
−�23�− −�24�−

第 62回日本生物 1学会大会 トピックス集

J¥ft講師環壌己主聾iこi詞iす?とj車E重量sO)轍生鞠群主義解軒

渡遺 千 夏 1・森村茂 1・中野光腕 1.太田広人 1・木田建次 1・

瀬 田 龍 哉 2・嶋永元裕 8・逸見泰久 8・I議)11 清 3

1熊本大学大学院自然科学研究科・ 2熊本大学大明演先導機構・ S熊本大判官岸域環境科学教脊研究センター

干860ω8555 熊本市黒髪2-39-1 電話 096叩342-3669

F阻 096-342品 69 E油国l血師皿四@即o.ku畠田01叫 ac.JP

近年、有明海 E 八代海の謙境悪化が問題となっている。環境評価の指棟として二枚貝毒事の底生生物

を指標とした報告があるが、嫌気環境下でも生息し窒素や硫黄などの物質循環のカギとなる微生物査

対象とした解析苦行うことで、より群継な環繍驚化費解析で曹ると考えられる。われわれは、有明海圃

八代潜の干潟や潜域底泥中の微生物に議闘し、治串 rRNA遺伝子および窒素代謝や硫黄代謝iニ関与す

る機骨量性遺伝子を標的とした微生物群集解析費行うことで鹿賀部の環境壷評価し、悪化しつつある穣

境の改善紫を検討するための指標とする研究費行っている。

1 はじめに

有明海・}¥.代海は日本最大の干潟を有する海域であ

号、干潟は環境怜ftに大きく寄与することが知られて

いる[1]，微生物は自然環境における重要な分解者であ

号、好気的環境と嫌気的環境が複雑に変化する i二潟に

おいては、好気性微生物と嫌気性微生物が協力して有

機物を分僻することで環境浄化に寄与していると考え

られる。したがって、干潟の浄化能力の低下は、好気

性細菌と嫌気性細菌のバランスも含めた微生物の代謝

パランエえの変化として検出することが可能である。わ

れわれは、最初に自然環境が残っている子潟の微生物

群集解析を行い、 f争化能。コ優れたず潟の代昔話パラン月

の検討を行った[2]，得られた結果に基づき、浄化能が

低下した干潟や海域底質に対して実施した改善策[必に

ついて、浄化揺の優れた代謝パランスに向かつて回復

しているか否かを診断できるようにすることを第与の

目的としている。

本トピックスの対象である八代務は、日本で最も閉

鎖性が高い海域である。閉鎖性水域では水質が悪化す

ると君事織になりやすく、養調査業などに被害をもたらす。

海洋においては上述した干潟あるいは議場などが天然

の浄水揚の役割を果たしている。八代海における湾奥

部、湾矢部、湾口部の水質測定点でCODの経停変化を

比較すると、湾口部では概ね環境慕空襲配達成している

が、湾奥部および湾央部では環境基準を超える年度が

見受けられる。また、 i型90年代後半からは赤潮発生件

数も増加しており、それに対応するように 1狩百年後半

あたりから入代海における漁獲量が減少し、太きな問

題となっている。そこで、学術的役讃査研究が有明海

と比較して不十分な八代海について、微生物学的見地

から閉鎖性海域環境の改善技術を提案することを最終

片的とし、微生物の 16SrRNA遺伝チ領域を標的とした

分子生物学的手訟を用いて八代海底質部の微生物叢を

解析することにより、その現状把握を行った。

2圃解析方法

(1)サンプル

A代海拷巣iIl日北岸の複数地点でサンプリングした底

泥の表層部を解析に使用した。

向調査内容および底質環境特性

底質環境特性と微生物群集の関係を調べるために、

微生物だけでなく、底泥の粒度組員覚、強熱減量量、 CI間

組成および水質の溶舟酸素ゅの}濃度、塩分濃度、 pHも

測定した。底泥表層部は、採取後クーラ}ボックスで

氷冷したものを試験室に持ち帰号、分析を行なった。

粒径分布は HO宜mA社製レ}ザ回折/散乱式粒度分布

測定装置を用いて測定した。

。}微生物群集解析

底泥サンプノレから DNASP悶 Kitfor Soil (Q-BIO喜朗6

社}を用いて全DNAを抽出した岱抽出した DNAを鋳

型とし、本トピックスのデ-yについては、すべての

極類の真jf細菌を標的とした 168rRNA遺伝子を刻象

とするプライマーセット(Eu27旦5'-AGAGTπGAτCC

TGGCTCAG-3' J Eu518R， 5'-GTATTACCGCGGCTGCTG 

G-3ヲを用いて武双増幅を行った。得られた 16SrRNA

遺伝子断片をライゲ}ション反応によりベクターDNA

に挿入した後、大腸菌iとn手質転換を行って遺伝子ライ

