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要　旨

日本周辺の深海域における表層堆積物の微生物分布情
報の蓄積のため，トカラ列島周辺海域で実施した海域
地質調査（GB21-1）において，表層堆積物の微生物の群
集解析を行った．採取した表層堆積物47試料のうち42
試料からのDNA抽出に成功し，ハイスループットシー
ケンサーによる塩基配列の決定，R（R Core Team， 2021）
による解析を行った．解析の結果，Proteobacteria門の
Gammaproteobacteria綱とAlphaproteobacteria綱，次いで
Actinobacteriota門のActinobacteria綱に同定されるDNA配
列が多く検出された．微生物群集構造は水深帯及び底質
の種類でグループが分かれる傾向にあることが示され，
水深と底質に影響を受ける可能性が示唆された.今後調
査地点を増やすことで微生物群集の地理的な違いも比較
できる可能性がある．本研究はトカラ列島海域において
初めて網羅的かつ定量的に底質の微生物群集構造を評価
した点で貴重な知見であり，今後の深海域の生物多様性
の把握や，環境影響評価を行う上で基礎的な情報として
活用されることが期待される.

１．はじめに

環境中の生物群集構造や種多様性を把握することは，
生態学や生物地理学，保全生物学的な観点からも重要な
課題である．深海域においても，様々な生物種から構成
される生態系が成り立っており，その現状把握や環境影
響評価には主に底生生物が用いられてきた．しかし，深
海域での底生生物の目視による形態学的同定は時間がか
かり，高度な専門知識が必要である．近年の遺伝子解析
技術の進展により，海水や表層堆積物などの環境試料に
残存するDNAを抽出し解析することで，環境中に生息し
ている生物種の存在を把握可能な，いわゆる環境DNA
解析が注目されている（Jackson et al., 2016；Pawlowski et 
al., 2020ほか）．細菌等の微生物においても，環境DNA
解析を通じて深海域における多様性評価が世界各地で進
んでいる（Wu et al., 2013；Lindh et al., 2017ほか）．我々
はこの手法を，コバルトリッチクラストや表層メタンハ
イドレートなどの海洋エネルギー・鉱物資源の開発に係
る環境ベースライン調査及び影響評価手法へ応用する研
究を進めているが，日本周辺海域における深海域の表層
堆積物の微生物の多様性情報の蓄積はほとんどなく，地
域間での比較を実施する上での障害となっている．海域
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地質図プロジェクトで実施している海底表層堆積物採取
調査では，稠密な採泥点の配置，不撹乱の試料の採取，
水深・水温・粒度・堆積物組成等の充実した随伴情報な
ど，環境DNA解析に最適な試料が得られる．本研究では，
戦略的な知的基盤整備の一環として，トカラ列島周辺海
域を対象に，深海域における表層堆積物の微生物の多様
性情報の収集を目的とした調査を行った．

２．方法

2. 1　表層採泥
東海大学所有の望星丸を傭船し，2021年3月6日から

3月25日にかけてトカラ列島周辺海域において海域地質
調査航海GB21-1を実施した．本調査での表層採泥は第1
表及び第1図に示す61地点において木下式グラブ採泥器

（K-グラブ）を用いて行った（鈴木ほか，2022）．DNA解析
用の試料は，充分量の底質試料が回収できた47地点にお
いて，使い捨ての滅菌済みプラスチックスプーンを用い
てユニパックに湿重量10 g程度を採取した．底質は船上
でのグラブ試料表面の肉眼観察に基づき礫，砂，泥の3
種類に簡易的に分類した．採取した試料は船内の−60℃ 
の冷凍庫内で保存，下船時に−15℃以下で保冷して輸送
し研究室に持ち帰った．

2．2　DNA抽出
研究室にて底質試料のDNA抽出は，DNAeasy Power 

Soil Kit (QIAGEN， Valencia， CA， USA)を用いた．抽出
の主な操作はキットの手順書に従った．細胞等の破
砕はキット付属のPowerBeadと，FastPrep Beads Beater 
(FastPrep-24 5G，M. P. Biomedicals， CA， USA) を 用 い
た．底質を破砕後，遠心分離により上澄みを回収して，
タンパク質変性，フミン等の除去操作を行い，スピン
カラムフィルターによる精製を行った．得られたDNA
は10 μLのTE溶液（10 mM Tris-HCl， 1 mM EDTAの混合
液：pH 8.0） に溶出した．Qubit 2.0フルオロメーター

（Invitrogen， Carlsbad， USA）及びQubitアッセイ（dsDNA用，
ThermoFisher Scientific， Waltham， USA）を使い，キット
付属の手順書に従って二本鎖DNA濃度を測定した．濃度
測定の結果，得られた値をもとに，0.5 ng/μLのDNA濃度
として調整し，後述するPCR用の水で希釈して0.5 ng/μL
濃度のDNA溶液として調製した．

2．3　PCR （Polymerase Chain Reaction）
PCR操作からハイスループットシーケンサーによる解

析までの主な手法はTakahashi et al. （2014）によった．細
菌及び古細菌の16S rRNA遺伝子塩基配列V3領域を増幅
する，イルミナ社Miseqシーケンサー用アダプター配列
を付属したプライマーである，フォワードプライマー
Pro341F （5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG
ATCTCCTACGGGNBGCASCAG）とリバースプライマー

