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研究成果の概要：堆積物中に保存されている様々な起源を持つ脂質バイオマーカーは、過去・

現在における生物地球化学サイクル理解のための多くの知見を提供し、特に分子レベル炭素安

定同位体比は、炭素循環の観点から重要な分析手法となっている。本研究では、従来の脂質バ

イオマーカーに代わる新たな微生物起源分子として微生物の rRNA に注目し、その炭素安定同位

体比分析方法の検討を行い、生物地球化学的研究への応用可能性について検討した。大腸菌試

料から抽出精製した RNA の同位体比は、-23.9±0.6‰(n=4)であり、培養基質として使用した有

機物である Bacto-tryptone と酵母エキスの-24.4±0.3‰(n=3)とほぼ同じだった。陸奥湾表層

堆積物４層（海底下 3ｍまで）から抽出した RNA の同位体比は、-23.6〜-22.0‰(±0.4,n=5)の

範囲にあり、最表層で最も軽い値を示した。これは、最表層における微生物分解の基質が明ら

かにそれ以外の層準と異なるコンポーネントを含んでいる事を示している。有機物の供給と堆

積物への埋没の観点からも微生物による初期続性作用のプロセスを解明するための重要な知見

を提供するものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 

環境中に存在する安定炭素同位体比（12C・
13C） は、それぞれ 99％、1%の自然存在比

をもつ。一方放射性炭素（14C）の自然存在比

は、1.2×10-12と極微量で、成層圏上部で宇宙線

によって生成され，約 5730 年の半減期をもち，

海水のトレーサーや様々な環境試料の年代測定

に利用されている。地球化学研究分野において

は、近年、炭素安定同位体にとどまらず自然レ



ベルの放射性炭素をトレーサーに利用する

ことにより、地球表層のリザーバー間におけ

る炭素循環に関する理解を深める研究が可

能になりつつある。いわゆる生物地球化学的

物質循環像の解明である。また同様な観点か

ら、過去の環境中の炭素および物質循環の解

明も可能なことから、気候変動と地球規模の

環境変動の関連性を明らかにする手法とし

ても注目されつつある。しかしながら、しか

しながら、時計としての機能も併せ持つ放射

性炭素をトレーサーに用いた物質循環研究

は、分析手法が開発されていないことから、

大きく制限されてきていた。本研究では、加

速器質量分析計（AMS）による 14C 測定技

術が，近年，飛躍的な進歩を遂げ，環境試料

からの個別の有機分子（脂肪酸などの低分子

の脂質）の 14C 測定を行なうことが可能なま

でになった。このような最新の測定技術の進

歩により、個別の微生物rRNAをターゲットに

した放射性炭素を用いた環境中での物質循

環研究が可能な段階になった。近年、地下微

生物圏における微生物バイオマスとその動

態解明に関する研究が活発に行われている

が、それは、RNA遺伝子配列を利用した系統

解析による定性的な解析が中心である。また

微生物の生理生態を知る上で最も重要な単

離培養などは、その難しさからこれまでほと

んど成功していない。地下生物圏における微

生物による炭素動態を解明する方法として、

分岐脂肪酸（真正細菌）とエーテル脂質（古

細菌）バイオマーカーを利用する方法がある。

しかし、これらの方法で、対象となるバイオ

マーカーは、サンプル採取の現場環境で現在

活発に活動している微生物からきているの

か、それとも過去に棲息していた微生物の分

解物であるのか厳密に区別することは難し

い。この問題を解決するためには脂肪酸や脂

質をバイオマーカーとして利用する手法に

変わる方法の開発が必要であった。ここにお

いて、RNAは、アデニン、グアニン、シトシ

ン、ウラシルを主な塩基成分とするたんぱく

質の生合成に関わる重要な核酸である。その

中でもリボソーマルRNA(以下、rRNA)は、細

胞内全RNAの約 9 割を占め、タンパク質に次

ぐ主要な炭素成分である。RNAは、DNAに比べ

易分解性であり、堆積物中では、微生物の死

滅後速やかに分解されるため、堆積物から抽

出されたRNAは、まさに堆積物中に生存して

いたものか、または、堆積環境にもよるが死

滅後、長い時間を経ていないものと考えられ

る。また、rRNA遺伝子配列中に存在する、あ

る科、属ならびに種に特異的な配列を利用し

た相補的配列からなるプライマーを利用す

ることで、様々な微生物種から形成される環境

においてある機能をもつ微生物群集に対象を絞

った分析も可能になるといえる。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、これまで炭素循環解明のリザー

