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Abstract

　　Occurrence and distribution of microorganisms in the subsurface of deep-sea 

hydrothermal vents（sub-vents）were investigated using sub-vent rock samples（cores, 

approximately 6.5 cm in diameter）collected by the Ocean Drilling Program（ODP）.  The central 

parts of the cores（subcores, approximately 1.5 cm in diameter）were extracted in an anaerobic 

chamber.  The degree of contamination by drilling fluid（surface seawater in ODP）was tested 

using perfluorocarbon（PFC）tracers.  The test showed that PFC-traced contamination was 

limited to core surfaces and was not detected in subcores.  Therefore, subcores were used in 

microbiological analyses for direct counts, adenosine 5-triphoshate（ATP）measurements, 

thermophilic incubations, and 16S ribosomal RNA gene（16S rDNA）sequences. Microbial cells 

in the subcores were observed from depths shallower than 97.9 meters below the seafloor

（mbsf）by 4’6’-diamidino-2-phenylindole（DAPI）-epifluorescence microscopy. Similarly, ATP 

was detected only from depths shallower than 44.8 mbsf by the luciferin-luciferase method.  

Portions of subcores from various depths, 9.7-301.5 mbsf, were directly incubated 

anaerobically with a heterotrophic medium at temperatures of 60 ℃ and 90 ℃.  After two 

weeks, an increase in cell numbers was observed for 60℃-cultures from 59.8 ― 99.4 mbsf 

samples, and for 90℃-cultures from 69.1-128.9 mbsf samples.  The 16S rDNA sequences 

suggest that microorganisms from the 60 ℃- and 90 ℃-cultures are closely related to the 

thermophilic species belonging to the genera Geobacillus and Deinococcus, respectively.  These 

results indicate 1）existence of microbial habitats in the sub-vent region of subseafloor, and 2）

habitat segregation of thermophilic bacteria over the sub-vent thermal gradient.

Key words： sub-vent biosphere，thermophiles，deep-sea hydrothermal vent field，Ocean 

