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学位論文内容の要旨

氷楔（ひょうせつ）はシベリア、アラスカの永久凍土層に一般的に見られる楔形の氷である。

氷楔は地表の裂け目に雪解け水が土砂と混ざって入り込み凍結するという一連の現象の

繰 り 返 し に よ っ て 成 長 し 形 成 さ れ る 。 ア ラ ス カ 、 フ ェ ア バ ン ク ス 市 近 郊 のFox

permafrost tunnel内部は氷楔が部分的に露出しており、これらの氷を含む凍土層を零度

以下に保っことによって人為的に保存している。このトンネル内部に露出している氷楔

は楔の形を示しているだけでなく、その形成過程で生じるとされる縦の葉脈構造や凍つ

た際に閉じ込められたガスの気泡が認められることから、形成されてから一度も融解し

ていないことが示唆された。氷楔が形成される過程において、微生物も土砂などと共に

氷中に閉じ込められた可能性が考えられる。永久凍土を含む凍った環境からの微生物の

分離はすでに報告されているが、氷楔にっいてはこれまでに行われておらず、何万年も

の間氷の中という過酷な環境で形成時に閉じ込められた微生物が生き続けているのかど

うか、どのような微生物が生存しているのかを知ることは地球微生物学として非常に興

味深い。

従って、本研究は、Fox permafrost tunnel内の氷楔の年代測定を行い形成された年代を

明らかにすると共に、その氷楔内から生きた微生物を平板培養法を用いて分離すること、

氷楔 中 のDNAを 単 離株 と 共 に16Sリボゾ ームRNA遺伝 子に基づ ぃて系統 的な解析 を行

うこと、単離株の温度感受性を調べること、系統的に新規な単離株にっいての分類学的

研究を行うこと、また、トンネル内部に露出する他の氷楔や違うタイプの氷の細菌群集

構造をDGGE法を用いて調べることを目的とした。

氷楔試料の年代測定の結果、この氷楔は約25，000年前に形成され現在まで凍り続けてい

るもので あった。 好気的平板培養の結果、溶かした氷1 ml当たり約103から106個のコ

ロニーが増殖し、これらが25，000年間氷の中で生き続けていたことが証明された。270

株の細菌を単離し、系統解析を行ったところ、それらは、Actinobacteria、」Bacilli丶

Ga皿皿印rD紿〇ぬcな出の3つの綱に属する好気あるいは通性嫌気性細菌であった。また

それらの ほとんど は胞子形成能をもたない放線菌目の細菌であった。氷から抽出した

DNAを 用 いて 作 製 した 16Sの クローン273個 を解析し た結果、 それらは 単離株と 同じ

4c出Dぬc缸ぬ嗇綱、励cえ冱綱、6を皿閲霞prDめ〇ぬc絶め湧綱に属するものであった。全クロ

ーン中90％ 以上はAuあ 閲伽as属に近 いもので あった。種の豊富さを示すRarefaction

解析の結果、氷楔中微生物の多様性は非常に少ないことが示唆された。単離された真菌

類は匸諂〇ロザむ館Sp．、B轟aeDc〇伽my臠S8p．、ムuC〇印甜たば‖．閲8p．に属するカビ、酵母で

ー 1254 -



あった。単離株は4°Cおよび15°Cで増殖し、27゚ C以上では増殖しない低温性の細菌お
よび真菌であった。いくっかの単離株は零度以下でも増殖を示し、群集構造解析の結果
と併せて、何万年もの間氷の中で適応した微生物が生き残ってきたことが考えられた。
16SリボゾームRNA遺伝子の全長配列に基づく系統解析の結果、系統樹において基準株
から独立したクラスターを形成した単離株群がいくっか見出され、属あるいは種レベル
で 新 規 な 細 菌 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 単 離 株 AHU1791T他 1株 は
IVlicrobacteriaceae科において、AHU1821T他6株はCorynebacterineae亜目において、
それぞれ独立したクラスターを形成し、新属である可能性が示唆され、多相分類法
(polyphasic analysis)に基づぃて表現型の性質を中心に調べた。AHU1791Tは好気性、無
芽胞、極鞭毛を有するグラム陽性桿菌で、・5゚ Cから25°Cで増殖する低温菌であった。
細胞壁はB2y型、ジアミノ酪酸を有し、．主要ヌナキノンはMK-12と13あるいは11で
あった。これら表現型は最も近縁なSubtercola属と異なっていたことから、AHU1791T
