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1．序論

水界生態系における細菌群集は、水の物理的化学的性質によって、構成種、

そのバイオマスが変化すると考えられている。しかし多くの湖沼や海洋におい

ては、種組成が極めて多岐に渡っているため、群集組成を把握するのには多く

の労力を必要し、更に環境変化に対する細菌群集の応答を解析するのは難しい。

これに対して極限的環境下のような、種組成が単純で解析の容易な生態系を研

究対象とすることは、環境と生物の間、及び生物間の相互作用を研究する上で

有効な手段の一つであると言える。そのような生態系の1つとして、強酸性湖

潟沼（かたぬま）が研究対象として考えられる。

潟沼は宮城県大崎市鳴子地区の南東約1kmに位置する火口湖で、湖水はpH

2．0から2．3の強い硫酸酸性を示す（SatakeandSaijo1974）。湖の周囲は溶岩

丘に囲まれており、また流入、流出河川がなく閉鎖性が高い。湖底からは硫化

水素や二酸化炭素等の火山性ガスの供給があるため、成層期には深水屑に硫化

水素が蓄積し、酸素を消費することにより無酸素水塊が発達する。湖水の循環

が生じるとその還元的な湖水が全層に行き渡るため、ごく表層を除き一時的に

全層無酸素状態となる（Shikanoefa7．2004）。一般的な温帯の二循環湖におい

ては、解氷直後の初春に表層が暖められて短期間の全循環が起こった後、晩秋

まで長い成層状態を維持し、秋期循環期を経て冬期に結氷により逆成層する

（Wetze12001）。しかし潟沼においては湖底から熱の供給があるため（佐藤

1995）一般の二循環湖と比べて成層は弱く、夏期の成層期間中であっても一時

的な循環を生じることがある。潟沼は初秋の9月には循環期に入り、12月から

3月まで湖面は結氷する（Shikanoefa7．2004）。

潟沼においては、強酸性のため魚類、動物プランクトン、ネクトンなど多く

の生物は生息できないが、ユスリカ科のサンユスリカ（Cム上m刀0muβ

ace止血血軌適の幼虫、底生珪藻のPわ】刀u血血add（如p00血、植物プランクトン

のChlamydomonas acLdQPhilaが高密度で優占している（Satake and Saijo

1974，TakagiefaJ．2005）。細菌群集については、16SrDNAクローンライブラ

リー法による細菌組成の季節変化が調べられている（千葉2004）。千葉（2004）

によると、4月から6月の成層期には主にAcidわ加肋m8ddqpム血皿の1種が



優占していたのに対して、秋期循環期にはAd苗鮎0ムad肋58丑er如き由及び

Ad広地わあad肋βCaJduβが増加しAaddqpJ】班umと共に3種が優占していた。

この3種以外にもAddoムaCねdaやmJoムad〟U叩九mム叩ム血gが循環期には見

られた。

しかし16SrDNA・クローンライブラリー法を用いた場合、16SrDNAのコピ

ー数、DNA抽出における回収率、PCRの増幅率、クローニングの効率にバイ

アスがかかるため、環境中の群集組成比を必ずしも正確には表すことができず、

半定量的であるという欠点がある。そのため新たに定量的な調査を行い、千葉

（2004）の結果を確かめることは重要である。Fluorescentin sltu

Hybridization（FISH）法は配列の分かっている特定のDNA若しくはRNAを、

蛍光色素でラベルしたプローブとハイブリダイズさせる方法であり、同時に

DAPI染色を施すことで、全菌の中から目的の細菌を定量することができる

（Amanneta1．1990，MaruyamaandSunamura2000）。

また、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（denaturing gradient gel

electrophoresis：DGGE）を細菌群集構造解析へ適用すること（Muyzer eta1．

1993）が、盛んになって来ている。この方法では、DNA変性剤（尿素とフォル

ムアミド）の濃度勾配をつけたアクリルアミドゲル中で電気泳動を行うことに

より、長さがほぼ同じ複数種のPCR産物を塩基配列の違いによってゲル中の

異なる位置のバンドとして分離できる。これによりクローニングを行わなくて

も、細菌群集の構造解析が短時間できる。

潟沼において夏期成層期にはAcfd車力蕗um属が優占し、秋期循環期には

Addカム0ム8C班ug属が増加することの要因を、野外の調査・観察だけから解明

することは難しい。これらの問題を解決するために、実験生態系として、操作

性と再現性に優れているマイクロコズム（ShikanoandKurihara1988、Shahid

andShibin1997）が多くの研究者によって用いられている。マイクロコズムに

は、野外の環境サンプルをそのまま培養したり、またその一部を培養液に加え

ることで誘導した微小生態系と、単独培養できる特定の種を組み合わせて作ら

れた系（ノトバイオティツクマイクロコズム）がある。後者は再現性も高く、

初期条件を制御することが容易であるのに対して、前者は正確な構成（特に細

菌群集の構成）が制御できない問題点があるが、より自然界の生態系を代表し



ている実験系を作成できる。

本研究では、FISH法によってAdd車力〟fum属とAdd地Jo占ac上〃ug属それぞ

れのバイオマスの季節変化を調べ、更に潟沼の湖水から作成したマイクロコズ

ムを用い環境要因を操作することによって、どのような環境要因が優占2属や

他の細菌種の増殖や生存に影響を与えるか明らかにするために、FISH法による

2属の定量的な解析とDGGE法による群集構造について解析を行った。



2．潟沼の水質と血流均通丑km属とA血軌胤血kd仇柑属の季節変化

2－1．はじめに

潟沼において、春期から夏期の成層期にはAdd如上班UmaCJdqpJl血皿の近縁

種が優占し、秋季循環には、Add班わあad〃uβCaJdlgとAL a丑erね刀β由の2

種が増加してくると報告されている（千葉2004）。Add車力班U皿属は好酸性、

好気性で、従属栄養も可能な硫黄酸化細菌であり、一部にバクテリオクロロフ

ィルBを持つ種も報告されている（Kishimotoeta1．1995、BurtonandNorriS

2000、Gonzare2：・Tbriletal．2003）。AcjdithlobacilIus属は好酸性、好気性の

硫黄酸化細菌もしくは鉄酸化細菌である（Bryantetal．1983，KellyandWood

2000）。

千葉（2004）の研究では、16S rDNAクローニングライブラリー法を用いたた

め、種組成は半定量的に示されたのみであり、定量的なバイオマスの変化は明

確には評価されていない。そこで本研究では、16S rDNAの配列を標的とした

FISH法によって、潟沼の水質の季節変化とAdd車力班um属とAddf払わぬC甜uβ

属のバイオマスの季節変化を定量的に確かめた。FISH法ではプローブがハイブ

リダイズできる特定の細菌しか定量することができないが、潟沼では

Add虚血hm属とAcfd払わぬC㍍ug属の2属が細菌群集のほとんどを占めるた

め、2属にそれぞれ特異的なプローブによるFISH法によって細菌群集のバイオ

マスの変化を解析することが可能である。

2－2．材料と方法

調査地：潟沼（かたぬま）は、宮城県大崎市鳴子地区の38044．0’N、140043．5，

Eに位置している火口湖である（図1）。湖面標高は306mで、面積0．124km2、

最大深度21m、平均深度約5．5mの楕円形をした湖で、流入河川、流出河川は

ない。湖底からは硫化水素を含む火山性ガスと地熱が供給されているため、硫

化水素の酸化によって生じた硫黄が粒子状となり湖面に浮かんでくる（Satake

andSaijo1978、佐藤1995）。潟沼の湖水は強い硫酸酸性（pH2．0から2．3）

を示している。

水質およびクロロフィルd量の測定：水質の調査は2004年3月から2005
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年12月まで結氷期を除き毎月1回行った。水質の測定にはマルチ水質モニタリ

