
１．は じ め に

地球には，鉱山の地下坑道や陸上に地熱水が噴出す

ることでできる陸域の熱水域と中央海嶺や背弧海盆に

できる海底熱水域がある。熱水域には特異な代謝特性

をもつ化学合成菌など多様な微生物が生息し，また同

じ熱水域でも水温が異なる場所では微生物相が異なる

ことはよく知られている（Skirnisdottir et al., 2000;

Takai et al., 2004; Hirayama et al., 2005; Brazelton

et al., 2006; Boomer et al., 2009）。熱水域における微

生物生態と物質動態の解析は，極限環境下で微生物が

行う地球化学作用や初期生命進化を追及する上で重要

な研究課題である（Takai et al., 2004; Nishizawa et

al., 2007; Ueno et al., 2006, 2008）。熱水域の微生物

地球化学研究を行うとき，陸域熱水域（特に温泉）は

海底熱水域に比べてアクセスが容易であるという利点

をもつ。また前者は後者とちがって，熱水が冷たい海
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水で急速に冷却することはないため微生物相の空間的

変化がメートルスケールで起き（後者ではミリメート

ルからセンチメートルスケール），微生物相と水温及

びに他の環境因子の関係を解析しやすいという利点が

ある。

温泉の微生物相を規定する環境因子として，次の5

つが候補としてあげられる。光，水温，pH，酸化還

元電位，熱水化学組成の5つである。これら環境因子

の中で，水温と硫化水素濃度が微生物相に与える影響

はよく研究されている。たとえば，水温が70°Cを超

えるような地熱水噴出点やその近傍では硫化水素濃度

にかかわらず Aquificales 目のバクテリアが優先して

いる（Skirnisdottir et al., 2000）。Aquificales 目に属

するバクテリアは，主として水素や硫黄を酸化するこ

とでエネルギーを獲得し二酸化炭素を唯一の炭素源と

する化学合成独立栄養生物であるため（Takai et al.,

2002），化学エネルギーに依存した生態系を地熱水噴

出点近傍に形成する。一方で噴出点から離れた下流域

（水温が70°C以下）で硫化水素濃度が低い環境で

は，シアノバクテリアや Chloroflexi 門の光合成バク

テリアが優先し光エネルギーに依存した微生物生態系

を形成している（Skirnisdottir et al., 2000; Boomer et

al., 2009）。つまり，陸上温泉では化学合成微生物に

支えられた生態系から光合成微生物に支えられた生態

系への空間的なシフトが観察される。

一方，地下にできた温泉の微生物生態はどのような

ものであろうか？ まず，地下は日光があたらない暗

黒の世界なので，光合成微生物に支えられた生態系は

存在し得ない。一方で，もし地熱水が有機物を含む堆

積岩と反応を起こしているならば，噴出した温泉水は

水素，硫化水素，メタン，アンモニアといった還元物

質を豊富に含んでいるであろう（Takai et al., 2002）。

この場合，温泉水に溶存する還元物質を電子供与体と

し，噴出地点の地下大気の酸素を電子受容体としたエ

ネルギー代謝を行う微生物が生育することは可能であ

る。つまり光が当たらない地下温泉では光が当たる陸

上温泉より，微生物相と水の化学組成が強くリンクし

ているはずである。

つまり地下温泉の研究を行えば，極限環境下での微

生物種―代謝様式―代謝速度―熱水化学組成―温度を

つなぐ関係が的確に得られる可能性がある。こうした

知見は，同じく化学合成生物によって支えられた海底

熱水域での微生物生態と物質動態を解明する上でも重

要な基盤となる。しかし，地下温泉の研究例は限られ

ており，温泉水の化学データと微生物データを結合さ

せた研究は鹿児島県菱刈金山の地下温泉に関するもの

だけである（Marteinsson et al., 2001; Takai et al.,

2002; Inagaki et al., 2003a; Hirayama et al., 2005;

