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プロジェクト名： 地球生命システムの環境・遺伝基盤の解明とモデル化・
予測に向けた研究〔略称：地球生命システム〕 

プロジェクトディレクター： 神田啓史 

 

〔1〕 研究計画・研究内容について 
(1) 目的・目標 

地球生命と地球環境は長い年月をかけて互いに影響してでき上った複雑なシステムであり、これを切

り口として、機構 4 研究所を中心として種々の研究資源を 大限活用して融合研究を行うことにより、

全く新たな学問の地平を切り開くことを目的とする。地球生命の時間的な変動と環境との関連において、

DNA 情報が得られる唯一の可能性は氷床域などの凍結地帯であり、極域の氷床コア解析はきわめて興

味深い。南極の約 100 万年を経て蓄積され、封印された氷床コアから抽出された微生物から時系列的に

ゲノム情報を得ることにより、微生物（地球生命）がどのように環境（地球環境）と相互作用してその

システムを多様化し、進化してきてきたのかを比較的単純な系の中で明らかにすることが期待される。

このためには、極微量の難培養性微生物の扱い、コンタミネーションの除去技術、混合系のゲノム解析

など開発研究に依存するところが大きいが、新たな学問分野が開ける可能性があり、事業計画期間内で

達成が可能と考えられる。 

二つのサブテーマの下で、以下の研究課題を実施する。 

 １．サブテーマ「古環境タイムカブセルとしての氷床コアの解析」 

  １）微生物解析方法の開発 

  ２）アイスコア中の微生物及び生物起源物質解析による古環境復元 

   ①微生物及び生物起源物質を環境指標としたアイスコア解析法 

   ②氷河生態系におけるバクテリアの生態 

  ３）氷床コアゲノム解析法の開発 

  ４）難培養微生物のゲノム解析手法の開発 

  ５）抗生物質耐性遺伝子の分析手法の開発 

  ６）南極ドームふじ基地氷床コアの深層掘削 

 ２．サブテーマ「極限環境生物システムの比較研究」 

  １）極限環境の生物 

   ①極限環境に生息する線虫の研究 

   ②南極ヌナタークに生育する地衣類 

   ③南極地域由来新規微生物の分離と同定 

   ④南極湖沼生物における地史的変遷 

   ⑤南極「コケ坊主」生態系における微生物相の解析 

   ⑥海底熱水地帯の微生物解析 

  ２）極限環境生物統合データベースの構築 

 

(2) 必要性・重要性（緊急性） 
昨今、地球の温暖化をはじめ、南極におけるオゾンホールの出現に伴う生命体への紫外線の影響、北

極域の氷床、海氷の減少、海洋の酸性化による海洋生物への影響等、地球規模の変動が地球の生物に及

ぼす影響が問題になっている。これらの地球環境変動の問題は本プロジェクトにとって、地球生命の遺

伝・環境基盤の研究を遂行する上で、必要、かつ重要であり、緊急性を要するものである。すなわち、



 

－84－ 

生命と環境は地球生命創世の古来より相互に関係しあい、生命は進化を遂げ、今日まで複雑な生命体を

形成してきた。しかしながら、その理解は必ずしも十分ではなく、また、今日、データ量が膨大になっ

た分だけ極めて解析が困難な状態である。本プロジェクトでは過去約 100 万年間蓄積された地球の歴史

と微生物の刻印が極地の氷床に認められること、また、極限環境における生物と環境の相互作用に認め

られることから、極限域、氷床域の比較的単純な系の中に生命と地球環境の相互関係を解明する糸口が

見つかることが期待される。この様な研究方法は単に自然科学に留まるものではなく、経済、社会、文

化などにも適用できるものであり、国・世界が今後どのように進むべきかの知恵を与えるものである。 

 

(3) 期待される成果等（学問的効果、社会的効果、改善効果等） 
氷床氷からの微生物の抽出法、検出法が可能になれば、地球環境に飛来する生物の過去数 10 万年～

100 万年前の過去の生物のタイムカプセルの復元が期待される。これらの環境には“進化が遅い”過去

の微生物が生き残っている可能性があり、地球上ではこの場所以外では入手できない貴重な“生きた微

生物化石”の宝庫ともいえる。遺伝的変異を主とした進化学的研究、新規及び有用微生物の発見につな

がる先端的な研究が期待できる。 

生命システム融合研究においては南極氷床コアの生物相の研究は従来より行われているが、これに

新のゲノム解析の手法が加わることにより、地球環境変動と微生物の進化・多様化が一挙につながり、

それは地球と生命の相互作用のシミュレーション研究につながるなど、これまでの枠組みでは考えられ

なかった成果が期待される。地球システム融合研究において地球システムは、宙空圏、気水圏、地圏、

生物圏など性質を異にする複合領域から構成され、極めて多様で幅広い時間スケール（数秒～数億年）

をもった事象が種々の相互作用を通じて生起している。地球システムは複雑系研究の宝庫であるが、情

報・システム研究機構の 4 研究所が中心となって、機構外の大学、研究機関の研究グループと連携して

融合的に研究を進め、極地環境における生物資源とゲノム解析技術及び、統計・情報解析技術を融合さ

せることにより、これまでにない新しいアプローチを取りえる可能性がある。 

地球生命システムの統合的理解は地球温暖化問題や生物環境問題、さらには新興感染症問題など人類

の大問題解決にも直結することであり、本事業の成果は他の複雑なシステムへの応用など新領域の開拓

が期待されるとともに社会、経済、文化などの人間社会の問題解決への応用も期待される。「科学技術基

本計画」に基づいて策定された「分野別推進戦略」においても、融合領域における人材養成の推進を重

点方策としている。大学共同利用機関として、大学の教育研究活動にもたらす改善効果など、研究コミ

ュニティへの対応が主要任務であるが、融合研究センター活動は本来の分野を超えた交流となり、新し

い刺激を大学など各研究所にもたらす。これが各研究所の活性化につながるのは無論、関係研究者コミ

ュニティを含めて新分野創造につながることが期待される。 

 

(4) 独創性・新規性等 
極限環境から得られた試料を無菌的に処理し、微生物を抽出、検出する方法を開発することが、本研

究の独創性である。情報・システム研究機構は設立の理念として新領域融合研究センターの三つの課題、

「生命システム」、「地球環境システム」、及び「複雑システムモデル化・情報処理」の融合研究を通じた

パラダイム創成を掲げてきた。本プロジェクトは企画の当初から、南極氷床コアの生物相の研究に 新

のゲノム解析の手法が加わることにより、地球環境変動と微生物の進化・多様化の研究や地球と生命の

相互作用がシミュレーション研究と一挙につながるなど、これまでの枠組みでは考えられなかった成果

を期待していた。このような生命・地球システムの研究は上述のように融合研究が もふさわしい分野

であるが、4 研究所にはそのための基盤的な研究があり、その力を結集することにより様々なレベルの

融合研究が開始可能である。時機を失することなく、それらを実施するためのフレームワークとして新
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領域融合研究センター事業を要求するものである。 

 

(5) これまでの取り組み内容の概要及び実績 
国立極地研究所、国立遺伝学研究所を中心に、大学の研究者と共同研究体制の下で、氷床氷と環境デ

ータ、極限環境の環境試料と環境データの解析を数年以上にわたって集積し研究を進めてきた。しかし

ながら、地球環境と生命の歴史を同時にとらえた研究は国内外においても多くはなく、総合的な研究が

待たれていた。以下、これまでの取り組み内容の概要及び実績を示す。 

１）地球環境変動下の生命の進化、多様性の解明は環境の変化に大きく依存する。地球生命システムを

環境・遺伝基盤の上で解明してきた第Ⅰ期プロジェクトではドームふじ基地の深層掘削コアの微生

物解析を中心に、氷床・氷雪域の生命について多面的に研究を行ってきた。 

２）ドームふじ基地氷床コアの微生物解明はコンタミ対策のために開発研究を重ね、多くの経費と年月

を費やしてきた。しかしながら、これまでに一部の氷床コアを用いて、16rDNA の解析はほぼ終了

した。遺伝子は断片的になっていることがわかり、新型 DNA シーケンサー解析が 良の方法であ

るという結論に達した｡ 

３） 3000m の氷床底に見いだされたシアノバクテリアは現生している種とは大きく異なることが示唆

された。南極大陸の岩盤域の極限環境に適応しているか、あるいは既に絶滅してしまった特殊な系

統であるかが推測された。 

４）難培養微生物がほとんどである氷床コア微生物の研究において、1 細胞遺伝子解析の開発研究を行

った。微生物 1 細胞に分取、ゲノム DNA 増幅、新型 DNA シーケンサーによる塩基配列決定する

までに至っている。 

５） 氷床コアから見いだされる微生物の起源の知識を得るために、昭和基地沿岸域の 16S, 18rDNA, 

ITS 領域での遺伝子解析を実施した。先行研究が少ない南極では遺伝学的に未記載、未研究な生物

が多い段階では、この研究は必須である。近隣では極地の中でも生物の宝庫である沿岸域、湖沼域

の生物相を、遠方では熱帯アマゾン域の空中生物相の遺伝子解析を通じて解明してきた。これらの

遺伝子データは一部、新型 DNA シーケンサー（454）を駆使した膨大なデータが集積されている。

これらのデータ解析は第 1 期プロジェクトの 5 年目の総決算ともいうべき解析が続いている。 

６）南極の湖沼群に見つかったコケ坊主群集の解明は単に、分類・生態学的解明を超えて遺伝子解析を

行うことによって湖沼植物群集のミクロシステム生態系、モデル生物の開発研究に及んだ。 

７）極地研所蔵の多様性生物画像データベースは地理的データによって他分野データである 3D 画像解

析データ、遺伝子データがとの連動が可能となり、学術標本データベースの新しい領域が見えてき

た。 

８）中国・ロシア高山性氷河の古生態系解明としてキルギスタンのアイスコアの微生物解析において、

植物、微生物を 16S, 18rDNA, ITS 解析を行い相対速度の検定を行い、年代を推定した。現在の氷

河表面と比較すると、氷河底部の環境は現在の高山植物地帯に類似していることが予測される。こ

れらの研究はグリーランド氷床底、南極ドームふじ基地氷床底の環境推定に応用される。 

９）世界の様々な地域の雪氷環境中の微生物培養（1200 株）を通じた遺伝子解析を行った。極限環境に

見いだされる多くの微生物が難培養生物であるが、これらの遺伝子解析と同時に、培養可能な微生

物の遺伝子解析は将来的には多くの利用や新分野の構築が期待される。 

 

(6) 国内外における関連分野の学術研究の動向 
ロシアの南極基地ボストーク氷床氷から微生物を抽出した研究に端を発して以来、ロシア、米国、英

国、フランス、ベルギー、イタリア等が研究を進めてきた。しかしながら、国際的にはロシアはボスト
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ーク基地の掘削は 3500m 深を超えているが汚染が引き金で中止せざるを得ない状況が続き、一方では

英国が中心となって南極西部のエルスワースに新たな深層掘削を計画している等、混沌としている。北

極ではグリーンランドの NEEM が立ち上がり、日本を含む 11 カ国がグリーンランド氷床の岩盤までの

掘削を計画している。この計画には微生物研究チームがあり、日本も参加しているが、微生物研究にお

いてはデンマークのコペンハーゲン大学が卓越している。日本国内では国立極地研究所、北海道大学低

温科学研究所が氷床微生物の研究を進めているのみで、極めて研究者の少ない中、南極湖沼の研究プロ

ジェクト REGAL（Research on Ecological and Genetic Approach in Antarctic Lakes）、国際極年（IPY: 

International Polar Year）の日本人研究者が代表になっている唯一の研究プロジェクト、MERGE

（Microbiological and Ecological Responses to Global Environmental change in the polar regions）と

共同しながら、本プロジェクトにおいては 34 名の研究所、大学の研究者と共同研究体制を可能にして

いる。また、南極では国立極地研究所、広島大学を中心に、南極科学委員会（SCAR）の WG である SALE

（Subglacial Antarctic Lake Ecosystem）、EBA（Evolution and Biology in Antarctica）の参加、日本

ーロシア共同研究「南極氷床の DNA－新規フロンティア研究分野としての氷床ゲノム学を目指して

（2008－2010）」を推進し、氷床氷の微生物研究は国際的にも高いレベルに達している。 

 

〔2〕 研究計画 

(1) 全体計画 

 

テーマ 16 年度 17 年度 18 年度 19 年度 20 年度 21 年度 

 予備研究 プロジェクト 

初年度 

 中間評価   

古環境タイムカ
プセルとしての
氷床コアの解析 

 

 

 

 

 

 

微生物解析法・アイスコア微生物・生物起原物質解析 

 

 

 

 

氷床微生物の解析法 

 

 

全ゲノム、1 細胞ゲノム解析法 

極限環境生物シ
ステムの比較研
究 

  

 

極限環境生物、データベース 

 

(2) 年度計画 

平成 16 年度（予備研究） 

研究を開始する当初は 1)地球生命システムの遺伝・環境基盤の解明とモデル化予測に向けた研究、2)

極限域の生物・微生物の特異性解析と生物体検出法の開発、3)環境微生物遺伝資源解析のための情報基

盤の整備ならびに新規微生物探索、4)地球生命システム解明に向けた情報基盤形成の 4 課題が提案され

た。国立極地研究所に保存されている試料の保存の現状等、それぞれの課題について、機構の 4 研究所

と情報を交換した。とくに南極、北極の極地、雪氷域から得られた氷床氷、蘚苔・地衣類、藻類、シア

ノバクテリア、微生物試料について冷凍試料からの生物復元の予備実験を通して、今後の融合研究の可

能性について検討した。その結果、「地球生命システムの遺伝・環境基盤の解明とモデル化予測に向けた

研究」として課題を一本化することにより、新領域融合プロジェクトの傘テーマとして認められ、研究

を開始することになった。 

平成 17 年度（プロジェクト開始） 

プロジェクト研究の初年度として、南極氷床氷から無菌的に微生物を抽出する施設、設備、装置の整
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備、開発を通して、微生物抽出の研究を目指す。実際に南極での現地観測に参加し、現地で採取した浅

層氷床氷、氷山氷等による微生物抽出を試みる一方、国立極地研究所に収納されていた両極の極地環境

より採集された蘚苔、地衣類、藻類、シアノバクテリア、微小動物の保存法、再生法に関する情報収集、

実験データベースを構築する。とくに、比較的細胞数の多い氷山氷や浅層掘削氷床コアを対象にした

融解装置の開発、難培養微生物のゲノム解析手法の開発、抗生物質耐性遺伝子の分析手法の開発を行う。

環境微生物の遺伝資源解析のための情報基盤の整備、南極産線虫、露岩域植物多様性、及び湖沼生物等

の極限環境生物の解析を行い、極限環境生物統合データベースの構築に向けて資料整理を行う。 

平成 18 年度 

17年度末に成功した南極ドームふじ基地における3028.52mの深層氷床コアからの微生物の解析準備

として、P2 級のクリーンルームの整備、氷床コア融解装置等の開発に着手する。さらに、18 年度末に、

3035.22m の深層氷床コアの掘削に成功し、 深部の氷に有機物と思われるものと岩盤の破片が採集

され、これらの解析について検討する。一方、南極、スピッツベルゲン、アラスカ、チベット、チリ

などから収集されてきた氷床コア、雪氷、土壌、植物試料等を処理して、これらから無菌的に微生物を

抽出し、遺伝・環境基盤の解析を進める。南極産線虫の持つ高度な凍結、乾燥に対する耐性の機構を分

子レベルで解明し、有用遺伝子の発見を目指す他、地衣類を中心とした極限露岩域の植物多様性研究、

湖沼生物・微生物等の遺伝子解析を行う。 

平成 19 年度（中間評価） 

本プロジェクト研究は 5 年計画 3 年目に当たり、中間評価が加わる。中間評価に先立ち、レビュー委

員による評価、意見を踏まえて、プロジェクト研究に反映させる。すなわち、アイスコアのコンタミネ

ーションへの対応は融解ヘッド、レーザー距離計、小手式融解機器などによる実験を繰り返し、有効な

融解装置の開発の目途をたてる。菌数の少ない極限環境の微生物の解明は取得データの信頼度、適切な

遺伝子解析キットの選択、培養法の開発など、問題が解決されていないことも多いが、既に南極氷山氷

から無菌的に分離したバクテリア粒子から直接、試験管内でゲノム DNA を増幅し、塩基配列を決定、

バイオ・インフォマティクス的手法により多数のバクテリアを同定する技術を構築する。19 年度以降か

らは古環境の遺伝資源を解明する新たな試みとして、1 細胞からのゲノム解析手法の開発に着手し、レ

ーザーマイクロダイセクション顕微鏡を用いて１細胞を分取し、ゲノム DNA の抽出、ゲノム増幅の諸

条件について検討を行なう。 

平成 20 年度 

氷床コアの微生物解析では、南極ドーム氷床コア 深部の有機物及び岩盤破片の解析および時間軸

に沿った氷床コア微生物の解析を行う。ドームふじ基地の氷床下から採取された大陸起源と考えられ

る微量な氷から、氷内部の試料を無菌的に採取するための融解装置の開発を行い、作成した融解装置を

用いて遺伝子の増幅を確認する。DNA データベースと照合し菌種の推定を行い、各種バクテリア、光

合成生物であるシアノバクテリアに近縁な遺伝子配列を検出する。極限環境の微生物データベースの情

報を加えることにより、新たな古環境指標として利用できる可能性を探る。また、レザーマイクロダイ

セクション法による微生物 1 細胞からのゲノム解析手法の開発で分取した細胞の 16S rDNA 由来の 

DNA 増幅断片の DNA シークエンスを行い、増幅 16S rDNA 断片の塩基配列情報から細菌の分類推定

を行い、全ゲノム DNA 増幅とゲノムライブラリー構築の実用化を目指す。一方、湖沼「コケ坊主」微

生物の分子生物学的解析における古細菌、シアノバクテリア、真核生物が酸化還元条件下での存在につ

いて新たな知見を得る。 

平成 21 年度 

南極ドーム氷床コアの微生物及び岩盤域の氷床微生物のゲノム解読、遺伝子/ゲノム進化の解析お

よびメタゲノム解析の結果をまとめる。また、南極産線虫、露岩域植物多様性、湖沼生物・微生物等
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の極限環境微生物の遺伝子解析、海底堆積物の微生物群集構造の解析、分類学的解析の結果をとりまと

める。1 細胞からのゲノム解析手法の確立により、難培養微生物のゲノム解析を行う。同時に、極限

環境の遺伝子情報データベースを構築する。極地環境における生物資源とゲノム解析技術及び、統計・

情報解析技術を融合させることにより、地球環境の変動と微生物の進化・多様化の相互作用を理解し、

地球生命システムのモデル化と将来予測をする。 

平成 22 年度以降の展開 

南極ドーム氷床コアの微生物及び岩盤域の氷床微生物のゲノム解読、遺伝子/ゲノム進化の解析および

メタゲノム解析の結果をまとめる。とくに、氷床底、及び岩盤由来の微生物の解析を行い、古環境と南

極氷床における氷床形成プロセスと微生物の関係について解明する。南極産線虫、露岩域植物多様性、

湖沼生物・微生物等の極限環境微生物の遺伝子解析、海底堆積物の微生物群集構造の解析、分類学的解

析の結果をとりまとめ、極地環境における生物資源とゲノム解析技術及び、統計・情報解析技術を融合

させ、モデル生物との比較によるシステムの可塑性の解析を行うとともに、さらに地球環境の変動と微

生物の進化・多様化の相互作用を理解し、極限環境下での生命の適応戦略のメカニズムの解析により、

地球生命システムのモデル化と将来予測を行う。 

 

〔3〕 研究推進・実施体制  
 ［国立極地研究所］ 藤井理行、本山秀明、東久美子、藤田秀二、伊村 智、工藤 栄、内田雅己、

瀬川高弘、金子 亮、植竹 淳、中澤文男、上野 健 

 ［国立遺伝学研究所］ 仁木宏典、小原雄治、菅原秀明、鈴木えみ子、鹿児島浩、馬場知哉、柳原克彦 

 ［国立情報学研究所］ 藤山秋佐夫、武田英明、市瀬龍太郎、荒井紀子、小林悟志 

共同研究者 

 ［統計数理研究所］ 長谷川政美 

 ［北海道大学］福井 学、［秋田大］井上正鉄、［千葉大］竹内 望、［玉川大］吉村義隆、［東京薬科大］

山岸明彦、横掘伸一、[日本大学]成田貴則、[海洋研究開発機溝］高野淑識、［ゲノム創薬研究所（kk)］

小方康至、［長浜バイオ大］池村淑道、阿部貴志、［京都大］幸島司郎、［立命館大］今中忠行、［京都

府立大］牛田一成、［広島大］長沼 毅、［島根大］大谷修司 

 

