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研究成果の概要（和文）：硫化水素を供給できる飼育システムを開発し、硫化水素を利用できる硫黄酸化細菌を共生さ
せているシロウリガイやシチヨウシンカイヒバリガイの長期飼育を試み、共生菌を保持できるか検討した。シロウリガ
イでは43日間、シチヨウシンカイヒバリガイでは14カ月以上の長期飼育に成功した。Fluorescence in situ hybridiza
tion (FISH)を用いて、飼育個体のエラ切片を観察したところ、共生菌を保持していることが確認できた。炭酸ナトリ
ウムの安定同位体を含む飼育水中で1週間の短期飼育を行い無機炭素の取り込み量を評価したところ、共生菌を保持し
た個体で優位に無機炭素の取り込み量が増加した。

研究成果の概要（英文）：We developed a rearing tank system with supplying hydrogen sulfide and cultivated 
endosymbiont and the host invertebrates including Calyptogena spp. and Bathymodiolus septemdierum. Calypto
gena spp. survived for 43 days in the tank. Furthermore, B. septemdierum survived for more than 14 months.
 The symbionts of B. septemdierum were observed in the gill tissues of 3 and 14 month-cultivated individua
ls based on fluorescence in situ hybridization analysis. According to a tracer experiment using stable iso
tope, 13C uptake in gill and foot tissues of 3 and 14 month-cultivated individuals from inorganic carbon, 
bicarbonate, observed under the presence of H2S.
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１．研究開始当初の背景 
深海に存在する化学合成生態系は硫化水

素・メタン等の化学物質をエネルギー源とし
た原核生物が一次生産者となる生態系であ
る。化学合成生態系の一次生産者の一部は貝
類・多毛類・甲殻類の組織内外に共生した硫
黄酸化細菌やメタン酸化細菌が含まれる。中
でも硫黄酸化細菌と共生している生物は多
く知られており、その生態・多様性・分類・
進化に関する研究や共生菌のゲノム解析等
が、サンプリング主体の研究手法により推進
されている。不用なサンプリングをせずによ
り効率的な研究方法として、実験室での長期
飼育による観察実験が有効である。しかし、
深海の低温・微好気を維持しつつ、適切な濃
度の硫化水素を飼育水槽中に導入すること
が困難であったため、飼育を基盤とする研究
手法が行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
ガスセンサーを利用した硫化水素添加装

置を備えた飼育水槽を構築し、深海の化学合
成生態系における硫化水素濃度を再現する
ことにより、これまで飼育が困難であった水
生生物を長期飼育することを目的とした。 
 また、飼育が困難であるシロウリガイの生
育環境については、調査船を用いて、サンプ
リングする際、生育環境の化学組成・微生物
組成を詳細に検討し、飼育研究へのフィード
バックを試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）生育環境調査 
 シロウリガイの生育環境調査のため、海洋
研究開発機構が所有する調査船「なつしま」
ならびに ROV「ハイパードルフィン」を使用
した調査を実施した。ハイパードルフィンの
ペイロードに ISFET-pH センサーと自己記録
式 CTD（Sea-bird 19plusV2）を艤装し、直上
水の環境パラメーターを得た。コアラーを用
いて、シロウリガイコロニーならびに直近の
リファレンスサイトの地質コアを採取した。
コア内の DO を DO センサーで測定した後、4 
cm ごとのセクションにカットし、遠心分離
にて、間隙水を採取した。また、DNA 抽出用
にコアサンプルを採取し、-80℃にて保存した。
硫化水素濃度ならびにアンモニウムイオン
濃度は船上で比色法にて、定量した。残りの
間隙水は冷凍保存し、HPLC にて、硝酸イオ
ン濃度、硫酸イオン濃度、亜硝酸イオン濃度
を測定した。DNA サンプルは陸上ラボにて、
DNA 抽出（PowerMAX soil DNA Isolation Kit, 
MO BIO Laboratories）し、プライマー（Uni530F, 
Uni907R）にて 16S rRNA の部分配列を PCR
増幅し TA クローニングした。クローンはキ
ャピラリーシーケンサー（Applied Biosystems 
Model 3700）で配列解析を実施した。得られ
たシークエンスは MOTHUR 3.6 を用いて、デ
フォルトパラメータで 97%の相同性により
operational taxonomic units (OUT)にクラスタ

リングした。NAST アルゴリズムによるアラ
イメントを行い分類し、系統分類は ARB ソ
フトウェアにて SILVA SSU Ref111 データベ
ースに割り当てた。 
 
（2）飼育装置 
 飼育装置は Konishi et al. Environ & Microbe 
28:25-32, 2013）で報告したものをシロウリガ
イ用に改造して使用した。200L の水槽に種々
の制御装置を設置した。硫化水素添加用の多
孔質チューブをシリコンチューブに変更し、
飼育水槽に敷き詰めたサンゴ砂の内部に埋
めることで、地殻内からの硫化水素湧出を水
槽内で再現した。水温は 5℃に維持し、溶存
酸素は特に制御しなかった。水槽内の硫化水
素はガスセンサーにより過剰供給を監視し
つつ、自動もしくは手動でオンオフを行い適
当な硫化水素濃度を維持した。 
 