ングシステムU－22（堀場製作所）を用い、水深0、1、2、3、4、5、6、8、10、

13、15mにおける各水温、pH、溶存酸素（DO）、酸化還元電位（ORP）を潟

沼最深部直上において測定した。またバンドーン型採水機を用いて水深0、2、

4、6、10、15mより採水し、硫化水素濃度を溶存硫化物液体検地管No．211

（ガステック）を使用して求めた。同時にクロロフィルa測定のための採水も

行った。クロロフィルa測定は、採水した湖水をグラスフィルターGF／F（直径

25mm、Whatman）で吸引濾過した後、ジメチルホルムアミドで抽出し、10・AU

Fluorometer（Turnerdesigns）を用いて測定した。

FISH及びDAPIによるバイオマス計測：2004年5月12日、7月3日、9

月14日、11月18日の潟沼最深部直上において、表層（Om）とバンドーン型

採水機を用いて水深10mから採水し、現場において採水した湖水に終濃度3％

となるようにパラホルムアルデヒドを加え固定した。実験室に持ち帰った後サ

ンプルをポリカーボネート・フィルター（ADVANTEC、孔径0．2　FLm、直径

25mm）を用いて吸引ろ過した。フィルターは－20℃で冷凍保存した。

等分割したフィルターは、Acldiphilium属のプローブ（probeBase・netの

S－G－Acdp・821－a－A－24：5’－AGCACC CCAACATCCAGCACACAT－3’）、

Acldlthlobacf〃LIS属のプローブ（probeBase．netのS－S－Thio・0820－a－A－22をシ

ーケンス結果に基づき下線のTをCに1塩基置換：5’－ACCAAACATCAGTAT旦

CATCG，3，）をそれぞれ用いてFISH染色を行い、更にDAPI染色を行った。

FISH用のプローブは、5’末端をCyc3で蛍光ラベルした。

染色の方法はMaruyamaandSunamura（2000）のFISH，Direct・Counting

法に準拠した。サンプルを吸引ろ過したフィルターに、ハイプリグイゼーショ

ン・ソリューション【1ml：Poly（A）1mg、Probel〃1、ホルムアミド（Sigma）

100FLl、50×Denhardtsolution（Sigma）200FLl、500mMSPB（sodium

phosphatebuffbr、pH7）100〃1、2MNaC1450lLl、500mMEDTAlO FL

l、10％SDS（sodiumdodecylsuぬb）50〃1、滅菌水89〃」を50〃1滴下

し、46℃で4時間振塗した。次に、フィルターは、50mlのウオッシュ・ソ

リューション［1L：Nac152．6g、10％SDSlOml、500mMSPBlOOml（pH

7）、滅菌水890ml】で、45℃で30分洗浄した。ウオッシュ・ソリューション



を入れ替えて同様にもう一度洗浄した。更に、フィルターはDAPI溶液（1〃

釘ml）で10分間染色した後、フィルターをプレパラートに乗せ退色防止剤［1，4－

ジアザビシクロオクタン（Wako）1g、PBS（phosphatebufEbredsaline）10ml、

グリセロール90ml］で封入した。落射蛍光顕微鏡（NikonOptiphotoEFD）

を用い、B励起光（主波長495nm）によってFISHの蛍光を、UV（主波長365

nm）によってDAPIの蛍光をそれぞれ同一視野においてデジタル写真で撮影し、

コンピューター上でlmageJ（http：〟rsb．info．nih．gov／b／）によりその面積を測定

し、バイオマスとした。観察される細菌のほとんどはほぼ同じ太さの糸状細菌、

梓菌であり、よって相対的なバイオマスを面積で代替することが可能であった。

フィルターのリプリケートは3枚独立に吸引ろ過、染色を行った。2属のバイオ

マスの検定には多重比較のThkeyTKramer法を用いた。

2－3．結果

2－3－1．水質の季節変化

2004年と2005年の潟沼の水温の季節変化を図2に示す。3月には短期間の

全循環が見られ、4月以降徐々に成層が形成された。温度躍層は水深3－5m付

近、水深8“10m付近に2つ見られ、3層を成していた。それぞれの層の温度

差は2℃から3℃程度であった。春から夏にかけて、気温の上昇に伴い表水屑

の水温は上昇し、深水屑の水温も湖底からの地熱の供給によって上昇した。9月

以降は循環期に入り、その後水温は徐々に低下していった。

溶存酸素（DO）の季節変化を図3に示す。3月の全循環期において溶存酸素

は表層でわずかに検出された（2．1mg／1）ものの、表層を除き全層無酸素状態で

あった。4月から8月の成層期の水深5m以深の深水屑においては、溶存酸素

は検出されず無酸素状態であったが、表水屑では6mg／lから9mg／1の溶存酸素

が検出された。溶存酸素は10月をピークとして11月には減少した。

硫化水素濃度の季節変化を図4に示す。夏期成層期には主に水深4m以深の

深水屑に硫化水素が蓄積していた。特に成層期の終わりには水深15mで25

