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1. 序論 

海洋における硝化は、生態系の基礎生産を制御する重要な反応過程の一つであり、硝化細菌

が唯一の担い手であると考えられてきた。しかし、アンモニア酸化を行う古細菌の発見により、環

境中における硝化のメカニズムに関する再検討が必要となっている。そうした中で、海洋古細菌

によるアンモニア酸化は、栄養塩の再生だけでなく、新たな炭素固定過程として生物地球化学

的な重要性が知られている。一方、海洋古細菌の分離株は Nitrosopumirus maritimus SCM1 株

のみであり、生物学的な知見が圧倒的に不足している。本研究では、アンモニア酸化能を有す

る海洋古細菌の生理生態学的特性と、古細菌ドメインにおける系統学的な位置を明らかにする

事を目的とした。特に、駿河湾の中深層に生息するアンモニア酸化古細菌（Ammonia 

Oxidizing Archaea, AOA）の鉛直分布やニッチについて調べ、そこから特定の古細菌が高度に

集積された系を得て、分布を制御する要因としてのアンモニア態窒素と水温の影響について調

べた。さらに、これら集積系の解析によって、未培養な AOA 系統群の 16S rRNA 遺伝子配列を

決定した。 

 

2. 駿河湾におけるアンモニア酸化能を有する海洋古細菌の群集構造と生息場所 

海洋性 AOA 群集は、アンモニア酸化の鍵酵素遺伝子（amoA）の配列によって、Nitrosopumilus 

maritimus-like cluster（NM）、Water Column cluster A（WCA）、Water Column cluster B（WCB）

と呼ばれる 3 つの系統群に分かれる。既報研究では、系統群による鉛直方向での棲み分けが

指摘され、NM と WCA は表層でよく見られる事から Shallow Marine clade、WCB は中深層以深

で多く見られる事から Deep Marine clade と呼ばれている。海洋の水柱における AOA の好適な

生息場所として、微生物活動の｢ホットスポット｣と呼ばれ、高濃度のアンモニア態窒素が局所的

に存在する有機物粒子が挙げられるが、こうした粒子における付着性 AOA の分布については

未だ調べられていない。本章では、系統群による分布や生息場所の違いを明らかにするために、
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付着と自由生活という海洋微生物の二つの生態型に注目して、駿河湾における AOA の分布と

多様性を解析した。2008 年 2 月に駿河湾の湾央から湾口までの 5 地点で、海水試料を鉛直的

に採取後、孔径 3.0 µm と 0.22 µm のフィルターで連続的に濾過し、付着性画分と自由生活性

画分に分けて解析した。定量 PCR 法を用いて Shallow Marine clade と Deep Marine clade の

AOAについて、それぞれの現存量（amoAコピー数）を調べた。また、湾口部水深 500 mの海水

試料を同様に濾過し、amoA 配列による群集構造解析を行った。両画分に分けた解析の結果、

海水中における AOA の大部分は、自由生活であると初めて明らかにした。一方、付着性 AOA

は単位海水当たりの現存量が少ないものの、amoA 配列に基づく OTU クラスタリング（カットオフ

値 5％）、Chao1法による種数推定、レアファクション解析から、自由生活性AOAよりも多様性が

高く、種数が多いと示された。一般に、アンモニア態窒素に乏しい海水においても、粒子上に付

着し高濃度のアンモニア態窒素を得られるはずである。しかし、多くの海洋性 AOA は、低濃度

のアンモニア態窒素利用に適応し、自由生活の生態型をしていると考えられる。また、付着性

AOAの物質循環への量的な寄与は、自由生活性AOAに比べて小さいが、有機物粒子の存在

が AOA の多様性維持に重要な役割を果たしていると示唆された。さらに、自由生活性 AOA は、

既報と同様に、表層で Shallow Marine clade が優占し、中深層でDeep Marine clade が優占する

分布パターンを示すのに対し、付着性 AOA には、そのような分布が見られなかった。 

 

3. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の集積培養と群集構造の変化 

海洋性AOA群集の分布を決める要因として、既報研究ではアンモニア態窒素濃度や酸素濃度

の重要性が指摘されてきた。特に、WCAの割合は、酸素及びアンモニア態窒素濃度と正の相

関関係を示し、これらの環境要因の影響が示唆されている。一方、WCBではそのような関係が

見られず、その他の要因を考える必要がある。本章では、海洋性AOAの主要系統群の分布を

支配する要因を明らかにするために、アンモニア態窒素もしくは亜硝酸態窒素を添加した集積



vi 
 

培養系を用いて、AOAの群集構造と現存量に及ぼすアンモニア態窒素濃度と水温の影響を調

べた。駿河湾湾口部の水深 500 mと 2,000 mの海水試料に基質として(NH4)2SO4もしくはNaNO2

を添加 (Nとして終濃度 50 µM) し、4°C、10°C、20°C （n = 1） に保持、震盪せずに暗条件で

1,200 日間の集積培養を行った。培養開始時に基質を添加後、300 日目までの培養期間中に

最大で 3 回の基質添加を行った。集積培養における系統群別のクローン出現頻度と現存量の

変化を解析した結果、WCBの割合と培養期間中における消長は培養温度によって大きく異なり、

水温が海洋性AOAの主要系統群の分布を支配する要因として重要であると実験的に初めて示

された。水深 500mと 2,000mのいずれの集積系においても、高温（10°Cと 20°C）ではNMもしくは

WCAが優占となり、低温（4°C）ではWCBが優占となった。また、Shallow Marine clade（NMと

WCA）は、いずれの温度でもアンモニア態窒素を添加するとさらに現存量が増加したので、

Deep Marine clade（WCB）と比べてアンモニア態窒素に対する最大収量が高いと示唆された。

既報研究で、NMとWCAはアンモニア態窒素の供給量が多い水族館や、沿岸近く、浅海で優勢

になり、一方でWCBは低温な深海で優勢になると報告されている。前章においても同様な各系

統群の鉛直的な棲み分けが示された。本章の研究で得られた結果から、こうした分布の違いは、

生息環境におけるアンモニア態窒素濃度と水温の違いによって説明できると考えられる。また、

同じ系統群内においても培養期間や温度によって出現するOTUが変化しており、種レベルで

の環境要因に対する応答の違いと群集構造の変動が示唆された。 

 

4. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の多様性と系統 

第 3 章の研究で、古細菌の amoA で見た OTU が 1 ないし 2 つしか存在しない培養系が得られ

た。優占したAOAの原核生物分類の汎用指標である 16S rRNA遺伝子配列は、こうした培養系

を用いると決定できる。本章では、これまで不明であった WCB を含む海洋性 AOA の系統学的

位置を明らかにするために、駿河湾だけでなく、様々な海域で得た集積系から、NM 及び WCA
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だけでなく、WCB が非常に高い割合で集積された系を選抜し、16S rRNA 遺伝子配列を決定し

た。海水試料は駿河湾と相模湾、大槌湾、サロマ湖、北極海で採取したものを用い、集積培養

は前章と同様に行った。合計で 8 試料、73 の集積系について、定量 PCR 法を用いて Shallow 

Marine clade および Deep Marine clade の現存量を調べた。北極海で得られた集積系を用いた

16S rRNA 遺伝子解析の結果、WCB に属する AOA の系統学的位置を、NM 及び WCA と同じ

Thaumarhaeota の Group І.1a 内に確定できた。WCB の古細菌は、分離株である N. maritimus

に対して、amoA 配列の系統関係と同様に異なる系統群として区別できた。その相同性は、97%

以下であり、種以上の分類群レベルで異なると示唆された。本研究では、海洋性 AOA を構成

する 3 つの主要系統群について、古細菌ドメインおける系統学的な位置を初めて明らかにでき

た。また、3 つの主要系統群に含まれない新たな系統群の存在も示唆された。既報研究で、

amoA 配列で区別される 3 つの系統群は、16SrRNA 遺伝子配列で区別されない同一の系統群

であると予想されていた。しかし、既報と異なるプライマーセットを用いた解析によって、既報知

見の一部は方法論的な問題によるアーティファクトである可能性が明らかとなった。これら海洋

性AOAの系統群は、16SrRNA遺伝子配列の相同性が 97%以下であり、生息場所を異にする別

種、あるいは別属の古細菌であると考えられる。 

 

5. 結論 

本研究は、海洋性AOAの海水中での鉛直的な棲み分け、付着と自由生活という二つの生態学

的ニッチにおける系統群分布パターンや多様性の違いを示し、こうした分布を決める環境要因

として、アンモニア態窒素濃度に加えて水温が主要因と成り得ると初めて明らかにした。さらに、

未培養な海洋性 AOA の 16S rRNA 遺伝子配列を決定し、古細菌ドメインにおける系統学的な

位置を初めて明らかにした。この成果は、原核生物全体の群集構造解析において AOA の特定

を可能にし、環境中における AOA の動態を原核生物群集全体の動態と比較しつつ、その現存
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量や生産量への寄与を見積もるのを可能にした。今後、それぞれの系統群に特異的なプロー

ブを用いた定量的な解析手法により、海洋環境中の硝化過程に関わる様々な課題へのアプロ

ーチが可能になると期待される。 
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1.1. はじめに 

硝化は、還元型窒素であるアンモニアが亜硝酸イオンと硝酸イオンに酸化される反応で

ある。海洋においては、硝化の最終産物である硝酸態窒素が、生物学的に利用可能な

窒素形態の大部分を占めており、基礎生産を制限する重要な要因となっている

（Dugdale and Goering, 1967; Eppley and Peterson, 1979; Ward 2011; Yool et al., 2007）。

また、硝化は温暖化ガスである亜酸化窒素の発生源として気候システムにも関係してい

る（Dore et al., 1998)。全海洋には、約 600 Pg N（P = 1015）という溶存無機態窒素の巨

大な現存量が維持され、そのほとんどは硝酸態窒素である（Wada and Hattori, 1990）。

硝酸態窒素濃度は有光層以深で高い事から、硝化が深海の重要な生物地球化学的過

程であると言える（Dore and Karl, 1996; Zehr and Ward, 2002）。 

近年、窒素循環と硝化に関する我々の理解を根本的に変えるような発見が相次ぎ

（Ward et al., 2007）、ほんの十数年間における一連の研究によって、硝化と窒素循環に

関するパラダイムが急激な変貌を遂げつつある（Francis et al., 2007）。19世紀末に発見

されてから約 100 年近く、独立栄養性硝化細菌がアンモニア態窒素を亜硝酸態窒素、

次に硝酸態窒素に酸化できる唯一の生物だと考えられてきた（Könneke et al., 2005）。

アンモニア酸化細菌（Ammonia-Oxidizing Bacteria, AOB ） と亜硝酸酸化細菌

（Nitrite-Oxidizing Bacteria, NOB）は、それぞれ 25 種と 8 種以上の分離株が知られて

おり、多くの生物学的知見が蓄積している（Koops and Pommerening-Roser, 2001）。しか

し、近年の二つの発見によってこの常識は覆され、硝化に対する我々の理解は大きく変

化した（Ward 2011）。一つは、嫌気的アンモニア酸化（アナモックス）の発見である

（Mulder et al., 1995）。従来から亜硝酸イオンを使ってアンモニウムイオンを窒素分子へ

嫌気的に酸化する反応は、熱力学的に有効であるとわかっていたが（Ward 2011）、実

際にその能力がある生物が記載されたのは 1990 年代になってからである（Strous et al., 
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1999）。もう一つは、アンモニア酸化を行う古細菌の発見である（Könneke et al., 2005）。

海洋と陸上環境において、アンモニア酸化古細菌（Ammonia-Oxidizing Archaea, AOA）

は、AOB よりも現存量が多いと報告されている（Leininger et al., 2006; Wuchter et al., 

2006）。酸素の安定同位体を用いた研究から、AOAは亜酸化窒素の主要な供給者であ

ると知られている（Santoro et al., 2011）。これらの発見は、陸域と水域環境における硝化

の制御について、未だ多くの研究課題が残されている事を示している（Ward 2011）。例

えば、深海におけるアンモニア酸化は、栄養塩の再生だけでなく、新たな炭素固定過程

として、生物地球化学的な重要性が指摘されている （ Teira et al., 2006; 

Martens-Habbena et al., 2009）。 

本論文では、アンモニア（NH3）とアンモニウムイオン（NH4
+）を合わせてアンモニア態

窒素、同様に亜硝酸（HNO2）と亜硝酸イオン（NO2
-）を亜硝酸態窒素、硝酸（HNO3）と

硝酸イオン（NO3
-）を硝酸態窒素と表記する。 

 