Nunoura et al., 2005）。

そこで本総説では，この菱刈金山の地下温泉の微生

物地球化学の研究を紹介する。また環境中での微生物

代謝を理解する上で重要な情報源となる環境 DNAと

その解析手法についても簡単に説明する。なお，ここ

で紹介する解析手法は他書に詳述されている（たとえ

ば，杉山ほか，1999）。

２．環境中の微生物コミュニティー内で起

きうる代謝と微生物種を解析する方法

２．１ 環境DNA解析

環境に生息する微生物種の99.9％以上は難培養で単

離が困難であるため，生理学的特徴が十分理解されて

いる微生物種は極めて少ない（Pace, 1997）。したがっ

て環境の生態系において，数的に主要な微生物であっ

てもそれがどのような代謝を行っているのか不明なも

のも多い。一方，環境の生態系で起きうる代謝と微生

物種を解析する手法として環境 DNAの解析が有効で

ある（Stein et al., 1996）。環境 DNAとはある環境試

料中の全微生物から培養を経ずに直接抽出した DNA

をさす。DNAにはさまざまな酵素をコードする遺伝

子が含まれている。その中には全ての生物が保有する

生体分子（例，rRNA）の遺伝子に加えて，生物地球

化学的に重要であるが一部の生物しか行えないような

特殊な代謝を触媒する酵素の遺伝子（機能遺伝子:例

えば，amoA はアンモニア酸化酵素の サブユニット

の機能遺伝子である。Table 1）も含まれる。したがっ

て環境 DNAに含まれる rRNA遺伝子の種類からその

環境に生息する微生物の種類が，機能遺伝子の種類か

らその環境で起きうる代謝の情報が得られる。ここで

環境 DNAに機能遺伝子が存在していても，必ずしも

環境中でその酵素が発現するとは限らないことに注意

が必要である。しかし，環境 DNA解析は1）環境条

件が変化したときに行いうる代謝の情報も得られる，

2）DNAは安定な物質であるため dead chimneyや海

底堆積物の DNA解析から過去の微生物生態の情報が

得られるという利点を持っている（Inagaki et al.,

2003b; Miyazaki et al., 2009）。環境中で起きている

代謝を調べるためには，環境水の化学組成やインキュ

ベーション実験による活性測定，そして環境中の
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mRNAを対象とした遺伝子解析が必要となる（Lam

et al., 2009; Miyazaki et al., 2009）。なお，mRNAは

一本鎖であるため物理的に切断されやすいだけでな

く，大気中に蔓延している RNA分解酵素によって容

易に分解するので，分析に特別の注意を要する。

次に遺伝子の解析方法について述べる。環境試料の

機能遺伝子の解析では，目的の酵素を保有する培養菌

株の研究から塩基配列が決定された機能遺伝子を基準

にして，これと似た塩基配列をもつ遺伝子を検索する

（相同性解析）。しかし，基準の機能遺伝子に対して

どこまで塩基配列が似ていれば同一の機能遺伝子であ

ると認定するのか，その線引きは難しい。たとえば基

準の機能遺伝子に対して塩基配列の相同性が70％程

度あってもコードされた酵素の機能が異なる場合もあ

れば（nifH cluster Iと nifH cluster IV; Staples et al.,

2007），相同性が数十％程度でも同種の機能遺伝子で

あることもある（バクテリアとアーキアの amoA）。確

立された機能遺伝子とは塩基配列が大きく異なる機能

未知の遺伝子が，前者の遺伝子と同じ機能を有するか

どうかを知るためには，機能志向型のメタゲノム解析

（未知遺伝子をプラスミドといわれる環状二本鎖

DNAに組み込み，大腸菌の中で発現させて機能を解

析する手法）が有効である。

２．２ PCR法

環境 DNAの存在量は少ないため，環境 DNAの中

から目的の遺伝子を検出するためには，その遺伝子の

量を天然存在量の106倍程度に増幅する必要がある。

PCR法は一対のプライマー（目的とする DNA領域

の両端でそれぞれ別の DNA鎖にアニールする20～

30塩基程度の DNA断片）と DNAポリメラーゼ

（DNA複製酵素）をもちいて，プライマーに挟まれ

た DNA領域を連鎖反応で指数関数的に合成する方法

であり，目的遺伝子の量を数時間で106倍に増幅する

ことができる。

また PCR法で目的の遺伝子断片を増幅するとき，

二本鎖 DNAに結合すると蛍光を発する試薬（イン

ターカレーター）を反応系に加えて反応中の蛍光強度

を計測すれば，蛍光強度（正確には蛍光強度の増幅パ

ターン）から環境試料における目的遺伝子の濃度を定

量的に求めることができる（定量 PCR法，Smith and

Osborn, 2009）。

ただし蛍光強度の増幅パターンはポリメラーゼ反応

を阻害する物質の種類と濃度に応じて大きく異なる。

天然試料（堆積物や微生物マット）にはポリメラーゼ
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反応を阻害する種々の物質が様々な割合で存在するた