を新属新種Glaciibacter superstesとして提案した。AHU1821Tも好気性、無芽胞のグ
ラム陽性桿菌で、・5°Cから27°Cで増殖する低温菌であった。細胞壁は化学型IV’Aly型
で、MK-9(H2)を有していた。DNA gyrase subunitBに基づぃた系統樹においても他の
属と独立していることを支持し、表現型と併せてAHU1821Tが新属であると判断した。
氷楔中の微生物の存在が明らかとなったが、土砂などと共に閉じ込められた微生物は主
に周辺環境に由来するであろうということから、地層の違いや形成過程の違いが影響す
る可能性が考えられた。そこで、DGGE法を用いて地層の違う氷楔や氷楔とは構造的に
明確に異なる氷塊の細菌群集を比較した。その結果、氷楔中の細菌群集構造と地層との
関連性は見出されなかったが、氷楔と氷塊の細菌群集は有為な違いが認められた。この
ことから、氷楔中の細菌群集構造は地層の違いすなわちそれらの由来する周辺環境より
も形成過程により影響されることが考えられる。
このように、何万年も凍った環境から生きた微生物を分離したが、それらがどのように
して生き残ったかは未解明である。自然環境、特に過酷な環境には“生きてはいるが培
養できない”状態の微生物が多く存在するといわれている。実際に、実験室で環境スト
レスを与えるとあたかも一端休眠しているかのような状態に陥り、再び増殖しなくなる
胞子形成能を持たない細菌種の例がある。氷楔中には水がほとんど存在しないと考えら
れることから、閉じ込められた細菌もこのような休眠状態に入る可能性が考えられる。
近年、増殖能を失った細胞を覚醒させ再び増殖に導くタンバク質（覚醒因子）が発見さ
れた。休眠状態であったであろう氷楔中の細菌が寒天培地上で増殖したことから、氷楔
単離株が覚醒因子を発現する能カがある可能性が考えられる。氷楔単離株における覚醒
因子についての研究は、氷楔中で生き残ってきた戦略の解明にっながるだけでなく、一
方で未解明な覚醒因子による覚醒メカニズムの解明にもっながることが期待される。そ
こで、氷楔単離株に覚醒因子をコードする遺伝子があるかどうかを調ベ、その遺伝子の
配列的特徴を調べた。その結果、いくっかの氷楔単離株においてPCRによる覚醒因子遺
伝子部分配列の増幅が確認された。覚醒因子遺伝子の存在が認められた単離株のうち、2
株のOpen Reading Flameを調べた。その結果、単離株の推定アミノ酸配列は既存の覚
醒因子と高い相同性を示し(35％および45％）、活性中心のアミノ酸も保存されていた。
このことから、単離株の覚醒因子が、増殖不可の状態から覚醒させる働きを持つ可能性
が考えられたが、それが発現するかどうかは未明である。しかし、氷楔のような特殊な
環境からの単離株においての覚醒因子の存在の可能性が示唆されたことにより、得られ
た配列情報や、単離株のカルチャーコレクションが覚醒因子の覚醒ヌカニズムの解明な
どの研究に寄与することが期待される。
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    学位論文題名
Studies on INtIicroorganisms Preserved
within Permaf・rOStICeWedgeinAlaSka

（アラスカ永久凍土氷楔中の微生物に関する研究）

本論文は、英文158頁、図38、表25、7章からなり、参考論文1編が付されている。

氷楔はアラスカなどの永久凍土層に見られる楔形の氷である。地表の裂け目に雪解け水が土砂と混ざ
って入り込み凍結する現象の繰り返しによって成長し形成される。アラスカ中央部にあるFox
permafrost tunnel内部に露出する氷楔は楔の形を保ち、その形成過程で生じる縦の葉脈構造や形成時に

閉じ込められた気泡が見られることから、一度も融解していなしゝことが示唆された。形成時に微生物
も土砂と共に氷中に閉じ込められた可能性が考えられる。永久凍土を含む凍結環境から微生物が分離

されているが、凍土層に無数にあるにもかかわらず氷楔については行われていない。数万年間氷の中
という過酷な環境で微生物が生き続けているのかどうか、どのようなものなのか、を知ることは地球
微生物学的視点からも非常に興味深く、また微生物リソースの収集という点において重要である。

本研究は、Fox tunnel内氷楔の放射性炭素年代測定を行い、その氷楔内の微生物を平板培養法、分子生
物学的手法により分離・解析すること、分離株の温度感受性を調べること、系統的に新規な単離株に