バーとして考慮されていなかった海底下地殻内

を最終的な研究対象としている。海底下地殻内

は、近年、微生物を主体とする生物量が陸上の

生物量に匹敵する規模で存在している可能性が

示唆されてきていることから、世界的に注目を

集めその微生物生態やエネルギー源に関する研

究が活発に行われている。例えば、Parkesらは、

国際海洋掘削計画（ODP）で掘削された海底堆

積物コアを解析し、海底下 1000 mを越える深

度にも 104 cells/cm3を越える微生物が存在して

いる事を報告している。しかしながら、地殻内

微生物の単離培養の難易度は高く、極限環境微

生物の生態学的情報や代謝に関する生理学的情

報は皆無と言える。地下生物圏における微生物

の生態またはそのエネルギー源を明らかにする

ための研究は、地球の生物圏理解や地球生命の

進化を理解する上で行わなければならない急務

の課題となっている。その手法の一つとして、

本研究申請課題である「海洋柱状堆積物微生物

rRNA分子レベル高精度放射性炭素同位体比分

析システムの開発」の実現が重要な研究課題と

して浮かび上がってくる。本研究では、rRNA
の放射性炭素測定のためのシステムの全段とし

て、試料前処理（rRNAの抽出）から試料のガ

ス化（rRNA燃焼→CO2）への過程についての

検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 

本研究は、堆積物中から微生物 rRNAについて、

バルクで分析することにより、現場に生息する

微生物の炭素源に関する一次情報を短時間短時

間で得ることを目的とする。本研究では、堆積

物試料からの rRNA の大量抽出、精製、分離を

実施するにあたり、まず培養試料（大腸菌）を

用いて、大腸菌の基質と大腸菌から抽出された

rRNA の炭素同位体比の測定のためおシステム

の構築を行った。本システムは、さらに rRNA
の放射性炭素測定のためのシステムに転用する

ことが可能である。堆積物試料からの RNA 抽出

の条件の検討にあたり、まず大腸菌培養試料を

用いた予備実験を行った。培養は、代表的な大

腸菌株である JM109 株を使用し、LB 培地による

振とう培養により対数増殖期の菌体を回収し以

降の RNA 抽出に供した。また、実環境試料の堆

積物試料は、淡青丸 KT05-07 航海でグラビティ



ーコアラーにより陸奥湾で採取された表層

堆積物（水深 60ｍ、長さ 3ｍ）並びに岐阜県

高山市岐阜大学高山試験地で採取された森

林土壌を用いた。各試料からの RNA の抽出に

は以下の方法を用いた。一定量の菌体及び堆

積物、土壌サンプルについてガラス及びセラ

ミックビーズを利用した物理破砕法により

菌体を破砕することで RNAを含む細胞内成分

を菌体外に抽出した。その後、市販の RNA 精

製キットを用い、タンパク質や DNA を含む細

胞内成分から、RNA のみを選択・精製した。

１回の精製で不完全な場合、再度精製を行う

ことで RNAの精製度を高める処理を実施した。

精製した全 RNA については、電気泳動により

確実に抽出・精製が行われていることを確認

した他、同位体分析時に必要な量を求めるた

め、吸光度による濃度計算を行った。RNA の

炭素安定同位体比は、最近開発された高速液

体クロマトグラフ安定同位体比質量分析計

(LC − IRMS 、 LC Isolink-Delta plus XL, 

Finnigan Co. Ltd.)により行った。 

方法は、大きく以下の２つからなる。 
（１）堆積物試料からの rRNA の抽出 
堆積物からの微生物由来 RNA/DNA の抽

出には、メタン生成細菌のようにアルカリ

法などでは菌体破砕が難しい菌種が存在し

ていることを考慮して、物理破砕法（Bio 
101 for soil 海洋研究開発機構現有）を使用