mg／1と高い濃度を示した。秋期循環期になると全層で硫化水素は検出されなく

なった。

酸化還元電位の季節変化を図5に示す。春期循環期、及び成層期の深水屑で



は還元的であった。成層期の表水層は4月では370mVから380mVの値を示

し徐々に上昇した。成層期後半の表水屑及び、秋期循環期には全層で500mV

前後の高い値を示し、酸化的であった。

pHはいずれの季節、深度においても全層で2・2から2・3であり安定していた・

クロロフィルa量の季節変化を図6に示す。2004年は、循環期の10月と11

月の表層で特に高濃度（70，1及び30．9〃g／1）であった。9月から11月の循環

期では表層から水深15mまでクロロフィルaが検出された。6月の表層では

21．9〃g／lであったが、他の成層期（3月から8月）にはほとんどクロロフィル

aは検出されなかった。2005年は8月の表層を除きクロロフィル8濃度は低か

った。

2－3－2．Acjd畑山J血皿属とAdd烏血ゴ0ふdd〃uβ属のバイオマス変化

FISH及びDAPI染色によるバイオマス測定の結果を図7に示す。潟沼にお

いて、FISHによって観察された2属の形態は主に糸状の細菌であった。5月か

ら11月を通じAci広地foムac班ug属とAddわム班um属の2属で全細菌のバイオ

マスの約90％から100％を占めていた。

Add抽ioムaC甜uβ属は、成層期の5月と7月にはどちらの水深においてもほ

とんど存在していなかった。循環期初期の9月の水深Omと10mのバイオマ

スは共に、成層期の5月、7月と比較し有意に増加した。9月と11月では

Add膏血血ad肌β属のバイオマスに大きな変化は観察できなかった。

Add車力班um属のバイオマスは、循環期の9月の水深Om及び10m共に、

成層期の5月の水深Omと10mのそれよりも有意に減少していた。成層期の7

月と比較しても9月のバイオマスは、同様の傾向がみられた。また5月の水深O

mでは5月の水深10mも含めた他のいずれと比較してもAcfdわ山血皿属のバ

イオマスは有意に大きかった。循環期の9月から11月にかけてAdd車力〟fum

属のバイオマスは回復する傾向がみられた。

2－4．考察

温帯の一般的な湖沼において、春の解氷後、表層が暖められると春期全循環

が生じ、春から夏にかけての成層期の発達過程では気温の上昇と共に表水屑の



みが暖められて深水層との温度差が次第に大きくなる。夏から秋にかけては逆

に表水屑が冷却され温度差が小さくなり晩秋に循環が生じる（Wetze12001）。

しかし潟沼では湖底から地熱の供給があるため、成層期の表水屑と深水屑の温

度差は小さく安定しており、一般の温帯湖沼よりも早い9月初旬には表水屑が

冷却され全循環が生じていた。これは1998から2002年の5年間の潟沼の観測

とも一致していた（ShikanoefaJ．2004）。2004年においても8月10日と9月

14日の間で全循環が生じ、いったん全層無酸素状態になった後、徐々に溶存酸

素が回復していったと予測される。

潟沼における成層・循環状態のサイクルによって、溶存酸素や硫化水素、酸

化還元電位等の水質の深度分布も大きく変化し、生息する生物、細菌群集に大

きな影響を与えていると考えられる。潟沼では夏期成層期の表水屑は溶存酸素

を多く含み酸化的であり、探水屑には硫化水素が蓄積し無酸素で還元的な環境

となっている。秋期循環期は、硫化水素は蓄積せず溶存酸素が全層に広がり、

全層酸化的になる（Sbikano ef占止2004）。サンユスリカ（Cわ血）刀。皿臼占．

acer毎ム血由や（乃血皿ydomo朋ぶ．add叩ム肋等の生物は成層期の表水屑の部分

に分布し、秋期循環期になると全層に分布を広げると報告されている。（Shikano

era12005、TakagiefaJ．2005）。

成層期の5月、7月においてはAddわム班um属が優占して約90％以上の細菌

バイオマスを占めていた（図7）。循環期の9月、11月ではAdd地i。わad〃ug

属のバイオマスが増加し、主にAddわム班um属とAcf広地foムac誹ug属から細菌

群集は構成され、この2属の合計で全細菌のバイオマスの約90％以上を占め

ていた。特に9月にはAddわム班um属のバイオマスが減少し、Add地Joムad肋5

属のバイオマスが多かった。優占する細菌属が成層・循環状態によって変化し

ていた。このことは千葉（2004）の分子系統解析の結果と一致し、新たに細菌

群集の季節変化を定量的に示すことができたと言える。

Acfdかム蕗um属は成層期、循環期を問わず年間を通してバイオマスが大きく

（図7）、潟沼の水質に最も適応していると考えられる。Add車力班um属は好気

性化学合成独立栄養だけでなく有機物があると従属栄養も行う好酸性硫黄酸化

細菌として、酸性環境の河川や湖沼、温泉等に分布している（Burt。nandN。rris

2000、Gonzarez一恥rilefaJ．2003）。またバクテリオクロロフィル月を持ち、光



