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研究成果の概要（和文）：寒冷圏水界における微生物学的硫黄循環は、炭素及び窒素循環とも深く関連した生態系にお
ける重要なプロセスであるが、依然不明な点が多い。本研究は、環境から微生物由来のゲノム及びタンパク質を直接解
析する環境オミクス手法により、微生物学的硫黄循環の潜在的な代謝経路および活性を網羅的に解明することを目的と
した。地理的に異なる淡水湖沼を調査した結果、新属の硫黄酸化細菌Sulfuricella denitrificansが硫黄代謝に鍵とな
る主であることが判明し、ゲノム解析からその代謝経路を明らかにした。さらに同菌種において低温環境特有のタンパ
ク質発現パターンもプロテオーム解析から明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Microbial sulfur cycle in aquatic systems of cryosphere is still unclear although 
the significance of systems linking carbon and nitrogen cycles has been pointed out. Analysis of aprA gene
, which encodes a key enzyme in dissimilatory sulfate reduction and sulfur oxidation, showed that newly is
olated Sulfuricella denitrificans-like sulfur oxidizer is a key species from geographically distant lakes 
in Antarctica and Japan. The complete genome sequence analysis indicated their unique sulfur metabolic pat
hway adapting freshwater environment. The proteomics results suggest that maintenance of proper translatio
n is critical for growth under low-temperature.
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１．研究開始当初の背景 
 硫黄は生体において乾重当たり約１％
(w/w)含まれているが、その存在状態は多様
である。硫黄の酸化還元状態はマイナス２価
（例えば、硫化物）からプラス６価（例えば、
硫酸塩）まで広いレンジであり、生態系にお
いても様々な状態で存在している。したがっ
て、硫黄化合物からエネルギーを獲得できる
微生物や硫黄化合物を電子受容体として利
用できる微生物が自然界には存在する（左
図：水界の好気-嫌気境界層で見られる硫黄
循環と微生物）。生命が誕生した頃の地球表
面は、現在よりずっと温度が高く、80℃を越
えていたと考えられている。当時の地球にお
いて利用可能なエネルギー源は、水素や還元
型硫化物(硫化水素)等の限られたものであ
り、それらの電子受容体は硫酸塩や硝酸塩で
あったと推定される。オーストラリア・ノー
スポールのバライト岩石中に含まれる硫化
物の硫黄安定同位体比解析から、微生物学的
硫酸還元（電子供与体として水素を利用し、
電子受容体として硫酸塩を硫化物に還元）は
34.7 億年前の地球ですでに行われていたこ
とが示されている（Shen et al., 2001, 
Nature）。このことは、高温環境下で硫化物
の酸化のための電子受容体（例えば、硝酸塩）
が存在すれば、嫌気的な硫黄循環システムと
微生物群集が成立していたことを示唆する。
その後、ゆっくりと地球表面は温度が下がり、
原始的な光合成（酸素非発生型）、さらに酸
素発生型光合成の出現により、有機物生産が
爆発的に生じ、同時に還元的環境から酸化的
環境へと移行した（ Canfield et al., 
2006,Phil.Trans.R.Soc.B）。申請者は、こう
した水界の微生物学的硫黄循環システムの
変遷過程を熱水環境や中温環境の比較から
推定に成功した：陸上温泉熱水系（Nakagawa 
et al., 2002a,2002b; Nakagawa & Fukui, 
2003）、深海熱水系（Nakagawa et al.,2004）、
部分循環汽水湖（Koizumi et al., 2004a,b; 
Koizumi et al., 2005）、淡水湖沼（Koizumi 
et al., 2004c; Koizumi et al., 2006; Kojima 
et al., 2006; Kojima et al., 2007 など）。 
 しかし、地球上に現在する寒冷圏や極域な
どの低温環境下における微生物学的硫黄循
環は十分解明されていない。これは、低温環
境での微生物代謝が中温環境や高温環境に
比べて遅いため解析が困難であることによ
る。しかし、寒冷圏水界における微生物学的
硫黄循環は、炭素及び窒素循環とも深く関連
しているため、生態系において重要なプロセ
スであり、地球温暖化に対して脆弱である。
したがって、その解明は急務の課題であると
言える。  
 
２．研究の目的 
 寒冷圏水界における微生物学的硫黄循環
は、炭素及び窒素循環とも深く関連しており、
生態系において重要なプロセスであり、地球
温暖化に対して脆弱である。しかし、硫黄循

