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研究成果の概要（和文）：本研究は、結晶性酸化鉄を還元する嫌気的酢酸酸化菌に焦点を当て、海底地下試料を微生物
接種源として、数百種類の微生物集積系の取得に成功した。次世代シークエンスの結果、Firmicutes門に属する鉄還元
微生物群が地下圏の物質・エネルギー循環に中心的に関与していることが強く示唆された。さらに未培養微生物機能同
定法であるStable Isotope Probing（SIP）と次世代シークエンスを組み合わせることで、従来法より約500倍の検出感
度を有する超高感度SIPを確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on anaerobic acetate oxidizers involved in the 
reduction of crystalline iron(III) oxides and successfully obtained their enrichment cultures from deep 
subseafloor core sediments. High-throughput sequencing of 16S rRNA genes revealed that iron reducers 
affiliated within the phylum Firmicutes may play a pivotal role in the carbon and energy cycles in the 
deep biosphere. Further, in order to investigate the ecophysiological features of the iron reducers, we 
established the ultra-high-sensitivity stable isotope probing of 16S rRNA.

研究分野：微生物生態学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
(1) 地下深部掘削および微生物生態学の進

展により、地球内部に広がる地殻には多
種多様な未知微生物群が圧倒的なバイ
オマス量で生き続けていることが明ら
かになってきた。本発見は、好気性生物
が繁栄する地球表層部が生命活動の主
要な場であるという常識を覆し、陸域地
下および海底地下に存在する広大な嫌
気生命圏が地球上炭素・エネルギー循環
の直接の担い手のひとつであることを
強く示唆している。	
 
	
 

(2) ごく最近の成果では、ナノスケール同位
体比検出技術 NanoSIMS により地球深部
の未培養微生物群が極めて低速ではあ
るが 13C-有機物を取り込むこと、固定化
担体バイオリアクターを用いた海底地
下コアの連続培養によって生物学的メ
タン生成が起こることが報告されてい
る。これにより地下生命圏において「高
次有機物が生物学的にメタン・CO2 に変
換される」という炭素・エネルギーの流
れが推定されている。高次有機物から低
級脂肪酸への分解は、微生物の発酵的代
謝によると考えられ、エネルギーの乏し
い地下圏でも十分に起こり得る反応で
ある。しかしながら、「低級脂肪酸（特
に酢酸）」の分解機構やそれに関与する
地下微生物群は全くの未知と言っても
過言ではない。	
 

	
 
(3) 嫌気分解過程で最大のフラックスを有

する「酢酸」は、嫌気環境で熱力学的に
極めて安定である（酢酸酸化：ΔG0’	
 =	
 
+104	
 kJ/mol）。陸域の嫌気酢酸分解に関
して、その約 70%が酢酸資化性メタン生
成菌によるメタン変換であることが知
られている。一方、地下圏では、酢酸資
化性メタン生成菌はほぼ検出されない
ものの、酢酸は蓄積することなく代謝さ
れている。地下微生物群は熱力学的に極
めて安定な酢酸を分解するために、その
酸化反応で生じる電子を速やかに体外
に放出しなければならないが、硝酸や硫
酸などのエネルギー順位の高い電子受
容体は地下圏にほぼ存在しない。これら
を鑑みると、酢酸の嫌気的酸化にカップ
リングする電子伝達機構は、地下圏に豊
富に存在する鉄鉱物の還元反応である
可能性が高い。	
 

	
 
(4) 地下深部では、有機物の豊富な「泥層」

とメタン・CO2 ハイドレートなどが存在
する「砂層」の境界域にナノサイズの硫
化鉄「ナノパイライト（FeS2）」が頻繁に
観察される。この地質学的空間分布を基
に考えれば、砂層と泥層の境界は「有機
物からメタン・CO2 への変換」が旺盛に

起こり得る生物活動域と推定される。と
りわけ、「酢酸」を嫌気的に酸化しナノ
パイライトを生成するような生物反応
が強く示唆されるものの、これら酸化と
還元を連結させる微生物学的根拠はこ
れまでに知られていなかった。我々の研
究により、嫌気土壌圏において新規な未
培養微生物群が生物難利用性の結晶性
酸化鉄を低速ながら還元し、酢酸を嫌気
的に酸化していることが発見された。こ
れらの微生物機能は、鉄鉱物を豊富に含
む地下深部でこそ重要である可能性が
高く、嫌気的な酢酸酸化とナノパイライ
ト生成を同時に実現可能にする代謝駆
動力として極めて有力である。	
 

	
 
(5) 本研究で標的とする嫌気分解過程の中

心中間産物「酢酸」と地殻中第 4 位の構
成元素「鉄」は地球の根源物質であるた
め、その代謝に関わる未知微生物群の実
体解明は、地下圏の生命活動全体を紐解
くことに直結する。	
 