（3）安定同位体取り込み実験 
 安定同位体の取り込みを確認するために、
1L 容量の広口瓶に人工海水を入れ、 13C 
Atom%が 300 μM の NaH13CO2を添加した。用
意した広口瓶に 1 個体ずつ生物サンプルを入
れ、低温室中で保持した。保持中に消費され
る硫化水素を補うため、1-2 日おきに飼育水
槽の硫化水素を含む海水を 30μM 添加し、硫
黄酸化細菌の活性を維持した。飼育後、解剖
し、各組織に取り込まれた 13C/12C を分析した。
δ13C は以下の式から算出した。 
 
 

 
 
（4）Fluorescence In situ hybridization (FISH) 
 解剖したサンプルのエラ組織をエタノー
ル/パラホルムアルデヒドで固定した後、パラ
フィンに包埋し、10 μm の切片を作成した。
切片はキシレン、エタノールで脱パラフィン
処理した後、Cy3 ラベルしたオリゴプローブ
Bsob692（5’-CGCCATTGATGTTCCTTCAG-3’, 
Tm = 51 C）を含むハイブリダイゼーション
溶液（20 mM Tris–HCl (pH 7.4), 0.9 M NaCl, 5 
mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.01% 
sodium dodecyl sulfate, 50% (v/v) formamide）に
浸漬し、46C でインキュベーションした。そ
の後、プローブとホルムアミドを含まないハ
イブリダイゼーション溶液で 48℃で洗浄し
た 。 さ ら に DAPI
（4’,6-diamidino-2-phenylindole）で染色し、蛍
光顕微鏡観察を行った。 
  
４．研究成果 
（1） シロウリガイの生育環境 
 相模湾初島沖のシロウリガイサイトでサ



ンプリングを行った。表 1 にサンプリングの
詳細なデータを示す。コアサンプルの直上水
の温度は 4.15-4.45C、pH は 7.71-7.57 であっ
た。コロニーサイトのサンプルには 79-100 
mmのシロウリガイが 1-3個体含まれていた。
海底面からおおよそ 100 mm 程度までシロウ
リガイが侵入していた。DO プロファイル
(Data not shown)の測定から海底面から 5-10 
mm までに溶存酸素が減少し、検出限界以下
まで減少することがわかった。シロウリガイ
は嫌気・微好気の境界条件に適応しているこ
とが示唆された。 

 図１にシロウリガイサイトならびにリファ
レンスサイトにおける硫化水素と硫酸イオ
ンの鉛直プロファイルを示す。シロウリガイ
コロニー周辺のCore 1ならびにCore 2では深
度が深くなるにつれて硫酸イオン濃度が減
少し、硫化水素濃度が高くなる傾向が観察さ
れた。硫化水素濃度が高い Core 2 ではその傾
向が強く、硫酸イオン濃度は 28 mM から 18 
mM まで減少しており、それに伴い硫化水素
が 2 mM 程度生成していることがわかる。一
方、リファレンスサイトでは、硫酸イオンの
減少ならびに硫化水素の増加は認められな
かった。この結果から、シロウリガイコロニ

ー近傍では、硫酸イオンが還元され硫化水素
が生成していることが示唆された。アンモニ、
硝酸、亜硝酸濃度のデータについて、検討を
進めている。 
 菌叢解析結果のまとめを図 3 に示す。シロ
ウリガイコロニーサイトでは硫化水素が存
在するために、硫黄酸化細菌と思われる
Epsilonproteobacteria が優占化していること
がわかる。また、硫酸還元菌と思われるクロ
ーンならびに嫌気的メタン酸化菌(ANME-2)
のクローンも検出されている。リファレンス
サイトではこれらのクローンは検出されて
いない。一方、一般的な深海底でよく検出さ
れる Marine Group I に含まれるクローンは検
出されなかった。菌叢解析の結果から、湧出
しているメタンを開始物質とする微生物反
応により、シロウリガイの生育に必要な化学
的な条件が成立していることが示唆された。 
 
 
（2）シロウリガイの飼育と評価 
 シロウリガイの飼育条件は水温3.5～3.9C, 
DO 4.8～7.2, pH 7.43～7.52 で期間中維持され
た。19 個体のシロウリガイを搬入し、飼育を
試みたが、2 週間で 8 個体が死亡した。安定
同位体の取り込み実験に使用するため、30 日
後に 7 個体をサンプリングした。さらに 3 個
体死亡したため、43 日後には 1 個体のみが生
存していた。生存個体をサンプリングしエラ
組織を解析中である。安定同位体実験は小分
けした瓶中でほとんどの個体が死んでしま
い。議論に耐えうるデータがえられていない。
シロウリガイは硫化水素以外の様々な要因
に敏感であることが考えられた 
 また、飼育水槽中の底層中の硫化水素濃度
は環境中の 10～100 倍以上高い濃度になって
いたことや、途中で死んだ個体からの有機物
の影響等で水質をうまく管理できなかった
ことも悪影響を与えたと考えられる。 
 

表 1．コアサンプリングならびに CTD データ 

 Core 1 Core 2 Core 3 Core 4 

Sampling date 2013. 4. 4 2013. 4. 9 2013. 4. 4 2013. 4. 4 

Location 3500.957N 3500.938N 3500.960N 3500.963N

 13913.336E 13913.227E 13913.322E 13913.237E 

Depth (m) 849 809 849 806 

Core length (cm) 16 12 20 8

Number of 3 1 0 0 

Calyptogena spp. 