環は個々の素過程が複雑に絡み合っている
ため、従来の代謝測定法や微生物群集解析法
では現場の物質代謝を解明することが困難
である。そこで、本研究は、水界現場から微
生物由来のゲノム及びタンパク質を直接解
析する環境オミクス手法により、微生物学的
硫黄循環の潜在的な代謝経路および活性を
網羅的に解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 硫黄循環は個々の素過程が複雑に絡み合
っているため、従来の代謝測定法や微生物群
集解析法では現場の物質代謝を解明するこ
とが困難である。従来、微生物の生態解析に
はスモールサブユニットリボゾーム RNA(SSU 
rRNA)遺伝子が用いられて来た。この遺伝子
は、微生物の系統関係、特異的検出、および
群集構造解析には有効であるが、生態系での
機能を類推することが困難な場合が多い。そ
れを克服するための最も有効な手段は、微生
物が保有する機能遺伝子やタンパク質に着
目することである。本研究では、硫黄循環シ
ステムにおける微生物の機能解析には、硫酸
還元のキーエンザイムである異化的亜硫酸
還元酵素(DSR)と硫黄酸化のキーエンザイム
である亜硫酸酸化酵素（SOX）の構造タンパ
ク質およびその遺伝子（それぞれ、dsrA、
soxB）を標的とする。以上のように、現場環
境から微生物由来のゲノムやタンパク質を
直接解析することを、本研究では「環境オミ
クス手法」（メタゲノミクスとメタプロテオ
ミクスと組み合わせた解析法）と呼ぶことと
する。環境中において、微生物が死滅しても
微生物由来 DNA は分解され難いが、タンパク
質は分解され易い傾向がある。微生物の機能
発現の検出と言う観点からすれば、機能遺伝
子のメッセンジャーRNA（mRNA）を検出定量
する方法が最も感度が高いが、mRNA の半減期
が数十分であること、野外調査で mRNA を大
量に採取し、分解を抑えて研究室に持ち帰る
ことは現実的ではない。したがって、現場の
微生物代謝経路のポテンシャルをメタゲノ
ミクスで、代謝活性をメタプロテオミクスで
捉える手法は、今後有効な方法であると考ら
れる。 
 本研究では、中温淡水湖（山梨県みずがき
湖、滋賀県琵琶湖）、寒冷圏淡水湖（北海道
オコタンペ湖）及び部分循環湖（北海道春採
湖）、そして、極地淡水湖（丸湾大池、スカ
ーレン大池、親子池）及び部分循環塩湖（す
りばち池）の嫌気-好気境界層から湖水を採
取し、ゲノム及びタンパク質を抽出する。メ
タゲノム中の硫黄循環に関与する機能遺伝
子の塩基配列を解析し、遺伝的多様性を解明
する。タンパク質（メタプロテオーム）を二
次元電気泳動法及びリニアイオントラップ
質量分析計により解析し、硫黄代謝酵素を解
明する。従来法で得られた、SSUrRNA 情報に
基づく微生物群集構造およびトレーサー法
による微生物代謝活性の結果と合わせて、



「場のメタボリックマップ」を作成する。 
 
４．研究成果 
(1) 寒冷圏淡水湖沼生態系は地球環境変動
に対して脆弱であると考えられている。その
脆弱性評価指標の一つとして、微生物学的硫
黄循環プロセスに着目した。地理学的位置の
異なる日本の３湖沼（北海道オコタンペ湖、
山梨県みずがき湖、滋賀県琵琶湖）及び南極
沿岸の４湖沼（スカーレン大池、丸湾大池、
親子池、すりばち池）において、硫黄代謝基
幹酵素アデノシン 5’ホスホ硫酸リダクター
ゼ（APS）をコードする遺伝子（aprA）をマ
ーカーとして、硫黄代謝微生物の多様性を調
べた（表１）。その結果、各淡水湖沼からベ
ータプロテオバクテリアに属する硫黄酸化
細菌 Sulfuricella denitrificans 様のクロ
ーンが共通して検出され、さらにいくつかの
湖沼では硫黄酸化細菌群集において優占す
る結果が得られた（表２）。この結果は、
Sulfuricella denitrificansに代表される硫
黄酸化細菌の環境応答が生態系機能を評価
する上で鍵となることを示している。今度、
Sulfuricella denitrificans を鍵種として、
環境応答性に関してタンパク質レベルでの
機能発現及び代謝の可塑性を解明し、寒冷圏
生態系機能を網羅的に評価するシステムの
確立に資する。 
 

  
表 1 調査した湖沼の概要及び物理化学的因子。 
 
 

 
表２ 湖沼から直接抽出した核酸から得られた硫
黄代謝基幹酵素遺伝子 aprA による硫黄代謝微生
物の解析結果。 
 
 
(2) 寒冷圏湖沼の硫黄循環プロセスに主要
な役割を担う新規硫黄酸化細菌の単離に成

功し、３つ新属を提案した（Kojima and 
Fukui,2010,2011,2014）。物質循環過程のよ
り本質的な理解のため、多くの湖沼で検出さ
れるにおける Sulfuricella denitrificans
の完全長ゲノム配列の決定に成功した：全塩
基長 3.1Mb、GC 含量 56.1％、CDS 数 2,982、
rRNA オペロン数 2、tRNA 数 45。ゲノム配列
情報から硫黄酸化関連遺伝子数を特定した
（ 53 ）。 そ の 結 果 、 Sulfuricella 
denitrificans の硫黄代謝経路の構築を行
い、淡水環境に特異的な経路を見いだした。
さらにタンパク質（実際の現場で発現されて
いる機能）の網羅的な解析を行い、
Sulfuricella denitrificansにおいて低温環
境特有のタンパク質発現パターンも明らか
にした（Watanabe, Kojima and Fukui,2012）
（図１）。 
 
 

 
図１ 異なる培養温度における Sulfuricella 
denitrificans の硫黄代謝関連タンパク質の発現
変動 
 
 
 
 
(3) 寒冷圏湖沼であるオコタンペ湖（北海
道）堆積物において硫黄循環に主要な役割を
担っている硝酸蓄積型硫黄酸化細菌
Thioploca に関して、環境試料から直接抽出
したDNAを基にメタゲノム解析を行ったとこ
ろ、完全長ゲノム配列の構築に成功した。そ
の機能解析を行ったところ、炭素、窒素及び
硫黄代謝に関する経路及び遺伝子の同定に
成功し、それらの遺伝子発現をメタプロテオ
ーム解析により確認できた。以上の結果を基
に、モデルとしての寒冷圏湖沼生態系の硫黄
循環に関する「場のメタボリップマップ」の
プロトタイプを提案するに至った。 
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