Drilling Program

キーワード：サブベント生物圏，好熱菌，海底熱水噴出孔域，国際深海掘削計画

＊　広島大学大学院生物圏科学研究科
＊　School of Biosphere Sciences, Hiroshima University



I．は じ め に

　東太平洋海膨21°Nという今や古典的な海域に

300℃を超える高温熱水の噴出とそこに生息する

特異な生物群集が 1979年に発見されて以来，熱

水噴出域から好熱菌および超好熱菌を含む多数の

微生物が単離されてきた（Reysenbach et al., 

2002によるレビュー参照）。ほぼ同じ頃に発展し

た“培養に依存しない微生物群集の種組成解析”，

すなわち 16Sリボソーム RNA遺伝子（16S 

rDNA）などをターゲットとした遺伝子解析が，

熱水環境に生息する微生物の群集解析にも適用さ

れるようになり，海底熱水域の微生物組成は熱水

環境の特性を反映することがわかってきた。例え

ば，熱水による高温環境では好熱菌が優先し，また，

嫌気的なガス成分が多量に供給されている熱水域

にはそれを栄養として生育する独立栄養細菌が卓

越している等のことが報告されて来ている（Mo- 

yer et al.,　1995; Jeanthon, 2000; Takai et al., 

2001）。

　深海熱水域は高温熱水（＞ 300℃）が低温海水 

（2 ℃程度）に放出される環境にあり，温度・pH・

酸化還元電位などに関する鋭い環境勾配が形成さ

れている。それゆえに，海底熱水域に生息する微

生物群集は高い多様性を示すと言われている。し

かし，これまでの微生物研究対象は，海底熱水循

環系の中でも熱水やチムニー，堆積物といった海

底面付近に限られていた。

　米国ワシントン大学の Demingと Barossは，

海底熱水とその周辺海水に含まれる核酸および脂

肪酸の分布調査を行った（Deming and Baross, 

1993）。そして，海底熱水域に分布する有機物の

かなりの部分は熱水系に依存した微生物由来のも

のであることを明らかにした。

　さらに 1996年にファン・デ・フーカ海嶺の熱

水噴出域で行われた国際深海掘削計画（Ocean 

Drilling Program, ODP）の第169掘削航海（Fou-

quet et al.,　1998）では，海底熱水域の掘削によ

り 350℃ の熱水を掘り当てた。その熱水中には，

海底下の微生物マットの一部と思われる白い浮遊

物が無数に観察され，海底下に微生物の生息場所

が存在する可能性が示唆された。

　このような熱水噴出孔下の微生物圏（サブベン

ト生物圏）の存在を“可能性”から“事実”とし

て確認するために，そして，サブベント微生物の

多様性やその分布などを明らかにする企図の一環

として，ODP第 193掘削航海（2000年 11月～

2001年 1月）が，西太平洋マヌス海盆海底熱水噴

出域の PACMAMUS siteで行われた（Binns et 

al.,　2002）。本稿では，海底熱水噴出域掘削とそ

の際に回収された岩石コアを用いた微生物研究の

方法論について記述し，一つのサブベント生物圏

の例として紹介する。

II．マヌス海盆における熱水活動の特徴

　ニューブリテン島弧―海溝系に属すマヌス海盆

は，西太平洋の背弧海盆のひとつである（図 1）。

本海域では，トランスフォーム断層で区切られた

3つのセグメント（西マヌス拡大軸 , WMSC; マヌ

ス拡大軸 , MSC; 南東海嶺 , SER）で海底拡大が見

られる。中央に位置するMSCの南部では，現世

の背弧海盆における最速拡大（10 cm y － 1）が知ら

れている。海底熱水活動はMSCと SERで見つ

かっている。MSCでの海底熱水活動は，1986年

にドイツの調査船ゾンネの海底写真観測によって

初めて確認された。また 1990年には，275℃の熱

水を噴出する熱水チムニー群“ウィーンの森”が，

ソ連（当時）の潜水艇ミールによって観察された。

　マヌス海盆におけるもう一つの活動的熱水噴出

域（SER）は，1986年の PAPATUA航海（米国

スクリップス海洋研）や 1990年の白鳳丸 KH-90-

3航海（東大海洋研）によって調査され 2カ所の

熱水噴出域が指摘された。そのうちの１カ所は，

直径１～ 2 kmのカルデラ状凹地であることが分

かった（DESMOS site）。1991年には SERでさ

らにもう 1カ所の熱水噴出域が発見され，

PACMANUS siteと 命 名 さ れ た（Binns and 

Scott, 1993）。そ し て，2000年 の 日 仏 共 同

MANAUTE航海でフランスの潜水艇ノティール

がDESMOS siteの東側で 220～ 280℃の新たな

熱水噴出域（SuSu site）を発見した（Auzende 

et al.,　2000）。
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　その後も潜水調査船「しんかい 2000」などの調

査により，比較的狭い範囲に多様な熱水噴出孔が

発見され，一種の“熱水噴出孔の博物館”といっ

た様相を呈している。別の観点では，鉱物資源を

巡る鉱区権設定と生態系保存および生物資源の利

用・開発などの思惑が激しく交差している生々し

い現実の場でもある。

III．熱水域の海底掘削と岩石サンプル

　ODP第 193掘削航海は，マヌス海盆の SERに

位置する PACMANUS site（水深 1640～ 1690 

m）をターゲットとした。本サイトは石英安山岩

よりなる比高 500 m，長さ 20 kmの Y字型をし

た Pual（パプア語でフォークの意味）海丘の尾根

に位置し，熱水噴出域が北東―南西方向に約 1 km

にわたって分布している。ここでの掘削は，

PACMANUS site南西部の Site 1188（Snowcap）

と，北東部の Site 1189（Roman Ruins）の 2カ

所で行われた（図 2；Binns et al.,　2002）。

　Site 1188は，85～ 104℃の比較的中温の熱水

噴出が観察された場所である。本サイトでは

“Hole 1188”と名付けられた孔が掘削され，最 

終的に海底下387 m（meters below seafloor ; 

mbsf）までの掘削に成功した。海底面から 48.2 

mbsfまでの浅部からは，多孔質の安山岩や石英安

山岩が回収され，さらに深部からは熱変質を受け

た火山岩が回収された（図 3）。地下深部から採取
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図　1　マヌス海盆周辺のテクトニクスと海底熱水
噴出域の分布．

Fig.　1　A map showing the tectonics of the 
Manus Basin region and the location of 
the hydrothermal active fields.