〔4〕 研究の進捗状況 
(1) 第 1 期の研究進捗及び課題 
17 年度 

微生物の分離法に関する基礎的情報を得るために、南極、北極域から得られた微量なアイスコアサン

プルから DNA 解析を行うために研究手法の開発を行った。各種微生物の DNA 量とサイズ、形態、内

部構造、蛍光強度等の微生物情報を解析し、微生物を分取・分注させる分析方法の開発を行った。遺伝

研、極地研双方にクリーンベンチを設置し、分析環境の整備、氷床コアを無菌環境下で融解させる装置

改良を行い、研究体制を整えた。また、アイスコア中の微生物及び生物起原物質を環境指標としたアイ

スコア解析法を検討するために、ヒマラヤ、パタゴニア、ロシア・アルタイ山脈の氷河アイスコア中の

微生物及び微生物起原物質を解析した。さらに氷床コア難培養微生物、新規微生物検出のためのゲノム

解析手法の開発として、メタゲノム解析、全ゲノム DNA 増幅の開発、及び培養可能な生物のゲノムシ

ーケンス、低コストシーケンス法、高効率クローニング法等の開発を行った。 

南極大陸に生息できる数少ない陸上生物である線虫のゲノム解析を行い、極限環境への適応戦略につ

いて検討した。混合系のゲノム解析アルゴリズムの開発、高速共焦点レザースキャン顕微鏡、多光子レ

ザースキャン顕微鏡の導入による顕微鏡生物解析法野開発を行った。南極地域由来新規微生物の分離と
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同定、南極ヌナタークに生育する地衣類等の露岩域の植物多様性解析、南極湖沼生物における地史的変

遷、南極「コケ坊主」生態系における微生物相を解析した。また、多様な環境に生息する生物種を網羅

的に解析する自己組織化マップ（SOM）の系統分類解析への機能拡充、系統推定システムの有用性の検

討、メタゲノムの系統推定の試み、汎用的なソフトウエア化、環境由来 DNA 配列を解析するためのデ

ータベース構築について検討した。また、その他、冷凍試料データベース構築を検討した。既存の DB

とのリンケージにより使いやすいシステムが実現可能となった。植物試料の 3 次元画像の取り込み、CG

化画像による構造再現、南極産生物のゲノム情報のデータベース化のフィージビリティスタディを行っ

た。 

18 年度 

氷床コア解析のアイスコアコンソーシアム（ICC）の協力体制を整えつつ、平成 17 年度に採取した南

極の浅層氷床コア及び極限環境から生物を抽出した。氷床コアと極限環境より得られた微生物の抽出法

の開発と設備、装置の設計を進め、試料の保存法を考慮して、新型氷床氷融解装置による微生物を抽出

した。その他、難培養微生物のゲノム解析法、耐性遺伝子の分析手法の開発、微生物の顕微解析法、微

生物の非培養及び培養、増殖による遺伝学的解析、極限環境微生物の生理性状、分離株解析、分類学的

解析、氷床の年代等環境データの整理、Web マイニングによる微生物情報取得、及び環境及び微生物の

データベースの構築を目指す。とくに北極、南極、及び中国高山域、南米の氷床、氷河のアイスコア等

から微生物の抽出を行なった。汚染を避けるため特殊なヘッドを装備した融解装置を開発した。氷床コ

アの難培養微生物、新規微生物検出のためのゲノム解析のため、メタゲノム解析、全ゲノム DNA 増幅

の開発、および培養可能な生物のゲノムシーケンス、低コストシーケンス法の開発を行った。一方、微

生物の解析としては従来の培養法と平行して非培養法の開発を進め、 終的に微生物の種の決定、全ゲ

ノムなどの遺伝子解析を行なう。新規微生物の探索手法の開発では、G-InforBIO（SOM のスタンドア

ロン版）の系統分類解析への機能拡充、環境由来配列データへのアノテーション付与とデータベース公

開、短い断片配列に対する系統推定法の改良、環境サンプルによる SOM を利用した系統分類法の検証、

得られたメタゲノム配列中に存在する遺伝子領域を対象とし、アミノ酸組成による生育環境の予測を行

う。南極産線虫の極限環境への適応戦略を明らかにするために、線虫の持つ高度な凍結、乾燥に対する

耐性の機構を分子レベルで解明し、さらには有用遺伝子の発見を目指した。とくに、南極、ロシア・ア

ルタイ山脈、チベット、アラスカ、南米チリの氷河生態系の微生物の役割を検討した。南極氷床の微生

物相は南米の熱帯雨林であるという仮説を提唱し、ブラジルとの共同研究を開始した。本年度のセルソ

ーター及び走査型電子顕微鏡の導入によって、微生物の細胞レベルでの質的量的研究、微生物の顕微解

析法の開発を行った。 

19 年度 

平成 19 年度は中間評価の年度として、本研究の 5 年計画 3 年目に当たり、中間評価が加わる。平成

19 年度はレビュー委員による評価、意見を踏まえて、以下のようにプロジェクト研究に反映させた。す

なわち、アイスコアのコンタミネーションへの対応は融解ヘッド、レザー距離計、小手式融解機器など

による実験を繰り返し、有効な融解装置の開発の目途が立った。菌数の少ない極限環境の微生物の解明

は取得データの信頼度、適切な遺伝子解析キットの選択、培養法の開発など、問題が解決されていない

ことも多いが、既に南極氷山氷から無菌的に分離したバクテリア粒子から直接、試験管内でゲノム DNA

を増幅し、塩基配列を決定、バイオ・インフォマティクス的手法により多数のバクテリアを同定するに

いたった。19 年度以降からは古環境の遺伝資源を解明する新たな試みとして、1 細胞からのゲノム解析

手法の開発に着手した。現在、レーザーマイクロダイセクション顕微鏡を用いて 1 細胞を分取し、ゲノ

ム DNA の抽出、ゲノム増幅の諸条件について検討を行なっている。サブテーマ「古環境タイムカプセ

ルとしての氷床コアの解析」では平成 17、18 年度に採取した南極の浅層氷床コア及び極限環境から
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生物を抽出した。南極氷床コアについては平成 18 年度に 終的に掘削に成功した 3035.22m までの

深層氷床コア（ドーム氷床コア）の解析を行い、採取された 深部の氷中の有機物および岩盤の破

片の電顕像と化学分析を行った。一方、サブテーマ「極限域生物の比較研究」では難培養微生物のゲ

ノム解析法、耐性遺伝子の分析手法の開発、微生物の顕微解析法、微生物の培養法による遺伝学的解析

などの開発を行った。とくに難培養微生物に関連して、南極氷床コアに対するメタゲノム解析の開発を

進める一方、平成 19 年度より古環境の遺伝資源を解明する究極的な氷床コアの微生物解析として、1

細胞からのゲノム解析手法の開発に着手し、その可能性について検討した。これまでに実施してきた南

極産線虫、露岩域植物多様性、湖沼微生物、湖底・海底堆積物の微生物群集構造の解析、デッドチムニ

ー等の分離株解析、遺伝子解析および生理性状解析、及び雪氷生物の生態、大気生物成分の供給源に関

する検討、氷床の年代等環境データの整理、Web マイニングによる微生物情報取得、およびデータベ

ース構築を行った。 

20 年度 

氷床コアの微生物解析では、南極ドーム氷床コア 深部の有機物及び岩盤破片の解析および時間軸

に沿った氷床コア微生物の解析を行った。ドームふじ基地の氷床下から採取された大陸起源と考えら

れる微量な氷から、氷内部の試料を無菌的に採取するための融解装置の開発をおこなった。作成した融

解装置を用いて遺伝子の増幅が確認された。DNA データベースと照合し菌種の推定を行った結果、各

種バクテリアや、光合成生物であるシアノバクテリアに近縁な遺伝子配列を検出することに成功した。

極限環境の微生物データベースの情報を加えることにより、新たな古環境指標として利用できる可能性

を明らかにした。さらに、広域の雪氷試料から微生物、大気生物成分、環境指標としての生物起源物

質を明らかにし、これまでに未知であった雪氷生物の生態を解明した。また、細胞数の少ない難培養

微生物の解明のために、レーザーマイクロダイセクション法による微生物の 1 細胞分取を試み、全ゲノ

ム DNA 増幅とゲノム・ライブラリー構築の実用化について検討した。分取した細胞の 16S rDNA 由来

の DNA 増幅断片は DNA シークエンスを行い、既知配列情報と比較を行った結果、増幅 16S rDNA 断

片の塩基配列情報から細菌の分類推定に成功した。一方、湖沼コケ坊主微生物の分子生物学的解析にお

いて、古細菌、シアノバクテリア、真核生物が酸化還元条件下に異なる生物種が存在している新たな知

見が得られた。南極産線虫遺伝子解析、露岩域植物多様性、湖底・海底堆積物の微生物群集構造の解析、

3D 画像解析等極限域の生物システムに関する研究を引き続き行った。 

21 年度 

南極の氷床コア及び極限環境から得られた微生物抽出を行い、時間軸にそった微生物相を明らか

にしている。深層氷床コアからの微生物がどこから由来するかを解明するため、南極の湖沼、土壌、

雪、コケ等の様々な環境に生育するシアノバクテリア、藻類、蘚類のシークエンスデータを取りまと

め、原核生物 16SrDNA および、真核生物 18SrDNA のライブラリー構築、シークエンス解読を行った。

系統組成解析、系統組成の類似性解析により、これまで分子生物学的研究がほとんどされてこなかった

南極の微生物群集構造を明らかにした。一方、氷床コア中のダスト解析により、風送粒子濃度が高い

氷期末期に多く、風送粒子と共に空中輸送されてきた可能性のある球形バクテリアと、風送粒子濃度と

の関連は全くなく、イオン分析のピークなどとも一致しない糸状バクテリア様粒子の存在が明らかとな

った。さらに、氷河雪氷試料から抽出した花粉 1 粒ずつの DNA 増幅技術の開発に成功し、塩基配列デ

ータが取得できた。 

氷床コアに含まれる微生物は細胞数が限られる上に難培養性であるため、1 細胞を分取してその DNA

を増幅する技術開発を行い、成功した。DNA 増幅の再現性を高めるために、さらなら改良を行った。

まず、DNA コンタミネーションを避けるための工夫によりコンタミネーション DNA に由来する増幅は

1/50 サンプル以下に減少した。また、1 細胞の改修方法では微生物ゲノムを染色する蛍光色素を検討し、
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除電器を複数導入した結果、回収率を 60％程度にまで向上させることができた。極限環境の生物システ

ム解析では、南極湖沼のコケ坊主から分離された好冷性細菌 Pseudomonas antarctica のゲノム・ライ

ブラリーを作成し、低温耐性に関わる複数のゲノム領域の単離に成功した。また、高度な乾燥・凍結耐

性を持つ南極線虫 Panagrolaimus davidi の cDNA ライブラリーから単離した耐性候補遺伝子として、

LEA（late embryo abundant）遺伝子を発現ベクターに組み込み、大腸菌でのタンパク質合成に成功し

た。さらに、南極陸域生態系においてアンモニア態窒素の酸化を担うンモニア酸化細菌の多様性と分布

をはじめて明らかにした。 

 

(2) 各年度の研究結果 
１．サブテーマ「古環境タイムカブセルとしての氷床コアの解析」 

1-(1) 微生物解析方法の開発 

数十万年の過去の環境を復元する も優れた物証であるアイスコア中の微生物は人為的な掘削

法で採取され、大気中に飛翔している塵とともに長期的な輸送を介して氷雪に閉じ込められたと考

えられ、細胞数が極端に少ないことから、研究の当初からコンタミネーションの問題がクローアッ

プされてきた。コンタミネーションを回避しながら無菌環境下で微生物を採取する技術開発は氷床

氷の微生物を研究するうえで も重要なステップである。17 年度は氷床氷に見られるフィルンと氷

との 2 種類に対応した融解装置の試作、共焦点レーザ顕微鏡、フローサイトメトリーなどを用いた

新たな分析法、特定の微生物量を正確に検出しバイオマスを算出する方法について開発した。この

融解装置は試験的に試みられた数万年前と目される南極氷山塊からの古代バクテリア及び古代ゲ

ノム DNA の分離について有効であった。18 年度は氷内部、氷内部と氷外部との中間部、および氷

外部のサンプルをそれぞれ独立して採取するための融解装置の改良、サンプル毎のクロスコンタミ

ネーションを回避させるための改良、レーザ距離計を用いての高時間分解能でのサンプル抽出法

等、氷床コア融解装置の開発を行った。19 年度はサンプル間のクロスコンタミネーションを除去す

るために、融解装置の内部部品を交換できるセパレートタイプを考案し、融解装置表面にスリット

を入れることで、コンタミネーションを極力抑えることに成功した。また、南極氷床のドームふじ

基地の氷床下から採取された微量氷から、氷内部の試料を無菌的に採取するための融解装置の開発

を行った。完成した融解装置を用いて試料から DNA 抽出、PCR 法による 16S リボソーム RNA 遺

伝子増幅を行い、 終的に数種類のバクテリア遺伝子検出に成功した。17 年度～19 年度の 3 年間

で大凡の技術開発が完成した。 

1-(2) アイスコア中の微生物及び生物起源物質解析による古環境復元 

1-(2)-1 氷河生態系のバクテリアの生態 

アイスコアには、過去に氷河上の雪氷中で増殖した微生物や、様々な環境から大気中を輸送さ

れてきた微生物、花粉、胞子、生物起源化学物質などが含まれており、その変動は過去の環境変

動を反映していると考えられるがこの分野の研究は非常に少ない。とくに南極氷床コア中の生物

的成分を環境指標として利用できるようになれば、過去数十万年から百万年にわたる環境変動に

関して、新しい情報が得られる可能性が高い。17 年度は微生物及び生物起源物質を環境指標とし

たアイスコア解析法の開発と、氷河生態系におけるバクテリアの生態を目的にアラスカ・グルカ

ナ氷河、ヒマラヤ、ロシア・アルタイ山脈氷河、南米チリ共和国の中部火山群 Mocho 火山、Osorno

火山山頂氷河、パタゴニア、及び南極氷床の Patriot Hill - Lake Ellsworth において、アイスコ

ア中の微生物及び微生物起源物質の調査、採取を行った。18 年度で解析を行ったところ、雪氷藻

類や花粉等の生物成分が、これらの地域のアイスコア年代決定に有効な年層指標となることが確

認された。さらに、南極氷床の生物成分の供給源を模索、特定し、環境指標としての可能性を検
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討するために、ブラジルの熱帯雨林（ブラジル共和国アマゾン流域研究所 INPA）、およびチリ（チ

リ科学研究センターCECS）の温帯林と乾燥域で、大気中の生物成分に関する調査を行った。そ

の結果、日中の試料中には Alphaproteobacteria が優先していたのに対し、夕方の試料からは

Betaproteobacteria が優先しており、試料中に含まれる微生物種が時間帯によって異なることが

分かった。これらの分析結果をもとに、大気バクテリアのサンプリング法及び分析法を検討した。

19 年度では南極、チリ、北極、中国山岳域の氷床、氷河生態系について研究を進めた。南極氷床

アイスコア中に含まれる微生物や生物起源物質を古環境復元のための環境指標として利用する

ことを目的に、南極観測隊（日本、チリ）によって採取された現在の氷床表面とドームふじアイ

スコア中の雪氷微生物の分布や生態、大気中に含まれる微生物や生物起源物質の起源と輸送・堆

積過程に関する微生物濃度の比較を行った。試料中の微生物 DNA を SYBR Gold 染色し、蛍光

顕微鏡による直接観察によって、微生物細胞密度の測定を行った。その結果、現在の南極表面の

雪氷中には主に球形バクテリアが多い所で 7×10２cells/ml 程度含まれていたのに対して、アイス

コア中では多い所で 2.5×103cells/ml 程度と、現在の表面濃度より約 3.5 倍バクテリア密度が高い

ことが明らかとなった。またアイスコア中では、現在の表面では全く観察されない放線菌の一種

と考えられる細胞が多数観察され、また、全微生物の総細胞体積で表した生物量（cell volume/ml）

は、アイスコア中の方が約 30 倍も多いことが示された。この結果から、過去のある時点、おそ

らく氷期には、間氷期である現在よりも、多くの微生物細胞が南極氷床中央部の表面に輸送され

ていたことが示唆された。様々な氷河微生物の同定研究によると、チリ火山群氷河のアイスコア

中の雪氷微生物はスピッツベルゲン島の雪氷から報告されている Chloromonas cf. platystigma

（AF514402）と高い相同性（100％）を示していた。世界各地の赤雪から報告されている Chloromonas 

nivalis（AF514409）やChlamydomonas nivalis（U57696）とは、それぞれ 98.6％、97.7％の相同値を

示していた。さらに、Mocho 火山から 71 株のバクテリアを同定し、これらは全て、Proteobacteria 門、

Bacteroidetes 門、Actinobacteria 門に属しており、特に、Betaproteobacteria に属する株が

も多かった。この傾向は、アラスカ・グルカナ氷河での培養株から得られた傾向と類似しており、両

者に共通の属 Flavobacterium、Herminimonas、Variovorax、Aquaspirillum、Janthinobacterium

（以上 Betaproteobacteria）、Pseudomonas、Rhodanobacter（以上 Gammaproteobacteria）、

Hymenobacter、Pedobacter（以上 Bacteroidetes）が多数見られたことから、培養可能な氷河バ

クテリア相には共通のパターンが存在することが示唆された。DGGE 法によるバクテリア相の解

析では、バンドパターンの変化に明瞭な高度変化が見られ、各高度に特徴的な種と、共通に見ら

れる種が存在することが分かった。20 年度はアラスカ、グルカナ氷河上に生息する好冷性酵母の

高度分布を解析した。高度別に 5 カ所で採取された氷河表面サンプルから酵母細胞の培養を行い、

これまで氷河などの寒冷環境から単離された好冷性酵母 Rhodotorula psychrophenolica、

Rhodotorula glacialis、Mrakia frigida などに近縁な 4 グループの酵母が単離された。サンプル

中から計測した好冷性酵母の CFU は 8.6×104とこれまで報告された値よりも約 10 倍多い事が

わかった。高度分布は も標高の低い氷河の末端で有意に低く、標高が低いところで多い表面融

解水の流れなどによって洗い流されている可能性が考えられ

た（図 1）。 

 

 
 

図 1. アラスカ、グルカナ氷河上に生息する好冷性酵母（CFU）の高度分

布。高度別に 5 カ所で採取された氷河表面サンプルから酵母細胞

の培養を行った結果、高度分布は最も標高の低い氷河の末端で

有意に低く、標高が低いところでは融解水の流れなどによって洗い

流されている可能性が考えられた。 
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 さらに 21 年度は氷河生態系におけるバクテリアおよび藻類の生態として、アジアの氷河に生

息する緑藻およびシアノバクテリア解析を行った。2009 年 8 月にタジキスタン、パミールのフ

ェドチェンコ氷河にて調査を行い、裸氷域および積雪域でサンプルを採取した。顕微鏡観察の結

果、赤い色素をもった緑藻類、シアノバクテリア等の微生物が確認された。氷河試料から DNA

抽出をおこない、18s rRNA 遺伝子、および rbcL 遺伝子の解読をおこなった結果、北極から検出

された Chlorococcalean sp.に 99%近縁な種が検出された。BBM および BG11 培地で培養をおこ

なったところ、Stichococcus sp.（99%）、および未記載種である Chlorella pyrenoidosa（93－

95%）、Raphidonema nivale（95%）が培養された。また、以前に掘削されたヒマラヤ・リカサ

ンバ氷河のアイスコア、および中国祁連山のドゥンデアイスコアの不純物、微生物分析を行った。

両アイスコアとも融解による変性が多くの場所でみられたが、シアノバクテリアや緑藻類が保存

されていることが明らかになった（図 2）。 

 

  
図 2. ヒマラヤ・リカサンバ氷河のアイスコア中に含まれていた微生物およびその定量結果． 

 

平成 21 年度は雪氷藻類の遺伝子型を明らかにするために、顕微鏡で検出した微生物をマイク

ロマニピュレーションによって分離し、シングルセル PCR を用いて 1 細胞レベルで解析する方

法を検討した。アラスカ・グルカナ氷河の赤雪試料を用い、レーザーマイクロダイセクションシ

ステム PALM MicroBeam（カールツァイスマイクロイメージング(株)）等により、赤雪を構成す

 
図 3. 18SrRNA 遺伝子に基づくアラスカ・グルカナ氷河の雪氷藻類の系統樹 
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る藻類を 1 細胞ずつ分離し、AmpliGrid SYSTEM（ニップンテクノクラスタ(株)）を用いて

