野： 微生物生態学

キーワード： 嫌気　底泥　鞭毛虫　原生生物　現存量　多様性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 水圏の嫌気的な底泥中の微生物の現存量や多様性については、原核微生物については多くの研究がなされてき
たが、真核微生物に関する研究は殆どなかった。硫化水素が多量に蓄積するような嫌気的な環境でも、高い現存
量で鞭毛虫が存在し、その多様性が極めて高いことが、本研究で明らかとなった。嫌気的な底泥では、発酵細菌
や硫酸還元菌などの嫌気性細菌がその役割を分担しながら有機物分解を担っているとされてきたが、細菌摂食を
行う多様な原生生物が多量に存在することが明らかになったことは、嫌気環境での有機物の分解過程や物質循環
過程を再考する機会を与え、その学術的意義は大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

水圏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、細菌を原生生物が摂食し、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（中野 2000）。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（Azam et al. 1983）、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、以下 HNF とする）が主要な細菌捕食者であり、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（Sanders et al. 1989）だけでなく、HNFが栄
養塩の再生にも大きく寄与している（深見 1999；深見・宇野 1995）。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（Kondo 1992; Kondo & Butani 2007; Kondo et al. 2004）、光合成・化学合成細
菌による還元型硫黄化合物の酸化（Mori et al. 2010）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（Fenchel & Finlay 1995）、その生態に関する知見は殆
どない。申請者は、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、好気環境の 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（Okamura et al. 2012）。さらに、嫌気
性細菌を培養する技術を応用して、新属新種の嫌気性 HNF の分離・培養に成功した。（Okamura 

& Kondo 2015）。 

 

２．研究の目的 

上記の背景のもと、海産魚類の養殖が行われている海水湖である日向湖（福井県）をフィール
ドとし、その底泥中の原生生物の分布と群集組成を明らかにする。さらに、原生生物を分離・培
養し、その 18S rRNA 遺伝子を標的としたプローブを作成し、現場環境における原生生物の動態
解析を行い、嫌気環境の微生物食物網における真核微生物の構造と機能を解明することを目的
とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 底泥からの鞭毛虫の回収 

4%グルタールアルデヒド溶液に、採取した泥試料を等量添加して固定した。この固定試料を
Milli-Q 水で 10 倍、30 倍、40 倍に希釈し、予め超遠心分離（39,843×g、4℃、30 分）で密度勾
配を作成した 50% Percoll 溶液の上から静かに希釈試料 2 mL を添加した。4,387×g、4℃で 15 

分間遠心分離し、上澄みを抜き取って超純水で全量が 15mL になるように希釈した。このうち 

3mL を 孔径 0.8 µm の黒いポリカーボネートフィルター（Advantec）にろ過捕集し、超純水 2mL 

で 2 回洗浄してからプリムリン（250µg/mL）1mL を加え、5 分間染色した。染色後、落射蛍光
顕微鏡（Olympus BX51）を用いて UV 励起光下で全鞭毛虫数を計数した（Starink et al. 1994）。
本研究では、鞭毛を持っていてなおかつ緑色励起光下で明瞭な赤色の自家蛍光を示さないもの
を HNF として計数した。 

固定した泥試料に既知量の Suigetsumonas  clinomigrationis NIES-3647 を加えて上記と同じ方
法で鞭毛虫を計数し、回収率を算出した。 

 

(2) 底泥中の鞭毛虫の動態 

日向湖の湖心 (35°36.211’N、135°53.349’E) で 2019 年 1 月から 12 月まで、月 1 回の間隔でサ
ンプリングを行った。堆積物を K-K 式柱状採泥器で採泥し、研究室に持ち帰り堆積物表層 (0～
3 cm) を採取した。泥試料の一部を(1)の方法で HNF を計数した。また、HNF 計数用の希釈試料
の一部を、DAPI による細菌計数に用いた。 

 

(3) 底泥中の原生生物の多様性 

日向湖の底泥表層 0-5 cmを採取し、FastDNA Spin Kit for Soil を用いて DNAを抽出した。18S 

rRNA 遺伝子の可変領域（V4-V5）を PCRで増幅し、MiSeq Reagent kit v3 for 2×300 bp 用いて塩
基配列を決定した。クオリティーチェックを行い不要な配列を除いたのちに、原生生物の群集組
成を解析した。なお、日向湖との比較のために汽水湖である水月湖と淡水の琵琶湖の底泥中の原
生生物の群集組成も調べて比較した。 

 