合成によって成長できる種の存在も報告されている（KishimotoefaJ．1995）。

このようなことから、好気的条件で硫黄酸化を行っているだけでなく、光合成

や従属栄養を行っている可能性もある。また、Acid車力ガ血皿属の中には嫌気的

条件下においてFe3＋の還元を行い呼吸に利用するものも報告されているため

（JohnsonandBridge2002）、潟沼のAcldiphilium属も成層期の深水層におい

て鉄還元を行っている可能性がある。

季節的な変化に着目すると、成層期の5月、7月と比較して、循環期初期の9

月では、水深Omと10m共にAdd車力班um属のバイオマスは減少していた（図

7）。成層期から循環期初期における水質の変化だけでなく、Ad成仏わあad〃ug

属の増加、Caddqp加ねの増加が、Addわム蕗um属のバイオマスに影響してい

る可能性も考えられる。潟沼において、秋季循環期にCad血pム血のブルーム

がよく観察され（ShikanoeとaJ．2005）、それに伴い多量の溶存有機炭素が放出

される細菌の群集構造に影響を与えている可能性も考えることができる

佃rowneとaJ．2004）。

AddJ班Job8d〃uS属のバイオマスは循環期初期の9月に、成層期の5月及び7

月と比較し顕著に増加した（図7）。Add元ム力みacf〟ug属は主に好酸性、好気性

の硫黄酸化細菌であり、増殖には溶存酸素の存在、酸化還元電位が200から800

mvの酸化的な環境が必要であると考えられる。そのため、Acf成仏Joムad〃ug

属は溶存酸素が存在し且つ、湖底からの硫化物が湖水の循環により表層まで行

き渡るであろう循環期において増殖したが、一方成層期の表水層では溶存酸素

は存在し酸化的条件であるが、硫化水素やその他の還元的硫化物が温度躍層を

越えて表水屑まで供給されないため、Add地Joムac甜ug属は生育できなかった

と考えることができる。

このように、鉄イオン、光、水温、有機物、溶存酸素、溶存硫化物といった

様々な水質環境の変化が、Acfdかム班ufn属とAdd地Joムad〃ug属のバイオマス

の変化を引き起こしていると考えることができるが、それらのどれが主な要因

となって変化が生じたのかを、野外における水質や2属のバイオマスの測定の

みから特定することは難しい。また単一の要因が主なのではなく、複数の要素

によって引き起こされる可能性も考えることができる。そのため、次章で述べ

るような実験系による解析が必要だと考えられる。



3．マイクロコズム法による優占細菌属変化の要因解析

3－1．はじめに

前章より、潟沼において、夏期成層期にはAddわム班u皿属が、秋期循環期に

はAdd車力班um属に加えAdd血ioムac甜ug属も優占することが定量的に示され

た。この章では、潟沼の湖水から作製したマイクロコズムを用いて、前章で示

された細菌の優占種の変化の要因を明らかにすることを目的とした。

前章の結果から、Addわ出血皿属とAdd克ムioムac誹uS属のバイオマスに影響

を与える環境要因として、水温、光、グルコース、二価鉄イオン、チオ硫酸イ

オンが重要であると考えられるので、マイクロコズムを作成し、これらの条件

を操作することによる影響を調べた。

マイクロコズムへの操作は次のように行った。1）．一般に水界生物にとって、

温度は分布や現存量を決定する主要な要因であると考えられているため、10℃

と20℃での培養を行い、2属への温度の影響を確かめた。2）．Add車力〟九m

属にはバクテリオクロロフィルを持つ種や従属栄養が可能な種も存在する

（KiShimotoeta1．1995、BurtonandNorriS2000、Gonzarez－Tbriletal．2003）

ため、光の有無による影響や、有機物濃度の影響も調べる必要がある。3）．グ

ルコースは多くの細菌において主要な呼吸基質となっており、特に

Addわ加Jfum属は従属栄養でも増殖することが知られているので、グルコース

添加系を作成した。4）．AddJ地上obadhg属には鉄酸化を行う種も存在するた

め（KellyandWood2000）二価の鉄イオン（硫酸第一鉄七水和物）を加え影響

を確かめた。5）．2属は共に硫黄酸化細菌であり、基質としての硫化物の効果

を確かめる必要があるため、チオ硫酸イオン（チオ硫酸ナトリウム五水和物）

を用いて実験を行った。6）．硫黄酸化をするのには、基質としての硫化物を酸

化するために酸素が必要であることから、溶存酸素濃度を低下させたマイクロ

コズムも作成した。7）。更に、チオ硫酸イオン添加と溶存酸素低下を組み合わ

せた条件も行った。

本研究のマイクロコズムは、湖水を滅菌したフラスコに入れ培養する方法を

とった。作成したマイクロコズムに上記の操作を加え培養したものと無操作で

培養したものを、第1章と同様にFISH法による2属バイオマスの変化と、
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DGGE法による2属以外の細菌群集の変化を調べ、潟沼の群集構造に影響を与

