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海洋生態系での主要な有機物分解者は従属栄養細菌だけだろうか？
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研究成果の概要（和文）：海洋生態系における生物地球化学的物質循環プロセスのなかで、水圏での有機物の分
解・分子変換プロセスはブラックボックスとして扱われがちである。従来、海水中での非生物態有機物（溶存有
機物、非生物態粒状有機物）の分解・分子変換については従属栄養細菌の働きのみが強調されてきた。本研究
は、細菌だけでなく、真核微生物（主に原生生物）のなかにも海水中の非生物態有機物の分解・分子変換に関与
しているものがいるのではないかと考えて研究に着手した。その結果、従属栄養細菌のほかに原生生物のなかに
も、水中で細胞外の有機物を分解する能力を持つものがいることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Among biogeochemical processes in aquatic environment, degradation and/or 
transformation of natural organic matter in aquatic ecosystem is one of the most undescribed 
processes so far.  Degradation of organic matter in aquatic ecosystem is generally thought to be 
attributed to heterotrophic bacteria, however, we hypothesized that not only heterotrophic bacteria 
but also eukaryotic microbes, especially protists, contribute to organic matter degradation 
processes in aquatic environment.  In this study, we found that some kinds of protists showed high 
potential activities of extracellular proteases and parts of their enzymes were seemed to be 
secreted to the surrounding water.  Further researches for the contribution of the protists to 
organic matter degradation in aquatic environment are expected.

研究分野：生物地球化学
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１．研究開始当初の背景 
海洋に存在する有機物は、炭素量にしてそ
の 9 割以上が非生物態有機物（non-living 
organic matter）である。非生物態有機物に
は、非生物態粒状有機物（生物の糞や死骸、
それらのかけらや凝集物など）と、溶存有機
物が含まれる。海洋における有機物の移動・
変換経路として、いわゆる食う・食われるの
関係である捕食食物連鎖のほかに、溶存有機
物が従属栄養性細菌に取り込まれたのちに
捕食の経路へと繋がっていく「微生物ルー
プ」があることは広く認識されている。 
海洋での有機物動態に関する研究として、
捕食食物連鎖や微生物ループ（微生物捕食食
物連鎖）における生態学的構成員間での捕食
による有機物の移動を親生物元素フラック
スとして解析する研究は比較的行われてい
るのに対し、有機物の分子変換・変質プロセ
スに関する情報は少ない。従来、海水中での
非生物態有機物の分解（分子変換）は、従属
栄養性細菌が担っていると考えられている
が、実際に関与する微生物群やそれらの有機
物分解能についての詳細は、必ずしも明らか
になっておらず、海洋での有機物分解プロセ
スの実態はブラックボックスとなっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、海洋生態系での生物地球化学的
物質循環プロセスの中でブラックボックス
として扱われがちな、水圏での非生物態有機
物の分解・変質・変換過程の実態に関する情
報を得ることを目的とした。従来、海水中で
の有機物分解（分子変換）については、従属
栄養性細菌の働きのみが強調されてきたが、
本研究では、従属栄養細菌のほかに、真核微
生物（主として原生生物）のなかにも海水中
での非生物態有機物の分解・分子変換に関与
するものがいるのではないかと仮説をたて、
その実態を捉えることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、水圏において、微生物が自身
の体（細胞）の外に対して作用させる細胞外
プロテアーゼの活性を、細胞外有機物分解能
の指標とした。各種の人工基質を試水に添加
し、基質の分解速度を測定することで、その
基質を分解する酵素の活性を測定すること
ができる。本研究では、複数のタイプのプロ
テアーゼ（アミノペプチダーゼ、トリプシン
型、キモトリプシン型）活性を、それぞれ複
数のアミノペプチダーゼ用、トリプシン用、
キモトリプシン用の基質を用いて測定し、試
水のプロテアーゼ活性プロファイルとした。 
天然海水では、様々な種類の細胞外プロテ
アーゼ活性が検出されるが、測定される活
性・プロファイルは、様々な微生物を含む群
集全体の細胞外プロテアーゼ活性・プロファ
イルの総和であり、微生物群集を構成する
各々の微生物群の細胞外プロテアーゼ活
性・プロファイルはわからない。本研究では、

真核微生物（原生生物）の細胞外有機物分解
能を検討するために、まず、原生生物の分離
株を用いた。ここでは、繊毛虫株とラビリン
チュラ株で得られた結果について報告する。 
 
４．研究成果 
(1) 繊毛虫の細胞外有機物分解能 
繊毛虫は、水圏における代表的な原生生物
の一つである。水圏微生物生態系においては
微生物ループの主役である従属栄養細菌な
どを捕食する捕食者として位置づけられる
ことが多い。また自らが捕食されることによ
り、より高次の栄養段階へと有機物を転送す
る役目も担う。しかし、繊毛虫自身が細胞外
の有機物の分解に直接関与する有機物分解
酵素を放出するとは、考えられていない。 
本研究では天然海水に含まれる多様な有
機物分解酵素の起源を考えるにあたり、従属
栄養細菌以外の細胞外有機物分解酵素源の
可能性として原生生物を想定し、その一つと
して、海水から分離した繊毛虫株について、
細胞外の有機物を分解する能力があるかど
うかを調べる実験を行った。 