1.2. 海洋古細菌 

1992 年、古細菌は非極限環境である海洋にも存在する証拠が分子生態学的手法で示

された（DeLong, 1992; Fuhrman et al., 1992）。Woose and Fox によって古細菌という概

念が提唱されて以来（Woose and Fox, 1977）、古細菌は 2 つの門、Euryarchaeota と 

Crenarchaeota に属し（Woese et al., 1990）、極限環境に生息する生物であると考えられ

ていた。Euryarchaeota は、メタン生成古細菌と高度好塩古細菌、好酸性好熱性古細菌、

少数の超好熱性古細菌を、Crenarchaeota は超好熱性古細菌を含む一群であった。海

洋環境由来の古細菌は、こうした極限環境に生息する古細菌と系統的に異なり、Marine 

Group I - IV の四つの系統群に分類されている。このうち、Marine Group I は、

Crenarchaeota に属する系統群である（DeLong, 1992）。他の系統群は Euryarchaeota
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に属する Marine Group II（DeLong, 1992）と Marine Group III（Fuhrman and Davis, 

1997）、Marine Group IV（López-García et al., 2001）である。しかし、これらには分離株

が存在せず、どのような機能を有しているか不明であった。 

Marine Group I は、近縁な系統群が存在せず、超好熱性 Crenarchaeota（クレンアー

キオータ）と姉妹群を形成し、単一系統のグループである（DeLong, 1992）。このグルー

プは、ゲノムが読まれている二種の古細菌として、水族館の濾過槽から分離された

Candidatus N. maritimus（Könneke et al., 2005; Walker et al., 2010）と、カイメンに共生

している Candidatus Cenarchaeum symbiosum（Hallam et al., 2006a; Preston et al., 1996）

を含んでいる。最近、この Marine Group I を含む古細菌の系統群は新しい門

Thaumarchaeota（タウムアーキオータ）として提案され（Brochier-Armanet et al., 2008）、

それを支持する報告がなされている（Brochier-Armanet et al., 2012; Pester et al., 2011; 

Spang et al., 2010; Walker et al., 2010）。 

海洋古細菌のうち、全海洋に幅広く分布しもっとも卓越したグループは、Marine 

Group I と Marine Group II である（DeLong et al., 1999; Karner et al., 2001）。Marine 

Group I の古細菌は、浮遊原核生物群集の主要なメンバーであり、深海の全原核生物

の 40‐50％、全海洋の浮遊原核生物の約 20％を占める事が知られている（Karner et al., 

2001）。Marine Group II は温帯域の有光層で優勢であり、南極域の様な環境には存在

しないと考えられている（Massana et al., 1998, 2000; Murray et al., 1999）。  

 

1.3. アンモニア酸化古細菌 

硝化原核生物に関する研究は、1890 年の Winogradsky による土壌性硝化細菌の発見

により始まった（Winogradsky et al., 1890）。その後、1936年に Rakesrawによる海洋での

硝化作用の発見（Rakesraw et al., 1936）、1965年にWatson による外洋で分離された硝
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化細菌の形態と生理性状に関する報告がなされ（Watson et al., 1965）、海洋における

硝化及び硝化細菌に関する研究が盛んに行われるようになった。 

硝化は、19世紀末に発見されて以来、2種類の細菌による代謝過程であると考えられ

てきた（Fig. 1-1a）（Kowalchuk and Stephen, 2001; Arp and Stein, 2003）。アンモニアを

亜硝酸イオンに酸化するアンモニア酸化の過程は、Betaproteobacteria または

Gammaproteobacteria に属する一部の細菌が、続いて亜硝酸イオンを硝酸イオンに酸

化する亜硝酸酸化の過程は、Alphaproteobacteria または Betaproteobacteria 、

Gammaproteobacteria、Deltaproteobacteria、Nitrospira に属する一部の細菌が行う。こ

の過程は、アンモニア酸化の反応によって律速される事が知られている（Kowalchuk and 

Stephen, 2001）。 

ところが、細菌ドメインにのみ与えられた能力であると考えられていた硝化を、古細菌

も担っているとわかった（Fig.１-1b）。近年、脂質バイオマーカーやマイクロオートラジオ

グラフィーと、同位体トレーサーを組み合わせた研究によって、Marine Group Iの古細菌

は、主な炭素源として二酸化炭素を使う事が示された（Pearson et al., 2001; Wuchter et 

al., 2003; Herndl et al., 2005; Ingalls et al., 2006）。さらに、古細菌によるアンモニア酸

化を示す最初の証拠が、土壌と海洋の試料におけるメタゲノム解析によってもたらされ

た（Venter et al., 2004; Treusch et al., 2005）。サルガッソー海で得られた表層海水試

料のメタゲノムライブラリーからは、古細菌コンティグ上にアンモニア酸化に関与する鍵

酵素であるアンモニアモノキシゲナーゼ（Ammonia monooxygenase, AMO）遺伝子のホ

モログが同定された（Venter et al., 2004）。そして、硝化細菌の研究が始まってから 100

年以上経過した 2005 年、水族館の濾過槽から、アンモニア酸化能を持つ独立栄養性

無機化学合成古細菌Candidatus N. maritimus SCM1 株が初めて分離され、この株は

Marine Group Iに属していた（Könneke et al., 2005）。また、AMOのαサブユニット遺伝子
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（amoA）のPCR-クローニング解析から、海洋堆積物、河口、土壌（Francis et al., 2005）、

廃水処理リアクター（Park et al., 2006）などの様々な環境中にAOAが存在し、環境に特

有な系統群や、高い遺伝子多様性を有しているとわかった（Mincer et al., 2007）。現時

点で、アンモニア酸化能を持つ既知の古細菌はタウムアーキオータに属する古細菌に

限られている（Spang et al., 2010）。 

 