め，遺伝子断片の量が同じであっても試料ごとに遺伝

子増幅パターンが異なる可能性が高い（Smith and

Osborn, 2009）。その結果，天然試料に含まれる目的

遺伝子の正確な濃度の計測は困難とされ，定量 PCR

法で得られる濃度はあくまで参考値として捉えられて

いる。

２．３ クローン解析

PCRで増幅した目的の遺伝子断片の種類（塩基配

列で分類した系統）とその相対存在率を求めたいと

き，クローン解析は有効である。たとえば目的の遺伝

子断片が rRNA遺伝子であるならば，PCRで増幅さ

れた rRNA遺伝子の種類と相対存在率がクローン解

析から得られる。ただし，PCR後の遺伝子産物は

PCR前の遺伝子断片比を正確に反映しない。その結

果，もとの試料における各微生物系統の相対存在率を

rRNA遺伝子クローン解析で求めることは困難であ

り，解析結果はあくまで参考値として捉えられてい

る。

３．菱刈金山地下熱水域の研究例

３．１ 地質設定

菱刈金山は，鹿児島県伊佐市の菱刈地区東部にある

日本最大の金鉱山である。Fig. 1に菱刈金山地下の地

質構造を示す。菱刈金山は白亜紀の四万十超層群の頁

岩を基盤岩とし，不整合を介して上位に第四紀の安山

岩質火山岩が存在する。金鉱脈は基盤岩のフラク

チャーに沿って鉛直方向に多数貫入しており，約百万

年前のマグマの活動に伴う熱水の活動によって形成し

たと推定されている（Izawa et al., 1990）。

地下320 mの坑道には，天水起源の地熱水が噴出

して水深数mm，幅数十 cm，長さ10 m程度の温泉

ができており，温泉には茶褐色の微生物マットが発達

している。顕微鏡観察から，この微生物マットは桿

菌，球菌，鉱物（水酸化鉄など）で構成され，桿菌が菌

体外に分泌した粘着質によって鉱物や球菌が付着して

いると考えられた（Fig. 2）。Hirayama et al.（2005）

では，噴出口からの流域距離が1 m，3 m，7 mの地

点をそれぞれ上流，中流，下流と定義して熱水と微生

物試料の解析を行なった。

３．２ 熱水化学組成

温泉水の物理化学的特徴を Table 2にまとめた。温

泉水は弱酸性の淡水で（salinity 0.1％，pH 5），噴出

口での水温は70°Cである。源泉水は水素分子，メタ

ン，アンモニウムに富む化学組成をもつ。この3つの

化学成分の濃度は温泉水が上流から下流に向かって流

Fig. 1 Schematic cross section and the subsurface geologic structure in the Hishikari gold
Mine (modified after Inagaki et al., 2003a).
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れる間にそれぞれ減少している。一方で，亜硝酸と硝

酸の濃度は温泉水が上流から下流に向かって流れる間

にそれぞれ上昇している。なお，硫酸濃度は流域によ

らずほぼ一定である。また坑道内の大気は地表の大気

と組成が同じである。上流から下流にかけて観察され

た温泉水の化学組成の変化から，アンモニア酸化と亜

硝酸酸化が流域の微生物マットで活発に行われている

ことが示唆される。また微生物による水素酸化とメタ

ン酸化も活発に行われていることが同様に示唆され

る。一方，この微生物マットでは硫酸還元は活発に起

Fig. 2 Photographs of Hishikari subsurface geothermal water stream (a). Microbial mat
developed in the upper stream (b, c). DAPI-stained microbial community in the mat
developed in the upper stream (d, e). Filamentous bacteria in Figs. 2d and 2e are
probably non-phototrophic bacteria belonging to phylum Chloroflexi.

Table 2 Physical properties of stream water and chemical components in mat-interstitial water of
Hishikari subsurface geothermal water stream measured in November 2001 (Hirayama et
al., 2005).
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きていないことも予想される。