図 1. 繊毛虫株を用いたマイクロコズム実験の系内の
細菌数・繊毛虫数と細胞外プロテアーゼ活性の変化。
折れ線グラフは細菌数（○）と繊毛虫数（●）、バーグ
ラフは細胞外プロテアーゼ活性（色分けで示した 5 種
類の基質を使用： Arg-MCA と Leu-MCAはアミノペプ
チ ダ ー ゼ 用 、 Z-Phe-Arg-MCA と
Boc-Val-Leu-Lys-MCA は ト リ プ シ ン 用 、
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA はキモトリプシン用の基
質。これらの基質は、予備実験においてこの繊毛虫株
の培養液中で分解が見られたものを用いた）、上段(a, 
b)は繊毛虫のエサとした死細菌のみの系（ブランク
区）、中段は(c, d)はブランクに細菌のみが加わった系
（対照区）、下段(e, f)はブランクに細菌と繊毛虫が加
わった系（実験区）、左列(a, c, e)は細胞画分、右列(b, 
d, f)は細胞外画分。 (Thao et al. (2015) Marine 
Environmental Research, 109, 95-102.) 



まず、この繊毛虫株培養液において、細胞
外画分および細胞内画分のプロテアーゼプ
ロファイルを調べた。その結果、いずれの画
分においても一部のトリプシン用基質が分
解されることがわかった。 
次に、この繊毛虫株を用いたマイクロコズ
ム実験を行った。ただし、この繊毛虫株は無
菌ではなく培養液中に付随細菌が存在する。
そのため、実験区（繊毛虫と細菌を含む）の
ほかに、培養液から繊毛虫細胞を取り除いた
濾液（細菌を含むが繊毛虫は含まない）を対
照区として用いた。実験の結果、10 日間の実
験期間中に、細菌のみを含む系ではトリプシ
ン型活性の上昇は見られなかったが、細菌と
繊毛虫を両方含む系では水中のトリプシン
型活性の上昇が見られ、そのタイミングは繊
毛虫細胞数の増加とよく一致していた（図 1）。 
これらの結果から、繊毛虫も海水中の有機
物分解酵素源として考えうることが示唆さ
れた。 
 
(2) ラビリンチュラ類の細胞外有機物分解
能 
ラビリンチュラ類は単細胞真核微生物(原
生生物)で、水辺の落葉などに付着してその
有機物を分解することで知られており、その
分解に、セルラーゼ、リパーゼ、プロテアー
ゼなどの有機物分解酵素を用いることが報
告されている。しかし、水圏、特に水柱にお
ける溶存有機物や懸濁粒子態有機物の分解
に対するラビリンチュラ類の寄与について
は、ほとんど情報がない。一方で、近年のメ
タゲノム解析などでは、落葉などないような
外洋を含む幅広い海域からラビリンチュラ
類の存在が報告されており、水圏での有機物
動態におけるラビリンチュラ類の働きに興
味が持たれる。本研究では、ラビリンチュラ
類の水圏での有機物分解者としてのポテン
シャルを探るための第一歩として、液体培地
中のラビリンチュラ類分離株の細胞外プロ
テアーゼ活性プロファイルを調べた。 
連携研究者の保有するラビリンチュラ類
ヤブレツボカビ科の 10属 18 株を用い、対数
増殖期と定常期のそれぞれで、培養液（細胞
を含む）および培養上清（培養液から細胞を
除去）の両方について細胞外プロテアーゼ活
性プロファイルを分析した。プロテアーゼ活
性プロファイルの分析には、アミノペプチダ
ーゼ用基質 5 種類、トリプシン用基質 10 種
類、キモトリプシン用基質 2 種類の系 17 種
類の基質を使用した。 
その結果、全株で、アミノペプチダーゼ型
およびトリプシン型の細胞外プロテアーゼ
活性が確認された。キモトリプシン型活性は
Botryochytrium 属でのみ顕著だった。同じ属
の株同士では似たプロファイルが見られ、属
間では異なっていたことから、属により分解
の得意な有機物が異なる可能性が示唆され
た。 
対数増殖期には、アミノペプチダーゼ活性

は、いずれの株でもほとんどが細胞を含む画
分に検出されたが、トリプシン型活性は、
20-90％程度（株によって異なる）が上清画
分に検出された。すなわち、対数増殖期のラ
ビリンチュラ類は、アミノペプチダーゼを細
胞表面に保持した状態で持つ一方、トリプシ
ン型酵素の一部を水中に放出していると考
えられる。 
定常期には、対数増殖期に比べて細胞あた
りの活性が低下する株が多いが、顕著に高く
なる株も確認された。また、上清画分の活性
の割合が対数期に比べてやや高くなる傾向
がみられた。これが、細胞破壊による細胞内
酵素の漏出によるものか、生細胞からの放出
によるものかは明らかではないが、いずれも
水中の有機物の分解に貢献するものと考え
られる。 
以上より、ラビリンチュラ類は水柱でも有
機物分解に貢献しうるポテンシャルがある
ことが明らかとなった。 
 
(3) まとめ 
従来、水圏での有機物分解は従属栄養細菌
による作用のみが強調されてきたが、原生生
物のなかにも細胞外の有機物を分解する力
を持つものがいることが明らかになった。今
後、実際の海洋での非生物態有機物の分解・
分子変換における様々な微生物の寄与につ
いて、量的な見積りも含めてさらに詳細な研
究を実施したい。 
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