図　2　PACMANUS site における海底熱水域と掘削
サイト．

Fig.　2　Distribution of hydrothermal deposits and 
drilling sites at the PACMANUS site.



された火山岩には，多数の熱水脈が観察された。

また，その熱水脈中には黄鉄鉱や黄銅鉱などの硫

化物結晶が見られた。掘削終了から 8日後に行わ

れた孔内温度測定の結果，Hole 1188の最深部付

近（363.4 mbsf）の現場温度は少なくとも 313℃で

あったことがわかった。（表 1）。

　“ローマの遺跡”と呼ばれた Site 1189は，220

～ 268℃の熱水の噴出が知られていた地点である。

本サイトでは“Hole 1189”と名付けられた孔が

掘削され，最終的に 206 mbsfまでの掘削に成功し

た。海底面から 19.4 mbsfまでの浅部には多孔質

の安山岩や石英安山岩が見られ，以深からは熱変

質を受け熱水脈が発達した火山岩が回収された。

掘削終了直後の孔内温度，すなわち，まだ 

“真の現場温度”に回復していない孔内温度は，

106.3 mbsfで 68℃ であった（表 1）。なお Site 

1189での海底掘削は航海の最後に行われたので，

孔内温度が“真の現場温度”に回復するまで待て

ないという事情があった。逆に言うと，106.3 mbsf

の現場温度は 68℃ を優に超えていたと考えられ

る。

IV．掘削流体による汚染調査とコア処理

　コアリングにおいて，掘削流体とコア試料の接

触は不可避である。したがってコア試料を用いる

地下微生物研究では，掘削流体によるコア試料の

汚染の「防止」よりも，汚染の「検出」の方が現

実的に重要である。ODPでは掘削流体に表層海水

を使用しており，表層海水中の微生物（105―6cells 

ml － 1）による汚染が深刻な問題である。そのため，

第 185航海から汚染検出法として直径 0.52  μ m

の蛍光微小ビーズ（FMB）やパーフルオロカーボ

ン（PFC）などの汚染トレーサーが掘削流体に添

加され，コア試料における FMBや PFCの有無を

もって汚染の有無の判定が行われることになった

（Smith et al.,　2000a, b）。

　約0.5～1.0 μ mの微生物とほぼ同サイズである

微小蛍光ビーズは，汚染源としての掘削水微生物
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図　3　Hole 1188 の 32.5 mbsf から回収されたやや
多孔質の石英安山岩（A）と 344.5 mbsf より
回収された脈状で，無斑晶の火山岩（B）．

Fig.　3　Photographs showing fresh moderately 
vesicular rhyodacite from 32.5 mbsf in 
Hole 1188（A）, and veined, aphyric and 
volcanic rock from 344.5 mbsf in Hole 
1188（B）.

表　1　各孔の掘削深度，孔内最高温度（観測深度）および温度勾配．

Table　1　Depth for core recovery, the maximum temperatures and temperature gradients in the boreholes.