３．３ マットの微生物種組成，機能遺伝子組成

化学組成のデータから予想された微生物マットでの

主要なエネルギー代謝は微生物学データの裏付けを取

ることで確固たるものとなる。マットの環境 DNAに

含まれるバクテリアの rRNA遺伝子のクローン解析

から，上流マットは好気性メタン酸化バクテリア

（ -Proteobacteria，独立栄養），通性嫌気性水素・

硫黄酸化バクテリア（Sulfurihydrogenobium 属，独

立栄養）ならびに Chloroflexi 門に属する未培養

のバクテリアが優先する（Table 3; Hirayama et al.,

2005）。一方で，中流・下流マットでは好気性アンモ

ニア酸化バクテリア（Nitrosomonas 属，独立栄養）

と好気性亜硝酸酸化バクテリア（Nitrospira属，独

立栄養）が優先する（Table 3）。

次に各流域のマットの環境 DNAに含まれる機能遺

伝子の存在度をみる（Table 3，Fig. 1）。バクテリア

のメタン酸化酵素の機能遺伝子（pmoA）は上流マッ

トに多いのに対して，バクテリアのアンモニア酸化酵

素と亜硝酸酸化酵素の機能遺伝子（amoA，nxrB）

はともに中流マットと下流マットに多い。

熱水化学組成と環境 DNAの遺伝子組成の結果か

ら，次の結論が得られる。1）上流マットでは -

Proteobacteria と Sulfurihydrogenobium 属によって

好気的メタン酸化と水素酸化がそれぞれ活発に行われ

ている。2）一方，中流マットと下流マットでは Nitro-

somonas 属と Nitrospira 属によって好気的アンモニ

ア酸化と好気的亜硝酸酸化がそれぞれ活発に行われて

いる。なお，上流に優先する Sulfurihydrogenobium

属は元素状硫黄やチオ硫酸塩を酸化することでもエネ

ルギーを得ることができる（Takai et al., 2002）。し

かし，マットの顕微鏡観察や温泉水の化学組成の結果

を考慮すると，現場環境では元素状硫黄やチオ硫酸塩

は少ないと考えられ，マットでは硫黄酸化は活発に行

われていないと予想された。以上から，菱刈地下温泉

では，マットに優先する化学合成独立栄養微生物のエ

ネルギー代謝によって，温泉水の化学組成がわずか全

長10 mの流域内で大きく変化していることが明確に

なった（Fig. 3）。

３．４ 陸上や地殻内熱水環境に形成された微生物生

態系との比較

菱刈金山の地下温泉では熱水の化学組成と微生物種

が強くリンクし，化学合成独立栄養微生物（通性嫌気

性水素・硫黄酸化バクテリア，好気性メタン酸化バク
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テリア，好気性アンモニア酸化バクテリア，好気性亜