18SrRNA 遺伝子をターゲットとしたシングルセル PCR を行った。その結果、分離した 12 細胞

中、3 細胞で遺伝子増幅が確認され、1 細胞からの遺伝子解析が可能であることが分かった。ま

た、形態的には類似しているが塩基配列が異なる株が存在していることが分かった（図 3）。本手

法は、形態情報と遺伝子情報を同時に得ることができることから、雪氷藻類の地理的分布を明ら

かにするための有効な方法であることが分かった。 

中国・天山山脈およびキルギスタンの氷河アイスコアと雪氷微生物の研究では下流部の氷表面

には糸状のシアノバクテリアが優占し、上流部の雪表面にはクロロモナス属緑藻が優占している

ことが明らかになった。また、同氷河のアイスコアの光学顕微鏡分析の結果、アイスコアサンプ

ル中には、鉱物粒子、花粉、不定形有機物粒子、微生物などが含まれていることがわかった。各

粒子の定量の結果、この氷河のアイスコアの固体粒子濃度は単にダストストーム等の規模を反映

している訳ではなく、氷河上の微生物活動の影響が大きいことを示している。キルギスタンの天

山山脈グリゴレア氷帽では有機物を含む土壌が採取され、放射性炭素同位体比による年代決定か

ら約 13,000 年前であることが明らかになった。アイスコア中には、氷河表面には数多くの汚れ

層が確認され、糸状のシアノバクテリアが優占していることが明らかになった。 

1-(2)-2 グリーンランド氷床微生物 

南極に次いで大きな氷床であり、温暖化による海面上昇への大きな寄与が予測されている北極、

グリーンランド氷床に関する情報がほとんどなかったことから、グリーンランド氷床の西側を対

象に、雪氷藻類等の雪氷微生物および、氷河表面のアルベドや生物的汚れ物質に関する調査を行

った。結果的に氷床北西部では Actinobacteria が優先し、ヒマラヤと類似した生物的汚れ物質が

氷河表面を覆い、氷河消耗域のアルベドが大きく低下していたのに対して、南西部では

Beta-Proteobacteria が優先し、氷河表面に深い縦穴が発達するためにアルベドが高く保たれる

など、地域によって雪氷生物や氷河の表面構造に大きな違いがあった。グリーンランドの西部で

は緯度によって氷河上で優先する微生物種が異なることがわかった。グリーンランド氷床表面か

ら採取された 3m のピットサンプルの分析の結果、現在の氷床表面では微生物量は非常に少なく、

多い層でも 4 cells/ml であった。 

1-(2)-3 南極氷床微生物 

平成 20 年度では南極ドームふじ基地の氷床下から採取された大陸起源と考えられる微量な氷

から、氷内部の試料を無菌的に採取するための融解装置の開発を行った。作成した融解装置を用

いた試料から核酸を抽出し、PCR で遺伝子増幅が確認され、塩基配列の解読をおこなった。DNA

データーベースと照合した結果、各種バクテリアや、光合成生物であるシアノバクテリアに近縁

な遺伝子配列を検出することに成功した。南極の湖沼、湖底、土壌、雪、コケなど極限環境の微

生物データーベースの情報を加えることにより、新たな古環境指標として利用できる可能性を明

らかにした。さらに、南極アイスコア中に含まれる微生物の多くは、南極大陸外の陸域から風に

より飛来してきたものと考えられる。微生物量が各時代において大きく増減し、とくに放線菌の

生物量などは氷期と間氷期で大きな差があったことから、環境条件によって微生物が飛来してく

るプロセス（発生源の環境や風の強さなど）が変化していたと推測される。ドームふじアイスコ

アの 終氷期初期から現在までの氷試料を微生物観察用フィルターに濾過し、DNA を染色する

蛍光色素で染色し、蛍光顕微鏡による直接観察により球状バクテリア、放線菌の細胞数を計測し

た。また、放線菌と考えられる微生物の走査型電子顕微鏡画像の解析を行った。南極の雪氷域か

ら採取された花粉の研究は微生物研究の分野をはじめ、多くの分野に有効な情報を提供する。と

くに共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光色素の波長特性を検出する方法（スペクトル法）を検証
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し、画像解析ソフトと組み合わせた細胞の自動定量法の開発のため、培養細胞、雪氷試料などを

利用して予備実験を実施した。その結果、SYBR GreenI および FM4ー64 をの 2 種類を用いてバ

クテリアの核酸と細胞膜 の多重染色、スペクトルの分離が可能である事がわかった。この手法

を応用して、生物量が多いと思われる氷期のサンプル（MIS 8、23-096）の分析をおこなった。

SYBR GreenI および FMー64 を用いて蛍光染色おこない、顕微鏡観察をおこなったところ、少

なくとも 0-13cells/ml の細胞が確認された。平成 21 年度は南極氷床アイスコアサンプル中に含

まれる全遺伝情報の解析（メタゲノム解析）をおこなうために、まず生物量が多いと思われる氷

期のサンプル（MIS 8，23-096）の分析をおこなった。氷試料の周囲にポジティブコントロール

として人工的に合成した DNA を塗布した後に、開発した融解装置を用いて氷の中心部と、周囲

部とをそれぞれ採取した。人工 DNA 配列は氷中心部試料からは検出されず、周囲の試料からの

み検出されたことから、コンタミネーションの除外は成功した。また、古代試料は DNA が断片

化しており DNA 抽出にはこれまで技術的問題が残されていたため、この問題の解決をおこなっ

た。アイスコア試料から DNA 抽出をおこない、培養不能細菌の少数細胞からのゲノム完全長取

得法を応用して全ゲノム増幅をおこなった。現在、国立遺伝学研究所の次世代シークエンサーに

て解析中である。今回の MIS 8 の試料の結果をみて、MIS 9.3 に試料分析を着手する。また、平

成 21 年度は南極氷床周辺域には特殊な生態系が存在することから、氷期-間氷期サイクルに伴う

生物地球化学プロセスを解明する目的で、「堆積相と生物相の同期性」、「生元素およびバイオマ

ーカーの分子レベル同位体組成的特徴」を検証した。 

1-(2)-4 雪氷域花粉の DNA 解析 

雪試料から花粉 1 粒を抽出し、DNA 分析するための一連の操作を確立した。南極雪試料中で存在

率が高かったマツ属花粉を DNA 分析対象とし、その手法開発に着手した。予備実験として、ロシア

の氷河雪試料に含まれるマツ属花粉をもちいてマルチプレックス PCR をおこない、DNA 増幅に成功

した。世界で 100 種を超えるマツ属は種の絞り込みには複数の DNA 領域を調べる必要があるが、現

在、塩基配列データベースを利用して増幅のターゲットとなる DNA 領域を選定している。21 年度は

本研究では、南極雪氷試料に含まれる花粉の起源を特定し、それを固体微粒子のマーカーに用いるこ

とによって、南極氷床への物質輸送に関する時系列変化および空間分布の解明を目指している。花粉

の起源は、花粉 1 粒ずつの DNA 分析から種を同定し、その植物の分布域をもとに決定するというア

プローチを取っており、現在、ロシアの氷河試料に含まれるマツ属花粉をもちいて手法開発に取り組

んでいる。平成 21 年度は、マツ属花粉をマルチプレックス PCR し、葉緑体 DNA の rpoB 領域（94bp）

の塩基配列を取得することに成功した。暫定的な値であるが、成功率は約 50%に達し、堆積物中の花

粉を DNA 分析した先行研究（湖沼堆積物や泥炭堆積物を使用）の成功率（数%以下）を大きく凌い

だ。マツ属は 4 つの節（Quinquefoliae・Parrya・Trifoliae・Pinus）に分類されるが、取得した塩

基配列を塩基配列データベースと比較した結果、本研究で使用した花粉は Quinquefoliae もしくは

Parrya のタイプと、Pinus のタイプの 2 タイプが含まれていることが分かった。花粉の起源を大陸

レベルで推定するためには、一階級下の亜節（計 11 グループ）まで分類する必要がある。マルチプ

レックス PCR からは 1 回の実験で複数領域の塩基配列が取得できるので、既に取得できているこの

領域に、新たに取得する領域を組み合わせ、亜節まで分類すべく研究に取り組んでいる。 

1-(3) 氷床コアゲノム解析法の開発 

17 年度は低コストシーケンス法の開発、高効率クローニング法の開発について検討し、

Adaptor-ligation PCR 法によるメタゲノム・ライブラリー作成手法を確立し、Rolling Circular 

Amplification 法を用いた TempliPhi（GE healthcare）がより低コストであること、鋳型増幅の正

確性が高いためシーケンスの成功率も高くなることが確認された。18 年度には南極氷山の融解液か
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ら全ゲノム増幅を行い、DNA の増幅に成功した。南極氷山氷のメタゲノム解析で Adaptor-ligation 

PCR 法によるメタゲノム・ライブラリー作成は有効であることが実証された。南極氷山氷のメタゲ

ノム解析からは南極域の氷中に封印された微生物は難培養性あるいは未知の微生物の割合が非常

に高いことが強く示唆された。19 年度は南極氷床表面雪氷のメタゲノム解析を行う目的で、いくつ

かのメタゲノム・ライブラリーが Adaptor-ligation PCR 法により構築されたが、平均インサート

DNA 長が短いものしか作成されなかった。その要因としてライブラリー作成に用いられた細胞濃

度が低いことが考えられた。氷山氷では濃縮によりライブラリー作成に必要な細胞数の確保が可能

であったが、氷床表面雪氷では Adaptor-ligation PCR 法でのライブラリー作成に必要な細胞数の

確保が困難であり、これは本格的な氷床コア氷の解析では、より低い細胞濃度も考慮する必要があ

るため、そのライブラリー作成手法の見直しが必要となった。20 年度はこれらの経験から、これま

では未開拓の研究分野であった難培養性微生物の解析として、(1) 1 細胞の分取技術（レーザーマイ

クロダイセクション法）及び (2) 全ゲノム増幅法（Phi29 DNA polymerase 法）について検討した。 

1-(3)-1 1 細胞の分取技術（レーザーマイクロダイセクション法） 

顕微鏡観察下で細胞をレーザービーム照射により切り出すことができるレーザーマイクロダイ

セクション顕微鏡を用いた細胞の分取は、これまでに、主にヒトを含めた哺乳類の組織からの特

定細胞の分離や、単細胞生物では酵母などの 10 マイクロメートル以上の大きさの真核細胞での

報告がなされている。これは細胞を観察しながらレーザービーム照射部位を正確にコントロール

できる対物レンズが 40 倍程度のものしか無かった事に起因している。本研究では、レーザーマ

イクロダイセクション顕微鏡に 150 倍という特殊な高倍率の対物レンズの採用することで、5 マ

イクロメートル以下の観察と分取を可能にし、細菌レベルの微小細胞の分取を試みた。 初にレ

ーザーマイクロダイセクション顕微鏡を、細菌レベルの微小細胞の分取用にセットアップを行っ

た。HEPA フィルターを搭載した加湿空気清浄機により空気中の微粒子と湿度をコントロールで

きる専用室を準備し、そこにさらに HEPA フィルターを搭載したクリーンブースを設置、その中

にレーザーマイクロダイセクション顕微鏡をセットアップすることで無菌的に細胞を分取する

環境を整備した。また、レーザービーム照射で切り出した微小片の帯電による散逸を防ぐために

除電装置も設置し、電気的な安定状態の維持にも努めた。次に南極氷山氷からのサンプル調製を

行った。氷山氷の融解液から遠心による沈殿物を約 100 倍濃縮の状態で回収した。この一部をレ

ーザーマイクロダイセクション用のフィルム上に塗布し、乾燥後にメタノール固定を経て細菌用

グラム染色を行った。その結果、氷山氷中からグラム陽性および陰性細菌と思われる細胞を検出

した。顕微鏡観察下で細菌様の細胞と思われるものをレーザービーム照射で切り取り、回収した

後、0.1% Tween-20 を含んだ溶菌液中での DNA 抽出を経て、16S rDNA 領域の約 800bp を PCR

反応（45 cycle）により DNA 増幅を行った。これらの操作において蒸留水を用いることで、試料

に依存しない外部からの混入に起因すると考えられるバックグランド DNA 増幅を抑制するべ

く、ネガティブ・コントロール実験を平行して行い確認をした。分取した細胞の 16S rDNA 由来

の DNA 増幅断片は DNA シークエンスを行い、blast 検索により機知配列情報と比較を行った。

これまでに氷山氷から 26 試料片の回収を行い、同様の実験操作による解析した結果、21 試料片

で分取細胞の 16S rDNA 由来と考えられる DNA 増幅断片を得、15 試料片で増幅 16S rDNA 断

片の塩基配列情報から細菌の分類推定に成功した。これまで環境中に存在する難培養性の細菌の

分類・同定は、その環境中の生物集団全体から抽出した DNA に対して 16S rDNA 断片の共通配

列部分を利用した PCR 反応、増幅 16S rDNA 断片の大腸菌へのクローニングを経て塩基配列情

報から推定していたが、本研究により世界で初めて顕微鏡観察下で分取した細菌 1 細胞からの分

類・同定に道が開けたことには大きな意義がある。今後は細胞の染色法や、分取した細胞からの



 

－97－ 

DNA 抽出法の改良による解析の効率化を検討している。 

21 年度では、更なる改良を目指し、以下のような取り組みを行った。 

(a) 除電 

LMD による 1 細胞分取において最も頻繁に起こる問題は、切り出した細胞を含むフィルム片

が静電気のためにチューブに回収されな

いということである。この問題は、室温や

湿度のみならず顕微鏡下におけるフィル

ムの局所的な状態にも左右されるようで

あり、制御することが困難だった。そこで、

従来から用いてきた無風式の除電器に加

え、より強力な送風式の除電器により実験

直前まで除電することにした。また、除電

効果を高めるため、帯電防止加工アクリル

板でチャンバーを作成し、顕微鏡を覆った

（写真 1）。これらの工夫により、回収率は

安定的に 60％程度に改善された。 

(b) 蛍光染色 

メーカーが供給する LMD 用フィルム付きスライドには細菌と同程度の大きさの文様があり、

また文様が自家蛍光を発するため、これまで蛍光染色による細菌の識別が困難だった。そこで、

自家蛍光がなく、LMD で用いる UV レーザで切断可能なフィルムを検討した。その結果、black 

polycarbonate 膜が有効であることを見出した（写真 2）。 

利点は、フィルム上で染色

可能で、自家蛍光が全くな

く、回収片の視認も容易であ

ることである。逆に透過光に

よる細胞観察ができない欠

点があるが、今後細胞濃度の

低い試料から LMD を用いて

1 細胞を回収する際には最善

の手法であると考えられる。 

1-(3)-2 全ゲノム増幅法（Phi29 DNA polymerase 法） 

Phi29 DNA polymerase は枯草菌 Bacillus subtilis のファージ DNA にコードされた Rolling 

Circle 型の DNA polymerase である。従来、Phi29 DNA polymerase を用いた DNA 増幅にはテ

ンプレート DNA が存在しない場合にも primer だけでバックグランドの DNA 増幅が起こること

が指摘され、極微量のテンプレート DNA、細胞数では 1000 細胞以下のゲノム DNA からの DNA

増幅への適用は困難であるとされていた。最近、Phi29 DNA polymerase を用いた 1 細胞からの

全ゲノム DNA 増幅が世界中のいくつかの研究グループにより取り組まれている。大腸菌細胞を

用いたモデル実験系が用いられ、Phi29 DNA polymerase の酵素精製法や、DNA 増幅反応に用

いる primer 設計、反応液組成、修飾酵素類の添加効果など、様々な観点からの改善・改良・工

夫が試みられている。現在、我々も他の研究グループでの報告等を参考に Phi29 DNA polymerase

を用いた 1 細胞からの全ゲノム DNA 増幅の実用化に取り組んでいる。その一端として、DNA 増

幅反応に用いる primer 設計を見直し、primer に修飾を施すことで改善された。これまで用いら

写真 1. 静電気を除いた顕微鏡装置 

 
写真 2.  蛍光染色法による細菌の識別 
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れてきた Random pentamer ではバックグランドの DNA 増幅が起こるが、primer の 3’末端側に

2 塩基伸ばした Random heptamer として伸ばした 2 塩基部分にチオリン酸化の修飾を導入する

ことでバックグランドの DNA 増幅の低減が見られた。そのメカニズムは未解明であるが、primer

長の伸長は非特異的なアニーリングを低減させる効果が考えられること、チオリン酸化修飾は

DNA polymerase の 3’→5’の exonuclease 活性に耐性を示すことなどから、DNA 増幅反応の進行

においても安定した primerの供給がなされることが何らかの関与をしていることが考えられる。 

今後は他の改善法との併用や、実際にレーザーマイクロダイセクション法により分取した 1 細

胞からの全ゲノム DNA 増幅への発展により早期の実用化を検討している。また、新しい技術開

発を行うに際してはモデル生物を用いた検証系の構築が必要不可欠である。モデル生物で先行し

ている技術の移転や改変を積極的に行うことで本研究プロジェクトの加速度的な進展を検討し

ていきたい。 

20 年度はレーザーマイクロダイセクション顕微鏡を用い、微生物を直接観察しながら微生物１

細胞を氷中から分取し、ゲノム情報を解析する手法の開発を行った。分取した細胞から PCR 法

によって細菌の 16S rRNA 遺伝子領域を増幅し、種決定が行えることを示した。また、分取した

細胞の全ゲノム情報を得るために、Phi29 DNA polymerase を用いて極微量のゲノム DNA から

全ゲノム増幅を行う反応条件を検討した。大腸菌や枯草菌を材料としてモデル実験を行い、細胞

を希釈した反応条件下で 1 細胞レベルでのゲノム DNA 増幅に成功した。さらにこの手法を実際

の南極に生息する微生物に応用する目的で、南極湖沼の「コケ坊主」生態系から実験室条件で培

養可能な微生物（細菌）の分離にも成功した。現在、細菌 1 細胞の全ゲノム増幅からのゲノムラ

イブラリーの作成およびゲノムシーケンスによる評価系の構築を進めており、最終的にはアイス

コア氷中を含めた難培養微生物からのゲノム解析をめざした。 

昨年度、大腸菌を用いたモデル実験系を構築して Phi29 DNA polymerase 法による 1 細胞レベ

ルでのゲノム DNA 増幅が可能であることを実証したが、実験環境中のコンタミ DNA 由来と考

えられるバックグランドの DNA 増幅の克服も課題であった。今年度はこの点に関して重点的に

取り組んだ。異なる 2 つの実験環境、陽圧型クリーンベンチと陽圧型の簡易クリーンルーム内に

設置された循環型クリーンベンチ内で、それぞれバックグランドで増幅される DNA についての

比較実験を行った（図 4）。実験方法はゲノム DNA 増幅で鋳型となる DNA を加えない条件で

Phi29 DNA polymerase 法による DNA 増幅反応を行い、電気泳動により実験環境中からの混入

と考えられるバックグランドの DNA

増幅を検出し、その増幅 DNA 産物か

ら rDNAをPCR法により増幅した後、

その塩基配列から環境中のコンタミ

DNA を推定した。その結果、実験環

境（クリーンベンチ）によって増幅さ

れるバックグランド DNA の由来が異

なることを明らかにした。驚くべきこ

とに物理的な空気清浄度がより高いと

されるクリーンベンチであってもバッ

クグランドで増幅される DNA は少な

くないことも明らかとなり、循環型ク

リーンベンチは 1 細胞からのゲノム

DNA 増幅の実験環境としては適して

P1実験室（空気清浄度クラス1,000,000） P2実験室（空気清浄度クラス1,000,000）

簡易クリーンルーム（クラス10,000）

陽圧型

クリーンベンチ

実験環境

（クラス100）

循環型

クリーンベンチ

実験環境

（クラス10）

ファン

プレフィルター

HEPAフィルター

前面ガラス

空気の流れ

(A) 陽圧型クリーンベンチ実験環境 (B) 循環型クリーンベンチ実験環境

図１ 異なる２つの実験環境の模式（断面）図
(A)は通常のP1実験室で陽圧型のクリーンベンチ内で、(B)はP2実験室内に簡易クリーンルームを設置し、その中の循
環型のクリーンルーム内で、それぞれ鋳型となるDNAを加えない条件でPhi29 DNA polymerase法によるDNA増幅実
験を行い、実験環境中のバックグランドDNAの影響を比較した。

空気清浄度クラスは1立方フィート中に含まれる0.5マイクロメートル以上の粒子数で示し（USD企画209Dに準拠）、

パーティクルカウンターを用いた粒子数の測定により、それぞれの清浄度クラスが満たされていることを確認した。

P1実験室（空気清浄度クラス1,000,000） P2実験室（空気清浄度クラス1,000,000）

簡易クリーンルーム（クラス10,000）

陽圧型

クリーンベンチ

実験環境

（クラス100）

循環型

クリーンベンチ

実験環境

（クラス10）

ファン

プレフィルター

HEPAフィルター

前面ガラス

空気の流れ

(A) 陽圧型クリーンベンチ実験環境 (B) 循環型クリーンベンチ実験環境

図１ 異なる２つの実験環境の模式（断面）図
(A)は通常のP1実験室で陽圧型のクリーンベンチ内で、(B)はP2実験室内に簡易クリーンルームを設置し、その中の循
環型のクリーンルーム内で、それぞれ鋳型となるDNAを加えない条件でPhi29 DNA polymerase法によるDNA増幅実
験を行い、実験環境中のバックグランドDNAの影響を比較した。

空気清浄度クラスは1立方フィート中に含まれる0.5マイクロメートル以上の粒子数で示し（USD企画209Dに準拠）、

パーティクルカウンターを用いた粒子数の測定により、それぞれの清浄度クラスが満たされていることを確認した。

図 4.
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表１－３ (B)循環型クリーンベンチから検出されたバックグランドDNA起源の推定
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表２－２ 南極氷山氷から増幅されたDNA起源の推定
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AY974047

AF479352 

最も一致率の高い16S 
rDNAのAccession No.

soil

water

soil

lake

soil of the Atacama 
Desert
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sub-Antarctic regions

glacial ice

最も一致率の高い16S 
rDNA生物種の分離源

Bradyrhizobium1

Pelomonas1
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Bacteroidetes1

Sphingomonas1

Cyanobacterium1

Microbacterium1

glacial ice bacterium G50-
TB2

2

生物種解析数

(A)陽圧型クリーンベンチのバックグランドDNAとして検出されたものを赤字で区別した。また、最も一致率の高い16S rDNA
生物種の分離源として、南極の氷山氷の由来を強く示唆するものを青字で示した。

