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研究成果の概要（和文）：本研究では、海洋の炭素・窒素サイクルの促進に関わるウイルスの感染・溶菌現象に着目し
、海洋溶存有機物プールへの供給に寄与する宿主細胞溶解物のプロテオーム組成を明らかにした。海洋シアノファージ
の代表株を用いて調製した宿主シアノバクテリアの培養溶菌液に由来する溶存有機物のプロテオーム解析を行った。そ
の結果、溶菌後の溶存態画分中のプロテオームの主な構成は、光合成関連タンパク質や糖質・アミノ酸代謝関連酵素、
ウイルス構造タンパク質であった。ウイルス溶菌後に溶存態として存在するプロテオームの形成には、細胞に含まれる
タンパク質分子の違い・細胞内局在の違いが関わっている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the comprehensive metaproteomic analysis using the liquid chromatog
raphy-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method was performed to investigate the dissolved (< 0.2 um) pro
teomic composition of viral lysates occurring during infection of a marine cyanobacterial Synechococcus sp
. The analysis of the lysate proteome revealed that photosynthetic proteins, metabolic enzymes involved in
 amino acids and carbohydrates, and viral capsids were major components, possibly indicating the formation
 of dissolved proteins during viral infection was influenced by differences in the nature and subcellular 
localization of protein molecules.
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１．研究開始当初の背景 

溶存有機物  (Dissolved Organic Matter; 

DOM)は、海洋の有機物の 90%以上を占め、
海洋生態系における物質循環(炭素・窒素循環
および微生物ループ過程)の駆動を担ってい
る。DOM の生産プロセスとしては、(1)植物
プランクトンによる DOMの細胞外放出、(2)

動物プランクトン捕食後の分解産物(DOM)

の生成、(3)ウイルス感染による宿主(細菌・
植物プランクトン)の崩壊時の細胞外DOM放
出、が知られているが、これらのプロセスに
おける生成および分子変換機構についての
詳細な研究例は殆どない。 

近年、海洋でのバクテリオファージ(細菌に
感染するウイルス)による細菌の死滅は、微小
鞭毛虫による捕食と同レベルの影響力を持
つと見積もられており、ファージによる溶菌
も重要なプロセスであるとの認識が持たれ
ている。ファージのなかで、特に、水圏環境
中の一次生産者であるシアノバクテリアに
感染するファージの研究が盛んに行われて
きた。そのような中、本課題代表研究者は、
湖沼で多発する有毒アオコ原因シアノバク
テリアおよびその感染性ファージの生態学
的相互関係を解析し、ファージが宿主の動態
を制御する消滅因子であることを突き止め
た 3)。また、研究代表者は、海水に含まれる
溶存タンパク質のプロテオームについて網
羅的ショットガン法を行うことにより、シア
ノバクテリアとファージに由来するタンパ
ク質が豊富に存在することを発見した(図 1; 

雑誌論文(1)参照)。この結果は、シアノバク
テリアとファージの相互作用が海洋の溶存
タンパク質プールに寄与することを示唆す
るものである。しかしながら、ファージによ
る溶菌に由来する溶存タンパク質の生成プ
ロセスは不明であるのが現状である。こうし
た経緯を踏まえ、微生物ループや海洋の物質
循環に対するファージの寄与についても興
味を持ったため、本研究課題の提案に至った。 

 

 

 

図 1. 日本沿岸海域(愛媛県近海表層 4 地点)

における溶存態タンパク質の由来微生物分
類群別の分布  (Yoshida et al., J. Oceanogr., 

2014). 

 

本研究は、(3)で形成される DOM のうち、
タンパク質の運命を解明する研究と位置づ
けられる。さらに、海洋でのタンパク質の分
子変換におけるファージの寄与を解明し、微
生物ループでのファージのあたらしい生態
学的機能を明らかにできる研究である。 

 

２．研究の目的 

海洋の炭素循環におけるファージの寄与
を明らかにするために、本研究では、DOM

のなかでも、易分解性物質で生物体の 50%以
上を占めるタンパク質に焦点をあて、海洋の
一次生産者であるシアノバクテリア
(Synechococcus)の感染ファージ溶菌プロセス
における生成溶存タンパク質のプロテオー
ム組成の全体像を網羅的ショットガン解析
により明らかにする。 

 