ついての分類学的研究を行うことを目的とした。
年代測定の結果、氷楔試料は25，000年前に形成され、一度も融解されていなかった。好気的平板培養
の結果、l03_106CFU(/ml of melted ice)が増殖した。270株の単離した細菌は、グラム陽性または陰性の

好気あるいは通性嫌気性、従属栄養性の真正細菌で、ほとんどは無芽胞の放線菌目に属する細菌であ
った 。氷から抽出したDNAの16Sのク口ーンは単離株と同じ綱に属するもので、ほとんどは

Pseudomonas属に近いものであった。分離された真菌類は、担子菌門あるいは子のう菌門に属する無
性世代のカピ、酵母であった。単離株は-50Cまたは40Cから20°Cで増殖する低温性の細菌、真菌類
であった。単離株の比増殖速度と温度の関係をArrhenius plotで示したところ、それらは零度以下を含

む低温に適応していると考えられ、群集構造解析の結果と併せ、何万年もの間氷の中で適応した微生
物が生き残ったことが考えられた。単離株をAgriculture Hokkaido University Culture Collectionに登録、

保存した。
様々な培地を用いて分離を行った結果、系統的に新規な細菌が数多く得られた。分類上有効な表現型
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の特徴づけを行ったところ、単離株AHU1791T他1株はMicrobacteriaceae科において、AHU1821T他

6株はCorynebacterineae亜目におしゝてそれぞれが新属新種であることが示唆され、AHU1791T他1株

を新属新種Glaciibacter superstesとして提案した。現在、AHU1821r株につしゝても新属新種提案を行っ
ている。

氷楔単離株カルチャーコレクションの利用と応用の観点から、Resuscitation-promoting factor(Rpf)に着

目した。Rpfは生きてはいるが培養できない状態の細胞を再び覚醒させる働きを持つタンバク質で、

無芽胞放線菌目細菌Micrococcus luteusにおいて初めて見っかっている。この菌の生産するRpfは自身
の細胞だけでなく他の細菌種にも覚醒因子として働くことからその応用が期待されているが、どのよ

うな種に効くのかまた、覚醒メカニズムそのものも分かっていない。氷楔中に水はほとんどなく、今

回得られた単離株は休眠状態で生き残ったと考えられたこと、一度コ口二ーとして得られたものが、
保存可能な形で培養不可能になってしまったこと、氷楔単離株のほとんどはRpf及びガ遺伝子の見

っかっている無芽胞放線菌であったこと、以上のことから、単離株がガ遺伝子を持っ可能性が考え
られ、その探索を行った。PCRによる増幅と配列確認の結果、様カな種類の単離株からガ遺伝子と

相同性を持つ配列が得られ、単離株が響ゾ遺伝子を持っことが明らかとなった。その中から2株のガ

遺伝子Open Reading Flame(ORF)を決定したところ、Rpfと高い相同性を示し酵素活性に関与するアミ
ノ酸残基も保存され、Rpfと同じ機能を持つ可能性が示唆された。ORFを決定したことによって組換

えRpfの作製が可能になった。組換えRpfがどのような種の単離株に働くのか、氷楔中の細菌群集に

与える影響などを調べることによってRpfの応用、カルチャーコレクションの利用だけでなく、Rpf
メカニズムの解明に寄与することが期待された。

地質学的に特徴的な構造を持っ氷楔に着目し、初めてその中の生きた微生物、微生物群集を明らかに

しただけでなく、年代測定を行うことで地質学と結びっけて研究を行った点は独創的である。多角的

な微生物の解析を行い氷楔という特殊凍結環境を特徴づけ、そこから得た単離株のユニークなカルチ

ヤーコレクションを作製したこと、実際に、その中から新属新種提案を行い、分類学的にも意義のあ

る研究に結ぴっけた点においても評価できる。また、カルチャーコレクションの作製だけに留まらず、
その利用を環境微生物学的あるいは疫学的に重要なRpfの研究と結ぴっけ、新たな研究の展開を提示

したことにおいても十分に評価しうる。

  これらの研究結果のうち、原著論文二報が学術雑誌であるASM News、Applied and Environmental

Microbiologyに受理された（それぞれ2006年56巻10-15頁、2007年73巻2360-2363頁）。また、原

著論文一報が学術雑誌であるInternational Journal of Systematic and Evolutionary Microbiologyに受理さ

れ、出版予定である。

  よって、審査員一同は、片山泰樹が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認

めた。
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