表２－１ (A)陽圧型クリーンベンチでの南極氷山氷からの１細胞ゲノム増幅

1016S rDNAの塩基配列解析の成功数

1516S rDNAのPCR増幅の検出数

15 

(10%)

DNA増幅の検出数

（増幅率％）

144Phi29 DNA polymerase法によるDNA増幅反応数

南極氷山氷試料

1016S rDNAの塩基配列解析の成功数

1516S rDNAのPCR増幅の検出数

15 

(10%)

DNA増幅の検出数

（増幅率％）

144Phi29 DNA polymerase法によるDNA増幅反応数

南極氷山氷試料

表１－１ 異なる２つの実験環境におけるバックグランドDNAの比較

141716S rDNAの塩基配列解析の成功数

222116S rDNAのPCR増幅の検出数

57 

(31%)

22 

(18%)

バックグランドDNA増幅の検出数

（増幅率％）

184124
Phi29 DNA polymerase法による

DNA増幅反応数

(B)循環型クリーンベンチ(A)陽圧型クリーンベンチ

141716S rDNAの塩基配列解析の成功数

222116S rDNAのPCR増幅の検出数

57 

(31%)

22 

(18%)

バックグランドDNA増幅の検出数

（増幅率％）

184124
Phi29 DNA polymerase法による

DNA増幅反応数

(B)循環型クリーンベンチ(A)陽圧型クリーンベンチ

(A)陽圧型クリーンベンチよりも(B)循環型クリーンベンチでバックグランドDNAの増幅率が高かった。また、16S rDNA
のPCR増幅において、 (B)循環型クリーンベンチでマルチバンドとなる場合が多く、これが16S rDNAの塩基配列解析
の成功数が少なくなった原因であると考えられた。

表１－２ (A)陽圧型クリーンベンチから検出されたバックグランドDNA起源の推定

soilAF49872196Bacterium Ellin339 1

98

98

98

98

98

99

99

87-99

16S rDNA配列
の一致率(%)
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AF409023
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最も一致率の高い16S 
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soil

brown alga

humal

oil

soil

human

soil

soil
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rDNA生物種の分離源

Hymenobacter1
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Aurantimonas1
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Propionibacterium1

Bradyrhizobium1

soil bacterium TWE1659

生物種解析数
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98

98
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87-99

16S rDNA配列
の一致率(%)
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AF408969

DQ493433 

最も一致率の高い16S 
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soil
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humal

oil

soil

human

soil

soil

最も一致率の高い16S 
rDNA生物種の分離源

Hymenobacter1

Pseudomonas1

Gemella1

Aurantimonas1

Proteobacterium1

Propionibacterium1

Bradyrhizobium1

soil bacterium TWE1659

生物種解析数

いないことが示唆された（表 1－1、1－2、

1－3）。これは循環型クリーンベンチの

構造上からコンタミ DNA が蓄積されや

すいことに起因していると考えられた。

こうしたバックグランド DNA のデータ

を基に、同じ実験環境（クリーンベンチ）

で南極氷山氷試料から 1 細胞レベルでの

ゲノム DNA 増幅の実証実験を試みた

（表 2－1、2－2）。その結果、バックグラ

ンド DNA 由来のデータと南極氷山氷由

来のデータを区別して解析できることを

証明した。 

こういった 1 細胞レベルでのゲノム

DNA 増幅による解析手法は、アイスコ

ア氷試料のみならず広く環境試料の解析

にも有用であり、特に実験室条件下で培

養不可能な微生物の DNA 解析には必須

となる。そこで、その応用を視野に入れ、

南極湖沼のコケ坊主生態系における難培

養性微生物のスクリーニングの検討を行

った。グルコース最小栄養培地や富栄養

LB 培地を用いて Pseudomonas 属や

Flavobacterium 属の培養可能な好冷性

細菌を分離してきたが、新たに糖源を含

まない完全合成 BG11 培地を用いた微生

物の分離を試みた。その結果、1,566 株

のコロニー形成を確認し、そこから 63

株の単離に成功した。rDNA 解析の結果、

Cryobacterium 属、Brevundimonas 属、

Caulobacter 属、Afipia 属、Bosea 属、

Rhizobium 属、Roseomonas 属、Stella

属、Polaromonas 属の他、少なくとも 9

種の未同定菌が含まれることが明らかと

なった。これらのいくつかは実験室条件

下で良好な生育を示さないことから難培

養性として、そのゲノム解析には Phi29 

DNA polymerase 法によるゲノム DNA

増幅が有効であると考えられた。 

1-(4) 難培養微生物のゲノム解析手法の開発 

17 年度は氷床コアのメタゲノム解析よ

り得られた DNA 断片配列を対象とした系

統推定の検証として、尾瀬のアカシボ（融
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雪時における積雪赤褐色化）中に含まれる DNA サンプルを用いたメタゲノム解析を行い、200base

以上の 309 本の DNA 断片配列を対象に、開発した系統推定システムにて系統推定を行った。18 年

度は昭和基地周辺よりサンプリングされた数万年前の氷床コアをテストケースとしてメタゲノム

解析を実施し、得られた DNA 断片配列に対し、自己組織化地図法（SOM）解析によって、系統推

定を実施した。19 年度は昭和基地周辺よりサンプリングされた数万年前の氷床コアのメタゲノム解

析により得られた 11,414 クローンを対象に、相同性検索による系統推定を実施し、一括学習型自

己組織化マップ法(BLSOM)解析により系統推定を実施した結果との比較を行った。相同性解析は、

NCBI にて公開されている non-redundant な塩基配列を対象に相同性検索を実施した。ここで、相

同性検索結果の E 値が 1e-5 以下の条件下にて、配列相同性が得られた配列は全配列（11,414 配列）

中の 272 件、2.3%しかなかった。大半は有意な相同性配列が得られず、氷山氷より取得されたメタ

ゲノム配列では相同性解析による系統推定の実施は難しく、BLSOM 法の適用が必須なことが判明

した。次に、氷山氷より取得されたメタゲノム解析由来 DNA 断片配列を対象に、遺伝子機能の探

索を実施した。遺伝子機能の探索方法として、メタゲノム配列を対象に、オーソロガスなタンパク

質の機能分類データベースである COG（Clusters of Orthologous Group）に収録されているアミ

ノ酸配列を検索対象とし、相同性解析を実施した。ここで、相同性が得られた配列との E 値が 1e-10

以下、相同性配列との一致率が 30％以上、相同性が得られた配列の配列全長のカバー率が 30％以

上の条件で相同性領域が得られた場合を遺伝子候補領域と定義し、遺伝子探索を実施した。遺伝子

候補領域として相同性が得られた配列は、215 件と少ないが、相同性が得られた遺伝子の機能分類

を見たところ、様々な機能を持つ遺伝子候補が得られていることが解った。南極の氷床に生息する

微生物相との対比に用いるコントロールデータの取得を目的に、南極表層のメタゲノム解析を実施

したが、雪氷中に含まれる細胞数が少なく（100～1,000 cell/ml）、平均 250 bp 程度の比較的短い

DNA 断片配列が多く得られた。現在までに開発を行ってきた BLSOM を用いた系統推定法では、

推定する DNA 断片配列の 低長として 1 kb 前後を想定しており、今回得られた平均 250 bp 程度

の短い DNA 断片配列での系統推定を想定していなかった。そのため、現在の BLSOM 解析条件で

の短い DNA 断片配列に対する系統推定の精度の検証を試みた。本年度は現在の系統推定用の

BLSOM マップ作成に使用していないゲノム 15 種をランダムに抽出し、それらを 100, 250, 400, 

500, 1000, 5000 bp ごとに断片化を行い、各々の配列が本来の系統に推定されるかで検証を実施し

た。原核生物由来か真核生物由来かを対象とした系統推定では、250bp でも推定精度が 80%となっ

ており、比較的短い DNA 断片配列でも精度高く推定できることが解った。原核生物由来を対象と

した原核生物の系統群への系統推定では、500 bp にて 62%の推定精度であり、DNA 断片配列が短

くなるにつれて、推定精度は下がっていた。ただし、500bp では、系統推定を行う BLSOM マップ

を作成の際に使用された断片配列数が多い系統群では推定精度は平均よりかなり良くなっており

（例えば、Gamma proteobacteria では、精度が 80%であった）、断片配列数が少ない系統群では精

度が低くなっていた。そのため、系統推定を実施する DNA 断片配列長が 500 bp 程度の場合、系統

推定用の BLSOM マップに使用される各系統群の配列が拡充されれば、ある程度は精度高く系統推

定を実施することが可能であることが解った。20 年度は雪氷中に含まれる微生物の細胞数が少なく

（100～1,000 cell/ml）、結果として平均 250bp 程度の比較的短い断片配列が得られる場合が多かっ

たことから、一括学習型自己組織化地図マップ法（Batch-Learning Self-Organizing Map, BLSOM）

による断片ゲノム配列の生物系統分類法に改良を加え、短いゲノム断片配列に対しても高精度な推

定を可能とするための手法の検討を行なってきた。現在までに、500bp 程度の配列についても、こ

れまでの分解能とほぼ同程度の分離能が得られた。今後は更なる改良を試み、開発している解析ソ

フトへの実装を行う。また、メタゲノム解析で取得されたゲノム断片配列にコードされている遺伝
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子の機能を知ることも重要な課題の一つである。しかしながら、メタゲノム解析のように新規性の

高い遺伝子が取得された場合、アミノ酸配列の相同性検索ではタンパク質の機能推定が困難な例が

多い。BLSOM をタンパク質に適用し、オリゴペプチドの使用頻度の類似度を基礎にしたタンパク

質の機能推定法の開発を目的として、タンパク質の BLSOM を実施したところ、機能を反映した良

い分離を得た。環境微生物ゲノム由来で COG と有意な相同性が得られたタンパク質を対象に、並

行して BLSOM のみでの機能推定を実施したところ、ほとんどの配列が相同性検索と同じ結果を示

しており、機能未知タンパク質の機能推定が可能となった。配列相同性検索では機能推定できなか

った多数のタンパク質類についても機能推定が可能となってきている。平成 21 年度は本プロジェ

クトの新たな研究課題として一括学習型自己組織化マップによるメタゲノム配列に対する系統推

定手法を応用したウイルスゲノム探索法の開発について取り組んだ。我々が既に特許化している一

括学習型自己組織化地図マップ法（Batch-Learning Self-Organizing Map, BLSOM）による、メ

タゲノム解析配列を対象にした生物系統分類法の開発を行った。近年、自然環境中、特に海水や淡

水中では予想以上にウイルスならびにウイルス様構造体の存在が明らかになり、その環境中におけ

る意味が注目を受けている。ウイルスゲノム上には、生物系統同定の一般的な指標として使用され

る rDNA が存在せず、PCR 法による rDNA の増幅と配列解読は適用できない。本年度は、メタゲ

ノム配列中からのウイルスゲノムの探索を行うために、現時点で配列が解読されている全ウイルス

ゲノムに対する BLSOM 解析を行い、系統推定の可能性を検討した。 

広範囲なウイルスゲノムを対象として、BLSOM のクラスタリング能力を検証するために、国際

塩基配列データベース上に公開されている全ウイルス種の約 44,000 株のゲノム配列を対象に、

BLSOM 解析を行った。各ウイルス株のゲノム配列を、500b と 1kb に断片化した配列を対象に、3

連ならびに 4 連続塩基頻度について解析を行った（図 5）。図 5 では、ウイルスの order（目）なら

びに family（科）と呼ばれる系統レベルでの分離の結果を示した。ここで、格子点が同一の生物系

統の配列のみからなる場合にはその系統を示す色で、複数の系統の配列が混在する場合には黒色で

表した。大半の格子点が生物系統ごとに色付けされており、生物系統を反映して配列類がクラスタ

を形成（自己組織化）している。4 連続塩基において、断片化サイズ 1kb と 500b での family レベ

ルでの分離は、99%と 98%以上と非常に高精度に分類されていた。ウイルス種に固有なゲノム配列

(A) 3連続‐BLSOM
1‐kb, Order 1‐kb, family 500‐b, Order 500‐b, family

(B) 4連続‐BLSOM
1‐kb, Order 1‐kb, family 500‐b, Order 500‐b, family

 
図 5. 全ウイルスを対象にした 3 連続(A), 4 連続(B)塩基での分類結果。ここで、断片化サイズを 1kb, 500b とし、

Order （目）, Family（科）による分類結果を示す。ここで、格子点が同一の生物系統の配列のみからなる場合
にはその系統を示す色で、複数の系統の配列が混在する場合には黒色で表す。ここで、色と系統との関係は
以下のとおりである。Order: ■; Caudovirales, ■; Herpesvirales, ■; Mononegavirales, ■; Nidovirales, ■; 
Nidovirales, ■ ; Orderunclassified. Family: ■ ; Coronaviridae, ■ ; Siphoviridae, ■ ; Hepadnaviridae, ■ ; 
Flaviviridae, ■; Poxviridae, ■; Retroviridae, ■; Orthomyxoviridae. 
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の特徴は、500 塩基レベルの短い断片配列においても検出可能なことが判明し、BLSOM を系統推

定に応用することにより、メタゲノム配列中に含まれるウイルスゲノムの探索が可能なことが示さ

れた。メタゲノム配列中からのウイルスゲノムの探索として、極地研・瀬川研究員と千葉大・竹内

准教授が共同で実施した、キルギスタンで掘削したアイスコアより取得されたメタゲノム配列を対

象に BLSOM を実施した。まず、生物カテゴリを推測するために、メタゲノム断片配列（300bp 以

上を対象）を、全 36,248 の既知生物種に由来する全ゲノム断片配列で予め作成しておいた BLSOM

上にマップし、マップされた領域の既知生物種側の情報を参照することにより、各メタゲノム配列

の由来する生物カテゴリを推定した（図 6）。このうち、ウイルス由来と推測されたのは、各サン

プル平均で 4.4%であった。ウイルス由来と推測されたメタゲノム配列に対し、既知ウイルス由来の

全ゲノム配列で予め作成しておいた BLSOM へ 2 回目のマップを行い、ウイルスの科（family）レ

ベルでの推定を行ったところ、Herpesviridae、Caudovirales、Iridoviridae など、大半が dsDNA

ウイルスであった。 

 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

NIR03-1

NIR03-2

NIR03-3

NIR03-4

NIR03-5

NIR03-6

NIR03-7

葉緑体

真核生物

ミトコンドリア

ウイルス

原核生物

ウイルス検出割合：平均4.4%. (300bp以上を対象に解析)
 

図 6.  キルギスタンで掘削されたアイスコアから取得されたメタゲノム配列に対する生物カテゴリ(真核生物，原核生
物，ウイルス，オルガネラ)の推定結果 

 

環境中に生息するウイルスを含む微生物生態系の解明に加え、新規感染症の原因微生物探索を含

む医学・医療分野においても、メタゲノム解析への期待が高く、そこではウイルスの系統推定が重

要な研究課題となる。メタゲノム解析を活用した新規感染症の原因微生物の探索を含む医療分野へ

の応用、環境保全や環境修復を含む広範なバイオ産業分野での BLSOM の活用が期待される。 

1-(4)-1 データベースに蓄積の著しい機能未知のタンパク質類の機能推定法の開発 

メタゲノム解析においては、取得されたゲノム断片配列上でコードされている遺伝子の機能を

知ることも重要な課題である。タンパク質の機能については、オリゴペプチドが構成する機能部

品類の 3 次元上での立体配置が重要であり、同一ないしは類似の機能を持つタンパク質間でも、

アミノ酸の 1 次元配列上での全域に渡る有意な相同性を見付けられない例が多い。特に、メタゲ

ノム解析のように新規性の高い遺伝子が取得される可能性が高い場合では、アミノ酸配列の相同

性検索でのタンパク質の機能推定が困難となる。異なった原理に基づくタンパク質の機能推定法

の確立が急務と言える。BLSOM をタンパク質のアミノ酸配列に適用し、オリゴペプチドの使用

頻度の類似度を基礎にしたタンパク質の機能推定法の開発を目的として、2～4 連アミノ酸頻度を

対象にした BLSOM 解析を実施した。この解析では原核生物のタンパク質の機能カテゴリデータ

ベースである COG（Cluster of Orthologous Group, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/）を用
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い、機能が既知な機能カテゴリ（COGID の種類数は 2,853：配列数は 113,738）への分離（自己

組織化）の程度を解析した。 

機能カテゴリごとに高い頻度で分類されており、メタゲノム解析由来の機能未知タンパク質の

機能推定が可能と考えられた。機能既知タンパク質と配列相同性を示したメタゲノム由来のタン

パク質を解析すると、その約 85%が相同性検索の COG 分類と一致する結果を与えた。さらに機

能既知配列と有意な相同性を示さなかった配列を対象に解析したところ、対象としたメタゲノム

由来タンパク質の約 22%に対し、機能を新たに推定できた。配列相同性検索や機能モチーフ検索

を補完する、適用範囲の広いタンパク質の機能推定法として BLSOM が有用なことが示された。

BLSOM で得られる、大量メタゲノム配列についての生物系統情報とタンパク質機能情報は、世

界的に類例の無い大規模なアノテーション情報の提供となる。微生物生態系の実態を解明するだ

けではなく、環境間での比較が可能なため、環境の保全や修復に役立つ環境特有の代謝システム

の比較や特徴の解明が可能である。 

1-(5) 抗生物質耐性遺伝子の分析手法の開発 

抗生物質耐性菌は、工業的に抗生物質が大量に生産され消費されるようになった 1950 年代以降、

特に医療や獣医療の現場で問題とされてきた。近年、病院や農場、水産養殖場から環境中への抗生

物質耐性菌の拡散が問題とされるようになってきたが、その実態は科学的に必ずしも明らかにされ

ているわけではない。特に、(1)抗生物質耐性菌の環境中への拡散が歴史的にみて 1950 年代以降の

問題であるのか、(2)病院等の現場で新たな耐性菌の報告がなされてからどの程度の時間をかけて環

境中に蔓延するようになったのか、いずれもイベント間の時間関係が明確ではない。南極に代表さ

れる極地の氷には過去の細菌がトラップされているので、アイスコアに含まれる細菌を時系列に沿

って解析すれば(1),(2)の問題を解決することが可能と考える。また、工業的な生産と使用は、主と

して欧米から始まったため、北半球と南半球、すなわち北極圏と南極圏のアイスコアに抗生物質耐

性菌の分布の偏りが認められる可能性もある。時系列に沿った解析を地理的な分布の解析と組み合

わせることで、細菌の地球規模での伝播に関して新たな知見を得ることが可能であると考える。 

17 年度は南極雪氷試料（ジェームスロス島アイスキャップ）、アラスカ氷河試料（アラスカ山グ

ルカナ氷河）、中国蘭州氷河試料（甘粛省・祁連山脈・July first 氷河）を解凍後、DNA を常法に

よって抽出した。その結果、各種雪氷試料より抗生物質耐性遺伝子の存在が確認され、この方法論

が南極及び北極のアイスコア試料に適用できる可能性が示唆された。18 年度は中国蘭州氷河試料

（甘粛省・祁連山脈・Dundee 氷河）から、抗生物質使用の歴史的背景に基づいて 1918 年、1960

年、1987 年、1996 年、1997 年、2001 年代のアイスコアに注目し、テトラサイクリン系・β-ラク

タム系・グリコペプチド系・キノロン系・アミノグリコシド系・マクロライド系・クロラムフェニ

コール系の合計 42 種の抗生物質耐性遺伝子の検出を試みた。氷試料を無菌的に解凍後、Segawa

他（2005）の方法で DNA を抽出した。この DNA 試料をテンプレートとして、対象とした抗生物

質遺伝子のフォワードプライマーとリバースプライマーを用いてそれぞれの配列に応じた温度サ

イクル条件で PCR 増幅を行った。その後、増幅産物の配列を解読し、目的の抗生物質耐性遺伝子

であることを確認した。その結果、1918 年代のアイスコアからアミノグリコシド系抗生物質耐性遺

伝子（strA）、1996 年のアイスコアからテトラサイクリン系抗生物質遺伝子（tet(K)と β-ラクタム

系抗生物質耐性遺伝子（ampC）、およびアミノグリコシド系抗生物質耐性遺伝子（strA）、1997 年

のアイスコアからテトラサイクリン系抗生物質耐性遺伝子（tet(W)の増幅が認められた。 終的に

雪氷試料の約 2ml を融解し、遠心集菌し、回収した細菌ペレットから土壌細菌用の抽出キット用い

て DNA を調整した。RepliG Mini kit（Qiagen）を用いて DNA を増幅し、カラム精製した。精製

物を Phi29 polymerase（Epicenter）を用いて再度増幅し、Real-time PCR の鋳型として用いた。
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LightCycler 480 Real-Time PCR（ロシュアプライドバイオサイエンス）を用いて 93 抗菌剤耐性