emperature gradientMaximum temperatureDepthHole

0.86OCm － 1

0.64OCm － 1

313OC（363.1 mbsf）

　68OC（106.3 mbsf）

0-387 mbsf ＊

0-206 mbsf　
1188

1189

＊ mbsf, meters below seafloor



のトレーサーとして掘削水に添加され，蛍光顕微

鏡観察で検出および計数される。このビーズが岩

石コアの中心部で観察された場合，掘削水中の微

生物もコア中心部まで混入している可能性が非常

に高くなる。一方，PFCは分子量 350，沸点 76℃

の化学トレーサーで，ガス・クロマトグラフィー

により10―12～10―11 gまで検出および定量が可能で

ある。微生物サイズの汚染トレーサーである微小

蛍光ビーズは比較的割れ目が多く透水性の高い堆

積物や堆積岩で用いられ，移動性（浸透性）の高

い PFCは比較的割れ目の少ない火成岩などに対

する汚染トレーサーとして用いられる。

　ODP第 193航海は海底熱水域の火成岩をター

ケットとしたので，汚染トレーサーには PFCを用

いた（Kimura et al.,　2003）。船内に取り込まれ

た掘削流体（表層海水）に PFCトレーサーを添加

して海底掘削を行い，Hole 1188の 86.9～ 96.6 

mbsfから熱変質を受けた火成岩の岩石を回収し

た。直径約 6.5 cmの岩石コアの表面およびコアの

中心部（サブコア：直径約 1.5 cm）から岩石片を

削り出した。これらの岩石片をそれぞれブチル栓

で密封することができる 60 mlのガラス瓶（バイ

アル瓶）に詰め，PFCを気化させるため約 70℃

で熱処理し，バイアル瓶内の気相をガス・クロマ

トグラフィー分析にかけて PFCの検出および定

量を行った。また，コアライナーの内部に残って

いた掘削水を拭き取った脱脂綿を，PFCが確実に

検出されると思われるポジティブ対照とした。さ

らに，ラボ内の空気を PFCが検出限界以下となる

と予想されるネガティブ対照とした。その結果，

コア表面の岩石片（5.23　g）からは 2.73× 10 －10　g

の PFCが検出された。一方，サブコア（5.81　gと

6.13　g）中の PFC量は検出限界以下であった（表

2）。したがって，コア表面は掘削流体により汚染

されているが，コア中心部まで掘削流体が浸透せ

ず，それ由来の微生物混入も免れていると判断さ

れた。このように非汚染と判断されたサブコアを

微生物調査に用いた。また，熱水噴出孔下の現場

環境は嫌気的であると考えられるので，微生物の

培養等にかかる作業は嫌気グローブボックス内

（N2，70％；CO2，20％；H2，10％；O2，0　％）で

無酸素状態を保持して行った。

V．微生物細胞の計数と ATP濃度測定

　熱水噴出孔下から回収したサブコアを破砕し，

1 cm3程度の砕片を孔径 0.2 μ mのフィルターでろ

過した滅菌海水と激しく混合した。さらに，超音

波処理することによって微生物をサブコア砕片か

ら分離した。混合液を約 10分間静置してサブコア

砕片を沈殿させ上澄み液をろ過した。サブコア砕
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表　2　掘削水による汚染度の検定：ガス・クロマトグラフィーによって定量された岩石コアの表面
（core-surface）および中心部（subcore）から削り出した岩石片中のパーフルオロカーボン
（PFC）量．コアライナー内部に残っていた掘削水を拭き取った脱脂綿（cotton swab）とラ
ボ内の空気（laboratory air）もそれぞれポジティブ対照およびネガティブ対照として測定し
た．

Table　2　Evaluation of contamination by drilling : gas chromatographic detection of per- 
fluorocarbons（PFC）tracers in the rock fragment from core surfaces and interiors
（subcores）.  The cotton swabs that wiped the inside of core liners and the laboratory 
atmosphere were used as positive and negative controls for PFC determination, 
respectively.