(4) 嫌気性鞭毛虫の単離 

底泥を、硫酸還元菌用培地であるDSMZ195を一部改変（電子供与体の代わりにHeat-Inactivated 

Horse Serumと Bact Tryptone を添加したもの）に添加して 20℃、暗所で培養し、これを継代する



ことによって原生生物の集積培養を行い、段階希釈法により原生生物株を単離した。 

 

(5) 嫌気性鞭毛虫の 18S rDNA の解析と遺伝子プローブの作成 

単離した原生生物を培養し、DNA および RNA を抽出した。真核生物の 18S rRNA 遺伝子（18S 

rDNA）のほぼ全長を増幅する PCR プライマーを用いて、PCR およびワンステップ逆転写 PCR

によって 18S rDNA を増幅した。PCR 産物をベクターに組込みクローニングを行った後に塩基
配列を決定した。 

単離株の 18S rDNA の塩基配列を、既存の配列と比較して単離株に特異的な一組の PCR プラ
イマーを作成した。様々な湖底泥から単離し、研究室で培養している嫌気性原生生物株から抽出
した DNAを用いて、このプライマーの特異性を PCRによって確認した。 

 
４．研究成果 
(1) 底泥からの鞭毛虫の回収 

鞭毛虫の回収実験には日向湖のほか水月湖の底
泥も用いた。底泥堆積物を、泥の最終濃度で 10 倍、
30 倍、40 倍になるよう希釈して密度勾配遠心法
を行ったところ、30倍に希釈した堆積物からの鞭
毛虫の回収量が最も高く、なおかつ変動係数（CV）
も小さかったために（図 1）、泥の希釈率を 30 倍
に決定した。この方法で、堆積物に既知量の S. 

clinomigrationis を添加して、鞭毛虫の回収率を算
出したところ水月湖では 91.3%、日向湖では 

88.9%であり、概ね現場の HNF を回収できること
が示された（表 1）。 

 
(2) 底泥中の鞭毛虫の動態 

日向湖底泥中の鞭毛虫数の季節変動を

を図 2 に、細菌数の季節変動を図 3に示し

た。全鞭毛虫数は 4月頃から徐々に増加し、

夏季に最大になった。その後 11月まで徐々

に減少した。一方、細菌数は 6 月に最大に

なったが、7月に大きく減少し 10 月まで減

少した状態が続いた。11 月頃には再び増加

した。日向湖では、年間を通して底泥に 4 

mgS g dry wt-1以上硫化物が蓄積されており、季節を問わず底泥は嫌気状態であると考えられる

が、1 月から 3 月頃まで循環期で、水柱は全層にわたり酸化的な環境となっている（Kondo et al. 

2018）。4月頃から水温躍層が形成し始め、5 月頃の底層は無酸素になる。この無酸素になる時期

と HNF が増加する時期が同じであった。 

一方、細菌数と HNF 数の変動は一致せず、両者には有意な相関関係が認められなかった

（p>0.05）。一般的に、原生生物数は細菌などの餌生物の増減によるボトムアップと繊毛虫など

の捕食者によるトップダウンの影響があるが、嫌気層では原生生物を補食する生物がいないた

めボトムアップ効果のみが働いていると考えられる。しかし、細菌数と HNF 数に相関関係が見

られないため、嫌気性 HNF の現存量を支配する要因はボトムアップではなく。他の環境要因が

影響しているものと考えられる。 

後述するが、日向湖の底泥から単離した新奇原生生物の動態を、遺伝子プローブを用いて計数

 

図 1 希釈倍率ごとの鞭毛虫の回収量 

表 1 底泥堆積物からの鞭毛虫の回収率 

 

 

図 3 日向湖底泥中の鞭毛虫数の変化。青
は全鞭毛虫数、赤は新奇鞭毛虫数、バ
ーハ標準誤差（n=3）を示す。 
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図 4 日向湖底泥中の全菌数の変化。
バーは標準誤差（n=3）を示す。 
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しようと試みたが検出・計数ができなかった。しかし、単離した株は特徴的な形態をしており、

蛍光顕微鏡下でも他の原生生物と容易に識別することができる。この形態的特徴を利用して、日

向湖底泥中の新奇原生生物の現存量の動態を調べたところ、図 3 の赤カラムで示したように全

HNF 数と同じような動態を示し、両者には有意な相関関係が認められた（p<0.01）。この結果と

次節の群集構造の結果から、嫌気的な底泥中の原生生物群集は、環境の変動によってある特定の

原生生物が増減して変化するのではなく、群集の組成を変化させずに現存量だけが変動してい

ると示唆される。 

 