する。物理破砕法のキットは、DNA に関

しては、陸上の土壌環境や海洋堆積物中か

らの微生物 DNA 抽出に多く用いられてい

る FastDNA SPIN Kit for Soil (DNA 用)、
昨年開発されたニッポンジーン社の

ISOIL を使用する。RNA の抽出に関して

は、現在市販されている土壌からの RNA
抽 出 キ ッ ト と し て  Fast RNA Pro 
Soil-Direct Kit があるが、実堆積物試料へ

の適用にはまだ、問題点がある。そこで、

物理破砕法ならびに、RNA 精製の定法を

組合わせた新規抽出方法をこれまでに既に

検討し、本申請で要求されるレベルでの

RNA 抽出が可能なことを確認している。微

生物群集構造の解析には、世界的に最もデ

ータベースが充実している16S rDNA塩基

配列を利用する。本申請では、同一堆積物

サンプルの16S rDNAを用いること可能で

あり、その結果として同位体分析結果との

考察に完全にマッチした微生物側の情報を

提供することができる。 
（２）rRNA の同位体分析のための酸化方法 
rRNA抽出キットにより抽出されたrRNAを
液層のまま、コンフローの状態で酸化して

CO2にし、さらに移動層とCO2 をメンブランフ
ィルターにより分離することにより、連続的に
試料を短時間で分析することが可能となる。本
研究では、初年度にこのシステムの製作を行い、
次年度からは、堆積物試料（比較的微生物バイ
オマスが豊富の浅海域の表層堆積物）を使って、
バルクの微生物rRNAの炭素同位体比の測定を
行う。また同じ堆積物試料について平行して、
遺伝子による系統解析とバイオマーカーの個別
安定同位体比測定を行い、最終的に堆積物より
抽出されたバルクの微生物rRNAの炭素同位体
比の結果とその現場に生息する微生物の系統と
の関係を示すマップを開発する。 
 
４．研究成果 
 

（１）大腸菌培養試料での検討 
大腸菌試料から抽出精製した RNA の同位体比は、

-23.9±0.6‰(n=4)であり、培養基質として使用

した有機物である Bacto-tryptone と酵母エキ

スの-24.4±0.3‰(n=3)とほぼ同じだった。これ

は、単独の大腸菌においては、基質の炭素と取

り込まれた炭素の間での同位体分別は、比較的

小さいことを示しているかもしれない。しかし

ながら、詳細な検討はさらに必要である。 

（２）海底堆積物試料での検討 
試料は、KT01-05 航海により陸奥湾で採取した

グラビティコア試料を用いた。陸奥湾表層堆積

物４層（海底下 3ｍまで）から抽出した rRNA の

炭 素 安 定 同 位 体 比 は 、 -23.6 〜 -22.0 ‰

(±0.4,n=5)の範囲にあり、最表層で最も軽い値

を示した。これは、同層準で測定されたバルク

有機炭素の炭素安定同位体比-22.6 パーミルと

ほぼ同じであった。これは、今回抽出した rRNA
の起源微生物が、炭素源として堆積物中の有機

炭素を利用していることを示唆するものであっ

た。また、最表層における微生物分解の基質が

明らかにそれ以外の層準と異なるコンポーネン

トを含んでいる事を示している。有機物の供給

と堆積物への埋没の観点からも微生物による初

期続性作用のプロセスを解明するための重要な

知見を提供するものと考えられる。 

 

最後に、本研究では、海洋表層堆積物中 rRNA

の放射性炭素測定のための前処理の一環として、

培養試料、実試料として海洋堆積物試料を用い

て、炭素安定同位体比測定までの分析法の検討

を行った。今後は、本研究で得られた手法をさ

らに検討し、放射性炭素分析を実施し、海洋堆

積物中の微生物の生態学的、生理学的情報の獲

得を目指して行きたいと考えている。 
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