CTD data (Sea **) 

Temp. (C) 4.15 4.45 4.15 4.45 

DO (mg/L) 1.966 1.815 1.966 1.820 

pH 7.71 7.57 7.71 7.71 

Pressure (Mpa) 8.57 8.65 8.57 8.17

Alphaproteobacteria

Ga mmaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Epsilonproteobacteria

Acidobacteria

Bacteroidetes

Chlorof lexi; 
Anaerolineae

Chlorof lexi; others
Deferribactera les

Lentisphaera eNitrospirae; 
Nitrospira

Planctomycetes

JS1
Marine Group I

MBG-B
MCG

Thaumarchaeota: 
Group C3

MBG-D ANME2

DHVEG-6

Others

Eukaryote
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図 3. 菌叢解析結果（コア全層） 
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図 1. 硫化水素ならびい硫酸イオンの分布 
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（3）シチヨウシンカイヒバリガイの飼育と
評価 
 シチヨウシンカイヒバリガイは 2012 年 4
月 24日～5月 1日に行われたNT12-10航海な
らびに 2013 年 4 月 21 日～4 月 29 日に行われ
た NT13-09 で得られたものを使用した。飼育
中の水温は 4-5℃、DO は積極的に制御せず、
硫化水素濃度は 10-50 μM 付近で維持した。1 
cm 以下の小さな個体が生存しやすい傾向が
あることがわかり、NT12-10 航海で得られた
個体は 14 カ月以上生存した。NT12-10 航海で
得られた個体は硫化水素存在下ならびに非
存在下で 3 カ月飼育した。飼育した個体をそ
れぞれ小瓶にわけ、安定同位体を含む重炭酸
から有機炭素への炭素取り込みについて検
討した。小瓶での飼育期間は 2 週間とし、小
瓶中での硫化水素は逐次的に添加し可能な
限り、維持した。安定同位体を含まないサン
プルは 3 カ月飼育したものを用いた。その後、
解剖し、エラ組織ならびにアシ組織に含まれ
る安定同位体比を測定した結果を図 5 に示す。
硫化水素存在下で鰓組織中 δ13C-VPDB がの 3
カ月飼育した個体群は+300‰程度まで増加
した。一方、硫化水素を添加せずに飼育した
個体では、安定同位体を添加しなかったリフ
ァレンスと比べてわずかの δ13C-VPDB の増
加にとどまった。面白いことに 14 カ月飼育
した個体群は 3 カ月飼育した個体群よりも多
くの安定同位体を取り込んでおり、約+600‰
の δ13C-VPDB を示した。アシ組織中にもエラ
組織と同等若しくは若干少ない同位体の取
り込みが確認できた。エラのみならずアシ組
織に同位体が取り込まれていることから、共
生硫黄酸化細菌を介して無機炭素がシチヨ
ウシンカイヒバリガイ中の有機炭素へ取り
込まれていることを示している。 

さらに同位体の取り込み実験に用いた組

織を固定化し FISH 解析を行った結果を図 6
に示す。硫化水素添加をせずに 3 カ月飼育し
た個体では、共生菌の存在を示す赤色蛍光の
シグナルが全く検出されなかった。硫化水素
が与えられないことで共生菌の数が減少し
たことが示唆された(図 5B)。硫化水素存在下
で 3 カ月飼育した個体ではシグナルが弱いも
のの赤色蛍光シグナルが検出された(図 5A)。
これらの結果は適当な濃度の硫化水素の添
加が共生菌の維持に寄与することを示して
いる。14 カ月飼育した個体では 3 カ月のもの
と比べて赤色蛍光シグナルがよりはっきり
強く検出されていることがわかる(図 5C)。生
育段階の異なるサンプルであるが、サンプリ
ング直後ではエラ糸組織の周辺にバクテリ
オサイトがはっきりと検出される(図 5D)。若
干少ないものの、14 カ月飼育した個体では、
飼育水槽中の硫化水素を効率的に利用でき
る程度の硫黄酸化細菌が保持されているこ
とが示唆された。 
 

 

図 4．飼育中のシロウリガイ 

図 5. 安定同位体取り込み実験結果 



 
 これらの結果から、これまでに報告してい
るゴエモンコシオリエビのような外部共生
菌のみならず、強い共生関係を持つ内部共生
菌に対しても飼育中の硫化水素添加効果が
立証できた。 
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図 6．FISH 解析結果（A）硫化水素添加

条件で 3 カ月飼育 （B）硫化水素無添加

で 3 カ月飼育 (C) 硫化水素添加条件で

14 カ月飼育 (D) サンプリング直後 