える要因を解析した。

3－2．材料と方法

湖水の採集：2005年8月1日及び2005年10月14日に潟沼最深部直上の表

層より採水、2時間以内に実験室に持ち帰り、マイクロコズム作製用の湖水とし

た。残りの湖水の一部をパラホルムアルデヒドで固定した後、前述のポリカー

ボネート・フィルターで吸引濾過し、これを培養開始時（0日目）のバイオマス

測定用のサンプルとした。

マイクロコズムの作製：8月と10月の湖水から作製したマイクロコズムをそ

れぞれマイクロコズムⅠとマイクロコズムⅡとした。持ち帰った湖水は滅菌し

たフタ付き100mlのフラスコに80mlずつ分注し、20℃、12・12時間明暗周

期、33001Xで培養したものをコントロール条件とした。操作区として、1）．低

温条件（10℃）、2）．暗条件（アルミホイルで二重に覆い遮光）、3）．グル

コース添加条件（1g／1を添加）、4）．硫酸第一鉄添加条件（0．1g／1を添加）、

5，6）．チオ硫酸ナトリウム五水和物添加条件（0．1g几添加及び0．25g几添加

の2種類）、7）．溶存酸素低下条件（窒素ガスを2Uminで2分間吹き込んだ

後、滅菌したシリコン栓とパラフイルムで密封）、8，9）．チオ硫酸ナトリウ

ム五水和物添加とさらに溶存酸素を低下させた条件（0．1g／1及び0．25g／1の2

種類）の計9種類の条件で培養した。コントロールとそれぞれの操作区は3つ

のリプリケートを作製し、培養7日目に培養0日目のサンプルと同様、固定、

吸引ろ過した。FISH及びDAPI染色、バイオマスの計測は前章の方法と同様に

して行った。

DGGE法：マイクロコズムの細菌群集のDNAは次の方法で抽出した。バイオ

マス測定のために吸引ろ過した後、同様の操作を行った3つのマイクロコズム

をプールして、約100mlサンプルをSterivex－GSフィルター（Millipore社、

孔径0．22　〃m）を用いてろ過して、菌体を集めた。Sterivex・GSフィルターの

入ったカートリッジに、抽出用バッファー1．8　ml［0．75M sucrose，40mM

EDTA，50mMTris，pH8．3］と50mg／milysozyme40plを加えて、370Cで

30小45分間インキュベートし、更に10mg／miproteinaseKlOOplと20％SDS
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100け1を加えて、550Cで1－2時間インキュべ－トした。溶解物を、PCI

lphenol：chloroform‥isoamylalcohol＝25：24：1】処理し、更にCIA

【chloro払rm：isoamylalcohol＝24‥11処理して、脂肪壁片やタンパク質等を除

去した後、isopropylalcoholと70％ethanolでDNAを沈殿させ、TE（10：1）

バッファー50111に溶解した。

DGGE法のためのPolymerase chain reaction（PCR）は、GC・Clamp

（5’・CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG・3，）付の

プライマーGC－341F（5’－GC・Clamp一ccTACGGGAGGCAGCAG－3，）とプライ

マー907R（5’・ccGTCAATTCCTTTGAGTTT・3，）をそれぞれフォワード・プラ

イマーとリバース・プライマーとして次のステップダウン法でサーマル・サー

キュラー（PerkinErmaer9700）を用いて行った（Muyzereta1．1993）。はじ

めの熱変性は、940Cで5分、次に熱変性940Cで1分、アニーリング65。Cで

1分（1回のサイクルごろに0．50Cずつ温度を下げる）、伸長72。Cで1分のサ

イクルを30回、更に次に熱変性940Cで1分、アニーリング550Cで1分（、

伸長720Cで1分のサイクルを10回、そして最後の伸長は720Cで5分行った。

DGGE泳動は、DCode（バイオラッド）を用いて、変性剤（7M尿素と40％

フォルムアミド）濃度20％から60％の勾配がついた6％アクリルアミド・ビス

（37・5：1）ゲルで、0．5XTAEバッファー（20mMTrisbase，10mMsodium

acetate，0．5mMEDTA）中で600Cで15時間電気泳動した。SYBRGreenI

（MolecularProbes）を用いて染色し、バンドパターンを観察した。

ゲル上の主なバンドを、滅菌したパスツールピペットで切り出し、再度DGGE

用のPCRを行い、単一のバンドであることを確認した後、シーケンス反応

（AppliedBiosystems）を行い、GeneticAnalyzerABIPRISM310（Applied

Biosystems）により塩基配列を決定した。決定した塩基配列は、DDBJのDNA

データベース（http：／／www．ddbj．nig．ac．jp／）と相同性検索Bl．ASTを行い、近縁

種を検索した。

3－3．結果

3－3－1．　マイクロコズムⅠ

マイクロコズムⅠの結果を図8に示す。マイクロコズムⅠの培養初期の2属
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のバイオマスの構成比は、Ad（壇）ム戊um属が約90％、Add地Joム8d〃ug属が約