３．研究の方法 

代表的なシアノファージ感染系である宿
主 Synechococcus sp. WH7803 株とその感染フ
ァージ株 S-PM2 の培養系を用いて溶菌液を
調製した。57 時間後に得られた完全溶菌液を
0.2 μmフィルターで濾過し、その濾液を溶存
態画分とした。この画分を限外濾過・TCA沈
殿により精製した溶存態タンパク質試料に
ついてSDS-PAGEを行った。各レーンにつき、
CBB 染色された部分を 20～30 区分に切り分
け、in-gel 消化法を用いてペプチド抽出した
後、イオントラップ型の LC-MS/MS 質量分析
計に供した。 

 

４．研究成果 

海洋シアノファージの代表株(S-PM2)を用
いて、宿主シアノバクテリア(Synechococcus 

sp. WH7803)の培養溶菌液を調製した。ファー
ジ感染開始から 57 時間後には、宿主が完全
溶菌した(図 2)。57時間後と溶菌途中の 33時
間後の試料(それぞれ 57 h 試料と 33 h 試料)

に含まれる溶存タンパク質画分を抽出・精製
し、SDS-PAGE 解析を行った(図 3)。ファージ
感染直後 (0 h)は、溶存態タンパク質のバンド
およびタンパク質の存在を示す CBB 染色像
が観察されなかった。一方、感染開始から 33

時間後 (33 h)・57 時間後 (57 h)には、明瞭な
複数のバンドが観察された。さらに、これら
の試料ではスメアー状のバンドパターンを
示したことから、多様なタンパク質の存在が
示唆された。この結果から、ファージ感染後
において一部のタンパク質が宿主細胞から
消失し、分解を経て溶存態へと移行したもの
と推察された。 

 

 

 



図 2. シアノファージ S-PM2 による宿主
Synechococcus sp. WH7803 の溶菌過程. 

 

図 3. S-PM2 感染・溶菌プロセスにおける
Synechococcus 宿主細胞溶解物に由来する
DOM画分中プロテオームの SDS-PAGE展開. 

 

双方の試料においてバンドパターンにあ
まり違いが見られなかったことから、57 hの
試料を溶菌陽性対象として選択し、
LC-MS/MSを用いたショットガンプロテオー
ム法に供した(図 4)。解析した溶存態プロテオ
ームより同定されたタンパク質の細胞内局
在を調べた結果、細胞質に局在するタンパク
質が全体のおよそ半数を占め、最も高い割合
を示した(43%)。一方、細胞膜などの他の細
胞部位に存在するタンパク質の割合は低か
った。これらの部位(特に細胞膜)には、ファ
ージによる溶菌を受けてもなお細胞レベル
の高分子構成を保ったままのタンパク質、あ
るいは二次的に高分子粒子形成を伴ったタ
ンパク質が存在し、分解を受けずに残存して
いる可能性が示された。KEGG によるタンパ
ク質機能分類に準拠すると、溶菌後の溶存態
画分中のプロテオームは、光合成関連タンパ
ク質(20%)やウイルス構造タンパク質(16%)、
糖質・アミノ酸代謝関連酵素(それぞれ 12%・
11%)が主要構成員であった。以上のように、
ウイルス溶菌後に溶存態として存在するプ
ロテオームの形成には、細胞に含まれるタン
パク質分子の違い・細胞内局在の違いが関わ
っている可能性が考えられた。 

図 4. S-PM2 による宿主 Synechococcus溶菌後
(57 h 後)の溶存画分におけるタンパク質の(a) 

細胞内局在および(b) KEGG 機能カテゴリー
別分布. 

 

各試料において同定した総 MS/MS スペク
トルデータをもとにペプチド計数を行った
結果、光合成色素タンパク質に由来するペプ
チドの量が最も多く検出された。他の溶菌現
象である細胞の自己分解プロセスにおいて
は、栄養制限に応答して自身に多く含まれる
光合成色素タンパク質を分解・利用して生残
する機構が発動するため、細胞溶解時にはこ
のタンパク質が溶存態としてあまり放出さ
れない可能性が考えられる。今後、人工的に
栄養源を制限したバッチ培養系の試料につ
いても解析し、得られたデータを上記のウイ
ルス溶菌データと擦り合わせることで、ウイ
ルス溶菌が海洋生態系に与える生物地球化
学的循環へのインパクトを明確にする予定
である。 
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