(3) 底泥中の原生生物の多様性 

各湖から採取時期の異なる 2 試料を採取した。PCR 産物を Illumina 社の MiSeq によって塩基
配列を決定した。QCおよびキメラチェックを行った後、動物や光合成（微）生物、カビなどの
塩基配列を除いたところ、各試料から約 10万～40万配列が得られた。近縁配列をまとめ、最小
共通祖先（LCA）法を用いて代表配列の分子系統学的位置を推定した。湖間の群集組成は統計的
に有意差が認められた一方、湖内の季節間には違いがみられなかった（図 5）。このヒートマッ
プを詳しく見ると、Ciliophora、Apicomplexa、Dinoflagellata、Perkinsea、Ochrophyta、未知の
Stramenopiles、Cercozoa が全ての湖から検出された。一方、OTUレベルで見ると、湖で共通して
いる原生生物は 23しかなく、その内 13の OUT（Apicomplexa、Dinoflagellata、Perkinsea、Bicoecea、
Pirsonia clade、marine stramenopiles）が主要なものであった（図 7）。  

以上のように、嫌気的な底泥中にも極めて多様な原生生物が存在することが本研究で明らか
となった。また、未同定の配列の他、図には示していないが、既存のどの分類群にも当てはまら
ないものも多くみられ、未知の原生生物の存在も示唆された。 

 

(4) 嫌気性鞭毛虫の単離 

日向湖の底泥を嫌気培地に接種し、20℃、暗所で培養し、1～2 週間ごとに培養液の一部を抜
き取って、嫌気培地に植え継いで集積培養を行ったところ、特徴的な形態をした原生生物が集積
された。この原生生物を 10 倍ずつ段階的に希釈することによって、単離株を得た。細胞の長さ
は 20～30 µm、幅は約 5 µm の紡錘形をしており、前鞭毛を 1 本
と 3 本が絡み合うように配置した後鞭毛を有する極めて特徴的
な形態をしていた（図 8）。 

 

(5) 嫌気性鞭毛虫の 18S rDNA の解析と遺伝子プローブの作成 

PCRによって 18S rDNAのほぼ全長を増幅して 2127 bp の塩基
配列を決定した。逆転写 PCR によって得られた産物の塩基配列
も決定したところ、同じ塩基配列であったので偽遺伝子でないこ
とが示された。Blast検索と系統解析によって、新奇嫌気性鞭毛虫
は Heterolobosea に属することが明らかとなった。 

18S rDNAの一部（209 bp）を増幅する新規鞭毛虫に特異的な一
組の PCR プライマーを作成し、研究室で培養している嫌気性原

 

図 6 各湖から得られた OUT数のヴェ
ン図 

 

図 5 分類群ごとのリード数比による
比較 

 

図 7 各湖から得られたユニークな
OUT のパイ図 

 

図 8 単離した鞭毛虫の
光学顕微鏡写真 

20 µm



生生物を対象としてその特異性を
PCR によって調べたところ、新奇
鞭毛虫のみで目的とする長さの
PCR 産物が得られ、その特異性が
確認された（図 9）。新規鞭毛虫を
計数するために、このプライマー
組を用いた定量 PCR を試みた。そ
の結果、遺伝子のコピー数で 102～
108で直線性が得られ、この範囲で
定量が可能であることが示された
（図 10）。日向湖の底泥から抽出し
た DNA を用いて定量 PCR によっ
て新奇鞭毛虫の計数を試みたが、
全く検出されなかった。本研究の
定量 PCR による鞭毛虫の検出感度
は、乾燥泥 1 g あたり約 2 x 104 

copies で、鞭毛虫に 18S rDNAが 1

コピーしかないと仮定すると、2 x 

104 cell g-1 以上の鞭毛虫が存在しないと検出さ
れないことになる。図 3 に示したように、新奇
鞭毛虫数は、2 x 104 cell g-1未満であったので、
本研究の定量 PCR 法では検出されなかったと
考えられる。DNA の抽出方法や定量 PCR の条
件などを検討し、検出感度を高める必要がある。 
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図 9 新奇原生生物に特異的な PCR プライマーの検
証。レーン 1：新奇原生生物、2：Aduncisulcus sp.、
3：Velundella trypanoides、４：Trichomonadea sp.、
5：Pseudoharpagon tertius、6：鋳型 DNA なしの
コントロール、M：100 bp ラダーマーカー。 
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図 10 定量 PCR の検漏線 
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