Site latitude (°N) longitude (°E) Depth (m)
g22 28.515995 129.231519 823
g23 28.533643 129.294443 572
g24 28.544605 129.354605 473
g37 28.504589 128.564466 543
g38 28.52545 129.27093 489
g39 28.537013 129.89014 657
g40 28.554893 129.15624 702
g41 28.57398 129.212051 705
g42 28.586501 129.272013 735
g43 29.03873 129.335522 861
g57 28.5151 128.361302 1005
g58 28.526583 128.422701 960
g59 28.578635 128.506561 849
g60 28.559058 128.547102 841
g61 28.576100 129.07988 759
g62 28.592091 129.7376 746
g63 28.59953 129.121000 587
g64 29.42796 129.203852 524
g65 29.41381 129.254945 638
g66 29.76533 129.277371 896
g67 29.92860 129.338176 943
g82 28.547817 128.28658 942
g83 28.564046 128.341743 852
g84 28.58798 128.403693 958
g85 28.597399 128.465112 942
g86 28.595391 128.517776 847
g87 29.48281 128.599481 883
g88 29.46494 129.51060 699
g89 29.79615 129.174972 248
g90 29.95475 129.237009 353
g91 29.11639 129.298061 808
g92 29.128182 129.361468 924
g107 29.01751 128.261948 1077
g108 29.0568 128.313265 1169
g109 29.16820 128.375274 1163
g110 29.67410 128.456022 1071
g111 29.67940 128.507253 915
g112 29.84644 128.57307 836
g113 29.10701 129.32352 828
g114 29.117201 129.94828 323
g115 29.133392 129.156489 614
g117 29.165603 129.288117 576
g134 29.72858 128.306054 1151
g136 29.105208 128.428744 1034
g137 29.122520 128.49771 677
g138 29.138414 128.553223 714
g139 29.154348 129.14751 709
g140 29.17461 129.75794 222
g141 29.186921 129.138600 475
g142 29.203808 129.199290 583
g143 29.219974 129.262133 669
g160 29.144154 128.349465 1125
g162 29.176520 128.472356 1003
g164 29.209138 128.595821 682
g165 29.225597 129.57507 173
g188 29.23617 128.452755 1145
g190 29.244932 129.17208 932
g197 29.361061 129.349611 868
g222 29.432350 129.392688 509
g223 29.446310 129.454393 563
g224 29.463369 129.518721 416

第1表　 本調査（GB21-1）でK-グラブを用いて表層採泥を実
施した地点の緯度経度と水深．

Table 1　 Latitude/longitude and water depth of the sites where 
surface sediment sampling was carried out using K-grabs 
in this survey (GB21-1).
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Pro805R （5’-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG
ATCTGACTACNVGGGTATCTAATCC）を用いた（Takahashi 
et al., 2014）．PCR用の酵素としては，Mighty Amp® DNA 
Polymerase Ver.2 （Takara Bio Inc., Shiga, Japan）を用い，1 
ngの鋳型DNA及び0.25 mMのプライマーセットを加えた

（Takahashi et al., 2014）．1st PCRのサーマルサイクルの
条件として，タッチダウンPCR法を用いた（Muyzer et al., 
1993）．具体的には98℃，2分間で酵素を活性化させた
のち，熱変性（98℃，10秒），アニーリング（15秒），伸
長反応（68℃，30秒）のサイクルのうち，最初のサイク
ルをアニーリング温度65℃で開始し，以降1サイクルご
とに1℃下げながら56℃まで行い，次いで55℃で25サ
イクルを実施した．PCR増幅によるバイアスを把握する
目的で1st PCR反応は1試料あたり2本を用いて行い，増
幅産物の有無をアガロースゲル電気泳動で確認後，2本
分の試料を1本にまとめて取り扱った．さらに磁気ビー
ズ試薬Agencourt AMPure XP（Beckman-Coulter， Villepinte，
France）により精製し，それを2nd PCRのための鋳型DNA

溶液とした．2nd PCRでは，ハイスループットシーケン
サーで並列解析する際に必要な試料ごとに個別のタグ配
列（Index）を付加した．2nd PCRの諸条件は，1st PCRの
ときと同様とした．なお，本調査では，アンプリコンの
フォワード側及びリバース側の両方にタグ配列を付与す
るペアエンド解析とし，タグ配列はフォワード側及び
リバース側の両方で完全に異なるように組み合わせた．
2nd PCR産物は，磁気ビーズ試薬Agencourt AMPure XP

（Beckman-Coulter， Villepinte， France）により精製し，各
ライブラリを4 nMになるように濃度調整して，1本のマ
イクロチューブにまとめた．