遺伝子の定量を行った。ポジティブコントロールとして細菌 16S rRNA遺伝子の部分配列を用いた。

検査対象とした遺伝子とそれのプライマー配列および Taqman プローブ(ロシュ)のコード番号を次

の表に示す。その結果、試薬や酵素にコンタミしていると考えられた cat1 と tet(C)を除くと、

aacC1、aph(6)、ampC、blaCTX-M、cmrA、msrA/B、tet(D)、tet(E)、と tet(G) がこれらの試料

から検出された。これらの遺伝子は、グルカナ氷河試料あるいはウルムチ氷河試料からのみ検出さ

れ、南極試料からは検出されなかった。南極は、北半球の氷河とは異なり、抗菌剤耐性遺伝子の分

布がほぼない状況であることが示唆された。一方、本研究のもともとの目的である南極アイスコア

からの抗菌剤耐性遺伝子の検出は、必ずしも期待できない事を示唆する結果であるともいえる。グ

リーンランド等、北半球のアイスコアをまず検討する必要を示唆するものであるといえる。 

1-(6) 南極ドームふじ基地氷床コアの深層掘削 

過去数十万年の地球環境変動の解明を目的として、2003 年 12 月から第二期ドームふじ観測計画

「南極氷床深層掘削計画」が開始された。17 年度は第二期ドームふじ基地氷床深層掘削計画として

進めていた深層掘削が 2006 年、47 次及び第 46 次南極観測隊と共同で、3029m までの深層掘削に

成功した。コア現場処理もブリットルゾーンの一部を残して終了した。深層掘削孔の検層は深度 10

ヶ所について実施した。試料融解連続分注装置及び試料融解連続分析装置については、模擬コアを

用いて、コア融解ヘッド、ペリスタリックポンプ、フラクションコレクターの各部分の作動および

対応について確認を行った。また従来開発を進めていたコア融解装置の融解ヘッドとは別のタイプ

のものについて、ヘッドの詳細について議論するとともに、将来的に使用できるか検討を行った。

18年度は 2007年 1月 26日に 3035.22m のコアの掘削に成功した。ドームふじにおける掘削は 2006

年 1 月に 3028.52m の深度に達したていたが、時間切れのため、それ以上掘削を継続することがで

きなかった。当初計画では 2006 年 1 月で掘削を終了する予定であったが、2006/2007 年のシーズ

ンに氷床 深部の掘削に再挑戦することになり、2006年 12月 19日から掘削を再開した。2005/2006

年のシーズンは、深度 3000m を超えるまで掘削が非常に順調に進んだが、深度 3000m を越える頃

から、掘削は困難になった。これは、岩盤から伝わる地熱のため、氷床底部で氷温が上昇すること

が主な原因である。氷床底部は圧力融解点に非常に近く、切削チップが輸送中に氷化したり、掘削

機の刃による摩擦熱で融けた氷が再凍結したりすることにより、掘削が困難になったと考えられ

る。2006/2007 年シーズンの掘削は困難を極め、1 回 4 時間以上かかる掘削で、コアが採取できな

いことも度々あった。コアが採取できた場合でも、コア長は数センチから二十数センチ程度のこと

が多かった。深度 3030m を超える頃から、融解水が滲みだして再凍結したと考えられる氷が採取

されるようになった。また、岩盤の屑と考えられる粒径数ミリの固体粒子が氷の中に見出されるよ

うになった。2006/2007 年のシーズンに掘削した氷床 深部のコアと融解水が凍結したと考えられ

る氷は 2007 年 4 月に国内に持ち帰り、分析を実施する予定である。2006 年 4 月に持ち帰ったコア

を分析した結果、3028m 深は約 72 万年前であることが明らかになったが、2006/2007 年シーズン

の掘削で採取した約 7m のコアを分析することにより、さらに数千年、時代をさかのぼることがで

きる可能性がある。19 年度は南極ドームふじにて採取された長さ 3035m の氷床深層コアを解析し

て、過去 72 万年間の気候・環境変動を明らかにする。これによって年代軸に沿った生物活動の古

環境情報を提供し、氷床コア中の微生物研究を進める。平成 19 年 4 月に 3035m まで掘削されたド

ームふじ氷床深層コアを南極から国内に持ち帰った。このうち氷床底面の岩盤に近い 3028m から

3034m までについては、水安定同位体やダストの分析から過去の気候シグナルが残っているとわか

った。それより下の 1m は固体微粒子と思われる粒子がたくさん入っており、一部は切り出して生

物学的、岩石学的に研究を進めている。2400m 以深についての基本解析については、ミレニアムス
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ケールの気候変動が見える間隔に間引いて分析を行った。 

 

２．サブテーマ「極限環境生物システムの比較研究」 

2-(1) 極限環境の生物 

2-(1)-1 極限環境に生息する線虫の研究 

南極大陸は非常に寒冷で乾燥した、生命にとっての「極限環境」である。本プロジェクトの目

標は、生命がどのようにしてこの極限環境に適応したのかを遺伝子のレベルで解析することにあ

る。このために我々は、南極大陸で生息できる数少ない多細胞動物である線虫を実験材料として

用い、生物の南極環境への適応戦略を明らかにしたいと考えている。線虫はどのようにして南極

環境への適応しているのであろうか？ この謎を解明するための重要な手法が比較ゲノム解析

である。これは性質の異なる生物（温帯と南極の線虫）の間で発現する遺伝子の種類の違いや発

現量の違いを比較することによって、また同じ生物（南極線虫）を異なる環境（温度、湿度の異

なる条件）で成育し、それぞれの条件での遺伝子発現プロファイルを比較することによって耐性

を生み出す遺伝子の本体を探る方法である。現在、我々はこの二つの方法を用いて線虫の極限環

境への適応戦略の解明を進めている。南極に生息する線虫の収集・単離、種の同定、培養法の確

立をすべて完了し、平成 18 年度の計画である凍結・乾燥耐性に関する基礎データ収集を開始し

た。18 年度はこれまでの極地研との共同研究に加え、英国 British Antarctic Survey（以下 BAS

と省略）P. Convey 博士との共同研究（Antarctic terrestrial nematode molecular phyogenetics 

and phylogeography）を開始し、さらに幅広い南極地域からの線虫サンプル収集を実施した。ま

た、南極線虫の形態分類のために、BAS の R. Maslen 博士、札幌医科大学の鬼頭研二博士との共

同研究を開始した。これによって、当研究室による分子系統分類と、共同研究者らによる形態分

類の両面から南極線虫の分類学的解析が可能となった。また、形態分類のために、遺伝研、鈴木

えみ子博士と南極線虫の走査型電子顕微鏡像(SEM)の撮影法を確立した。今年度からは、さらに

ニュージーランド、オタゴ大学の D. Wharton 博士と共同して、凍結・乾燥に対し強い抵抗性を

持つ Panagrolaimus davidi の cDNA ライブラリの作成、解析を進めている。 

19 年度は以下、網羅的なアプローチである「1.南極に生息する線虫の網羅的な分子系統解析」

と、特定の線虫に焦点を絞ったアプローチ「2.南極線虫 Panagrolaimus davidi の遺伝子発現解

析」について報告する。 

南極に生息する線虫の網羅的な分子系統解析においては線虫の形態分類の専門研究者である札

幌医科大学の鬼頭研二博士と共同で、極地研が収集した線虫サンプル（昭和基地、南極半島）の

形態分類と 18S rDNA 配列の決定を行っている。多数のサンプルの解析の結果、南極半島キング

ジョージ島に由来するサンプルから Plectus belgicae が見出された。英国 BAS、P. Convey 博士、

R. Maslen 博士とも同様の共同研究（Antarctic terrestrial nematode molecular phyogenetics 

and phylogeography）を進めている。今年度は線虫からの DNA の抽出法、特異的遺伝子増幅法

に改良を加え、格段に精度の高い配列情報を得ることに成功した。この結果、Calcaridorylaimus 

signatus, Coomansus gerlachei, Eudorylaimus coniceps, Geomonhystera villosa, Plectus 

antarcticus, P. belgicae, P. meridianus, Tylenchus sp.,と形態分類された 8 種の線虫の 18S 

rDNA 配列中にある 1 塩基の相違を検出できる精度で解析することに成功し、非常に正確な系統

分類が可能になった。この技術によって、今まで形態からの分類が困難であった近縁線虫 P. 

antarcticus と P. belgicae も、18S rDNA 配列の中の特定の 1 塩基の相違で厳密に区別すること

ができるようになった。さらに、極めて類似した形態を持つため同じ E. coniceps に分類されて

いた線虫は、18S rDNA の配列から 2 種類に分けられることが分かった。 
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一方、南極線虫 Panagrolaimus davidi の遺伝子発現解析においては、ニュージーランド、オ

タゴ大学の D. Wharton 博士と共同して Panagrolaimus davidi の研究を開始した。これは凍結、

乾燥に対し強い抵抗性を持つ南極由来の線虫でありながら、一般に使用されている寒天培地で常

温飼育が可能な線虫である。この線虫は良好な飼育状態から急激に凍結、乾燥を行っても強い耐

性を持つため、良好な飼育環境であってもある程度の耐性遺伝子が恒常的に発現されているもの

と考えられた。実際に 1 万クローンの cDNA 配列を解析したところ、期待された耐性遺伝子の候

補を複数含んだ多様な遺伝子が幅広く発現されていることが判明した。中でも我々はライブラリ

の中で比較的高いレベルで発現していた lea（Late Embryo Abundant）遺伝子群に注目した。lea

遺伝子は初めコムギの後期胚において高発現する遺伝子として同定され、現在までに多くの動

物、植物、細菌に広く存在することが知られている乾燥耐性遺伝子である。動物では特に線虫、

ワムシ、クマムシ、ネムリユスリカなど高度な環境耐性を持つ生物にあり、乾燥条件によって発

現が誘導されることが分かっている。特徴として親水性の 11 アミノ酸の繰り返し配列を持ち、

この配列が水分子の保持、蛋白質の保護などに働くいているのではないかと考えられているが、

その作用機構については未だほとんど明らかになっていない。cDNA 解析の結果、P. davidi には

少なくとも 4 種類の lea-1 ファミリー遺伝子が存在することがわかった。このうち 1 つは比較的

C. elegans の lea-1 と類似の遺伝子だと考えられるが、他の 3 種類の遺伝子の持つ特徴的な配列

は、既知の配列データベース中には見つからず、新しい機能モチーフである可能性がある。現在、

これら一群の遺伝子について、1. 定量的 RT-PCR によって乾燥、凍結などの環境においた場合

の lea 遺伝子の発現誘導性を検討する、2. P. dadivi の lea 遺伝子を C. elegans に導入し、耐性能

への影響を観察する、3. P. davidi に lea の二重鎖 RNA を注入し、RNAi（RNA 干渉法）による

遺伝子機能阻害を検討する、などの実験を計画している。これらの解析により P. davidi の lea 遺

伝子群の機能を明らかにしたいと考えている。 

20 年度は極限環境に生息する線虫の研究では高度な乾燥・凍結耐性を持つ南極線虫

Panagrolaimus davidi について集中して解析を行った。ストレスのない標準条件（温度 20°C、

十分な水分、エサを与えた状態）で飼育した P. davidi の cDNA ライブラリの追加解析を行い、

合計 6,878 種類の転写産物（遺伝子）を得た。また、今後、この解析データは寒冷・乾燥環境ス

トレス下の P. davidi の cDNA ライブラリとの比較対象として用い、この比較解析の結果をもと

に耐性遺伝子のスクリーニングを行う。前年度までの解析によって得られていた乾燥耐性遺伝子

の候補、LEA（late embryo abundant）類似遺伝子については全内部配列を決定し、全長 cDNA

配列データを得た。これにより 2 種類の新規の LEA 類似遺伝子を同定し、P. davidi には合計で

6 種類の LEA 類似遺伝子があることを明らかにした。引き続き in vitro での LEA タンパク質の

機能解析を行うために、これらの cDNA を発現ベクターに組み込み、タンパク質の精製を試みて

いる。また 近、新しく南極に生息する Plectus 属線虫を極地研の凍結コケ・サンプルから単離、

飼育に成功した。P. davidi と同様に、耐性遺伝子の探索を試みる。環境ストレスのない良好な標

準環境で P. davidi を飼育し、この状態の線虫から cDNA ライブラリを作成した。このライブラ

リについて、2 万 5 千クローンの配列解析を行ったところ、予想通り乾燥、凍結耐性遺伝子の候

補を複数見つけることが出来た。さらに 21 年度はライブラリの中で比較的高いレベルで発現し

ていた LEA（Late Embryo Abundant）遺伝子群に注目した。一連の解析の結果、P. davidi には

少なくとも 6 種類の LEA 遺伝子が存在し、このうち 5 種類の遺伝子の配列は既知の LEA とは大

きく異なっていることが判った［図 7］。 
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［図 7］ 南極線虫 P. davidi の LEA タンパク質のアミノ酸配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

これら新規の配列モチーフを持つ LEA タンパク質が、未知の機能、例えば脂質二重膜の保護

による乾燥耐性や、氷の結晶へ結合による凍結耐性など関係している可能性も考えられたため、

我々はこれらの LEA タンパク質を大腸菌体内で増産し、精製を行った。これまでの実験から、

このタンパク質は 100 度 15 分の熱処理によっても変性せず、非常に高い熱安定性を持っている

ことが判った［図 8］。 

 

 

     

［図 8］ 南極線虫 P. davidi の LEA タンパク質の熱安定性 

 

南極線虫 P. davidi の 6 グループある LEA タンパク質の 2 つについてアミノ酸配列の一部を一

文字記号で表した。配列下に示した青文字は、それぞれの LEA タンパク質のリピートのコンセ

ンサス配列、マゼンタは植物、細菌を含めた LEA リピートのコンセンサス配列を今後はこれら

精製タンパク質を使って、酵素タンパク質や脂質二重膜への保護機能について生化学的な解析を

コントロール用のグルタチオン-S-転移酵素

(GST)タンパク質と、南極線虫 P. davidi の LEA タ

ンパク質の一つ LEA7.2 を精製後、これらのタンパ

ク質を 45°C、及び 100°C で 15 分処理し、1.5 万

回転/分で 10 分遠心してから、上澄みを SDS-PAGE

によって解析した。45°C 処理では、どちらのタン

パク質も熱変性による沈殿を起こさなかったが、

100°C 処理では、GST は沈殿し、上澄みから失われ

たのに対し、LEA7.2 は 100°C 処理後も可溶性が維

持され、熱安定性が非常に高いことが判明した。 

 

南極線虫 P. davidi の 6 グループある LEA タンパク質の 2 つについてアミノ酸配列の一部を一

文字記号で表した。配列下に示した青文字は、それぞれの LEA タンパク質のリピートのコンセン

サス配列、マゼンタは植物、細菌を含めた LEA リピートのコンセンサス配列を示した（φは疎水

性アミノ酸、X は任意のアミノ酸を示す）。(A) P. davidi の主要な LEA-1 のアミノ酸配列。11 残

基からなる LEA リピートの他にも規則的な 7 残基のリピート配列が存在している。(B) P. davidi

から見出された新規の LEA タンパク質のうち一つのアミノ酸配列。全体として 11+(5 or 6)+11+11

残基からなるの長いリピート構造を持ち、後半 2 つの配列は典型的な LEA リピートコンセンサス

配列から大きく外れている。 
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行う。また、このタンパク質が持つかもしれない抗凍結活性、例えば氷核への結合活性や、小さ

な氷の結晶同士の接触を阻害、再結晶による氷核の成長阻害などについては、共同研究者である

オタゴ大学の D. Wharton 博士、C. Marshall 博士とともに解析を進める。 

2-(1)-2 南極ヌナタークに生育する地衣類 

17 年度はやまと山脈の地衣類を明らかにするとともに、セルウンゲン（シール岩）の地衣類相

解明の足がかりをつけた。18 年度はやまと山脈産地衣類 3 種類、セルウンゲン（シール岩）産地

衣類 15 種類を新に明らかにした。これら全てが昭和基地周辺地域産地衣類との共通種であるも

のの、分布地理学上、両極分布種・コスモポリタン種・南極固有種で構成されており、南極産地

衣類の定着過程に興味深い事象を提供しているものと思われる。19 年度は南極昭和基地周辺のオ

メガ岬、ラングホブデ、ブライボーグニーパ、スカルブスネス、スカレビークハルセン、セルン

ゲン（シール岩）の Rhizocarpon adarense の分類及び、分布について再検討を行った。とくに

採集品の多い雪鳥沢で得られた分布組成データ（Aufnahme）183 中 23 地点、同様にラングホブ

デ平頭山をはじめ、オメガ岬、スカールビークハルセンの地衣類標本ナンキョクチズゴケ

Rhizocarpon flavum を再精査したところ、R.adarense との共存は見られなかったが、ミズギワ

ノスミイボゴケ Buellia subfrigida とは共存していた。さらに Rhizocarpon の他種、R. aquatile

の産地はルンドボークスヘッタの 2地点に限られていた。昭和基地周辺における Rhizocarpon属、

Buellia 属等の固着地衣類の分類・生態は大陸氷床縁やヌナターク、とくに、夏季に生じる融雪

氷水の流れ及びその周辺域と密接な関係があることが解ってきた。昭和基地周辺の調査は越冬観

測により 1985 年 12 月～1987 年 2 月まで行ったが、帰国後 20 年を経た今日の研究成果から興味

深い事実が明らかになってきた。今後の計画として、ランググホブデ長期滞在や夏期間のスカル

ブスネスや日の出岬等、大規模露岩での調査が必要と感じた。ヌナタークの環境と地衣類分布の

関係をさらに研究していく必要がある。 

終的にラングホブデ雪鳥沢で行われた地衣類の植生調査（170 地点、調査面積 200 - 400 平

方㎝）の結果に基づいて表操作を行い、以下の 3 群落 4 亜群落を識別した。これらは氷舌から供

給される融雪水、群落周辺の雪ドリフトの消長、地形要素（尾根・小ピーク・斜面・谷底；母岩・

転石・砂礫地）、ユキドリ集団営巣地由来の富栄養分などの環境要因の影響下で成立している。 

1.  Rhizocarpon flavum – Buellia subfrigida comm. 

区分種：Physcia caesia、構成種：Umbilicaria aprina, Rhizoplaca melanophthalma 

2.  Buellia frigida – Candelariella flava comm..  

区分種：Acarospora gwynii, Carbonea capsulata, Pseudephebe minusucula、構成種：

R. melanophthalma,  

 2a. Lecidella siplei – pustulate-sorediate species subcomm. 

区分種：Lecidella siplei、構成種：Xanthoria elegans, Lecidea andersonii, 

 2b.  Usnea sphacelata subcomm. 

区分種：Usnea sphacelata、構成種：Umbilicaria aprina, Rhizoplaca melanophthalma 

 2c.  Umbilicaria decussata subcomm. 