1.4. アンモニア酸化古細菌の代謝系 

アンモニア酸化と炭素固定を行う独立栄養性AOAについて、代謝経路やそれに関わる

遺伝子に関しての理解は不十分なままである。Candidatus C. symbiosum のゲノム解析

による代謝経路の再構築は、ウレアーゼと尿素取り込み、アンモニア輸送、硝酸還元酵

素、亜硝酸還元酵素をコードする遺伝子と同様に、amoA と amoB、 amoC を含む潜在

的にアンモニア酸化に関与する多くの遺伝子の存在を明らかにしたが（Hallam et al., 

2006b）、依然として未解明な部分も残っている（Francsi et al., 2007; Hallam et al., 

2006b）。 

細菌が行うアンモニア酸化の反応は、アンモニアをAMOによってNH2OH

（hydroxylamine）に、ヒドロキシルアミン酸化還元酵素（Hydroxylamine oxidoreductase, 

HAO）よって亜硝酸イオンに変換する（Fig. 1-2）。しかし、AOAは、二つ目の反応を担う

必須酵素、HAO遺伝子のホモログが、Candidatus C. symbiosumのゲノム上に見当たら

ず、細菌と異なる機構でアンモニア酸化を行っていると考えられている（Hallam et al., 

2006b）。Walker et al.（2010）は、Candidatus N. maritimus SCM1 株のゲノム解析結果か

ら、アンモニア酸化に関して二つの異なる経路を提案している。提案された経路の一つ

はhydroxylamineから、AOBのヘムを中心としたHAOの代わりに、銅を中心とした酵素に

よって反応が進むというものである。もう一つの経路は、hydroxylamineの代わりに
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nitroxylを中間代謝物として産生するAMOにより反応が進むというものである。

Hollibaugh et al.（2011）は、河口にある塩湿地の汽水試料を用いたメタトランスクリプトー

ム解析で、Walker et al.（2010）によって提案されたnitroxylを中間代謝物とした経路に

関わる遺伝子の転写産物が検出されず、代わりにTreusch et al.（2005）とBartossek et al.

（2010）によって報告されたが、生体内での機能はわかっていないクレンアーキオータの

銅含有nitrite reductases遺伝子（nirK, 亜硝酸還元に関わる遺伝子）のホモログが検出

されたと報告した。そして、それらの遺伝子によってコードされたタンパク質は、実験結

果から全く異なる活性、または亜硝酸還元及び未知の活性を示すかもしれないと推測さ

れている（Bartossek et al., 2010）。未知の活性とは、AMOと同様の活性を暗示している

と考えられる。Walker et al.（2010）は、それらの機能を詳細に記述することなく、アンモ

ニア酸化からエネルギー生産するのに使われる遺伝子のリストにそれらを含めていた。

さらに、転写産物プールにおけるそれらのホモログの高い存在量から、それらは環境中

においてアンモニア酸化経路の重要な役割を担っていると示唆されている（Hollibaugh 

et al., 2011）。 

タウムアーキオータの炭素固定に関しては、大枠の代謝経路がわかってきており、炭

素循環への寄与も推定されている。Candidatus C. symbiosum のゲノム解析から、3-ヒド

ロキシプロピオン酸の独立栄養的炭素同化経路をコードする遺伝子のホモログが同定

され、タウムアーキオータが独立栄養である可能性が示唆された（Hallam et al., 

2006a,b）。さらに、タウムアーキオータに属する既知の古細菌は、好気的アンモニア酸

化を通したエネルギーに依存し（Hallam et al., 2006a; de la Torre et al., 2008; 

Hatzenpichler et al., 2008; Walker et al., 2010; Blainey et al., 2011）、3-ヒドロキシプロ

ピオン酸/4-ヒドロキシ酪酸サイクルを通した炭素固定で（Berg et al., 2007; 2010; 

Walker et al., 2010）、偏性独立栄養化学合成を行うことがわかってきた。Candidatus 
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Nitrososphaera viennesis の分離株は、ピルビン酸の存在下で培養した時に増殖が向上

したが、それでも細胞を構成する炭素の大部分は独立栄養に由来すると示された

（Tourna et al., 2011）。さらに、海洋においてタウムアーキオータは、新生産に使われる

全窒素を供給するのに十分な亜硝酸を生産し、基礎生産の 1％を担うと推定されている

（Ingalls et al., 2006; Berg et al., 2007）。 

 

1.5. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の分布 

AOA の発見以来、アンモニア酸化に関わると考えられる古細菌の amoA は河口

（Francis et al., 2005）や、沿岸のアマモ場（Ando et al., 2009）、酸素が欠乏した海盆

（Lam et al., 2007; 2009）、外洋水柱（Agogue et al., 2008）を含む広範囲な海洋環境で

見つかっている。さらに，海洋生態系で AOA の現存量が AOB よりも多いことから、海洋

の硝化には古細菌が主要な役割を果たしていると考えられている（Wuchter et al., 2006; 

Lam et al., 2007, 2009; Beman et al., 2008, 2010; Church et al., 2010; Molina et al., 

2010; Santoro et al., 2010）。 

海洋性 AOA の明瞭な特徴は、水深に応じて系統的に異なる群集が優占している事

である（Francis et al., 2005; Hallam et al., 2006b; Mincer et al., 2007; Nakagawa et al., 

2007; Beman et al., 2008）。異なる群集とは、amoA の系統によって分かれる 3 つの系統

群、Nitrosopumilus maritimus-like cluster（NM）、Water Column cluster A（WCA）、 

Water Column cluster B（WCB）である（Francis et al., 2005; Hallam et al., 2006b; 

Könneke et al., 2005）。NM と WCA は表層でよく見られる事から Shallow Marine clade、

WCB は中深層以深で多く見られる事から Deep Marine clade と呼ばれている（Mincer et 

al., 2007）。海水環境から得られる古細菌のamoA配列のほとんど全ては、Water column 

/ Sediment cluster に属し、この中に Shallow Marine clade と Deep Marine clade も含ま
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れている（Francis et al., 2005; Nakagawa et al., 2007）。Beman et al.（2008）は、Shallow 

Marine clade と Deep Marine clade を特異的に検出するプライマーセットを開発し、

Shallow Marine clade が表層でも深層でも検出され、Deep Marine clade が深層でしか検

出されないと提示した。 

 

1.6. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の分布を制御する要因 

AOA の群集構造が水深によって異なる現象は、生物要因や環境要因の影響によって

説明されているが、今のところ明確な証拠を伴った報告はなく、どのように AOA 群集の

鉛直分布が決まるのかは明らかになっていない。Erguder et al. （2009）は、既報研究を

まとめることで、AOA の生息場所を決定する可能性として、アンモニウム態窒素、有機

炭素、温度、塩分、溶存酸素、pH、硫化物、リン等の様々な環境要因について概説して

いる。Shallow Marine clade は光阻害への抵抗性を有し、有光層に適応している可能性

が指摘されている一方で（Hallam et al., 2006b; Mincer et al., 2007）、光は AOA 群集の

分布を決定する重要な要因ではないという報告もなされている（Hallam et al., 2006b; 

