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学位論文内容の要旨

海洋の表層にはImLあたり、約105から106細胞の細菌が存在している。外洋域では、これら細菌が占めるバ

イオマスは、一次生産者である植物プランクトンと同等かそれ以上であり、従属栄養性細菌は海洋生態系の重

要な構成要素である。また、溶存態有機物を利用できるため、自身は粒状有機物として原生生物などに被食さ

れる連鎖系カ靖在する。これを、一次生産者に始まり補食と被食の関係を通じてエネルギ一段階が上がる生食

物連鎖に対し、微生物ループと呼ぶ。海洋において微生物ループを通じて従属栄養性細菌が果たす役割は、溶

存態有機物を介した地球規模の炭素循環とっながっているために重要である。

  海洋における微生物ループの研究では細菌群集をーつの機能と捉え、細菌群集組成は考慮されなかった。19

80年代以降、16S rRNA遺伝子の塩基配列の違いから細菌を系統学的に分類する事が可能となることで、海洋

中の細菌群集は従来考えられてたよりも多様で、未知であった6系統群を含む9系統群に分類されることが明ら

かとなった。しかし、細菌群集構造が海域を通じて均―劫ゝどうかや、群集構造変化の要因について不明な点が

多い。近年では変性剤濃度勾配ゲル電気泳動のGGE）法などのフィンガープリンテイング法により細菌群集構

造を時空間的に解析する事が可能となっている。

  本研究では、高栄養塩・ク口口フィルmNLC）海域である西部北太平洋において細菌群集構造をpCR・DGGE

法により調査した。また、細菌群集構造が変化する要因としてHM£海域の要因と考えられている鉄欠乏と成

層圏オゾンの減少に伴い増加している紫外線を挙げ、これらが細菌群集構造に及ぽす影響を評価する。

ChapterlTempo-spatial pattems of bacterial phylotype composition血the western North Pacific Ocean

西音鬪ヒ太平洋は、亜熱滞起源の黒潮と北太平洋亜寒帯滴淀！源の親潮カミ混ざりあい、黒潮親潮移行域を形成し

ている。本海域は時空間的に変動の大きな海域である。過去に、春期ブルーム期を除いて微生物食物網が卓越

することが示唆されている。しかし、従属栄養性細菌群集の組成や分布に関する報告は無い。ここでは親潮水、

黒潮水、親潮黒潮移行域の間の従属栄養性細菌群集組成を比較調査した。

  100m深の水温と塩分濃度を同時に測定し、定点を親潮域、混合域、黒潮域に分けた。平均細胞密度は0.2

x 10s cells/mI」から1．4x1ぴce］］s／I弧I」であり、9月には親潮域で高かったが、他の季節は海域間に差は認めら

れなかった。P（凧・DGGE法を用いて群集組成を比較したところ、海域毎に特徴的な組成を示した。DGGEバ

ンドから31型の塩基配列が同定され、Y．p恥teobacte血が22型、a．proteobacte血｀が4型、Cyanobacte血が2型、
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ク口口プラストが1型、不明な細菌カ鞄型得られた。耐冷性細菌のPsyc轟m6郡艶rgあ〔あ飽なとS虹珀2カ韃昆潮