硝酸酸化バクテリア）が優先した生態系が構成されて

いることがわかった。

一方で，陸上温泉では化学合成微生物（主に好気性

水素酸化菌，好気性硫黄酸化菌，嫌気性硫黄還元菌，

発酵菌など）が優先した生態系は水温70°C以上の水

域に限られ，水温70°C以下の水域ではシアノバクテ

リアや Chloroflexi 門の光合成バクテリアが優先した

微生物生態系が成立している（Skirnisdottir et al.,

2000; Shock et al., 2010）。菱刈金山の地下温泉で優

先する好熱性のアンモニア酸化バクテリアや亜硝酸酸

化バクテリアは陸上温泉でも検出されているが，生態

系において量的に卓越していない（Lebedeva et al.,

2005）。したがって，陸上温泉と地下温泉にそれぞれ

発達する生態系の違いを生み出す最も重要な物理化学

因子は太陽光である。

次に，菱刈金山の地下温泉の微生物生態系と源泉熱

水（aquifer water）の微生物生態系を比較する。源

泉熱水からは，上流マットで検出された通性嫌気性の

水素・硫黄酸化バクテリア（Sulfurihydrogenobium

属）に加えて，温泉小川からは検出されなかった好気

性メタン酸化バクテリア（ -Proteobacteria）と未培

養株 OPB 37の rRNA遺伝子が検出された（Inagaki

et al., 2003a）。また，前の2種のバクテリアは培養実

験で増殖したので，生菌であり，熱水帯水層内でも活

動していると考えられる（Inagaki et al., 2003a）。

源泉熱水の微生物生態系は地下温泉のそれに比べ

て，微生物系統の多様性が乏しい点が特徴としてあげ

られる。また，源泉熱水に優先する通性嫌気性の水

素・硫黄酸化バクテリア（Sulfurihydrogenobium

属）は電子受容体として酸素だけでなく，源泉熱水に

10～100μM程度溶存する複数の化合物（硝酸，三価

鉄，ヒ酸）を利用できることが培養実験から示された

（Takai et al., 2002）。このような特徴から，地殻内

熱水環境では柔軟な代謝能をもつ菌が淘汰され，生態

系で優先しているという仮説が立てられる。また，源

泉熱水試料を使った培養実験で好気性のメタン酸化菌

も増殖したので，この菌は源泉熱水に溶存する酸素

（5μM）とメタンを使って地殻内熱水環境で好気的

メタン酸化を行っている可能性がある（Inagaki et al.,

2003a）。このように還元的な地下水に嫌気性の生菌

だけでなく好気性の生菌も相当の割合で含まれている

ことは，他の鉱山の地下水からも報告されているが，

好気性微生物の地殻内での代謝活動は十分明らかには

なっていない（Murakami et al., 2002）。

４．最近の進展と今後の展望

環境 DNA解析と温泉水化学解析を組み合わせるこ

とで，1）菱刈金山地下温泉の微生物相は温泉水の化

学組成（水素，メタン，アンモニア，亜硝酸）によっ

て主に決定されること，2）温泉水の化学組成，特に

無機窒素化合物の組成は微生物代謝によって上流から

下流にかけ大きく変化していること，3）上流，中流，

下流のマットで微生物相が大きく異なること，4）各

流域のマットの主要微生物は化学合成独立栄養である

こと，そして5）各流域での主要なエネルギー代謝と

バクテリア種の対応関係が解明できた（Hirayama et

al., 2005）。

しかし以下の3つの重要問題はまだ解決されていな

い。第一の問題は，菱刈マット生態系におけるアーキ

アの生物地球化学的役割である。原核生物のもう一つ

Fig. 3 Summary of geochemical and molecular bio-
logical results of microbial ecosystem in
Hishikari subsurface geothermal water
stream (Hirayama et al., 2005).
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のドメインを構成するアーキアについて，マットにお

ける系統，存在度，ならびにエネルギー代謝に対する

役割はHirayama et al.（2005）では考慮されていな

い。この問題を解決するため，Nunoura et al.

（2005）は菱刈マットについてアーキアの rRNA遺

伝子の解析を行い，マットに存在するアーキアの系統

と存在度を報告した。まず定量 PCR解析の結果，上

流マットにはバクテリアに匹敵する量のアーキアが存

在することが明らかになった（マット全微生物の80

％）。またこのアーキアはクレンアーキア門の新規グ

ループに属す未培養種であることが分かった

（HWCG III: hot water crenarchaeotic group III）。

存在量の観点から HWCG IIIは上流マットにおける

エネルギーフローや炭素フローにおいて重要な役割を

果たしていると想像されたが，2005年の時点ではこ

のアーキアがマットで何を行っているのかは不明で

あった。しかしその後の研究により，HWCG IIIの

近縁種がアンモニア酸化によってエネルギーを得て二

酸化炭素を唯一の炭素源とする化学合成独立栄養生物

であることが判明した（de la Torre et al., 2008）。そ

の結果，上流マットでは炭酸固定やアンモニア酸化に

おいてHWCG IIIの寄与が非常に大きいと予想でき

るが，これまでの測定データからは定量的な解析は困

難である。

第二の問題は，生態系における窒素フローの問題で

ある。菱刈金山の地下温泉ではアンモニア酸化や亜硝

酸酸化が活発に行われていることは明らかとなった

が，窒素化合物の濃度データだけではそれぞれのエネ

ルギーフラックスは計算できない。なぜならば亜硝酸

の濃度は，アンモニア酸化菌のアンモニア酸化だけで

なく，多種の微生物が行う硝酸還元によっても増加す

るからである。また熱水中のアンモニウム濃度はアン

モニア酸化菌のアンモニア酸化だけでなく，多種の微

生物が行う同化によっても減少するからである。この

ように窒素化合物1種あたりの生成消滅反応は複数あ

るため，濃度の情報だけでは各反応の相対的寄与を計

算することが困難である。菱刈マット生態系での窒素

フローを解析するためには，各流域の硝酸，亜硝酸，

アンモニウムの濃度と窒素同位体比のデータセッ

ト，15Nラベルした窒素化合物（たとえば15NO3
－）を

使ったインキュベーション実験で得られる窒素化合物

の経時的な同位体データ，ならびにアーキアとバクテ

リアの種組成のデータが不可欠となる。

第三の問題は，生態系における炭素フローの問題で

ある。この問題についても定量的な解析はなされてい

ない。

バクテリアだけでなくアーキアも含めたマット内で

の炭素フロー・窒素フロー・エネルギー代謝と微生物

種の関係を明らかにするため，著者を含めた研究グ

ループは2009年4月に菱刈金山地下熱水域の微生物地

球化学的調査を再度実施し，統合的解析をすすめてい

る。こうした分析にはアーキアタイプの amoA の定

量を含めた種々の遺伝子解析や熱水化学解析に加え

て，13C標識化合物を利用した生体化合物レベル・細

胞レベルでの炭素フロー解析や，無機窒素化合物の安

定同位体と15N標識化合物を利用した活性測定に基づ

く窒素異化代謝速度の解析が含まれている。これらの

分析は現在進行中であるが，アーキアを含めた微生物

相―炭素フロー―エネルギーフロー―熱水化学組成の

関係が解明されつつある。さらにこの研究から得られ

る知見は，アンモニアやメタンに富む海底熱水域（た

とえば，沖縄トラフ）における微生物相―炭素フロー

―エネルギーフロー―熱水化学組成の関係を解析する

上でも重要な基盤となると期待される。
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