Mincer et al., 2007）。細菌の AMO は膜貫通型であり、著しい光照射によって失活する

と知られている。AOA 群集に占める Shallow Marine clade の WCA の割合は、酸素・ア

ンモニウム濃度と正の相関関係を、硝酸濃度と負の相関関係を、Deep Marine clade の

WCB の割合は、酸素・アンモニウム濃度に負の相関関係を持つと報告されている

（Molina et al., 2010）。amoA コピー数から推定した AOA の現存量は、表層と深層の二

つの亜硝酸極大（Cooeln et al., 2007; Herfort et al., 2007; Beman et al., 2008）や硝酸

濃度（Mincer et al., 2007）に正の相関関係を持つと報告され、亜硝酸や硝酸の生成へ

の寄与が示唆されている。 
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1.8. 本研究の目的 

本研究を開始した2007年以降も、海洋古細菌のアンモニア酸化に関する新しい知見が

次々に発表されているが、その分離株はシアトル水族館の濾過槽から得られた

Candidatus Nitrosopumilus maritimus SCM1 株のみであり（Könneke et al., 2005）、生物

学的な知見が圧倒的に不足している。本研究では、アンモニア酸化能を有する海洋古

細菌の生理生態学的特性と、古細菌ドメインにおける系統学的な位置を明らかにするこ

とを目的とした。本論文では、駿河湾に生息する AOA を対象とした鉛直分布や生息場

所の研究、中深層以深の海水による集積培養系を用いた生態学的特性の研究、16S 

rRNA 遺伝子の系統に関する研究について述べる。 
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Fig. 1-1 View showing a frame format of nitrification process, indicating classically-known 

relationship among nitrification and bacteria (a), and newly-arrived relationship among nitrification, 

bacteria and archaea (b).  
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Fig. 1-2 View showing a frame format of bacterial ammonia oxidation process. 
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2. 駿河湾におけるアンモニア酸化能を有する 

海洋古細菌の群集構造と生息場所 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



２．駿河湾におけるアンモニア酸化能を有する海洋古細菌の群集構造と生息場所 

- 14 - 
 

2.1. 序論 

アンモニア酸化能を有する海洋古細菌は、水深に応じて系統的に異なる群集が優占し、

Shallow Marine clade（NM と WCA）は表層でも深層でも検出されるが、Deep Marine 

clade（WCB）は深層でしか検出されないと報告されている（Beman et al.,2008）。この現

象は、生物要因や環境要因の影響によって説明されているが、今のところ明確な証拠を

伴った報告はなく、どのように AOA 群集の鉛直分布が決まるのかは明らかになっていな

い。 

沈降粒子やマリンスノーなどの有機物粒子は微生物活動の｢ホットスポット｣と呼ばれ、

海水中に比べて高濃度のアンモニア態窒素（数十 µM 以上）が存在し、硝化原核生物

の好適な生息場所になっていると考えられている（Karl et al., 1984; Alldredge and Silver 

1988）。また、炭素の安定同位体でラベルした二酸化炭素の取り込みから、海洋中深層

の沈降粒子が新たな懸濁態有機炭素の生産場所になっていると示唆されており、アン

モニア酸化による炭素固定の寄与が推察されている（Karl et al., 1984）。 

既報研究によって、浮遊性 AOA の鉛直分布パターンは明らかとなってきたが（Beman 

et al., 2008; Francis et al., 2005; Hallam et al., 2006b; Mincer et al., 2007; Nakagawa et 

al., 2007）、沈降粒子やマリンスノーなどの有機物粒子中におけるAOAの分布について

は、全く調べられていない。海水中の細菌群集を付着性画分と自由生活性画分に分け

て解析すると、その群集組成や活性、種数が大きく異なると知られている（DeLong et al., 

1993; Moeseneder et al., 2001; Ghiglione et al., 2007; Eloe et al., 2011）。北西部地中

海の水深 100、400、700 m において Betaproteobacteria に属する AOB は、付着性画分

と自由生活性画分で出現する系統群が異なり、特に水深 400 m でその差が大きく、それ

ぞれの系統群の生理学的特性に応じて、異なる環境を生息場所としているためと推察

されている（Phillips et al., 1999）。 
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細菌群集や AOB 群集では、付着性画分と自由生活性画分で群集組成や現存量、

活性に違いがあると報告されているが、古細菌ではそのような違いが報告されていない。

AOA 群集にはそのような違いが存在するのだろうか。本章では、付着性と自由生活性と

いう二つの生態型に注目して、沿岸から深海（最深部約 2,500 m）までの採取が行える

駿河湾において、AOA の分布を定量ＰＣＲ法で、その多様性を PCR-クローニング法で

解析し、系統群による分布や生息場所の違いを明らかにすることを目的とした。 

本論文では、海水中の浮遊性古細菌を、付着性古細菌と自由生活性古細菌に分け

て解析する。それぞれは、有機物粒子に生息し孔径 3.0 µm のフィルターに捕集される

画分、海水中に生息し孔径 3.0 µm のフィルターを通過後、孔径 0.2 µm のフィルターに

捕集される画分として定義する。 

 

2.2. 材料と方法 

2.2.1. 試料採集 

海水試料は、2008 年 2 月に KT08-02 次淡青丸航海で、駿河湾の湾央から湾口まで

の 5 地点（St.1 - 5）で、12 L ニスキン採水器 12 本を装着した CTD カローセル採水器

を用いて鉛直的に採水した（Fig. 2-1, Table 2-1）。各深度 5 L の海水試料を現存量解

析用には孔径 3.0 µm（付着性画分）のヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルター

（Whatman, Maidstone, UK）と孔経 0.22 µm（自由生活性画分）のステリベクス GS フィ

ルターユニット（Millipore, Billerica, MA）で連続的に濾過した。また、群集構造解析用

には孔径 3.0 µm（付着性画分）と孔経 0.2 µm（自由生活性画分）のヌクレポアポリカー

ボネートメンブレンフィルターを用いた。核酸抽出までこれらのフィルターを‐20˚C で保

存した。 
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2.2.2. 環境要因の測定 

塩分と水温、水深は CTD プロファイラー（SBE-911plus; Sea-Bird Electronics Inc., 

Bellevue, WA）で、溶存酸素濃度は DO センサー（SBE-43; Sea-Bird Electronics Inc.）

を用いてそれぞれ測定した。 

無機態窒素濃度は比色法を用いた気泡分節型連続流れ方式分析装置（swAAt; 