Total PFC weight（g）Sample wight（g）Samples

7.84 × 10 －10

2.73 × 10 －10

nd ＊

nd　

nd　

－

5.23

5.81

6.13

－

Cotton swab

Core-surface

Subcore

Subcore

Laboratory air

＊nd, not detected



片と微生物細胞を孔径 0.2μ mのフィルター上に

集めた後，5 μ g ml － 1の 4’6’ ― アミノ  ―2 ―フェニル

インドール（DAPI）で蛍光染色し，蛍光顕微鏡下

で微生物の形態観察および計数を行った。その結

果，Hole 1188の 68.9 mbsf以浅あるいは Hole 

1189の 48.6 mbsf以浅のサブコア中から，106～

108 cells cm － 3の微生物が検出され，最大値は

Hole 1188 の 48.8 mbsf の 4.4 × 107 cells cm － 3

および Hole 1189の 9.7 mbsfの 1.3× 107 cells 

cm － 3であった（図 4）。一方，Hole 1188の 97.9 

mbsf以深あるいはHole 1189の77.7 mbsf以深の

サブコア中からは微生物を検出できなかった。船

上ではアクリジンオレンジや SYBER Green Iな

どの DAPI以外の蛍光染色液を用いた蛍光顕微鏡

観察も検討した。しかし，微生物蛍光とバックグ

ラウンド蛍光の強度比（S/N比に相当する）の点

などにおいて，DAPI染色が最も優れていた。

　微生物の計数と並行して，微生物現存量の指標

となるアデノシン三リン酸（ATP）を定量した。

サブコア砕片約 1 cm3をトリクロロ酢酸溶液と混

合撹拌して ATPを抽出した。混合液を静置して岩

石片を沈降させた後，上澄液を別のチューブに移

した。この上澄液の中の ATPをルシフェリン―ル

シフェラーゼ反応による生物発光法で定量した。

　熱水噴出孔下の ATP分布は，浅部（Hole 1188

の 48.8 mbsf以浅，Hole 1189の 39.1mbsf以浅）

のサブコアから ATPが検出されたが，それ以深で

は検出できないというものだった。最大値は

Hole 1188の 33.8 mbsfの 65.5 pg ATP cm － 3およ

びHole 1189の 9.7 mbsfの 18.2 pg ATP cm － 3で

あった（図 4）。炭素に対する ATPの比（28―510; 

Karl, 1980）および海洋細菌 1細胞あたりの炭素
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図　4　各深度から回収されたサブコア中の微生物全菌数（●）と ATP 濃度
（△）．

Fig.　4　Depth profiles of total cell counts（circles）and ATP concentra-
tions（triangles）in subcore samples.



