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研究成果の概要（和文）：本研究では、アンモニアに富む熱水帯とアンモニアに乏しい熱水帯で

の窒素動態に関する新知見を得た。アンモニアに富む熱水帯では好熱古細菌のアンモニア酸化

代謝を起点とした一連の窒素異化代謝が、熱水生態系のエネルギー獲得機構として重要である

ことを初めて定量的に示した。アンモニアに乏しい海底下熱水帯では超好熱メタン菌による窒

素固定が生物生産を規定する鍵反応である可能性が高いことを初めて示した。 

 

研究成果の概要（英文）：This study first showed that ammonia oxidation by thermophilic 
archaea mainly provided chemical energy for the development of microbial community in 
an ammonia-rich hot spring. In contrast, culture experiments first suggest that nitrogen 
fixation by hyperthermophilic methanogen is a key process to regulate primary production 
of subsurface microbial communities in ammonia-poor hydrothermal environments. 
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１．研究開始当初の背景 

熱水系における窒素動態の理解は、極限
環境下での微生物地球相互作用や初期生命
進化の理解においてきわめて重要である。近
年、動態解析の基盤となる（超）好熱菌の窒
素代謝能を推定するための遺伝子情報が蓄
積しつつある。しかし、熱水環境条件下で実
際に好熱菌が行う窒素代謝の種類や速度は
あまりわかっていなかった。また地球化学の
研究と微生物生態学の研究はこれまで別個
に行われてきたため、実際の熱水環境におけ

る窒素動態は未知であった。したがって、こ
れらの問題を克服するためには熱水環境に
卓越する主要な好熱菌の窒素代謝に関する
実験的研究や熱水に溶存する窒素化合物の
同位体地球化学解析と環境 DNA解析を直接結
合させた観測研究が必要であった。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では環境 DNA観測、溶存窒素化合
物の同位体地球化学観測ならびに培養実験
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による好熱菌の窒素代謝活性測定から熱水
環境における窒素代謝-反応速度-微生物種
の関係を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

熱水環境の微生物群集組成を明らかに
するため、環境 DNA に含まれる 16S rRNA 遺
伝子のクローン解析を行った。熱水環境の窒
素代謝機能遺伝子の種類と存在量を測定す
るため、環境 DNAに含まれるアンモニア酸化
酵素遺伝子、亜硝酸還元酵素遺伝子のクロー
ン解析と定量 PCRを行った。熱水や堆積物間
隙水に溶存する各種窒素化合物の定量なら
びに同位体分析を行った。アンモニアは比色
法にて定量し、亜硝酸と硝酸は陰イオンクロ
マトグラフィー（UV-HPLC法）にて定量した。
一方で、各窒素化合物は一酸化二窒素(N2O)
に変換し、質量分析計にて窒素同位体比を測
定した(GC-IRMS 法)。超好熱メタン菌の窒素
同化の種類・生理学・カイネティクス・同位
体効果を解明するため、実際の海底下環境を
模した様々な化学条件（水素濃度、鉄濃度、
モリブデン濃度）で培養実験を行った。 

 
４．研究成果 

熱水帯の窒素動態は、アンモニアに富む
熱水帯とアンモニアに乏しい熱水帯で大き
く異なると予想される。そこで、本研究では
アンモニアに富む熱水帯・温泉帯の窒素動態
ならびにアンモニアに乏しい熱水帯を対象
として以下の成果を得た。 
 
（1）アンモニアに富む地下温泉帯の生物地
球化学調査を行い、温泉水に溶存する窒素化
合物の濃度・同位体組成ならびに温泉に発達
した微生物マットの菌相と窒素代謝機能遺
伝子の網羅的解析を行った。また微生物マッ
トを使った活性測定を行い、硝化や脱窒のポ
テンシャル速度を計測した。その結果、この
温泉地帯では好熱古細菌（Ca. Nitrosocaldus 
sp.）が行うアンモニア酸化を起点とした一
連の窒素エネルギー代謝（硝化、脱窒）が、
収量とフラックスの点からマット生態系の
一次生産を支える重要な代謝であることが
判明した（図 1、２）。本研究は、アンモニア
に富む温泉帯での窒素動態を定量的に記述
するとともに、現場窒素動態と微生物群集の
分布・存在量・機能との関係を明らかにした
初めての例となった(論文成果①)。また、上
述の好熱古細菌に近縁の遺伝子は世界各地
の地熱帯から普遍的に検出されることが知
られているが、生息環境での生理は未知であ
った(Zhang et al., 2008 AEM)。今回得られ
た研究成果から、地熱帯においては普遍的に
好熱古細菌がアンモニア酸化を行い、生態系
を支える化学エネルギーを供給していると
とともに窒素循環を駆動していると考えら

れる。 

 
（2）アンモニアに富む海底熱水帯として沖
縄トラフ伊平屋北熱水活動域を調査対象と
した。研究船「ちきゅう」による沖縄トラフ
熱水活動域の掘削航海（IODP exp. 331）に
参加し、活動域の周縁部から中心部にわたっ
て堆積物コア試料と間隙水試料を採取した。
船上ならびに陸上の実験室で間隙水溶存窒
素化合物ならびに堆積物全窒素の定量と同
位体解析をおこない、海底下をも含めた熱水
帯の窒素動態を推察するための基盤的知見
を初めて得た。掘削コアの性状と間隙水の多
成分化学組成分析の結果から、伊平屋北熱水
域では海底下を水平方向に流れる複数の熱
水が存在することが本航海により明らかに
された（論文成果③、⑤）。本研究から、間
隙水の硝酸が海底下の熱水の流れを検知す
る化学トレーサーになること、海底下での熱
水と低温海水の混合領域ではアンモニア濃
度は硫酸濃度と逆相関を示すことが分かっ
た（論文準備中）。後者は、混合領域で微生
物によるアンモニア酸化硫酸還元という新
規の代謝が起きている可能性を示唆し、培養
実験による直接的な検証が今後重要となる。 
 
（3）中央海嶺海底熱水域に代表されるアン
モニアに乏しい熱水帯での海底下生態系の
生物生産を規定するメカニズムを明らかに
するため、鍵反応と考えられる超好熱菌の窒
素同化（窒素固定、アンモニア同化、硝酸同
化）に注目した。特に、地球史を通じて水素
に富む熱水域で主要な一次生産者と考えら
れている超好熱メタン菌を対象として培養
実験を行った。実験の結果、超好熱メタン菌
は窒素分子とアンモニアを同化するが、現在
の海水に豊富に存在する硝酸は同化できな
いこと、窒素固定に不可欠なモリブデンに乏
しい条件下でも活発に窒素固定を行うこと、
細胞あたりの窒素固定速度は海洋で主要な
光合成細菌の窒素固定速度より一ケタ高い

 

図 1、地下温泉のエネルギー収量 



 

 

ことが明らかとなった。これらの事実はアン
モニアに乏しい海底下熱水帯では超好熱メ
タン菌による窒素固定が生物生産を規定す
る鍵反応である可能性が高いことを実験か
ら初めて体系的に示した点で重要である（論
文投稿中）。一方で、アンモニアに乏しいマ
リアナ熱水域やインド洋中央海嶺熱水域に
ついて実地調査を行い、熱水やチムニー試料
の採取を行った。今後は、これらの試料を用
いた微生物・地球化学解析により実際の環境
で窒素固定が行われているのか、どれくらい
の速度で行われているのかを観測すること
が重要となる。 
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