BLTEC, Tokyo, Japan）で、Jodo et al. (1992) の方法をわずかに改変したメーカー指

定の方法に従い測定した。検出限界はNH4
+-NとNO2——N + NO3--Nが 0.15 µMで、

NO2——N が 0.05 µMであった。標準誤差はNH4
+-Nの測定値が 0.3％（n = 21）、 

NO2——N + NO3--Nが 0.2％（n = 30）、 NO2——Nが 0.1％（n = 30）であった。 

 

2.2.3. 核酸抽出 

現存量推定のためのQ-PCR用の核酸は、溶液量を変更したキサントゲン酸‐SDSプロ

トコルによって抽出した（Tillett and Neilan 2000）。ヌクレポアポリカーボネートメンブレ

ンフィルターは新しい 5 mL チューブに入れ、4 mL の Xanthogenate-sodium dodecyl 

sulfate buffer（XS buffer）（1％ potassium ethyl xanthogenate、100 mM Tris-HCl［pH 

7.4］、20 mM EDTA［pH 8.0］、1％ sodium dodecyl sulfate［SDS］、800 mM Ammonium 

acetate）を注入した。チューブは 70℃で 120 分間保温した。チューブ内の溶解物を新

しい 5 mL チューブに移し、10 秒の撹拌後、氷上で 30 分間静置した。細胞残屑は

15,000×g、12 分間、4℃で遠心しペレットにした。上清は新しい 5 mL チューブに移し

て、もう一度遠心し、再び上清を新しい 2 本の 5 mL チューブに移し、夾雑物を完全に

除去した。上清に 2 mL の 100％イソプロパノール（室温）を加え、氷上で 10 分間静置

した。1 本目の 5 mL チューブを 15,000×g、20 分間、4℃で遠心し、イソプロパノールを

静かに捨てた。2 本目の 5 mL チューブの溶液を 1 本目の 5 mL チューブに移して、遠
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心し、イソプロパノールを静かに捨てた。4 mL の 70％エタノールを加え、遠心し、乾燥

させた。200 µLの大塚蒸留水を加え、核酸を懸濁した。ステリベクスGSフィルターユニ

ットは 2 mL の XS buffer を注入した（2.5 mL シリンジ、25G×5/8 注射針を用いた）。フ

ィルターユニットは 70℃で 120 分間保温した。フィルターユニットの溶解物を同じシリン

ジで回収し、新しい 5 mL チューブに移し、10 秒の撹拌後、氷上で 30 分間静置した。

ここまでの工程を同じフィルターユニットでもう一度行った（2 回目は 70℃で 30 分間保

温し、新しい 5 mL チューブに移した）。1 回目の細胞残屑は 15,000×g、12 分間、4℃

で遠心しペレットにした。上清は新しい 2 mL チューブに移した。もう一度遠心し、上清

を新しい 5 mL チューブに移し、夾雑物を完全に除去した。上清に 2 mL の 100％イソ

プロパノール（室温）を加え、氷上で 10 分間静置した。1 回目の 5 mL チューブを

15,000×g、20 分間、4℃で遠心し、イソプロパノールを静かに捨てた。2 回目の細胞残

屑も 15,000×g、12 分間、4℃で遠心しペレットにした。上清は新しい 2 mL チューブに

移した。もう一度遠心し、上清を 1 回目と同じ 5 mL チューブに移し、夾雑物を完全に

除去した。上清に 2 mL の 100％イソプロパノール（室温）を加え、氷上で 10 分間静置

した。5 mL チューブは 15,000×g、20 分間、4℃で遠心し、イソプロパノールを静かに

捨てた。4 mL の 70％エタノールを加え、遠心し、乾燥させた。200 µL の大塚蒸留水を

加え、核酸を懸濁した。 

群集構造解析用の核酸はヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターから、

ChargeSwitch Forensic DNA Purification Kits（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて、メ

ーカー指定の方法に従い抽出した。 

 

2.2.4. DNA 濃度の測定 

DNA濃度はQuant-iT™ PicoGreen ® dsDNA Reagent and Kits（Invitrogen, Carlsbad, 
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CA）を用いて、メーカー指定の方法に従い測定した。 

 

2.2.5. Q-PCR 

AOAの現存量はamoAのコピー数で、タウムアーキオータの現存量はMarin Group Iの

16S rRNA遺伝子のコピー数で推定した。Q-PCR増幅はLightCycler® 480 System II リ

アルタイムPCR システム（Roche）を用いて、SYBR® Premix Ex Taq ™（TaKaRa）で行っ

た。Q-PCRはShallow Marine cladeのamoAに特異的なフォワードプライマーである

Arch-amoAFA（Beman et al., 2008）と、Deep Marine cladeのamoAに特異的なフォワー

ドプライマーであるArch-amoAFB（Beman et al., 2008）、古細菌のamoAを対象とした

ユニバーサルなフォワードプライマーであるArch-amoAF（Francis et al., 2005）と、リバ

ースプライマーとして古細菌のamoAを対象としたユニバーサルなリバースプライマー

であるArch-amoAR（Francis et al., 2005）、及びMarin Group Iの 16S rRNA遺伝子に特

異的なプライマーセットであるGI_751FとGI_956R（Mincer et al., 2007）を使い、既報とメ

ーカー指定の方法に従い行った（Table 2-2, Fig. 2-2, Table 2-3）。Shallow Marine 

cladeのamoAと、Deep Marine cladeのamoA、古細菌のamoA、Marine Group Iの 16S 

rRNA遺伝子のためのQ-PCR用標準試料は、それぞれkt162（AB592102）と、kt260

（AB592180）、kt143（AB592083）、ｋｔ779（未取得）の遺伝子配列をクローニングし、制

限酵素であるEcoRⅠ（kt162 と、kt260、kt143）またはNotⅠ（ｋｔ779）で直鎖状にしたベ

クターを用いた。Shallow Marine cladeのamoAと、Deep Marine cladeのamoA、古細菌

のamoA、Marin Group Iの 16S rRNA遺伝子アッセイのPCR効率は、それぞれ

93.0-96.5％と、90.9-95.2％、91.2-92.5％、96.2-96.8％で、全てのアッセイで検量線

の相関係数のr2値は少なくとも 0.959 であった。本論文ではShallow Marine clade と

Deep Marine cladeを合わせてTotal AOA、古細菌のamoAはGeneral AOAと呼称する。 
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2.2.6. 群集構造解析 