	
 
２．研究の目的	
 
	
 
(1) 未だ実体の明らかでない「地下圏炭素・

エネルギーフラックスの根幹反応を担
う未培養微生物群（結晶性酸化鉄を還元
する嫌気的酢酸酸化菌）」の生理生態を、
分離培養技術と次世代シークエンサー
解析との融合法によって明らかにする
ことで、今なお進行しつつあると予想さ
れるメタンハイドレート形成やナノパ
イライト生成などの地下物質ダイナミ
クスに対して科学的知見を提供するこ
とを目的とした。	
 
	
 

(2) さらに、次世代シークエンス（MiSeq,	
 
Illumina）による微生物種の大規模同定
法と Stable	
 Isotope	
 Probing	
 (SIP)を融
合させた超高感度な未知微生物機能同
定法を確立し、これにより分離培養を経
ることなく、地下微生物群の生理生態の
根本的理解に資する技術基盤を構築す
ることを目指した。	
 

	
 
３．研究の方法	
 
	
 
(1) 統合国際深海掘削計画（IODP）第 337 次

研究航海「下北八戸沖石炭層生命圏掘削」
で取得した海底地下コア試料 15 種（海底
下深度 1289〜2458m）を微生物接種源と
して用いた。海底地下コア試料の単位体
積あたりの微生物数は陸上土壌に比べて
極めて少ない。ここでは得られる微生物
菌体量の乏しさを打開するために、海底
地下試料を直接解析するのではなく、第
一ステップとして中核微生物群の高度集
積系を構築した。電子受容体基質として
溶解性のクエン酸鉄（III）または NTA-



 

 

鉄(III)、結晶性の酸化鉄鉱物 5 種
（Goethite、Lepidocrocite、Hematite、
Magnetite、Hornblende）を用い、電子供
与体基質として酢酸を用いた。基礎培地
として淡水および海水の Widdel	
 培地を
採用した。集積培養は 2 年間以上継続し、
集積系の全てからDNAを抽出し、16S	
 rRNA
遺伝子断片を PCR 増幅した後、複数回の
精製を経て、次世代シークエンス（MiSeq,	
 
Illumina）へと供した。最終的に各集積
系から数万種の微生物を系統学的に特徴
づけた。	
 
	
 

(2) 未知微生物機能同定法 SIP において 13C
標 識 rRNA の 検 出 を 従 来 法 で あ る
Terminal	
 restriction	
 fragment	
 length	
 
polymorphism	
 (T-RFLP)から次世代シー
クエンスへと置き換えることによって達
成される検出感度増強を評価した。具体
的には、大腸菌に由来する 13C 標識された
RNA を枯草菌に由来する非標識 RNA に 1%
～0.0001%の割合で混合することによっ
て、異なる 13C 標識 RNA 濃度を有する複数
の標準試料を作成した	
 。それらを超遠心
に供し、各密度画分に含まれる 16S	
 rRNA
を T-RFLP および次世代シークエンスに
よりスクリーニングした。なお大腸菌の
非標識 RNA を枯草菌の非標識 RNA と混合
した非標識系も対照として用意し、同様
の実験に供した。	
 

	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1) 結晶性酸化鉄を還元する嫌気的酢酸酸化

菌の取得を目指した長期間培養により高
度集積系を数百種獲得することに成功し
た。得られた集積系のいくつかから鉄還
元およびメタン生成などの重要な生物地
球化学反応が観察された。さらに次世代
シークエンサー（MiSeq,	
 Illumina）を用
いた大規模遺伝子配列解読により各集積
系の構成微生物を数万種レベルで同定し
た結果、Firmicutes 門に属する鉄還元微
生物群が地下圏の物質・エネルギー循環
に中心的に関与していることが強く示唆
された。	
 
	
 

(2) T-RFLP に基づく SIP では、大腸菌の 13C
標識 RNA	
 が 1〜0.5%含まれる条件で、大
腸菌に由来するピークが最高密度画分で
主要となった。しかし 13C 標識 RNA の
0.05%含有条件では大腸菌ピークを確認
するのは困難であった。一方、次世代シ
ークエンスを用いた場合、13C 標識 RNA を
0.05%〜0.001%含む低混合率条件でも、大
腸菌に由来する RNA の最高密度画分にお
ける集積が観察された。この 13C 標識 RNA
の高感度検出は、定量 RT-PCR の解析によ
っても支持された。これらから、13C 標識
RNAのスクリーニング法を T-RFLP から次

世代シークエンスへ置き換えることで
rRNA-SIP の 500 倍の高感度化が達成され
た。ここで確立された超高感度 SIP は地
下微生物群の機能解明に極めて有効であ
ると考えられる。	
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