区分種：Umbilicaria decussata、構成種： 

 2d. 典型亜群落 

区分種：亜群落区分種を欠く、構成種：L. andersonii, X. elegans, U. aprina, R. 

melanophthalma, A. gwynii  

3.  典型群落 

区分種：1、2 群落の区分種を欠く、主な構成種：L. andersonii, X. elegans, U. aprina, 
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Physcia caesia 

植生調査で認められた 27 種類の内、出現頻度上位 11 種は Buellia frigida (72.7 %)、次いで

Candelariella flava (53.5%), Rhizoplaca melanophthalma (35.3 %), Lecidea andersonii 

(31.2 %)、Xanthoria elegans (28.8 %),  Umbilicaria aprina (28.8 %), Lecidella siplei (24.7%),, 

Acarospora gwynii (22.4%), Pseudephebe minuscula (21.8%), Buellia subfrigida (14.1%), 

Rhizocarpon flavum (13.5%) までの植物地理学的区分の内訳は 7 固有種、3 両極分布種、1 汎存

種であった。これまでの研究で、大陸沿岸部における地衣類相には南極固有種が大陸内部のそれ

に比して多いことが指摘されているが、本研究でもそれを裏付ける結果となった。 

2-(1)-3 南極地域由来新規微生物の分離と同定 

地球上には熱水（高温）や塩湖（高塩濃度）、深海（高圧）といった一般的な生物の生育が困難

な過酷な環境条件が存在する。このような極限環境においても独自に進化し、環境に適応して生

息している微生物が存在する。このような極限環境微生物は温和な環境で生育する微生物と比

べ、有用な生体分子や新規な代謝経路を有する場合があるので興味深い研究対象となっている。

南極大陸は地球上で も寒冷な地域であり、低温だけでなく貧栄養・高塩濃度・高 UV 照射・乾

燥といった多くの極限条件が存在する。また、他地域に比べて微生物研究があまり進んでいない

ことからも南極大陸から新規微生物の発見が期待される。17 年度は南極海、露岩地域の土壌、各

種湖沼（淡水湖、低塩湖、中塩湖、高塩湖）の水・堆積物など約 260 種類の試料を採取した。微

生物のキーワードを好冷菌、好塩菌、貧栄養菌、嫌気性菌、光合成菌、共生菌群として分離を試

みた。18 年度は南極海、露岩地域の土壌、各種湖沼（淡水湖、低塩湖、中塩湖、高塩湖）の水・

堆積物から採取した試料を引き続き分離培養し、塩基配列を決定し、分類の基礎資料とした。19

年度は南極大陸の土壌・湖水・藻類などから得られた 262 種類の試料のうち、好気条件で採取さ

れた 130 種類の試料を用い、様々な生育パラメーターを検討して培養することにより新規微生物

の探索を行った。 

微生物分離の培地として LB 培地・M9 培地・肉汁培地などを用いた。低温菌は 4℃で培養し、

好塩菌は、NaCl 濃度を１M～5M に調整した培地で培養した。また、貧栄養環境を再現するため

に培地中の有機物濃度を 10 倍から 1000 倍まで希釈した培地で培養を行い、pH もアルカリ性・

酸性条件ともに検討を行った。その結果、様々な培養条件で 1000 種類を超える微生物が生育し

た。得られた微生物の新規性は 16S rRNA 配列の相同性に基づいて判断し、既知の微生物との相

同性が 97%以下であれば新種に分類される可能性が高いと考えた。生育した微生物のうち 200 種

類以上の 16SrRNA 配列を解析し、新種の候補であると考えられた 8 種類の微生物を中心に同定

を進めた。 

120-1 株は既知の微生物との 16S rRNA 配列相同性が 93%程度と極めて低い値を示した細菌で

ある。120-1 株は直径 0.5～1.0μm 程度の球菌であり、SEM 観察を行ったところ菌体の周囲に突

起状構造が観察された。進化系統樹からも新属新種であるだけでなく、新しい科を代表する微生

物となる可能性が期待される。120-1 株は既知の微生物には見られないような有用物質生産能や

代謝活性を示す可能性があるので全ゲノム塩基配列解析を行った。 

総塩基数 5,663,506bp、遺伝子数は 5,000-6,000 個程度と予想された。現在までに解糖系や TCA

回路、ペントースリン酸回路などの主要代謝系の存在が明らかとなり、さらなるゲノム情報の解

析を通じて本菌の特性が解明されると期待できる。107-E-2 株は Lysobacter 属の微生物と近縁な

微生物である。コロニーの色は黄色であるが、培養後期には黒色色素を分泌するという特徴があ

る。また SEM を用いた観察から長桿菌であることが分かった。この株はプロテアーゼ、アミラ

ーゼ、エステラーゼ、リゾチームなど様々な分解酵素を生産しており、これらは Lysobacter 属
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の既知の微生物にも見られる特徴である。現在報告されているLysobacter属の微生物は全て30℃

で生育可能だが 107-E-2 株は 30℃では生育できず、この株は南極大陸から単離されていることか

らも低温で高活性を示す有用酵素の発見が期待される。さらに、南極大陸の異なる地点から

Roseomonas 属と近縁な細菌が 4 種類（56, 62-5, 89, 262-2 株）得られた。いずれも球菌であり、

培養中に細胞が凝集する傾向が観察された。16S rRNA 配列に基づいて系統樹を作成したところ、

4 種の微生物間の配列に若干相違がみられたもののこれらは既知の Roseomonas 属の微生物と離

れた位置に一群を形成した。培養特性からもこれら 4 種の微生物は異なる微生物種であることが

示唆され、南極大陸で独自に進化を遂げた Roseomonas 属の微生物群を示すものと考えられる。

147-1 株は光合成細菌 Rhodopseudomonas palustris と近縁な細菌であった。SEM を用いて観察

を行ったところ、T 字型や Y 字型、L 字型といった特異な形状が観察された。このような形状の

微生物としてビフィズス菌が知られているが、極めて珍しい分裂様式と考えられる。本研究では、

既知の微生物との相同性が 93%と低い値を示す 120-1 株や高い分解活性を有する 107-E-2 株、T

字や Y 字型など特異な形状を示す 147-1 株など新種の候補となる株を複数種得ることに成功し

た。今後、これらの微生物から有用な生体分子や南極生態系についての重要な知見が得られるこ

とが期待される。 

2-(1)-4 南極湖沼生物における地史的変遷 

17 年度は昭和基地周辺の数多くの多様な湖沼を観測対象とし、湖水の物理・化学的性質や生物

相の多様性、堆積物からの古環境の復元などを目的に、湖沼生態系の構成、物質生産と物質循環、

湖沼の環境変遷と陸上植生の記録を行った。18 年度は南極スカルブスネス域の湖底藻類マットを

構成している珪藻類について検討した。また、湖沼の地史的遷移を知る目的で、スカルブスネス

のナマズ池と西オングル大池の湖底堆積物の年代決定、有機物含有量について測定した。さらに、

南極湖沼試料から広範囲好塩菌を単離した。菌を培養するとともに、ゲノム DNA を抽出してそ

れらの多様性評価を行った。単離菌株や DNA 試料は広島大学で「極域微生物およびゲノム・コ

レクション」として保管してある。19 年度はラングホブデ・ぬるめ池での湖沼観測では、ハルパ

クチコイダというケンミジンコの一種とみられる動物プランクトンを発見した。東南極の大陸性

湖沼では極めて珍しい発見であり、昭和基地周辺の湖沼生態系解明の上で、重要な意味を持つと

考えられる。湖底には藻類とコケ類が塔状となっている構造物に生息する真菌類を明らかにする

ために、既存の冷凍サンプルから菌の分離を試みている。現在までに 11 タイプの真菌類が見つ

かっており、今後、形態や遺伝子解析により種の同定を行う予定である。南極の湖沼生物におけ

る地史的変遷では近年、南極湖沼の微生物に関する知見が集積しつつあるが、湖沼堆積物の微生

物についての多様性や代謝についての知見は少ない。本研究では南極昭和基地周辺の湖沼から採

取された堆積物から微生物の遺伝子を解析し、南極湖沼の下における微生物相の解明を進めてい

る。20 年度は南極昭和基地周辺のすりばち池の堆積物中の古細菌（アーキア）の多様性を明らか

にした。また、塩湖堆積物中の硝化反応（NH3  NO2- NO3）、特にアンモニア酸化を行う微生

物に注目し、その群集構造を調べるためにアンモニア酸化酵素遺伝子（amoA）の解析を行った。

21 年度は微生物は地球上の窒素循環（窒素固定、硝化、脱窒）に対して大きく寄与しており、と

りわけ硝化反応（NH4 +  NO2- NO3-）は窒素固定と脱窒を繋ぐ重要な代謝経路である。その

ため、陸域や水圏等の多様な環境中に生息する硝化菌の研究がこれまで広く進められてきたので

ある。その一方で極域や雪氷域などの寒冷環境における硝化菌に関する知見は他の環境に比して

あまりにも少ない。そこで、南極陸域における硝化菌、特にアンモニア酸化菌、の多様性と分布

傾向を明らかにすべく、アンモニア酸化酵素遺伝子（ammonia monooxygenase gene, amoA）お

よび 16S rRNA 遺伝子を指標として研究を試みた。本研究の成果は、寒冷生態系における窒素循
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環を解明する上での一助となることが期待できる。 

第 49 次日本南極地域観測隊（2007~2008）によって南極昭和基地周辺から採取された、生物

マット（4 サンプル）、彩雪（3 サンプル）、土壌（3 サンプル）、塩湖堆積物（1 サンプル）の合

計 11 サンプルから抽出した全ゲノム DNA を鋳型とし、PCR–クローン解析を行った。その結果、

Nitrosospira（β プロテオバクテリア）に属する amoA 遺伝子がほぼすべての環境から検出され

るのに対して、アーキア由来の amoA 遺伝子は生物マット（淡水湖の藻類マット、シアノバクテ

リアマット、岩石藻マット）のみから検出された。また、南極陸域から得られた amoA 遺伝子の

多様性はアーキア、バクテリア共に低く、土壌や雪、湖沼などの多様な環境にも関わらず群集構

造が類似していることが明らかとなった。また、アンモニア酸化バクテリアの 16S rRNA 遺伝子

の解析を行ったところ、Nitrosospira に加えて Nitrosomonas（β プロテオバクテリア）に近縁

な遺伝子が検出された。南極大陸では限られた種類のアンモニア酸化菌、特にバクテリアによっ

てアンモニア酸化反応が行われていると考えられる。また、アンモニア酸化アーキアの生息域は

生物マット、恐らくはシアノバクテリアによる活発な窒素固定が行われている環境に限られるこ

とも本研究によって示唆された。  

2-(1)-5 南極「コケ坊主」生態系における微生物相 

南極の貧栄養湖沼に特有の生物体「コケ坊主」は、主構成種であるコケ類とそれに付随する微

生物相が極限環境で協調的に物質生産および物質循環を行うミニ生態系である。17 年度は解析で

は一つの完全なコケ坊主を上下・内外の 14 セクションに分割し、各部由来のリン脂質脂肪酸お

よび中性脂肪酸についてガスクロマトグラフィー（GC）および GC 質量分析（GC-MS）を行い、

生物相・微生物相を概観的にキャラクタライズすることができた。18 年度は一つの完全な「コケ

坊主」を上下・内外の 14 セクションに分割し、各部由来の 16S/18S rRNA 遺伝子解析により、

「コケ坊主」生態系における生物種の分布を把握することができた。１９年度は本研究ではコケ

坊主の存立に寄与する微生物種の系統と機能の網羅的な解析を目的とし、将来のメタゲノミクス

等に供すべきコケ坊主部位を選定するため、コケ坊主の各部について 16S/18S rRNA 遺伝子およ

び物質生産・物質循環に関与する酵素の遺伝子をターゲットとした PCR クローンライブラリー

の作成とその大量解析を目標とした。Bryum 属や Leptobryum 属などの水生蘚類は、緑藻類や

ケイ藻類、ラン藻類とともに「コケ坊主」と呼ばれるユニークな構造を形成する。コケ坊主の地

理的分布は、東部南極大陸の昭和基地付近の特定の湖に限定されている。これまでにサイズ、乾

燥重量、炭素量、窒素量、クロロフィル量などが計測されているが、コケ坊主を構成している生

物相については明らかにされていなかった。そこで本研究では、昭和基地周辺スカルブスネス地

域の B-4 池から採取したコケ坊主について、平成 18 年度に解析した真生細菌 16S rRNA 遺伝子

に加えて、さらに古細菌とシアノバクテリアの 16S rRNA 遺伝子および真核生物の 18S rRNA 遺

伝子を標的としたクローンライブラリーを作成し、その系統解析を行った。一つのコケ坊主体に

ついて、好気的外層と嫌気的内層に分けた上で縦方向に各層 7 分割し、計 14 部分に分けた。こ

の各部分からバルク DNA を抽出し、16S/18S rRNA 遺伝子の PCR クローンライブラリー（計

14 組）を構築した。各ライブラリーから 高 96 クローンを無作為に選び、総計 2,112 クローン

について 16S/18S rRNA 遺伝素のほぼ全長の塩基配列を決定し、分子系統解析を行った。この結

果、古細菌は有意に検出されなかったこと、光合成をするシアノバクテリアは外側に多く存在し

南極種 Leptolyngbya firigida に近縁の系統群が優先すること、真核生物としてはコケ種

Leptobryum 属の系統群が優占することが分かり、コケ坊主の外層と内層の酸化還元条件に応じ

て、異なる生物種が存在していることが示唆された。現在、16S/18S rRNA 遺伝子だけでなく機

能酵素遺伝子の分布調査も現在進めているところである。20 年度は南極「コケ坊主」生態系にお
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ける微生物相の解析では一個の完全なコケ坊主体について、物質生産・物質循環に関与する酵素

のうち、二酸化炭素固定酵素（ルビスコ）、硝酸還元酵素群、窒素固定酵素の遺伝子の PCR クロ

ーンライブラリーの作成し、その大量解析を行った。また、平成 18、19 年度に実施した 16S/18S 

rRNA 遺伝子解析の再現性を確認するため、第二のコケ坊主体について同様の解析を行い、塩基

配列を取得した。さらに、コケ坊主生態系によって得られた微生物の細胞を希釈した反応系にお

いて、1 細胞遺伝子の増殖に成功した。21 年度は rRNA 遺伝子に基づいた系統解析のみでは、微

生物の機能を知ることは困難であったため、スカルブスネス地域のほとけ池から採取した一つの

完全なコケ坊主体について、分子生物学的手法を用い、窒素循環に関わる窒素固定酵素遺伝子を

標的とした多様性解析を試みた。コケ坊主の内外上下 14 部位から抽出・精製した混合ゲノム DNA

を基にし、窒素固定酵素（ニトロゲナーゼ）をコードする nifH 遺伝子断片を PCR によって増幅

させた。そして、PCR クローンライブラリーを構築し（計 14 組）、各ライブラリーから 96 クロ

ーンを無作為に選び、総計 1,344 クローンについて塩基配列を決定した。取得した塩基配列を基

に分子系統学的解析を行った結果、コケ坊主全体としてはγ-プロテオバクテリア Thiocapsa 

roseopersicina 由来の nifH 遺伝子が優占していることが分かった。更に、その外層ではシアノバ

クテリア Nostoc 属由来の nifH 遺伝子が特異的に、また、内層では偏性嫌気性の硫酸還元菌であ

る Desulfovibrio 属由来のものが準優占的に検出され、コケ坊主の好気的外層と嫌気的内層の酸

化還元勾配に応じて、異なる系統群由来の nifH 遺伝子が分布していることが明らかとなった（表

3）。 

 
表 3 コケ坊主内外上下における窒素固定酵素遺伝子の分布 

C lo s e s t  a m i n o  a c id  s e q u e n c e  S im i l a r i t y
O 1 O 2 O 3 O 4 O 5 O 6 O 7 Ｉ1 Ｉ2 Ｉ 3 Ｉ 4 Ｉ5 Ｉ6 Ｉ7 [ O r g a n i s m  n a m e ] ( % )

C y a n o b a c t e r ia
O N U 4 9 1 0 1 1 4 2 1 1 3 n i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ N o s t o c  p u n c t i f o r m e ] 9 7
A l p h a p r o t e o b a c t e r ia
O N U 3 1 6 7 1 1 8 7 3 6 4 4 5 9 4 N i f H  [ B r a d y r h iz o b iu m  ja p o n i c u m ] 8 9
O N U 1 1 4 1 3 N i f H  [ B r a d y r h iz o b iu m  ja p o n i c u m ] 9 4
O N U 1 6 1 1 1 N i f H  [ B r a d y r h iz o b iu m  ja p o n i c u m ] 9 3
O N U 1 8 2 N i f H  [ B r a d y r h iz o b iu m  ja p o n i c u m ] 9 6
O N U 2 3 1 N i f H  [ B r a d y r h iz o b iu m  ja p o n i c u m ] 8 7
O N U 2 8 1 N i f H  [ B r a d y r h iz o b iu m  ja p o n i c u m ] 9 4
B e t a p r o t e o b a c t e r i a
O N U 9 1 3 1 1 5 5 3 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ L e p t o t h r i x  c h o l o d n i i ] 9 5
O N U 1 3 1 2 2 2 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ B u r k h o ld e r ia s p . ] 9 6
G a m m a p r o t e o b a c t e r i a
O N U 1 7 0 6 7 6 9 6 1 6 3 6 7 5 7 4 2 4 9 5 1 3 9 5 9 3 3 3 6 d in i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ T h io c a p s a  r o s e o p e r s i c i n a ] 9 7
O N U 6 7 4 1 2 3 2 2 3 3 6 3 3 1 1 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ M e t h y l o b a c t e r  l u t e u s ] 9 5
O N U 8 4 4 3 4 1 3 1 d in i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ T h io c a p s a  r o s e o p e r s i c i n a ] 9 4
O N U 1 0 1 3 1 5 n i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ A c id i th i o b a c i l lu s  f e r r o o x i d a n s ] 9 4
O N U 1 2 1 1 2 1 1 2 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ A l l o c h ro m a t iu m  v i n o s u m ] 9 4
O N U 1 7 1 1 d in i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ T h io c a p s a  r o s e o p e r s i c i n a ] 9 6
O N U 1 9 2 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ E c t o t h io r h o d o s p i r a  s h a p o s h n i k o v i i ] 9 4
O N U 2 0 2 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ M e t h y l o c o c c u s  c a p s u la t u s ] 8 6
O N U 2 1 1 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ A l l o c h ro m a t iu m  v i n o s u m ] 9 1
O N U 2 6 1 d in i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ T h io c a p s a  r o s e o p e r s i c i n a ] 9 4
D e l t a p r o t e o b a c t e r i a
O N U 2 3 7 2 2 5 1 1 2 1 7 8 3 6 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ D e s u l f o v ib r i o  a e s p o e e n s is ] 9 7
O N U 7 2 4 4 5 1 1 3 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ D e s u l f o v ib r i o  a e s p o e e n s is ] 9 3
O N U 1 4 1 2 1 1 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ D e s u l f a t i b a c i l lu m  a lk e n iv o r a n s ] 9 4
O N U 2 5 1 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ D e s u l f o v ib r i o  a e s p o e e n s is ] 9 3
O N U 2 9 1 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ G e o b a c t e r  u r a n i i r e d u c e n s ] 9 7
C h l o r o b i
O N U 2 7 1 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ C h lo ro h e r p e t o n  th a l a s s iu m ] 8 6
S p i r o c h a e te s  
O N U 2 2 1 d in i t r o g e n a s e  r e d u c t a s e  [ S p ir o c h a e t a  z u e lz e r a e ] 8 8
V e r ru c o m ic r o b i a  
O N U 5 1 3 1 3 7 1 N i t r o g e n a s e  [ O p i t u ta c e a e b a c t e r iu m ] 9 3
O N U 1 5 1 2 n i t r o g e n a s e  i r o n  p ro t e in  [ V e r r u c o m ic r o b i a e  b a c t e r iu m ] 8 8
O N U 2 4 1 N i t r o g e n a s e  [ O p i t u ta c e a e b a c t e r iu m ] 9 3

T o t a l 9 1 9 2 8 8 9 1 8 3 9 5 9 1 7 0 9 1 8 7 8 2 8 9 9 3 8 7

O u te r  a e r o b i c  s e c t i o n In n e r  a n a e r o b ic  s e c t io n
O N U  I D .

 

 

2-(1)-6 海底熱水地帯の微生物解析 

海底に存在する熱水噴出地帯では、熱水により還元型化合物が豊富に供給されており、それを

利用して生育している生物が存在する。このような環境は、初期生命が生育した環境に類似して

いる可能性が指摘されている。本研究の目的は、海底熱水噴出地帯で掘削を行い、その掘削孔か

ら湧出する熱水を採水し、分子生物学的手法を用いた解析により海底下に存在する微生物相を明

らかにすることである。17 年度は南部マリアナトラフの熱水地帯の二ヶ所の熱水地帯で BMS

（Benthic Multi-coring System）による海底掘削が行われ、無人潜水艇を用いて、掘削孔から遊

出する熱水を採水することに成功した。今回はそれらの掘削孔から得られた熱水と、比較対象と

して天然ベントから得られた熱水、さらに周辺海水中の微生物の解析を行った。18 年度は、マリ

アナ海溝が南北から東西方向に大きく向きを変える場所にある南部マリアナトラフの熱水地帯

である。この海域では島弧火山列と近接し背弧拡大が起こっている。過去の調査により二カ所の
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海底熱水系が発見された。それぞれ、拡大軸上に存在する Snail site（別名 Fryer site）と、拡大

軸上から少し離れた場所に位置する海山頂部に存在する Pika site である。これら二ヶ所の熱水

地帯で BMS（Benthic Multi-coring System）による海底掘削が行われた。その後、無人潜水艇

を用いて、掘削孔から遊出する熱水を採水することに成功した。19 年度は海底熱水系から採取し

たチムニー（硫化物構造体）の一部を用いて試料内の微生物相を非培養法で解析した。南部マリ

アナトラフの熱水地帯で、拡大軸上に存在する Snail site と、拡大軸上から少し離れた Pika site 

で掘削孔から遊出する熱水を採水することに成功している。海底熱水系から採取したチムニー

（硫化物構造体）の一部を用いて試料内の微生物相を非培養法で解析した。Fryer site、Pika site

から採取されたチムニー試料から微生物のゲノム DNA を抽出し、PCR によって 16S rRNA 遺伝

子領域を増幅し、塩基配列決定、分子系統解析を行った。また定量 PCR と蛍光顕微鏡観察を行

うことにより、試料中の菌体数を推定した。真正細菌クローンの解析から、南マリアナトラフの

海底熱水系において好熱菌、超好熱菌を中心とする生態系があることが示された。古細菌クロー

ンについては、Crenarchaeota や Euryarchaeota よりも進化系統樹において根元に位置する

Submarine Hydrothermal Vent Archaeal group（以下 SHVAG と略記）や Korarchaeota に属

するクローンが検出された。SHVAG のクローンはこれまでにわずか 2 例しか報告されていない

未培養のクローンであり、Crenarchaeota や Euryarchaeota、Korarchaeota のいずれにも属さ

ないことが示唆されている。今回作成した系統樹において、SHVAG のクローンはそれら 3 つの

古細菌グループよりも根元の位置で独立のクラスターを形成した。20 年度は海底熱水地帯の微生

物解析ではこれまで南部マリアナトラフの熱水地帯で、拡大軸上に存在する Snail site と、拡大

軸上から少し離れた Pika site で掘削孔から遊出する熱水を採水することに成功した。熱水噴出

口孔付近の微生物マットに注目し、その微生物群集の解析を行った。微生物マット試料から微生

物のゲノム DNA を抽出し、16S rRNA 遺伝子と機能遺伝子（メタン酸化、アンモニア酸化、硫

酸還元）の PCR クローン解析と定量 PCR を行い、また、蛍光顕微鏡観察によって微生物群集構

成と存在量、多様性を調査した。その結果、微生物マット中に系統学的・代謝機能的に多様な微

生物（真正細菌と古細菌）群集の存在が明らかになり、Zetaproteobacteria 綱という、 近報告

された新しい分類群に属する 16S rRNA 遺伝子配列が多数検出された。現在、唯一分離培養され

ている Zetaproteobacteria の種は、微好気性独立栄養性鉄酸化菌である鉄酸化菌グループと予想

されるが、一次生産者として海底地殻環境の微生物生態系を支えている可能性がある。21 年度は

南部マリアナトラフにおける硫化物構造体中の微生物群集ついて解析した。海底熱水噴出域には

硫化鉱物で構成された大規模な構造体が存在する。例えば、黒煙のごとく熱水を噴出する「ブラ

ックスモーカー」と呼ばれる煙突状のものや、小山のようなマウンド状のものがある。熱水を活

発に噴出している硫化物構造体中の微生物群集に関しては多くの報告がなされており（例えば

Takai and Horikoshi, 1999; Schrenk et al, 2003）、その構造体内部には、熱水中の還元型物質

（H2, H2S, Fe2+など）と海水中の酸化型物質（O2, NO3-, SO42-など）との酸化還元反応からエネル

ギーを獲得して炭酸固定を行う化学合成独立栄養性微生物を一次生産者とした微生物生態系が

成り立っていることが明らかにされている（Nakagawa and Takai, 2008）。このような化学合成

生態系は光合成の誕生以前の地球上でも存在可能であり、太古代の生態系を反映していると考え

られている。いずれ熱水活動は終焉を迎えるが、いったん作られた硫化物構造体は、微生物のエ

ネルギー源になり得る膨大な量の硫黄や鉄を含んだ状態で、そのまま海底面に残る。こういった

非活動的な硫化物構造体中の微生物に関する情報はほとんどなく、どんな多様な微生物がどのく

らい存在して、どのような微生物生態系が成り立っているのかはまだ明らかになっていない。本

研究では、熱水を噴出している硫化物構造体と熱水活動をおえた硫化物構造体のそれぞれの微生
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図 10. 主座標分析による各試料間の微生物群集構造の比較
（ 括 弧 内 の 数 字 は ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー 中 で
Epsilonproteobacteria 系統型クローンが占める割合を
示す）。 