10％であった。培養開始時（培養0日目）と、培養7日目のコントロール区で、

Acfd払わぬd肌Jg属のバイオマスにもAcfdわム班u皿属のバイオマスにも有意な

差は検出されなかった（t・teSt、P≧0．05）。

Acfd班わあad肌王β属のバイオマスは、コントロール区と比較すると、チオ硫

酸ナトリウム0．25g／1添加かつ溶存酸素低下区において有意に大きかった

（t・teSt、p＜0．05）。コントロールとの有意な差は検出されなかったが、その他

のチオ硫酸ナトリウム添加区、チオ硫酸ナトリウム添加かつ溶存酸素低下、チ

オ硫酸ナトリウム0．25g／1添加の条件においてバイオマスが大きい傾向がみら

れた。また、グルコース添加区と溶存酸素低下区でコントロールより有意に減

少した。

Acfd如上班um属のバイオマスについては、コントロール条件と比較してチオ

硫酸ナトリウム添加区、チオ硫酸ナトリウム添加かつ溶存酸素低下区の4つの

条件において有意に小さかった。その他の条件ではコントロールとの有意な差

は検出されなかった。

マイクロコズムⅠのDGGE法によるプロファイルを図9に示す。ただし、チ

オ硫酸ナトリウム0．25g／1添加区からは十分な群集DNAが抽出できなかったた

め、これら泳動は行わなかった。培養0日目では、Ad（晦）上品umadd叩ム血皿の

近縁種とクロロブラスト由来のバンドが見られたが、コントロールと低温区で

はA addqpム血皿のみになっていた。二価鉄添加、暗条件、グルコース添加、

低酸素条件では、Aaddqp上山皿に加えて、Acfdかム班umSp．（AY766000）も現

れていた。一方、チオ硫酸ナトリウムを添加した時のみ、Ad血塊わあad〃ug

caJduβ　と　Af．乱仏erねngJgの近縁種のバンドが強く現れ、AcJd車力蕗um

addqp上山皿の近縁種のバンドが見えなくなった。

3－3－2．　マイクロコズムⅡ

マイクロコズムⅡの結果を図10に示す。マイクロコズムⅡの培養初期の2属

のバイオマスの構成比は、AcJdわム班um属が約20％、Ac成仏0ムad〃u5属が約

40％であった。培養0日目と、培養7日目のコントロール区で、Addf班Joムad〃Uβ

属のバイオマスにもAcfd如月班um属のバイオマスにも有意な差は検出されなか
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った（t・teSt、P≧0．05）。

