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淡水湖 沼 の 硫黄 酸化細菌群集 に お ける

主 要 構 成 種 の 特 定 と ゲ ノ ム 解析
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硫 黄 酸化 細 菌 （SOB ） は、硫 黄、窒 素、お よ び 炭素 の 循環 を 1丿 ン ク さ

せ る 微 生物 で あ る 。海洋 環 境 で は 、そ の 豊 富 な 存 在 量 と 元 素循 環 へ の 影

響 か ら主要 なSOB に つ い て 詳 細 な 研 究が な さ れ て い る 。一
方 で ．陸 域 の

元 素 循 環 に 寄 与 す る 淡 水 湖 沼 の SOB に 関 し て は 主 要 な 系統 す ら 不 明 で

あ っ た。本 研究 の 目的 は、淡 水 湖沼 の SOB 群 集 に お け る 主 要 構 成種 を 特

定 し 、そ の ゲ ノ ム 構成 の 特徴 を解 明ず るこ とで ある。6 つ の 淡 水 湖沼 か

ら 採 取 した 堆積 物 と 水試 料 を 対 象 に 、遺 伝 子 配 列 に 基 づ き SOB の 群 集構

造解 析 を行 っ た。こ の 結 果、淡 水湖 沼環境 の SOB 群集 は 海 洋環 境 と は 系

統 的 に大 き く異 な り 、べ 一タ プ ロテ オバ クテ リアが優 占 する こ と が示 さ

れ た。大 半 の 配列 は 特 定の 属 に 分類 で き な か っ た が、堆 積 物 と 水 試 料か

ら 高 頻 度 で 検 出 さ れ た 配 列 グ ル ープ は ．そ れ ぞ れ S“lfuricetta
denitrificans、　 s”eftiritalea　hydrogenivoransと 同 属 で あ る と 推 定 さ れ た 。
こ れ ら は他 の 淡水 環境 か らも見 出 され て い るため、淡水 湖 沼 に分布 す る

典 型 的 なSOB で あ る と 推 察 さ れ る 。我 々 は 、淡水 環 境 の 主 要な SOB の モ

デ ル と し て 、両種 の 基 準株 の 完 全ゲ ノ ム を 決 定ず る こ と に成 功 し た 。両

ゲ 丿 ム か ら 硫 黄、窒素、炭 素 循 環 に 関 与 ず る 遺 伝 子が 同定 さ れ た 。硫 黄

酸 化 関連 遺 伝子 の 構成 は 2菌株 間 で 共 通 して お り 、予 測 され た 硫 黄酸 化

経 路 は 他 の ベ ータ プ ロ テ オ バ ク テ リ ア 綱 の SOB 、　 Thiobaci〃us

4επ 癖 耀 c α 喟 と 同 じ だ っ た 。
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　【目 的 】 小 型 浮 遊 性 珪 藻 Chaetoceros 　tenuissimZtS は、初 夏か ら秋 に か け

て 沿 岸域 で ブル
ー

ム を形成 す る 、重 要 な
一

次 生産 者で あ る 。こ れ ま で

の 研 究 に よ D 、本 藻 を 宿 主 と す るウイ ル ス と して 2種類 の 異 な る 核 酸 タ

イ ブ の ウ イル ス 、CtenDNAV （DNA ウイ ル ス ） な ら び に CtcnRNAV

（RNA ウ イル ス ） の 存在が明 らか とな っ て い る。本研 究で は現 場 に 出

現 す る ウイル ス と その 要 因 を明 らか に する ため 、両 ウ イ ル ス の 増 殖 と

水温 の 関係 を 調 査 し た 。　 【方 法 】宿 主 株 （2−10，2−6株 ） に 対 す る ウイ

ル ス接 種 試 験 を15℃、20℃ な らび に 25℃ で 行 っ た。宿 主密 度、ウ イ ル

ス タ イ タ
ー

を 測 定 す る と と も に 、宿 主 細 胞 内 に お け るウ イル ス 複 製 の

有 無 を ノ ザ ン
・サ ザ ン 解 析 に よ り評 価 し た。　 【結果 と 考 察 】 宿 主 2−

m 株 は、い ず れの 水 温 条 件 で も DNAtRNA 両 核 酸タ イ プの ウ イ ル ス に

よ っ て 死 滅 し た 。ま た 、RNA ワイル ス は水 温 が低 い ほ ど宿主 殺 藻 ま で

の 期 間 が短 く、逆 にDNA ウ イ ル ス は 高水 温 で 宿 主 を 早 く殺 藻 し た 。一
方、本種2−6株は 、い ずれ の水温 条件 で も細 胞 内 にお ける RNA ウ イル ス

の 複 製 を許 さな か っ た。　 現 場 で は 比 較 的 水 温 が 低 い 20 −2S℃ の 条 件 で

RNA ウ イ ル ス が 優 占 す る が 、水 温 が 25 ℃ を 超 え る 時期 以 降 はDNA ウ イ

ル ス が 優 占す る こ と が観 察 され て い る 。RNA ウ イ ル ス は DNA ウ イ ル ス

よ り も 低 温 で 有 利 に な る と い う 今 回 の 室 内実験 結 果 は、現場 で の ウイ

ル ス の 優 占 に 水 温 が 関係 し て い る こ とを部 分 的 に 支持 す る も の と 推 察

さ れ た。珪 藻宿 主 と ウ イル ス の 関係 は複 雑 で ある ため、塩分 や 光条 件

な ど 、今 後 も様 々 な 条件 下 に お け る 両 者 の 関 係 を 精査 す る こ と が 、現

場 に お け る 宿 主挙 動の 理 解 に 必 要で あ る。
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静 岡 県 浜 松 市 に 位 置 す る 佐 鳴 湖 は 、上 流 か ら 2つ の 都市 河川 が流 入 し下