物群集を比較解析することで、熱水活動の有無とそこに存在する微生物群集との相互関係を明ら

かにすることを目的とした。太古代の海底熱水噴出域にも熱水活動を終えた硫化物構造体があっ

たに違いない。現在の非活動的な硫化物構造体中の微生物生態系を明らかにすることから、太古

代の微生物生態系を知るための新たな手がかりが得られると期待される。2003 年から 2005 年に

かけて、南部マリアナトラフ海底熱水域において、しんかい 6500（JAMSTEC）を用いて、熱水

活動が活発な硫化物構造体と熱水活動を終えた硫化物構造体をそれぞれ採取した（合計 8 試料）。

それぞれの試料からゲノム DNA を抽出し、16S rRNA 遺伝子を標的にした微生物群集解析をお

こなった。微生物の存在量は定量 PCR 法、フォスファターゼ活性測定、全有機炭素と窒素量測

定によって評価した。活動的および非活動的な硫化物構造体中の比較解析の結果、その微生物群

集組成は明確に異なっていた（図 9）。さらには、同じ地域で採取した微生物マット（Kato et al., 

2009a）、噴出熱水と掘削孔熱水（Kato et al., 2009b）の微生物群集データを含めて包括的に比較

した結果、それぞれの環境の群集構

造は互いに異なることが見いだされ

た（図 10）。それらの構成種を調べ

たところ、その微生物群集構造の相

違を導くもっとも大きな要因は、

Epsilonproteobacteria（水素または

硫黄酸化菌を多く含む分類群）の相

対的な存在量であることが示された

（図 10）。このことは、熱水活動の程

度（すなわち温度と水素および硫化

水素の利用性）によって海底熱水環

境の微生物群集構造が徐々に変化す

る、ということを示唆している。 

非活動的な硫化物構造体中の微生

物の存在量は、活動的な硫化物構造

体中のそれに匹敵することが示され

た（108 ~ 109 cells/g）。非活動的な

硫化物構造体中から鉄酸化菌に近縁

 
図 9. 各試料間の微生物群集構造 
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図 11. 各試料間における微生物群集構成種の系統学的多様性
の比較（数字は Chao1 species richness 推定値を示す） 

な遺伝子配列が検出された

ことから、この大きなバイオ

マスを誇る非活動的な硫化

物構造体中の微生物生態系

を維持しているエネルギー

源は鉄であることが示唆さ

れた。さらには、非活動的な

硫化物構造体中における微

生物群集の構成種の系統学

的多様性は、活動的な硫化物

構造体中のそれに匹敵する

（もしくはそれ以上）ことが

示された（図 11A, B；Shannon score: 3.38~4.62 vs. 1.97~4.24）。硫化物構造体中の各部分の微

生物群集構成種を比較したところ、それぞれの部位に独自の種が存在することが示された（図

11C, D）。おそらく活動的な硫化物構造体と同様に、非活動的な硫化物構造体内部には物理化学

的多様性（酸素濃度など）があり、それに伴って微生物構成種の相違が生みだされ、その結果ひ

とつの硫化物構造体全体でみると系統学的多様性が高くなったのだと予想される。太古代と現在

の微生物生態系を関連付ける上で、これまでは熱水が活発に噴出している環境（エネルギー源は

水素または硫化水素）のみが注目されてきたが、熱水活動を終えたあとにできる硫化物構造体中

にも、そこに内包された化学エネルギーによって支えられた微生物生態系が存在した可能性があ

ることも忘れてはならない。本研究によって、深海の非活動的な硫化物構造体は極めて高密度か

つ多様な微生物を育む環境のひとつであることが示された（Kato et al., 2010）。この結果は、太

古代の微生物生態系を考える上で、熱水活動が終わった環境にできる微生物生態系の重要性を見

直す必要があることを暗示している。また、海底熱水地帯の微生物解析の共同研究として、岩石

内部に棲息する微生物の環境特異的な生態を示した。 

2-(2) 極限環境生物統合データベースの構築 

17 年度は国立極地研究所に保存してある極地冷凍植物試料（蘚苔類、地衣類、藻類、シアノバク

テリア）の整理と予備的に作成されたデータベースを再検討した。また、極地より得られた極地研

保管の全植物試料を対象にした極地植物多様性画像データベースのシステムについて検討した。18

年度は国立極地研究所で構築した南極昭和基地周辺の蘚苔類 DB に、別途取得した 3 次元画像情報

を付加するためのソフトウエアプロトタイプを作成した。第 47 次日本南極地域観測隊に同行して

採集した地衣類 10 数種の三次元画像化を試みた。19 年度は国立極地研究所に収蔵されている極域

を中心としたコケ類標本を対象に、高精度 3 次元顕微画像とゲノム DNA 配列情報、地図情報を加

味したデータベースを作成し、これまでにない新たな研究リソースとして学界に提供すると共に、

汎地球的分布をすることが知られている種を対象に比較ゲノム解析を実施し、従来の研究によって

明らかにされている形態分類学的多様性に加え、標本採取地の地誌情報、ゲノム情報から得られる

進化系統距離等を加味して、極限環境生物システムについての統合的な理解を得る。3D 画像表示

ソフトウエアの改良ではソフトウエアをバージョン 10 から 11 に更新した。これに伴い、倍率の異

なる画像を 1 つにまとめた 3D 表示の実現、すなわち、3 次元での全体像から拡大像の切り替えが

画面上での指示で可能になった。これに伴い、標本あたりの画像数が 144 から 288 に増加した。現

在までに 3D 画像を撮影した標本数は南極乾燥標本（58 検体）、北極乾燥標本（14 検体）、南極冷

凍標本（19 検体）になった。この結果、昭和基地周辺に分布する 12 種のコケ類は、すべて網羅で
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きた。 

 乾燥標本については、極地研に保管されているそのままの状態を 3D 化した。拡大倍率は、全体

像で 10 倍、拡大像で 35 倍〜200 倍である。冷凍標本については、35 倍〜200 倍で撮影した。DNA

解析用のコケ標本サンプリングでは国内から独自に採集した蘚類冷凍サンプル：93 検体（うち洗浄

試料 24、乾燥試料 16）、南極および北極の極地研所蔵乾燥標本：1,048 検体（うち洗浄試料 96）、

極地研所蔵南極冷凍標本：171 検体（うち洗浄試料 120）を用いた。 

一般的に、植物試料からの高分子 DNA 抽出に当たっては、ヌクレアーゼ、多糖類、色素類、二

次代謝物の混入の影響を受けるために困難であることが多い。当初の計画では、葉緑体 RUBISCO

遺伝子間領域、ゲノム ADK 遺伝子、Phytochrome 2 遺伝子、RNA ポリメラーゼ I, II, III 各遺伝

子のイントロン領域を PCR 増幅し、比較配列解析を行う予定であったが、これまでのところ、PCR

増幅の段階で再現的な結果が得られていない。また乾燥標本については、燻蒸用アルキル化剤によ

る DNA 修飾の影響が考えられるため、DNA 配列レベルでの解析対象からは除くことにした。当初

の目的を達成するためには充分量の配列データから解析を行う方が解析の感度が上昇することと、

解析手法そのものの新規性も考慮し、20 年度以降については新型シーケンサによる大量 DNA 配列

決定と全ゲノム解析を考慮したい。これにより、特に汎地球種といわれている種について、DNA

配列レベルでの多様性が明確になることが期待される。極域植物データーベースの構築では南極昭

和基地周辺の淡水藻類について研究を行った。淡水藻類は湖沼他、コケ群落、土壌中、雪上、岩上

など幅広い環境に生息している。昭和基地周辺の淡水藻類には、未同定の種類や分類学的問題を含

む種類が多く残されている。特に同定に培養を必要とする緑藻、黄緑藻の分類学的研究は遅れてい

る、この研究では藍藻、珪藻、緑藻と黄緑藻の代表的な種類について分類学的研究を実施する。こ

の内容の一部は極域生物画像データベースとしてホームページで公開し、研究者のみならず初心者

や一般にも広く利用されることを目指している。昭和基地周辺の岩上に生育する藍藻 Gloeocapsa

属、Gloeocapsopsis属、Chondrocystis属について分類学的検討を行い発表した。藍藻Chondrocystis 

dermochroa、緑藻 Cosmarium clepsydra については極域生物画像データベースとしてホームペー

ジ公開用の原稿を作成した。 

20 年度は分類作業とデータの更新を行った。とくに、昭和基地周辺スカーレン大池湖底堆積物中

の珪藻について分類学的検討を行った。珪藻の種組成からスカーレン大池は以前海洋環境にあった

が、汽水環境をへて現在の淡水環境へ変化したと考えられた。21 年度も引き続き昭和基地周辺スカ

ーレン大池湖底堆積物中の珪藻について分類学的検討を行い、SCAR International Biology 

Symposium で口頭発表した。また、昭和基地周辺湖沼の底生藻類の光合成特性に関する研究を行

い、論文として発表した。一方、極地研収蔵標本（蘚類）の 3D 画像データベースシステムについ

ては、データ取得作業を続行するとともに撮影技術並びにソフトウエアの改良を続け、冷凍標本解

凍試料においても、鮮明な原色を再現できる撮影技術を確立した。また、3D 画像上で試料の任意

点の長さを測定できる計測システムを構築し、特許申請を行った。国内から極地に至るまで汎地球

的に分布するコケ類を対象に、地球上での分散機構と生存戦略をゲノム構造多様性の面から解明す

ることをめざし、そのための対象種として選定したギンゴケ（B.argenteum）について、ゲノム構

造解析用試料の個体培養を進めている。これまでのところ、極地研で採集した標本に加え、スピッ

ツベルゲンおよび宗谷海岸由来の凍結試料からコケ生体の再生に成功した。宗谷海岸採取の試料は

採種年月がおよそ 25 年前のものであること、コケと同時にクマムシと線虫の生存が確認できた点

で極めて興味深い。21 年度は前年度に引き続き、極地研収蔵標本（蘚類）の 3D 画像データベース

システムのためのデータ取得作業を続行した。一方、国内から極地に至るまで汎地球的に分布する

コケ類を対象に、地球上での分散機構と生存戦略をゲノム構造多様性の面から解明することをめざ
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し、国立情報研、国立遺伝研とも連携した極限環境生物システム比較プロジェクトを進めた。対象

に選定したギンゴケについて、旧極地研キャンパスで採集した標本のクローン培養から抽出したゲ

ノム DNA について、新型シーケンサによる全ゲノム解読を進めている。ギンゴケの生育が予想以

上に遅く、また冷凍標本から生存個体の回復ができなかったため、今年度は新たにアラスカ・カッ

パーマイン地域からギンゴケ標本を採集し、クローン化作業を進めている。また、今年度の南極観

測夏隊にギンゴケ標本の採集を依頼し、新観測船「しらせ」が持ち帰った試料について、極地研究

所においてクローニングを開始した。これらの試料については 22 年度以降に順次全ゲノム解析を

行い、旧極地研キャンパス由来の標本から得られたデータを基準として全ゲノム比較解析を行う予

定である。昨年度に、スピッツベルゲンおよび南極宗谷海岸由来の凍結試料から再生に成功したコ

ケ個体には残念ながらギンゴケは含まれていなかったが、数種類については同定とクローン化に成

功しており、これらについても将来の解析対象とする予定である。極限環境に生育するコケ類につ

いて何らかの共通性がゲノム情報から見つかるのかどうか、極めて興味深い課題である。 

 

(3) 第 2 期中期目標及び中期計画との関連性 

情報・システム研究機構新領域融合研究センターの第 2 期中期目標には 多種･大量の地球科学や生命

科学などのデータ及び知見を、モデリング技術や情報技術と結合させ、新しい研究分野を目指して融合

研究を一層推進するとあり、同じく、中期計画は新領域融合プロジェクトの対象領域に「人間・社会」

を加え、研究を推進するほか、人材育成プログラムの「若手研究者クロストーク」等を着実に実施し、

融合研究に関する後進の育成に取り組む。さらに、4 研究所のデータ、知見及び技術を結集し、国立大

学の附置研究所や国内外の研究機関との連携強化等により、国際的研究拠点の形成に取り組むことにな

っている。 

本プロジェクトは融合研究センターで掲げられていた地球、生命、情報を考慮し、①生物多様化メカ

ニズムの解明とモデル化・予測、②生命・地球システムの相互作用の解明とそのモデル化・将来予測、

③地球科学情報の統合データベース構築を通した地球環境変動メカニズムの解明、④複合系としての地

球システムの解明とそのモデル化・変動予測の研究の 4 項目について配慮した計画である。 

地球環境は地球上の気水圏、地圏、生物圏、そして、人間圏の相互のバランスの上で形成されてきた。

地球環境変動と現代への影響を地球生命システムとの関わりの上で解明することを目標とする。これま

での遺伝子解析で得られた微生物多様性のデータを、氷床コア情報から得られた氷期、間氷期を含む気

候変動と照合し、地球環境変動と微生物の進化・多様化の相互作用を理解し、環境変動下での生命の適

応戦略のメカニズムを明らかにし、地球生命システム学の構築を目指す。そのために本プロジェクトで

は、南極および北部グリーンランドの氷床コア等、環境の変動が大きい極域を中心に、環境データの取

得と微生物解析について研究を行う。以下のテーマを中心に４研究チームで研究を進める。 

 １）氷床コア中の微生物及び生物起源物質の解明（チーム 1） 

 ２）氷床コアに見る人間圏創始の環境（ダスト等）と生物活動（チーム 1、2） 

 ３）ウイルスデータを用いた進化メカニズムの時系列解明（チーム 1、2） 

 ４）極限微生物の多様性と進化メカニズム（チーム 2） 

 ５）海底堆積物中の微生物相の解明（チーム 3） 

 ６）沿岸域の氷床、氷河、湖沼生態系から見た地球環境変動の変遷（チーム 4） 

今期の研究プロジェクトでは、南極の氷床コアが も重要な研究対象であり、今後も重要な研究試料

と考えられる。これまでは「100 万年分の微生物（DNA）データベース」が目玉であったが、次期は表

面氷といった比較的浅い層の微生物解析が重要となるだろう。南極で 20kg の氷から 1 個しか発見され

ないと言われる宇宙塵の研究でも大量の表面氷を用いて研究成果が出ているので、同様の手法で花粉な
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どの解析が可能となる。次期計画では花粉 1 粒の遺伝子解析、微生物１細胞の遺伝子解析は地球環境の

生命の変動史の中で飛躍的な発展が期待される。 

南極における今後の掘削計画、例えば岩盤までの掘削計画はあるかについては、おそらく、現在のド

ームふじ基地の施設がそのまま使える状況にないため、第二期 6 年間では間に合わないと見ている。次

期の南極における掘削としては沿岸域において「熱水ドリル」という新手法を用いて、氷床下の地殻コ

アのサンプリング計画がある。基礎的な技術開発は終了したが、掘削基地の設営を含め実用化には 3 年

程度を要する。沿岸近くの岩盤掘削、生物解析用のサンプリングは十分に可能と見ている。人間社会と

の関わりで考えれば過去の植生が重要になるのではないか。現在、南極の表面氷で解析している松科の

花粉は、本来は北半球の植生である松の分布が人間活動と共に南半球に分布を広げた可能性が示唆され

ている。人間社会との関わりということでは、氷床微生物以外にペンギンの糞から薬剤耐性菌の分布等

も該当するのではないか？現在のプロジェクトでも、南極、中国の山岳氷河から薬剤耐性遺伝子が検出

されている。 

今期から第二期への Phase Change に関しては、「手法の確立」から「多面的な解析」へと考えてい

る。新しい課題の可能性としては今期に 4 研究所で立ち上がった成果であるアイスコアと微生物を中心

にして、それを発展させると共に、地球環境変動、生態系変動を関連付けることで「人間と社会」のキ

ーワードとしていく。北極（グリーンランド）と南極という両極の研究を中心として山岳氷河はその比

較という位置付けが得策であると考えている。 

 

〔5〕 研究成果 
(1) 第 1 期（平成 17～21 年度）の研究成果のまとめ 
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Apr.15-20, 2007.  

平成 20 年度 

1. Kanda, H. Evolution of Arctic Ecosystems in a Warming, Arctic Science Summit Week (ASSW) , 

Science Symposium, Bergen, Norway, 3/24-26, 2009. 

2. 山岸明彦、横堀伸一、矢野創、奥平恭子、橋本博文、山下雅道、小林憲正、田端誠、河合秀幸．宇宙で

生命の起原を探る：タンポポは飛ぶ．第 49 回大気環境学会年会、金沢, 9, 2008  

3. 山岸明彦．深海・宇宙の微生物．第 24 回日本環境感染学会総会、横浜 2, 2009. 

4. 山岸明彦．生命の初期進化：どこまでわかったか．生命科学研究シンポジウム東京 3, 2009. 
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平成 21 年度 

1. Goto-Azuma. K.: Interglacials in the ice core records. ESF-FWF Conference in Partnership with 

LFUI, “Mechanisms of quaternary climate change: stability of warm phases in the past and in the 

future”, 06 - 11 June 2009, Obergurgl, Austria. 

2. Inoue Masakane. Symbiosis in lichens. Origin and Evolution of Environmental Adaptations. 

Symbiosis, Cells, Individuals, Populations and Societies, 総合研究大学院大学 交際セミナー. 2009. 

3. 神田啓史. 極地とコケ植物, 第 38 回日本蘚苔類学会埼玉大会、2009.8,18,  熊谷、立正大学 

4. Kawamura, K., S. Aoki and T. Nakazawa: Accurate chronology of the Dome Fuji ice core based on 

O2/N2 ratio of trapped air. PAGES 3rd Open Science Meeting, Corvallis, OR, USA, 8-11 July 2009 

5. Kawamura, K., and the Dome Fuji Ice Core Project Members: Millennial-scale Southern 

Hemisphere Climatic Variability During the Last Seven Glacial Periods and its Relation to 

Northern Hemisphere Climate. AGU Chapman Conference on Abrupt Climate Change, Columbus, 

OH, USA, June 15-19, 2009. 

6. 川村賢二: 極域氷床コアによる地球規模の環境変動解析. 東京大学海洋研究所共同利用研究集会、東京、

10 月 7 日、2009. 

7. 川村賢二、菊地佑斗、青木周司、中澤高清:南極ドームふじ氷床コアの 2680m 以深の気体解析結果と

O2/N2 による年代決定、日本地球惑星科学連合大会、幕張メッセ国際会議場、千葉, 5 月 16-21 日, 2009.  

8. 加藤真悟、太古の海底熱水環境と初期微生物生態系－室内実験によるアプローチ－、第 35 回生命の起

源および進化学会学術講演会、2010/3、函館.  

9. 加藤真悟、柳川勝紀、砂村倫成、高野淑識、石橋純一郎、掛川武、内海真生、山中寿朗、土岐知弘、野

口拓郎、木村浩之、丸茂克美、浦辺徹郎、山岸明彦、乗船研究員一同、海洋地殻内流体中の

Zetaproteobacteria とその重要性、2009 年度日本地球化学会年会、2009/9、広島.  