で、a．proteobactedaの2種が深層に特徴的であった。本研究により西部北太平洋での細菌群集の種組成が水塊

に強く影響を受けていることカ沫唆された。

    Chapter2Effects of UV radiation on bacterial community composition

  近年、成層圏オゾンが減少することで、生物に有害な紫外線領域(UVB)が増加し、海洋生態系に影響を及ぼ

すことカ遡唸されている。一般に、細菌はUVBによりDNAに構造異常(DNA損傷）が形成され易いと考えられ

ており、DNA損傷が蓄積された細菌群集は増殖が阻害されることが知られている。しかし、環境中では、UV

Bは難分解性の溶存態有機物を従属栄養性細菌が利用可能な低分子に分解するなど、従属栄養性細菌の生存率

を増加させる間接的な影響も存在する。

  紫外線カ湘菌群集構造に与える影響を種レベルで評価するには、従来のPCR-DGGE法では限界がある。つ

まり、ゲノムDNAを標的に16S rDNAをPCRによって増幅するこの方法は、細菌群集構造を網羅的に解析す

る点で優れた手法であるが、活性の有無やUVBの影響など環境中での細胞の状態を知る事はできない。本研

究では免疫選抜法とPCR-DGGE法を合わせてUVBが細菌群集に与える影響を評価した。調査海域は親潮黒潮

移行域とした。

  本手法では活性を持つ細菌由来のDNAとUVBにより損傷カ潜積したDNAをそれそ期分離し、DGGE法に

よって細菌群集を比較した。DNA損傷を蓄積しない種として劭ythmぬぬrSp．を、DNA損傷を蓄積し易い種

としてAeu出ぬm伽n丑ssp，を検出した。本手法により環境中での細菌群集に対するUVBの影響を評価する

事が可能となった。

Chaptば3Tempormcl協ng骼血伽mmuII衂mmpOSi血岨ofhe！temtomphjcbaCterぬdIlnng血Si恤iron飢n

    chm皿t血thew髑teIumbarc血Paci血（sEEDS‘田

  鉄は生物にとって必須の元素である。しかし、外洋域では水溶性の2価鉄は直ちに不溶性の3価鉄に酸化され

て沈降するので鉄が欠乏している。北太平洋亜寒帯域、東部赤道域、南極海は、栄養塩は豊富だが、ク口口フ

ィル（植物プランクトルが十分に成育しないHNLC海域であり、この原因は鉄不足によると考えられている。

HM£海域では鉄を添bHすることで、ク口口フィル濃度や従属栄養性細菌の細胞密度の増加が報告されている

が、細菌群集組成についての知見は僅少である。本研究では西部北太平洋で行われた鉄散布実験（sEEDS．ID

において、鉄散布後の細菌群集組成の変化をPCR．DGGE法によって調査した。2004年7月から8月にかけて北

緯48度50分、東経165度00分において、溶存態鉄mS04）と生物不活性物質のSF6を海水中に散布し、SF6をト

レーサーとして散布した鉄を含む水塊を追跡した。鉄散布後、2，4，7，10，12，25日後に鉄を含む水塊（銑ペッチ）内

から、5，8，n，31，32日後に鉄バッチの外から、5m深の海水を採取した。DGGEバンドパターンに基づくクラ

スター解析により、細菌群集構造は鉄パッチ内外で異なった。DGGEバンドに含まれる塩基翫三歹IJを同定した結

果丶R0se曲acter、O戒卿a顔・」靦2欣め郡晩ガhmlを甜凹面ぬs（CFB）、サpro伽bact面aとAc血1c）bacte五aカ違炒ヾ

ッチ内に特徴的に現れた。特にRosebacterとCFBの出現カ溺渚であり、鉄の添加による影響と考えられた。C

FBは刹藻菌として知られる5如m駟嵒誼と最も近縁であった。これらの結果からSEEDS．uにおける鉄の添加に

対する従属栄養性細菌の応答は系統型毎に異なることが示唆された。
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  南極周辺海域におけるナンキョクオキアミの激減に代表されるように、地球