St.5 の水深 500 mの試料から得られたDNAで、General AOAのクローンライブラリー作

成 の た め に PCR を 行 っ た 。 PCR 増 幅 は GeneAmp PCR System 9700 （Applied 

Biosystems）を用いて、TaKaRa Ex Taq（TaKaRa）で行った。PCRは古細菌のamoAを

対象としたユニバーサルプライマーセットであるArch-amoAFとArch-amoAR（Francis 

et al., 2005）を使い、既報とメーカー指定の方法に従い行った。クローニングはTOPO 

TA Cloning Kit for Sequence（invitrogen）とE. coli DH5α Competent Cells（TaKaRa）

で、シークエンスはBigDye v.3.1 Sequencing Kit（Applied Biosystems）で行った。遺伝

子配列間の相同性検索はBLASTとNational Center for Biotechnology Information 

databaseで行った（Altschul et al., 1997）。塩基配列が 95％以上の相同性をもつクロー

ンは、CD-HIT suite（Huang et al., 2010）を用いて同じOTUとした。塩基配列は

MEGA5 (Tamura et al., 2011)内のMUSCLEでアライメントした。系統樹は 562 塩基配

列に基づいて、MEGA5 に実装されたneighbor-joining法で推定した（Saitou and Nei, 

1987）。遺伝子間の距離はMaximum Composite Likelihood法で計算した（Tamura et 

al., 2004）。ブーツストラップ値は 1,000 回繰り返して決定した（Felsenstein, 1985）。 

 

2.2.7. その他の解析 

遺伝子現存量とその比、環境要因間で相関係数を計算し、検定を行った。多様性解

析 （ レ ア フ ァ ク シ ョ ン カ ー ブ と Chao1 ） は Rarefaction Calculator で 行 っ た

（http://www.biology.ualberta.ca/jbrzusto/rarefact.php）。 

 

2.3. 結果 
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2.3.1. 駿河湾の環境要因 

採水深度と各層における環境要因の測定値をTable 2-4、2-5 に示した。水温は表層

で 13.3－14.9˚Ｃ、湾奥（St.1&2）と湾央（St.3&4）で水深 150 m付近まで、湾口（St.5）で

水深 20 m付近まで混合層が見られ、最深部の 2,000 mで 2.0˚Ｃまで低下した（Table 

2-4、Fig. 2-3, 2-4）。クロロフィルは表面付近で最大濃度を示し、St.1 とSt.2 でそれぞ

れ 10.8 µg L-1（水深 4 m）と 11.8 µg L-1（水深 7 m）、St.3 とSt.4、St.5 でそれぞれ 5.9 µg 

L-1（水深 0 m）と 8.4 µg L-1（水深 0 m）、3.2 µg L-1（水深 0 m）であり、湾奥で高く、湾口

に向けて低くなっていた（Fig. 2-4）。一方、水柱積算値（～200 m）はSt.1 とSt.2、St.3、

St.4、St.5 でそれぞれ 249.6 mg m-2、299.8 mg m-2、382.2 mg m-2、509.9 mg m-2、127.7 

mg m-2であり、湾央で高く、湾口で低くなっていた（Fig. 2-4）。PSUは 34.2 - 35.0 の範

囲であり、St.1 とSt.2 の表面付近では値が低く淡水の影響があることを示した（Fig. 2-3, 

2-4）。溶存酸素濃度は 1.8 - 7.8 mL L-1の範囲であり、水深と共に低下する傾向にあ

った（Fig. 2-3）。また、水深 900 m付近に酸素極小層が見られた（Fig. 2-3）。σTは

25.6 - 37.0 の範囲であり、St.1 とSt.2 の表面付近では水深約 10 mを境に急激に密度

が高くなっていた（Fig. 2-3 & 2-4）。また、全ての地点で表層下部まで安定していた

σTは、それ以深で水深に伴い高くなった（Fig. 2-3 & 2-4）。T-Sダイアグラムを作成し

た所、特徴的な水塊構造の違いは見られなかった。（Fig. 2-5）。 

アンモニア態窒素と亜硝酸態窒素濃度は表層で高く、深層に向かって減少し、似た

ような傾向を示した（Table 2-5, Fig. 2-6）。ただし、St.5 の水深 2,000 mで高い濃度を

示した（Table 2-5, Fig. 2-6）。硝酸態窒素とリン酸態リン濃度は表層で低く、深層に向

かって増加し、似たような傾向を示した（Table 2-5, Fig. 2-6）。全菌数は 1.87×107 - 

3.24×108 cells L-1の範囲で、表層から深層に向かって減少していた（Table 2-5, Fig. 

2-6）。 
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2.3.2. Total AOA と General AOA の現存量 

Total AOA と General AOA が共に検出された試料において（n = 20）、Total AOA の

現存量は General AOA より 2.74 - 24.0 倍の範囲で高く、平均で 7.53 倍、中央値で

5.13 倍高かった（Table 2-6, 2-7, Fig. 2-7）。そこで、本章では高い現存量が得られた

Total AOA を AOA の現存量とした。 

 

2.3.3. 付着性アンモニア酸化古細菌及び Marine Group I の現存量 

Total AOAは表層の混合層からは全く検出されず、密度躍層よりも深い層で検出され

る傾向にあり、コピー数は検出限界以下（7.54×102 copies L-1）から 1.63×105 copies 

L-1であった（Table 2-6, Fig. 2-8a）。Marine Group Iについては、表層 0 mと密度躍層

よりも深い層で検出される傾向にあり、コピー数は検出限界以下（3.35×102 copies L-1）

から 1.89×106 copies L-1であった（Table 2-6, Fig. 2-8a）。 

Total AOA に占める Shallow Marine clade と Deep Marine clade の割合は、それぞ

れ 48.2 - 75.4％と 24.6 - 51.8％の範囲で変動し、いずれの地点、深度においても約

50％以上が Shallow Marine clade であった（Fig. 2-9a）。 

また、Total AOAが検出された試料について（n = 12）、Total AOAとMarine Group I

の現存量（コピー数）の関係を調べたところ、両者は有意な正の相関（P＜0.001、

Pearson’s product-moment correlation coefficient）を示し、Marine Group Iに対する

Total AOAの回帰直線の傾きは 0.09（R2 = 1.00）となった（Table 2-6, Fig. 2-10a）。 

 