Addf班ioムad〟ug属のバイオマスについては、コントロール条件と比較して

10℃の低温条件とチオ硫酸ナトリウム添加0．1g／mlかつ溶存酸素低下区にお

いて有意に大きかった（t－teSt、P＜0．05）。その他の条件ではコントロールとの

有意な差は検出されなかった。

Acfd虚血血m属のバイオマスについては、コントロール条件と比較してチオ

硫酸ナトリウムを添加した4つの条件でバイオマスがほぼ0になり、有意に小

さかった。

マイクロコズムⅠⅠのDGGE法によるプロファイルを図11に示す。培養0日

目では、Aaddqpム血皿とAf．caJduβの近縁種とクロロブラスト由来のバンド

が見られたが、コントロール、二価鉄添加、暗条件、グルコース添加、低酸素

条件では、クロロブラスト由来のバンドは見えなくなり、A ad（わpゐ血皿に加

えて、AcidiphiHumsp．（AY766000）も現れていた。低温区ではAcLdiphiLiumsp．

（AY766000）は出現しなかった。一方、チオ硫酸ナトリウムを添加した4つの条

件では、A add叩上山皿のバンドがなくなり、A亡．caJdugのバンドが相対的に

強くなったが、マイクロコズムⅠで現れたAf．乱仏erね刀5由は増加していなかっ

た。

3－4．考蕪

マイクロコズムⅠとマイクロコズムⅡは共に、培養0日目と、培養7日目の

コントロール条件との間の2属のバイオマスに有意な差が検出されなかったこ

と（図8、10）から、7日間のフラスコによる培養自体の細菌組成に対する影響

は少なかったものと考えられる。

チオ硫酸ナトリウムを添加した4つの条件で、Add如上班um属のバイオマス

は、マイクロコズムⅠとマイクロコズムⅡにおいても小さい傾向がみられ、マ

イクロコズムⅡともに減少したことから、潟沼に生息するAdd車力班um属は、

チオ硫酸イオンに対する耐性が低いことが考えられる。他の可能性としては、

チオ硫酸ナトリ　ウムを加えたことによってマイクロコズムⅠでは、

Addf班Jobad仇Jg属が増加したことによる種間競争の影響も考えるられる。ま

た、マイクロコズムⅠのチオ硫酸ナトリウムを添加した4つの条件で全菌量が

14



小さいのは、Addわム班um属のバイオマスが大きく減少したことが原因である

と考えられる（図8）。AcJd仏Joムad〟uβ属のバイオマスは、マイクロコズムⅠ

でチオ硫酸ナトリウム0．25g／l添加かつ溶存酸素を低下させた条件、マイクロコ

ズムⅠⅠでチオ硫酸ナトリウム0．1g几添加かつ溶存酸素を低下させた条件におい

てコントロールと比較して有意に大きく、チオ硫酸ナトリウムを添加したそれ

以外の3つの条件でも大きい傾向がみられたため（図8）、Add通わぬd仇は属

はチオ硫酸イオンを基質として硫黄酸化を行い、増殖した可能性が考えられる。

このように、チオ硫酸添加条件においてAcfd車力止山刀属のバイオマスが小さい

が、Acfd班Jobadhg属のバイオマスは変化しないか増加したため、2属の全菌

に占める割合は培養開始時と比べて変化した。チオ硫酸イオン濃度は、2属のバ

イオマスに変化を及ぼす重要な環境要因であると考えられる。

Ad（ガ仏foムac誹ug属のバイオマスが、マイクロコズムⅠのグルコース添加区

でコントロールに比べて有意に減少していた（図8）ことは、グルコースと

Addわ出血m属の存在下でAcfd払わぬd肋β属の成長が抑制されるという報告

（MarchandandSilverstein2002）と一致する。

AcJ出血0ムac〟山5属のバイオマスは、マイクロコズムⅠでは溶存酸素濃度低

下区で有意に減少していた（図8）。Add元ムJoムad〃Uβ属は好気性細菌（Bryant

eta1．1983、BurtonandNorriS2000、Gonzare2：1brileta1．2003）であるため

に、低溶存酸素濃度で増殖ができなかった可能性もあるが、マイクロコズムⅠⅠ

においてはチオ硫酸ナトリウムを添加しかつ溶存酸素を低下した条件と、同量

のチオ硫酸ナトリウムを添加したのみの条件を比較してみると、有意な差は検

出されなかったため（t－teSt、P≧0．05）、AcidlthlobaciIZusは、低い溶存酸素濃

度でも硫黄酸化を行うことができることが考えられる。

Add地わあad〃ugのバイオマスは、マイクロコズムⅡで低温区において有意

に大きかった。Add加o ad〟Uβ属の最適温度はA caJdu545℃、A

aルerね刀5gで28から30℃であるが（KellyandWood2000）、潟沼に生息す