ブラリーを構築した。 168玄間A遺伝子ライブラローの

中から任意に選択したタ口一ンの塩基配列を決定し、

ホモロジー検索および系統樹解析を行うことで、生息

する微生物群集者推定した。

事悶 結果と考察

(1)ホモロジー検索

ホモ口ジー検索の結果、嫌気性微生物に属する細菌

では Deltaproteobacteria網に近縁なクローンが、好気

性微生物、ではG酬胸rproteobacte.問α綱にほ縁なクローン

が多く検出されたe 八代海湾奥部北岸の離れた地点で

サンプリングしたどの威泥においても門および綱につ

いてi司じような割合で近縁穫が存在する結果とな号、

サンプリング地点の違いによる微生物叢の差異は認め

られなかった。

(2)系統轍解折による微生物叢の推定

今回多くのクローンが検出されたDeltaproteooocteria

網に注臣した系統樹を作成した。 Deltaproteobacte円 a網

には嫌気的な微生物の代表である硫酸還元菌が多く属

している。作成した系統樹から、今宿Deltaproteobacteria

網に分類されたク口一ンのほとんどが硫酸還元繭の近

縁種でおると判断された。また、 Ga隅間中間teobacter国

網に注目した系統樹も作成した結果、今回検出された

クローンは環境サンプノレ中で見出された盟関1臨時d

ba目前掃に近縁と判断されたものが非常に多かった。

& 今後の展望

われわれは、八代海底質部の解析を行う前に、自然

環境が残っている干潟底貿部の微生物群集解析を行っ

ている。砂質干潟の代表として白)1[河IJ干潟昔、泥質

干潟の代表として繰:)11/可口干潟を選択し、表層 5酬 の

底泥をサンプノレとして解析を行った。士壌環境特性に

おいて、自)1[1土緑川と比較して絞径が大きく好気的で

有機物量は少なかった。-方、塩基配列データに基づ

いてホモロジー検索を行い、微生物を門と綱レベノレで

分類した結果、白川は好気的な微生物の割合が多く、

緑)1[1立好気的な微生物の割合と嫌気的な微生物の割合

が間程度主なり、土壌環境特性を反映していると考え

られた。両河口干潟ともに多種の微生物が検出され、

例えば嫌気性微生物に関しては、 Delt中間teobacter白綱

に属する硫酸還元繭、 Chlorq，庁間i~号や Firmi明朗門iこ属

する編性嫌気性舗や適性嫌気性樹などが検出された。

好気性微生物に関しては、主に1菌性嫌気性の紅色非硫

黄光合成締誌と絶対好気性有機栄養細菌から構成され

る Alph弓proteobactl昨ia綱、好気性菌を多く含む

Ac.抑 obacteriar~に近縁なクローンなどが検出された。

さらに会タロ}ンを対象として系統樹を作成した結巣、

民間t間蜘門に属する微生物は縁)1[に多く検出され、白

)11では少ないことが纏認できた。 Deltaproteobactl昨白織

の系統樹解析では、緑川で検出された微生物は

D酎 u!Jもbulb削属などの硫酸進元菌に近縁な微生物に集

中していたが、自JI[で検出された微生物については

Geothe欄 obacter属など硫酸還元留とは異なるグループ

に近縁な微生物も少なくないことがわかった。

今回の八代海庇量軍部の解析では Deltaprot，即 bacteria

綱およびGo閉醐rproteobacteria綱1;:近縁なクローンが多

く検出され、白)1[園緑)1[河口干潟と比較して限定され

た微生物群集構造を形成していると考えられた。潮間

帯に位置する何日干潟底質は瀬の織ち引きによって酸

素やぶ陽光との接触などの環境変化が大きいが、)¥.代

海底質部では完全に潮が引くことはないために、前日

干潟在比較して微ヰ。物群集構造が比較的単純であった

と推測された。自然が残っている/あるいは環境が感

化した綴々な底質環境から得たサンプノレの微生物群集

構造解析デ}タを増やすことによって、より詳細な比

較と環境変化の理解が可能になると考える。

窒素循環および硫箆循環は、好気/嫌気環境が共存

する中で微生物の関与があってはじめて成立する。J¥.

代海のような閉鎖性海域の環境においては貧酸素化が

問題となることから、今後は、蜜素循諜および硫黄循

環に関連する機能性遺伝チに着討したグローン解析結

巣も合わせて考察することで物質稽環の状況を推定し、

本来のパランスがとれた物質循環に渓すための改善策

を考えていきたい。
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