10. 山岸明彦、古細菌 Thermoplasma acidophilum の Actin ホモログについて、JST-CNRS 合同「マリー

ンゲノム・バイオ分野」セミナー2009 “新規ウイルス様膜小胞体の発見と超好熱性古細菌での機能解

明に向けて”、2009/10、つくば. 

 

〔一般講演〕 

平成 17 年度 

1. Abe Takashi, Ikemura Toshimichi, Kozuki Tokio, Nakagawa Satoshi, Kinouchi Makoto, Shigehiko 

Shigehiko Kanaya and Sugawara Hideaki, “A novel bioinformatics approach for phylogenetics 

analyses of environmental and clinical samples on the basis of Self-Organizing Map (SOM)”, 

Human Genome Meeting 2005 (Kyoto, Japan), April 2005. 

2. Abe Takashi, Ikemura, Toshimichi Kanaya Shigehiko, Kinouchi Makoto, Sugawara Hideaki：A novel 

bioinformatics strategy for phylogenetic study of genomic sequence fragments, Self-Organizing Map 

(SOM) of oligonucleotide frequencies. Workshop 2005 on Self-Organizing Maps (Paris, France), 

Sept., 2005. 

3. Abe Takashi, Sugawara Hideaki, Kinouchi Makoto, Kanaya Shigehiko, Matsuura Yasaburo, Heizo 

Tokutaka, and Ikemura Toshimichi: A large-scale Self-Organizing Map (SOM) constructed with the 

Earth Simulator unveils sequence characteristics of a wide range of eukaryotic genomes. Workshop 

2005 on Self-Organizing Maps (Paris, France), Sept., 2005  

4. Abe Takashi, Sugawara Hideaki, and Ikemura Toshimichi: Phylogenetic classification of 

environmental and clinical samples without orthologous sequence sets and sequence alignment on 
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the basis of Self-Organizing Map (SOM). 2006 Sokendai International Symposium (Hayama, 

Japan), Jan., 2006. 

5. 阿部貴志, 池村淑道, 金谷重彦, 木ノ内誠, 菅原秀明, “自己組織化地図法(Self-Organizing Map)に基づ

いた環境由来 DNA 配列からの微生物多様性解明”, 日本微生物資源学会第 12 回大会(かずさ), 2005 年 6

月.  

6. 阿部貴志、池村淑道、木ノ内誠、金谷重彦、菅原秀明, ”環境由来 DNA 配列を用いた自己組織化地図法

(Self-Organizing Map)による培養困難な微生物群の系統推定手法の開発”, 第 28 回日本分子生物学会年

会(博多), 2005 年 12 月. 

7. 阿部貴志、池村淑道、田中尚人、金谷重彦、木ノ内誠、菅原秀明、”環境由来 DNA 配列を用いた自己組

織化地図法(Self-Organizing Map: SOM)による微生物群集比較”, 第 8 回微生物ゲノム研究のフロンテ

ィア(かずさ) 2006 年 3 月 

8. Hua P, Naganuma T, Imura S & Kanda H (2006) Euryhaline halophiles in a saline lake near Syowa 

Station, Antarctica. International Conference on Alpine and Polar Microbiology, 27-31 March 2006, 

Innsbruck, Austria.  

9. Kato Singo, Ishibashi J.,. Sunamura M, Utsumi M., Kakegawa T., Kawarabayashi Y., Chiura, H.  

Marumo K., Urabe T. andYamagishi A.: Microbial community in the hydrothermal systems at south 

Mariana Trough. International Symposium on Extremophiles and Their Applications. 2005. 

11.29-12.2 (Tokyo)  

10. 加藤真悟、石橋純一郎、砂村倫成、掛川武、内海真生、河原林裕、千浦博、丸茂克美、浦辺徹朗、山岸

明彦。南部マリアナトラフにおける海底熱水系地下圏の微生物相の解析。ブルーアース‘06, 2006 年 2

月 23-24 日、（横浜） 

11. 加藤真悟、内海真生、河原林裕、千浦博、石橋純一郎、丸茂克美、浦辺徹郎、山岸明彦。千葉南部マリ

アナトラフにおける海底熱水系微生物相の解析。地球惑星科学関連学会 2005 年合同大会。2005 年 5 月

22-26 日、(千葉) . 

12. 加藤真悟、石橋純一郎、砂村倫成、内海真生、河原林裕、千浦博、丸茂克美、浦辺徹郎、小林智織、加

藤真悟、掛川武、佐藤誠悟、益田晴恵、丸茂克美、浦辺徹朗、山岸明彦。南部マリアナトラフにおける

熱水生堆積物の微生物相の解析。ブルーアース‘06, 2006 年 2 月 23-24 日、（横浜）. 

13. Kohshima S., Y.Yoshimura, N.Takeuchi, T. Segawa and J. Uetake, Characteristics of Glacier 

Ecosystems and Glaciological Importance of Glacier  Microorganisms, International Conference on 

Alpine and Polar Microbiology at Innsbruck, Austria, 27-31 March, 2006. 

14. Naganuma T & Wilmotte A (2006) Microbiological and ecological responses to global environmental 

changes in Polar regions (MERGE): An international polay year (IPY) activity. The 13th 

International Symposium on Polar Sciences, 9-11 May 2006, Incheon, Korea. 

15. Naganuma T (2006) Molecular and physiological characterization of euryhaline halophilic 

microorganisms from Antarctic saline habitats. Subglacial Antarctic Lake Environments (SALE) in 

the International Polar Year (IPY), Advanced Science and Technology Planning Workshop, 24-26 

April 2006, Grenoble, France.  

16. Naganuma T, Ban S & Imura S (2005) Euryhaline halophiles from the meromictic lake, Suribati 

Ike, Antarctica. The 28th Symposium on Polar Biology, 8-9 December 2004, National Institute of 

Polar Research, Tokyo, Japan.  

17. Nishikawa Y, Naganuma T, Imura S & Kanda H (2005) Peptide D-amino acids in microorganisms 

isolated from Antarctic lacustrine samples. The 28th Symposium on Polar Biology, 8-9 December 
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2005, National Institute of Polar Research, Tokyo, Japan.  

18. Segawa, T., Takeuchi, N. and Kohshima S., Altitudinal change in bacterial flora on the Gulkana 

Glacier, Alaska, analyzed by 16S rRNA gene. International Conference on Alpine and Polar 

Microbiology at Innsbruck, Austria, 27-31, March, 2006. 

19. Segawa, T., Takeuchi, N. and Kohshima S., Altitudinal change in bacterial flora on the Gulkana 

Glacier, Alaska, analyzed by 16S rRNA gene. International Glaciological Society, Symposium on 

High-Elevation Glaciers and Climate Records, Lanzhou, China, 5–9 September 2005. 

20. Takeuchi, N., Uetake, J., Fujita, K., Aizen, V., and Nikitin, S., A snow algal community on the 

Akkem Glacier in the Altai Mountains, Russia, International Glaciological Society, International 

Symposium on High-Elevation Glaciers and Climate Records, Lanzhou, China,5–9 September 2005.  

21. 植竹淳、幸島司郎、中澤文男、瀬川高弘、三宅隆之、吉村義隆、成田英器、藤田耕二、竹内望、中尾正

義：アルタイ山脈・ベルーハ氷河での微生物アイスコア解析による古環境復元、日本雪氷学会全国大会、

秋田、2006.1.17. 

22. Uetake J., S.Kohshima, F.Nakazawa, N Takeuchi, K Fujita, Y.Fujii, M Nakawo, Biological ice core 

analysis in the Belukha Glacier, Altai mountains, Russia, International Conference on Alpine and 

Polar Microbiology at Innsbruck, Austria, 27-31 March, 2006. 

23. Uetake J., S.Kohshima, F.Nakazawa, N Takeuchi, K Fujita, Y.Fujii, M Nakawo, Biological ice core 

analysis in the Belukha Glacier, Altai mountains, Russia, International Glaciological Society, 

Symposium on High-Elevation Glaciers and Climate Records, Lanzhou, China, 5–9 September 

2005. 

24. 山岸明彦。南部マリアナトフにおける海底 熱水系地下圏の微生物。第 28 回日本分子生物学会年会、

2005 年 12 月 7-10 日、（福岡） 

25. Yamagishi, A. (Invited Lecture) Extermophiles: The keys to astrobiology. PACIFICHEM2005(2005

環太平洋国際化学会議), 2005, 12.15-20, Hawaii, USA  

26. Yoshimura, Y., Kohshima, S., Takeuchi, N., Seko, K. and Fujita, K., Snow algae in a Himalayan ice 

core: new environmental markers for ice core analyses and their correlation with summer mass 

balance. International Glaciological Society, Symposium on High-Elevation Glaciers and Climate 

Records, Lanzhou, China, 5–9 S September 2005. 

平成 18 年度  

1. Akanuma, S. and Yamagishi, A.. Identification and characterization of key substructures involved 

in the early folding events of a (β/α)8 barrel protein. Fifth East Asian Baiophysice Symposium & 

Forty-fourth Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan, 2006/11, Okinawa. 

2. Aze, Takahiro, Yusuke Yokoyama, Hiroyuki Matsuzaki, Kazuho Horiuchi, Yasuyuki Shibata, 

Hideaki Motoyama : Clorine-36 variability for the past 900 years recorded in the Dome Fuji shallow 

ice core. The 9th symposium of Japanese AMS Society: Prospects for the New Frontiers of Earth and 

Environmental Sciences, Takeda Hall, The University of Tokyo, 20-21, October, 2006. 

3. Chiba, N., Tamakoshi, M. and Yamagishi, A.. The pili gene of the extreme thermophile Thermus 

thermophilus is involved in phage infection and twitching motility but not in the competenece for 

natural transformation. 20th IUBMB International Congress of  Biochemistry and Molecular 

Biology and 11th FAOBMB Congress, 2006/6, Kyoto. 

4. Fujita, Shuji, Yoshiharu Satoh, Junichi Okuyama and Shinji Mae: Detection of physical conditions 

within ice by radar sounding and link to ice core studies. PICR-2, 北海道大学低温科学研究所, 
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Institute of Low Temperature Science, Hokkaido University, 2-6 February, 2007. 

5. Fujita Shuji. Ice core drilling, processing and initial data of the 3029m deep Dome Fuji Antarctic ice 

core. EPICA Scientists’ meeting, Il Ciocco, Italy, 16-19 October, 2006. 

6. Fujita, shuji. Dome Fuji ice core project members : Ice core drilling, processing and initial data of 

the 3029m deep Dome Fuji Antarctic ice core. 2006 AGU Fall Meeting, Moscone Center West, San 

Francisco, 15 December, 2006. 

7. Horiuchi, Kazuho, Tomoko Uchida, Yuko Sakamoto, Aoi Ohta, Hiroyuki Matsuzaki, Yasuyuki 

Shibata, and Hideaki Motoyama : 10Be in Dome Fuji ice cores: a promising tool for elucidating the 

history of cosmic ray intensity and earth’s climate. The 9th symposium of Japanese AMS Society: 

Prospects for the New Frontiers of Earth and Environmental Sciences, Takeda Hall, The University 

of Tokyo, 20-21, October, 2006. 

8. Kato, S., Ishibashi, J., Sunamura, M., Utsumi, M., Kakegawa, T., Kawarabayashi, Y., Chiura, H. X., 

Marumo K., Urabe, T. and Yamagishi, A.. Microbial community in the subseafloor around the 

hydrothermal system at the Southern Mariana Trough. 20th IUBMB International Congress of 

Biochemistry and Molecular Biology and 11th FAOBMB Congress, 2006/6, Kyoto 

9. Kato, S., Ishibashi, J., Sunamura, M., Utsumi, M., Kakegawa, T., Kawarabayashi, Y., Chiura, H. C., 

Marumo, K., Urabe, T. and Yamagishi, A.. Microbial community in the subseafloor around the 

hydrothermal system at Southern Mariana Trough. The 6th International Conference on 

Extremophiles, 2006/9, Brest, France.  

10. Kimura, M., Shimizu, H., Yokobori, S., Ohkuri, T., Yokogawa, T., Nishikawa, K. and Yamagishi, A.. 

Hyperthemophilic translation system in the common ancestor Commonote: Analysis of ancestral 

mutants of Glycyl-tRNA synthetase of the extreme thermophile Thermus thermophilus. 20th 

IUBMB International Congress of Biochemistry and  Molecular Biology and 11th FAOBMB 

Congress, 2006/6, Kyoto. 

11. Kobayashi, C., Kato, S., Kakegawa, T., Sato, S., Masuda, H., Urabe, T., Yokobori, S. and Yamagishi, 

A.. Microbial diversity in the unique hydrothermal sediment around hydrothermal systems at the 

Southern Mariana Trough. 20th IUBMB International Congress of Biochemistry and Molecular 

Biology and 11th FAOBMB Congress, 2006/6, Kyoto. 

12. 小林悟志・神田啓史・藤山秋佐夫.南極蘚苔類における 3D 映像の研究開発. 第 29 回極域生物ンポジウ

ム.(国立極地研究所 2006, 11) 

13. Matsuba，T., Umeda，N., Akanuma，S. and Yamagishi, A.. LAHTH: A designed helix-turn-helix 

protein with high thermal stability. Fifth East Asian Baiophysice Symposium & Forty-fourth 

Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan, 2006/11, Okinawa 

14. Miyake, Takayuki, Takahiro Yanagisawa, Kiyofumi Sano, Ryu Uemura, Yoshiyuki Fujii : 

High-depth resolution analyses of microparticles in the last glacial and Holocene periods of a deep 

ice core at Dome Fuji, Antarctica. European Geosciences Union General Assembly 2006, Austria 

Center Vienna, VIENNA, AUSTRIA, 2- 7 April, 2006. 

15. Miyake, Takayuki, Takahiro Yanagisawa, Kiyofumi Sano, Ryu Uemura, Yoshiyuki Fujii : 

High-depth resolution analyses of microparticles in the last glacial and Holocene periods of a deep 

ice core at Dome Fuji, Antarctica. American Geophysical Union 2006 Fall Meeting, Moscone Center 

West, San Francisco, 11- 15 December, 2006. 

16. Narayan, R., Nemoto, N. and Yamagishi, A.. Cloning, expression, purification, and characterization 
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of digeranylgeranylglyceryl phosphate synthase from thermophilic archaeon, Thermoplasma 

acidophilum and Methanocaldococcus jannaschi, 20th IUBMB International Congress of 

Biochemistry and Molecular Biology and 11th FAOBMB Congress, 2006/6, Kyoto. 

17. Narayan, R., Nemoto, N. and Yamagishi, A.. Study of an enzyme in etherlipid biosynthesis of an 

acidothermophilic archaeon. 日本 Archaea 研究会第 19 回講演会 2006/8、福岡. 

18. Ogata, Y., Narita, T., Abe, T., Kohara, Y., Niki, H. and Kanda, H. Metagenome analysis for unveiling 

microbial diversity of Antarctic ice core. XXIX Symposium on Polar Biology (2006 年 11 月 21 日、東

京、国立極地研究所). 

19. Sasa, Kimikazu, Yasuo Nagashima, Yuki Tosaki, Yuki Matsushi, Michiko Tamari, Tsutomu 

Takahashi, Ben Hu Zhou, Keisuke Sueki, Kotaro Bessho, Hiroshi Matsumura, Kazuho Horiuchi, 

Yasuyuki Shibata, Hideaki Motoyama: Preliminary results of 36Cl measurement in an ice core 

retrieved from the Dome Fuji station by the Tsukuba AMS system. The 9th symposium of Japanese 

AMS Society: Prospects for the New Frontiers of Earth and Environmental Sciences, Takeda Hall, 

The University of Tokyo, 20-21, October, 2006. 

20. Sasaki, M., Uno, M., Watanabe, K. and Yamagishi, A.. Cold adaptation of the thermophilic enzyme 

3-isopropylmalate dehydrogenase (IPMDH) from Sulfolobus tokodaii. 20th IUBMB International 

Congress of Biochemistry and Molecular Biology and 11th FAOBMB Congress, 2006/6, Kyoto. 

21. Sasaki，M., Uno，M., Watanabe，K. and Yamagishi, A.. Cold adaptation of the thermophilic enzyme 

3-isopropylmalate dehydrogenase from Sulfolobus tokodaii. Fifth East Asian Baiophysice 

Symposium & Forty-fourth Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan, 2006/11, Okinawa. 

22. Segawa,Takahiro, Nozomu Takeuchi and Shiro Kohshima: Studies on  bacterial community of 

glacier ecosystem by 16S rRNA gene, XXIX Symposium on Polar Biology,2006.11.21. Tokyo. 

23. Shimizu，H., Yokobori，S., Ohkuri，T., Yokogawa，T., Nishikawa，K. and Yamagishi, A.. Hyper 

thermophilic translation system in the common ancestor: Analysis of ancestral mutants of GlyRS of 

the Thermus thermophilus. Fifth East Asian Baiophysice Symposium & Forty-fourth Annual 

Meeting of the Biophysical Society of Japan, 2006/11, Okinawa. 

24. Suzuki, Toshitaka, Itoh, Takeshi and Fujii, Yoshiyuki: Variations in total concentrations of metallic 

elements in Dome Fuji ice core representing the last 320 kyr. INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON 

CRYOSPHERIC INDICATORS OF GLOBAL CLIMATE CHANGE, University of Cambridge, 

August 21st-25th, 2006. 

25. Takata, M., T. Hondoh, Y. Fujii and N. Azuma : A Study on Optical Scattering Intensity of Dome Fuji 

Ice Core, Antarctica. PICR-2, 北海道大学低温科学研究所, Institute of Low Temperature Science, 

Hokkaido University, 2-6 February, 2007. 

26. Watanabe, H., Watanabe, K., Ohkuri, T., Yokobori, S. and Yamagishi, A.. Efficient way of designing 

thermostable enzymes: Ancestral mutants of 3-isopropylmalate dehydrogenase (IPMDH) from a 

thermophilic bacterium designed by using a phylogenetic tree. 20th IUBMB International Congress 

of Biochemistry and Molecular Biology and 11th  FAOBMB Congress, 2006/6, Kyoto. 

27. Yamagishi, A. and Watanabe, K.. The effects of ancestral residues on the Thermus Thermophilus 

3-isopropylmalate dehydogenase. The 6th International Conference on Extremophiles, 2006/9, 

Brest, France. 

28. Yamagishi, A.. TANPOPO: Astrobiology exposure and micrometeoroid capture experiments on the 

EUSO. International Symposium on Astronomy and Astrophysics of Extreme Universe. 2007/3, 
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Wako. 

29. 阿部貴志, 池村淑道, 木ノ内誠, 金谷重彦, 菅原秀明, 自己組織化地図(Self-Organizing Map: SOM) に

よる環境微生物ゲノム由来断片配列解析, 第 1 回日本微生物ゲノム学会, 2007 年 3 月 (かずさ) . 

30. 阿瀬貴博, 横山祐典, 松崎浩之, 堀内一穂, 柴田康行, 本山秀明 : 南極ドームふじ浅層アイスコアに記

録された過去 900 年間の Cl-36 の変動. 2006 年度 古海洋学シンポジウム, 東京大学海洋研究所講堂, 1

月 12,13 日, 2007. 

31. ドームふじ氷床深層コア掘削・研究グループ: 第 2 期ドームふじ深層コアの解析概況. 第 29 回極域気水

圏・生物圏合同シンポジウム, 国立極地研究所 (Program and Abstracts), 11 月 20-22 日, 2006. 

32. ドームふじ氷床深層コア掘削・研究グループ: 第 2 期ドームふじ深層コアの解析速報. 第 29 回極域気

圏・生物圏合同シンポジウム, 国立極地研究所, 11 月 20-22 日, 2006. 

33. ドームふじ氷床深層コア掘削・研究グループ(本山秀明・極地研/総研大ほか): 第 2 期ド ームふじ氷床深

層コア解析速報. 日本雪氷学会全国大会, 秋田市民交流プラザ ALVE, 11 月 15-18 日, 2006. 

34. 藤井理行 : Dome Fuji Deep Ice Coring Project. 北海道大学 国際南極大学シンポジウ「極地科学のフロ

ンティア」, 北海道大学低温科学研究所, 10 月 13 日, 2006. 

35. 藤田秀二、（以下 50 音順）東久美子、東信彦、飯塚芳徳、五十嵐誠、亀田貴雄、斎藤健、庄子仁、高田

守昌、田中洋一、鈴木啓助、鈴木利孝、藤井理行、藤田耕史、古崎睦、本堂武夫、本山秀明、渡辺興亜 : 

第 2 期ドームふじ氷床深層コアの現場処理報告 Ice core processing at Dome Fuji Station, Antarctica. 

日本雪氷学会全国大会, 秋田市民交流プラザ ALVE, 11 月 15-18 日, 2006. 

36. 堀内一穂、内田智子、坂本優子、松崎浩之、柴田康行、本山秀明 : ドームふじ氷床コアの Be-10 より探

る宇宙線と地球環境の変動史. 日本地球惑星科学連合 2006 年大会, 幕張メッセ国際会議場、千葉, 

5/14-18, 2006. 

37. 原太志、山城寛、根本直樹、太田好則、安永卓生、久永真市、山岸明彦. 古細菌型 Actin の特性解明及

び真核生物 Actin との比較検討. 第 6 回日本蛋白質科学会年会、2006/4、京都 
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