環境の変動とともに海洋における生産カの異変が指摘されるようになってきた。

その主な原因を地球温暖化にもとめる研究は数多くなされているが、ナンキョ

クオキアミの激減は南極オゾンホールの発生・拡大の時期とも同調しており、

オゾン層破壊に伴う紫外線の増加が海洋における生産カの異変に関わっている

可能性も否定できない。申請者は、特に外洋域における物質循環に深く関わっ

ている微生物ループの中で最も重要な役割を果たしている細菌類の紫外線耐性

が低いことに着目し、本研究を立ち上げた。また、申請者は、海洋への鉄散布

が生産カに及ぼす影響を探る研究プ□ジェクトSEEDS-IIに参加する機会を得、

鉄散布が海洋細菌群集に及ぼす影響の解明を担当している。本論文はこれらの

研究成果をまとめたものである。

  申請者は、まず、北海道・厚岸沖のAラインにおける細菌群集構造を解析し

て いる。PCR-DGGE法によ り61本のバン ドを判別し 、調査地点 間のバンド組

成類似度からクラスター解析を行い、黒潮域と親潮域は異なるクラスターを形

成すること、親潮域は主にク口口フィル量に規定され、黒潮域は水温と塩分濃

度に規定されることなどを明らかにしている。また、これら61パンドのうち41

バ ンドで16Sリポソーム RNA遺伝子 の塩基配列 判読に成功 し、これまでに行

わ れた海洋細菌群集研究結果に比べてaプ口テオパクテリアとCFBの種数が少

な く、アプ口 テオパクテ リアの割合が多いこと、遺伝子型ALN―gm17，18や

ALN―gmll，12などのように親潮特異的遺伝子型がいくっか見られるのに対し、



黒潮特異的遺伝子型は少ないこと、既報のバクテリアとの相同性が97％以下で、

新種と 見ら れるバ クテ リアが6種含まれることなどを明らかにした。

  Aライン調査では、細菌群集構造解析と並行して紫外線耐性の種間比較を行

っている。まず、UV-B量が最も多い時間帯に海表面水から採取したDNAより、

免疫学的方法でチミンダイマーを含むDNAを抽出した。また、採水直後にBrdU

を添加して1時間放置した海表面水から採取したDNAより、免疫学的方法で

BrdUを含むDNA（細胞分裂時に複製されたDNA)を抽出した。これら2種

類のDNAと無処理のDNA（コント口ール）をDGGE法によって同時に電気

泳動し、1）チミンダイマーのみを含むパンド（紫外線感受性型バクテリア）、

2）BrdUのみを含むパンド（紫外線耐性型パクテリア）、3）チミンダイマー

とBrdUの両方を含むバンド（中間型バクテルア）の3種類に分け、各バンド

の16SリボソームRNA遺伝子の塩基配列より、ファイ口夕イプを判定した。

その結果、紫外線感受性型としてErythrobacter sp.、紫外線耐性型として

Pseudoalteromonas sp.丶中間型としてRoseobacter sp.が同定され、紫外線へ

の感受性や耐性は種によって大きな差があることを明らかにした。これまで医

学の分野で利用されてきた紫外線損傷DNA量評価法をPCR-DGGE法と組み合

わせて生態学分野に応用したのは本研究が初めてであり、研究の結果だけでな

く、研究方法にも独創性を認めうる。

  カムチャッカ半島沖で行われたSEEDS-IIでは、鉄散布時から鉄パッチの内

と外で交互に表層水を採水し、DGGE法によって菌群集組成を明らかにした。

鉄バッチ内6回、鉄パッチ外5回の調査により、調査あたり10 ¥-20、計46の

バンドを得てクラスター解析を行ったところ、鉄パッチ内グループと鉄バッチ

外グループにほぼ2分され、鉄散布が細菌群集組成に大きな影響を及ぽしたこ

とが示された。さらに、35バンドで16SリボソームRNA遺伝子の塩基配列判

読に成功し、Aラインでの調査結果と異なり、aプ□テオパクテリアとCFBが

優占し、アプ口テオバクテリアが比較的少ないことを明らかにしている。鉄バ

ッチ内を特徴付けるバクテリアはRoseobacter sp.や｜SaprospZ陷sp．などであ

ったが、例えば．飴pm印Z瑠sp．は刹藻菌の一種とされており、鉄散布の直接的影

響よりも、植物プランクトンの増加がこれらの細菌類の増加を促した可能性が

高い。鉄散布によってまずク口口フィル量が増え、その後に細菌類が増えるこ

とはSEEDS・Hにおける他の研究でも示唆されており、鉄散布による細菌群集

組成の変化は鉄の直接的な効果よりも植物プランクトンの増加に伴う間接的な

効果に大きく依存することが本研究によって示された。

  審査委員一同は、これらの成果を高く評価し、また研究者として誠実かつ熱

心であり、大学院博士課程における研鑽や修得単位などもあわせて、申請者が

博士（環境科学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