量（39 fg cell － 1; Vrede et al.,　2002）を用いて，

ATP濃度からサブコア中の生菌数を見積もること

が可能である（Egeberg, 2000）。この変換係数は

微生物群集や環境条件によって変動するが，その

変動幅はさほど大きなものではないと仮定した。

この変換係数と ATP濃度から生菌数を求めたと

ころ，ATPが検出された浅部において 104～ 106 

cells cm － 3と算出され，これは蛍光顕微鏡法による

計算値の 0.5～ 5.6％に相当した。

VI．サブコアを用いた高温嫌気培養

　熱水噴出孔下から回収したサブコアを用いて

60℃ と 90℃ での嫌気培養を行った。培養温度を

60℃ と 90℃ にしたのは，サブコアの回収深度

69.1 mbsfおよび 106.8 mbsfでの現場温度が各々

おおよそ 59.4℃ と 91.8℃ と推測されたからであ

る。この推定の根拠は，Hole 1188の 363.4 mbsf

の孔内温度が 313℃であり（表 1），この温度勾配

0.86℃m － 1となることである。ただし，孔内温度

が過小評価されたであろうHole 1189については，

孔内温度勾配が 0.64℃m － 1，サブコア回収深度

99.4～128.9 mbsfの現場温度が63.6～82.5℃と

算出されるが，実際にはこれよりも高温であった

と考えられる。

　微生物増殖が観察された培養温度と概ね一致し

た（表 3）。グルコースやペプトン，酵母エキス，

微量金属元素，硫黄粉末（S0）を加えた嫌気性従

属栄養培地を作成し，さらに，培養瓶内の気相を

嫌気混合ガス（H2，10％；CO2，20％；N2，70％；

O2，0 ％）で満たした。各深度から回収したサブ

コアを酸素に触れないようにグローブボックス内

で培養液に加え，60℃と 90℃の高温水槽中でそれ

ぞれ培養した。2週間後，蛍光顕微鏡下で微生物

増殖の有無を確認した。

　嫌気培養試検の結果，Hole 1188の 59.8～ 87.9 

mbsfのサブコアに 60℃ 培養で微生物増殖が見ら

れ，同 69.1～ 106.8 mbsfのサブコアでは 90℃

培養で増殖が見られた（表 3）。また，Hole 1189

における 60℃培養では 79.1～ 99.4 mbsf由来の

サブコアに，90℃培養では 99.4～ 128.9 mbsf由

来のサブコアにそれぞれ増殖が観察された（表 3）。

培養液中には連結した細胞や分裂中の細胞が多く

観察されたことから，培養瓶中で確かに微生物が

増殖したものと考えられる（図 5）。また，微生物

の増殖が観察されたサブコアの回収深度より浅部

および深部のサブコアからは，微生物増殖が観察

されなかった。本嫌気培養によって，顕微鏡観察

や ATP濃度測定で検出できなかった深部の岩石

中にも微生物が存在することが明らかとなった。

VII．16S rDNAをターゲットとした遺伝子 

解析

　高温嫌気培養で増殖が確認された試験管につい

て，微生物の遺伝子解析を行った。実は，“継代培

養”を試みたのだが，途中で微生物が増えなくなっ

たので，“初代培養”の残液から微生物のゲノム

DNAを抽出して，“培養に依存しない”遺伝子解

析を行なったのである。ここでは微生物の系統分

類の指標である 16S rDNAの全長の約 90％にあ

たる約 1400塩基対について塩基配列を決定し，進

化系統に関する遺伝子解析を行った。

　高温培養のうち，60℃培養から回収された 16S 

rDNAは，Geobacillus属のものと近縁であること

が明らかとなった（図 6）。特に，海底油田由来の

G. thermolevorans（Nazina et al.,　2001）の 16S 

rDNA とは98～99％という高い相同性を，また地

中海の浅海熱水噴出孔から単離された G. vulcani

（Caccamo et al.,　2000）とは 97～ 98％の高い相

同性を示した。Geobacillus属の多くは45～70℃

付近で増殖可能な地下由来の好熱性微生物であり，

本研究で行った 60℃ 培養という温度条件と整合

的である。

　一方，90℃ 培養由来の 16S rDNAは，Deino- 

coccus属のものと近縁であった（図 7）。中でも，

陸上温泉由来の D. geothermalis（Ferreira et al., 

1997）の 16S rDNAとは 95～ 96％の相同性を示

したほか，アイスランドの陸上温泉下 1500～

2000 m（76～ 91.4℃）から遺伝子だけ解析され

た Deinococcus sp.（Marteinsson et al.,　2001）

の 16S rDNAとも 96～ 97％という高い相同性を

示した。Deinococcus属は一般に紫外線や乾燥・低

温などへの耐性があるので，高温耐性もまた想定
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表　3　高温嫌気培養によって微生物の増殖が観察された岩石コアの回収深度および孔
内温度勾配から算出された各深度での孔内温度．

Table　3　Distribution of the viable microbes detected from 2-week thermophilic 
incubations, and borehole temperatures estimated by the temperature 
gradient.

BoreholeHole 1188Depth
（mbsf）

temperature（OC）90OC60OC

8.3

33.6

42.0

51.4

59.4

75.6

91.8

108.8

130.1

158.4

191.1

193.3

203.3

208.3

220.0

243.5

259.3

－

－

－

－

＋

＋＋

＋

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

＋＋

＋

＋

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

9.7

39.1

48.8

59.8

69.1

87.9

106.8

126.5

155.2

184.2

222.2

224.8

236.4

242.2

255.8

283.1

301.5

BoreholeHole 1189Depth
（mbsf）

temperature（OC）90OC60OC

19.8

25.9

32.1

44.7

50.6

63.6

75.6

82.5

89.7

100.4

112.6

－

－

－

－

－

＋

＋＋

＋＋

－

－

－

－

－

－

－

＋

＋＋

－

－

－

－

－

31

40.5

50.2

69.8

79.1

99.4

118.1

128.9

140.1

156.9

175.9

－：微生物の増殖なし，＋：微生物の増殖が観察された（104 cells ml － 1以上），＋＋：
活発な微生物の増殖が観察された（105cells ml － 1以上）．
－ : no growth, ＋ : positive but weak growth（final cell counts ＞ 104 cells ml － 1）, ＋＋ : 
active growth（final cell counts ＞ 105 cells ml － 1）.