るAddf班ゴ0ムad〟uS属はこれら2種とは水温の低下に伴い増加することから、

今までの報告とは異なる低温に強い種である可能性も考えられる。

Ad煎pJ】ガ止血属にはバクテリオクロロフィルを持つものや溶存有機物を使っ

て従属栄養を行う種がいるが、遮光条件とグルコース添加条件では、マイクロ

15



コズムⅠとマイクロコズムⅡでAcf勘ム班um属のバイオマスに共にコントロー

ルと比べて差はなく、潟沼に生息するAdd如上班uJ刀属は光合成や従属栄養は行

っていない可能性が示唆された。

硫酸鉄添加条件に関して、マイクロコズムⅠにおいてもマイクロコズムⅡに

おいてもコントロールと比較した2属のバイオマスに差はみられなかったため、

鉄イオン濃度は2属のバイオマスの変化を引き起こす環境要因ではないことが

示唆された。

DGGE法による結果では、マイクロコズムⅠのチオ硫酸ナトリウムを添加区

でAadd叩山九皿のバンドが確認できなかった点以外は、FISH法の結果と一

致していた。更に、DGGE法ではAcidiphilium属はAacidqphjlumに近縁な

1種だけでなくAddわム班umSp．（AY766000）に近縁な種も存在し、条件によっ

ては増加することが分かった。また、Add地わあad〃uS属はバイオマスが小さ

いところ（マイクロコズムⅠ）からチオ硫酸ナトリウムを添加によって増加する

ときには、Add払わぬd〃UβCaJdugに近縁な種だけでなく、A．aルerfeJ】gJgに

近縁な種も増加することが、DGGE法を行うことよって確認できた。DGGE法

による解析からは、Add車力班um属とAdd混血bad肋g属以外にはソウ類由来

のクロロブラストのバンドしか見られず、グルコースを添加してもこれらの2

属以外の細菌種が増加していないことから、潟沼は強酸性のため生育可能な細

菌が制限されていると考えられる。

以上のように、チオ硫酸ナトリウムが、2属のバイオマスに変化を引き起こす

重要な要素であることが示唆された。チオ硫酸イオンによってAd（軸ム蕗um属

のバイオマスは減少する一方で、Add地元ムad肋β属のバイオマスは変わらな

いか増加した。実際の潟沼においても、循環期の初期にそれまで成層期の深水

屑に蓄積していた硫化水素が酸化され、硫化物が全層に供給される時期に、

Add地Joムad加古属のバイオマスが増加し、Ad如上班um属のバイオマスが減

少していること一致すると考えられる。
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ス。灰色のバーはFISH染色のバイオマスを、白色のバーはDAPI染色バ

イオマスからmSH染色のバイオマスを引いた値。誤差線は標準偏差を示

す（n＝3）。異なるアルファベットはmSH染色のバイオマスに有意な差が
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区の培養7日目のバクテリアの16SrDNA断片のPCR産物を泳動したも

の。1．培養0日目、2．コントロール、3．鉄添加、4．低温条件、5．
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Add地血もdd加古属とAd桝班u皿属のバイオマス。（刃Add虚血ぬd上山β
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イオマスからFISH染色のバイオマスを引いた値。誤差線は標準偏差を示

す（n＝3）。異なるアルファベットはmSH染色のバイオマスに有意な差が

あることを示す（★：p＜0．05，★★：p＜0．01）。
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作区の培養7日目のバクテリアの16SrDNA断片のPCR産物を泳動した

もの。1．培養0日目、2．コントロール、3．鉄添加、4．低温条件、

5．時条件、6．グルコース添加、7．低酸素条件、8．チオ硫酸ナトリ

ウム0．1g几添加、9．チオ硫酸ナトリウム0・1g几添加＋低酸素条件、10・

チオ硫酸ナトリウム0．25g几添加、11．チオ硫酸ナトリウム0・25が添

加＋低酸素条件の各換作区。各バンドの近縁種は、Bl：Ad榊鰭u sp．

（AY766000），B2：Addか鳥血m ad血p鳥血β（D86511），B3：

Add血血ぬd肋占用Jduβ（DQ347502），B4：タロロブラスト由来

（AY702136）。
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