流 で は浜 名 湖 と連結 し て い る 富栄 養 化汽 水 湖で あ る 。水 質 浄化 の
一

つ

の 手 法 と し て 窒 素 循 環 の 強化 が 考 え ら れ る。そ こ で 、本 研 究で は 窒 素

循 環 に お け る律 速段 階 で あ る硝 化 特 性 に つ い て 動 力 学的 お よび 微 生物

生 態 学 的に 把握す る こ と を 目的と した m 上 流部 と下 流部 に おけ る 底泥

お よ び湖 水 を採 取 し 、実サ ン プル を 用 い た 硝化 活 性 の 動 力 学的 解 析 を

行 っ た 。そ の 結 果 、ア ン モ ニ ア 酸 化 お よび 亜硝 酸 酸化 とも に上 流 部の

方 が下 流部 に比 べ 、V＿値 お よびκ、値 は 約2〜10倍高 い 値を 示 し 、現 場 に

お け る ア ン モ ニ ア酸化 活性 は数 mM 程 度 で 阻害 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
こ の 結 果 は 、良好 な 窒素 循 環 を 図 る た め に は 排 水 中 の ア ン モ ニ ア 濃 度

を極 力 抑 え る 必要 が あ る こ と を示 唆 して い る 。ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 遺

伝子 　（amoA ） を 標 的 と し た ク ロ ーン ライ ブ ラ リ
ー

解析 の 結果 、中流

部 お よ び下 流 部 にお い て はア
ー

キ ア 由 来 amoA の み が検 出さ れ 、特 に

Greupl．lbに 属 す る amoA が 優占化 して お りNitrososphaera 由 来の AmoA と

約80 ％ の 相 同性 を 示 した。下流 部 にお ける ア ーキ ア 由来 amoA を 対 象 と

し た real −tirne　PCR お よ び DGGE の 結 果 、3年 間 を 通 し て LO ± 0．2xles
cepies 　g

．1
　sediment で あ り群 集 構 造 も ほ ぼ安 定 し て い た 。一

方 で 、塩 素

濃 度 が 下 流 部 に 比 ぺ 約 30倍 低 い 上 流 部 に お い て は バ ク テ リア 由 来 の

amoA も 検 出され た。以 上の 結果 か ら 、佐 鳴 湖底 泥 に お い て は 主 に 新規

の ア ー
キ ア が硝化 を担 っ て お り、そ の 能力 は 安 定 し て い る 事が 示 唆 さ

れ た。現 在、ア ン モ ニ ア 酸化 ア ーキ ア の 集 積
・
分 離 お よ び塩 濃 度 が ア

ン モ ニ ア 酸 化ア ー
キ アお よび 細 菌の 動 態 に及 ぼ す影 響 に つ い て 解 析を

進 め て い る 。
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有 害渦 鞭毛 藻 ヘ テ 囗 力 プ サ に よ る 赤 潮 の 終 息 に は、1本 鎖RNA ウイ ルス

（HcRNAV ）の 感染 が重 要 な影 響を 与え て い る 可 能性 が 示 唆 さ れ て お り、
演 者 ら は 、ウ イ ル ス の 高 い 複 製 能 や 宿主 特 異性 を 利 用 した 生物 学 的 赤

潮 防 除 法 と して 「HcRNAV を含む 天 然 海底 泥の 利用 」 を 検討 中で あ る 。
同 法 の 最 適化 に は 、高精 度 か つ 迅 速 な ウ イ ル ス 定 量技 術 が不 可 欠 で あ

る が、従 来 法 で は 、測 定対 象 が
一

部 の 株特 異 的 な HcRNAV 数 に 限 定 さ

れ る こ と、測定 に 且週間 以上 を 要 す る な ど の 問 題 が あ っ た 。そ こ で 、本

ウ イ ル ス に 特 異 的 な 測 定系 を 開発 し、散布 したHcRNAV の 効 果 の 検 証

や 現場 環 境 で の 持 続 的測 定 へ の 適 用 を 目 指 す こ と と した 。HcRNAV は

感 染 タ イ プ に よ っ て 3タ イ プ に 分 け ら れ る た め、各 タイ プ の 代 表 株

（HcRNAV34 ，109，659）の 特 異 的塩 基配 列 に基 づ き 、複製 酵素 遺伝 子 お よ

び カプ シ ドタ ン パ ク質遺 伝 子の 2領域 に 対 し て そ れ ぞれ 特 異 的な プ ラ イ

マ
ー

とプ ロ
ー

ブセ ッ トを設 計 した 。そ の 結 果 、マ ル チ プ レ ッ ク ス リア

ル タ イ ム RT−PCR 法 に よ る HcRNAV 特 異 的 な測 定 系の 開 発 に 成 功 し た。
ま た、各 代表 株 に つ い て 、マ ル チ プ レ ッ ク ス リ ア ル タ イ ム PCR 法 、透

過 型 電 子 顕 微 鏡 を 用 い た 直 接計 数 法、お よびMPN 法 に よ る 測 定結 果 を

比 較 し た 結 果、前 二 者 は高 い 相 同 性 を示 し たが、MPN 法で 得 られ た結

果 は ウイル ス 株 に よ っ て 異 な っ た 。開発 した リア ル タ イム PCR 法 は 、
1時 間 以 内 に 3タ イブ の 検 出が可 能 で あ る こ と、測 定精 度 が 高 い こ と 、
さ らに 2領 域 を 同 時 に検 出 す る た め 特 異 性 が 高い こ と か ら、現 場 環境 中

に お け る全HcRNAV の 定 量 に 適用 可 能 で あ る こ とが 示 さ れ た 。
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