されていた。しかし，Deinococcus属は好気性細菌

に分類されており，嫌気的な生育は考えられてい

なかった。これに対して，D. geothermalisの近縁

種が 65℃の嫌気環境下で増殖することや（未記載

種：Marteinsson et al.,　2001），D. radiodurans

が嫌気環境下で Fe（III），Cr（VI），U（VI），Tc

（VII）などの重金属を還元すること（Fredrickson 

et al.,　2000）が知られるようになってきた。した

がって，熱水噴出孔下に Deinococcus属が嫌気的

に生育していたとしても不思議ではない。また，

しばしば高強度のガンマ線が海底熱水域で観察さ

れているので，ガンマ線耐性を持つ Deinococcus

属のメンバーが熱水噴出孔下で優占的に生育して

いる可能性もある。

VIII．お わ り に

　サブコアの高温嫌気培養による増殖微生物の遺

伝子解析では，真正細菌である Geobacillusや

Deinococcusなどの遺伝子を検出・同定したが，

古細菌に属する好熱細菌および超好熱細菌の遺伝

子は検出できなかった。しかし，この結果は海底

熱水域直下における好熱性古細菌の存在や分布を
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図　5　嫌気培養によって増殖した微生物の蛍光顕
微鏡写真．
Hole 1189 の 99.4 mbsf からのサブコアを用
いた 60℃ 嫌気培養（A）と 118.1 mbsf から
のサブコアを用いた 90℃ 嫌気培養（B）．ス
ケールは 40 μ m．

Fig.　5　Photomicrographs of microbial cells 
grown during the cultures at 60℃ with 
subcores from 99.4 mbsf in Hole 1189（A）
and the cultures at 90℃ with subcores 
from 118.1 mbsf in Hole 1189（B）, by 
DAPI-staining and epifluorescence 
microscopy. Scale bars, 40 μ m.

図　6　60 ℃ 嫌 気 培 養 で 増 殖 し た 微 生 物 と
Geobacillus属の 16S rDNAs（1486塩基対）を
もとに作成した系統樹．

Fig.　6　Phylogenetic tree based on 16S rDNA 
sequences（1486 bp）of the monospecific 
bacterial populations grown in the 60℃-
cultures and genus Geobacillus.



否定するものではく，培養条件の適否の問題であ

ると思われる。今後は，好熱古細菌や好熱真正細

菌を含む多種多様な微生物群集を増殖させるため

の網羅的培養（栄養，温度，圧力，酸化還元状態

など）の条件検討が重要となるだろう。

　一方，サブコアからの直接DNA抽出も試みたが，

それには失敗した。これは，十分量のサンプル

（十分量のサブコアを切出せるほどの岩石コア）を

確保できなかったためであり，また，サブコア中

の微生物数が少なかったためである。今後は少量
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図　7　90℃ 嫌気培養で増殖した微生物の 16S rDNA 塩基配列（1388 塩基
対）をもとに作成した系統樹および，Deinococcus 属の 16S rDNA 塩
基配列（577 塩基対）を中心に作成した系統樹．

Fig.　7　Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences（1388 bp）of 
the monospecific bacterial populations grown in the 90 ℃-
cultures, and based on 16S rDNA sequences（577 bp）of genus 
Deinococcus.



のサブコアや少数の微生物からDNAの抽出・解析

を行う技術の開発・確立が重要となる。もちろん，

掘削流体による汚染防止の努力も諦めることなく，

“汚染の最小化”に向けたプロトコル開発も必要で

あろう。
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