2．4　ハイスループットシーケンサー解析
ハイスループットシーケンサー用に調製したアンプリ

コンをプールしたライブラリを用いて，イルミナMiSeq
による塩基配列解析を実施した．解析用のキットは
Miseq Reagent Kit V3 （600サイクル；Illumina）を用い，ラ
ンクオリティーの改善のためにPhix Control V3 （Illumina，
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第1図  各試料採取地点の位置関係を示す地図．各試料採取地点の位置関係を示す地図．岸本（2000）より改訂．

Fig. 1  Map showing the location of each sampling site. Map showing the location of each sampling site. Modified from 
Kishimoto (2000).
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San Diego， CA）を調製したアンプリコンプールと等量混
合した．これを塩基長301 bpのペアードエンドシーケ
ンスとしてIllumina Miseq Sequence System （Illumina， San 
Diego， CA）で配列を取得した．

2．3　データ解析
イルミナMiSeqによって，塩基配列とそのクオリティ

スコアが記述されたfastqファイルを試料毎に出力した．
フォワード配列のfastqファイルについて，ソフトウェア
パッケージQiime2 2021.4（Bolyen et al., 2019）に実装され
たCutadapt（Martin， 2011）を用いてプライマー配列の除去
を行った後，DADA2（Callahan， 2016）を用いてエラー配
列・低品質配列（Q値 < 20）・キメラ配列・重複配列の除
去を行った．得られたアンプリコン配列変異体（amplicon 
sequence variant， ASV）に対して，16S rRNA遺伝子の配列
データベース Silva 138 SSURef NR99 full-length sequences

（Quast et al., 2013；Yilmaz et al., 2014；Robeson et al., 
2020）を参照し，単純ベイズ分類器（Bokulich et al., 2018）
を用いて生物名の割り当てを行った．QIIME2で出力さ
れた各地点とASVをまとめたcsvファイルを用いて，ソ
フトウェアR （R Core team，2021）によるデータ処理を

行った．各群集データについて希薄化曲線を描き，同じ
もしくは同等のサンプリングエフォートの下で群集間
の比較可能性を確認した上で，低頻度（0.1%）のASVを
削除した．群集の類似度を比較するために，Ward法に
よるクラスター解析を実施した．また，水深を100 mご
とにカテゴリー分けし，水深と底質を説明変数とした
Permutational analysis of variance（PERMANOVA）による検
定を行った．

３．結果と考察

配 列 が 決 定 し た42試 料 か ら，4,479,105のASVが 得
ら れ た． 解 析 の 結 果， 全 て の 地 点 でProteobacteria門
のGammaproteobacteria綱と Alphaproteobacteria綱，次
い でActinobacteriota門 のActinobacteria綱 に 同 定 さ れ
るDNA配列が多く検出された．Actinobacteria門及び
Gammaproteobacteria綱は海洋でもよく見られている
バクテリアを含む分類群である（Blackall et al., 2015； 
Ainsworth et al., 2015；Bourne et al., 2016）．Rによるク
ラスター解析を行った結果，非階層クラスターとして
検出すると2つのグループが確認されたが，階層クラス
ターの場合はおよそ3つのクラスターに分かれた（第2
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第2図  地点ごとの微生物群集構造の類似度から作成した樹形図．採泥地点の水深，グラブ表面の状態を色で分けて表示してい
る．各エッジの上の数値は，右の緑はマルチスケールでのブートストラップ値（BP），左の赤は近似的に普遍のブートス
トラップ値（AU）を示す．各エッジの下の灰色の数値はエッジ番号を示す．

Fig. 2  Dendrogram based on the similarity of microbial community composition between sites. The water depths at the condition of the 
grab surface are indicated by different colors. Numbers above each edge indicate multi-scale bootstrap values (BP; green on the 
right) and approximately unbiased P-values (AU; red on the left). Gray numbers below each edge indicate the edge number.
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図）．なお，調査地点g223とg224はこれら3つのクラス
ターのどれにも属さない位置にあった．また，クラス
ター 1はg112を除き全ての底質試料は泥質であり，クラ
スター 2は砂質と礫質であった．また，クラスター 1は
比較的水深が深く，クラスター 2は比較的水深が浅かっ
た．非階層クラスター解析で抽出されたグループ1には
Gammaproteobacteria綱が，グループ2（主に第2図のク
ラスター 2）にはActinobacteriota門が比較的多く見られた．
PERMANOVAによる検定を行った結果，微生物群集は水
深と底質で有意な差異が検出された（p < 0.01）が，水深
と底質の交互作用項は有意ではなかった（p > 0.1）．以上
の結果より，深海の表層堆積物の微生物群集構造は，水
深や底質に影響を受けている可能性が示唆された．さら
にg223とg224は他の調査地域と比べて北側に位置して
おり，今後周辺の調査地点を増やすことで微生物群集の
地理的な違いも比較できる可能性がある．

水深200 m以上の深海は，地球上で体積・面積ともに
最大の生物の生息地であるが，アクセスの困難さから微
生物群集を把握するための十分なデータの蓄積ができて
いない．本研究はトカラ列島海域において初めて網羅的
かつ定量的に底質の微生物群集構造を評価した点で貴重
な知見である．今回の研究成果は，今後の深海生物群集
の把握や，環境影響評価を行う上で基礎的な情報として
活用されることが期待される．
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