2.3.4. 自由生活性アンモニア酸化古細菌及び Marine Group I の現存量 

Total AOA及びMarine Group Iは、分析した全ての地点、深度から検出され、その現
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存量はそれぞれ 2.37×103 - 1.30×107 copies L-1及び 8.76×103 - 8.99×107 copies 

L-1であった（Table 2-7, Fig. 2-8b）。 

Total AOA に占める Shallow Marine clade と Deep Marine clade の割合はそれぞれ

19.2 - 92.8％と 7.2 - 80.8％の範囲で変動した（Fig. 2-9b）。Shallow Marine clade は、

表層で優占し混合層内では約 80％以上を占めた（Fig. 2-9b）。一方、深度と共に

Deep Marine clade の割合が増加し、200 m 以深では 50％以上を占めしていた（Fig. 

2-9b）。 

Total AOAとMarine Group Iの現存量（コピー数）の関係を調べたところ（n = 22）、両

者は有意な正の相関（P＜0.001、Pearson’s product-moment correlation coefficient）

を示し、Marine Group Iに対するTotal AOAの回帰直線の傾きは 0.12（R2 = 0.52）とな

った（Table 2-7, Fig. 2-10b）。さらに、クロロフィルa濃度が高かった湾奥と湾央の混合

層（n = 10）、それ以外（n = 12）で、同様に解析したところ、両者は共に有意な正の相

関（P < 0.001、Pearson’s product-moment correlation coefficient）を示し、Marine 

Group Iに対するTotal AOAの回帰直線の傾きはそれぞれ 0.39（R2 = 0.99）と 0.10（R2 = 

0.94）となった（Table 2-7, Fig. 2-10b）。 

 

2.3.5. 付着性と自由生活性アンモニア酸化古細菌及び Marine Group I の現存量比較 

付着性 Total AOA が検出された試料において（n = 12）、一部の試料（St1 の 300 m と

St.4 の 300 m）を除き、海水の単位容積あたりの自由生活性 Total AOA の現存量は付

着性 Total AOA より 1 - 4 桁高かった。例外的に、St1 の 300 m と St.4 の 300 m から

得られた試料で、自由生活性 Total AOA の現存量は、それぞれ付着性 Total AOA の

2.1 倍と 2.5 倍であった（Fig. 2-11a）。 

同様に、付着性 Marine Group I が検出された試料において（n = 16）、一部の試料
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（St1 の 300 m と St.4 の 300 m）を除き、海水の単位容積あたりの自由生活性 Marine 

Group Iの現存量は付着性Marine Group Iより1 - 4桁高かった。例外的に、St1の300 

m と St.4 の 300 m から得られた試料で、自由生活性 Marine Group I の現存量は、共

に付着性 Marine Group I の 1.4 倍であった（Fig. 2-11b）。 

 

2.3.6. 環境要因と現存量の関係 

古細菌の amoA 数と Marine Group I の 16S rRNA 遺伝子数および各遺伝子数同士の

比と、環境要因との関連性を相関解析によって明らかにした。Shallow Marine clade / 

Total AOA は全 AOA に占める Shallow Marine clade の AOA の割合（この比に正の相

関関係が認められる場合には、Deep Marine clade / Total AOA に負の相関関係が認

められることになるので、Deep Marine clade / Total AOA は Table 2-8 には表記してい

ない）、Total AOA / Marine Group І は Marine Group І の古細菌が AOA である割合

を示す。各遺伝子数と各遺伝子同士の比は、付着性画分で Total AOA / Marine 

Group I が溶存酸素濃度に有意な正の相関を、リン酸態リン濃度に有意な負の相関を

示した（Table 2-8）。自由生活性画分で Shallow Marine clade / Total AOA と Total 

AOA / Marine Group I が水温と濁度、クロロフィル a 濃度、溶存酸素濃度、アンモニア

態窒素濃度、TDC に対し有意な正の相関を、圧力、σT、飽和酸素濃度、硝酸態窒

素・リン酸態リン濃度に対し有意な負の相関を示した（Table 2-8）。浮遊画分は、自由

生活性画分と同様であり、さらに Total AOA / Marine Group I と PSU においても有意

な正の相関を示した（Table 2-8）。 

 

2.3.7. アンモニア酸化古細菌の系統と多様性解析 

付着性画分から 84 クローン、自由生活性画分から 41 クローンの amoA 配列を決定し
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た。これらの配列は、40 OTUs（カットオフ値 5％）に分類された（Fig. 2-12、Table 2-9）。

付着性画分と自由生活性画分に共通する OTUs に含まれているクローンの割合はそ

れぞれ 48.8％と 70.7％であった。付着性画分の OTUs は WCA と WCB、および NM

または WCB に近縁な系統に、自由生活性画分の OTUs は NM と WCA、WCB に属し

ていた（Table 2-9）。WCA、WCB に属するクローンは両画分に出現したが、付着性画

分にのみ NM に近縁なクローンである kt493 及び kt502 と、WCB に近縁なクローンで

ある kt513 が、自由生活性画分にのみ NM に属する OTU3 が出現した（Table 2-9）。

付着性群集の方が自由生活性群集よりも多様性が高く（Fig. 2-13）、Chao1 法による

OTUs 数の推定値は、それぞれ 58 と 19 であった。WCA と WCB 以外に属するクロー

ンは、付着性群集と自由生活性群集で、それぞれ全クローン数のわずか 4％と 5％程

度であった。自由生活性群集では WCA のクローン（26.8％）よりも WCB のクローン

（68.3％）が多く出現したのに対し、付着性群集では WCA と WCB のクローンの出現頻

度がそれぞれ 50.0％と 46.4％と同程度であった（Table 2-9）。 

 

2.4. 考察 

2.4.1. アンモニア酸化古細菌の生息場と分布の特徴 

本研究では、海水環境における AOA の現存量について、付着性画分と自由生活性

画分に分けて調べることにより、AOA が主に自由生活性であると初めて明らかにした。

海洋環境からの分離株である Candidatus Nitrosopumilus maritimus SCM1 株は、アン

モニア態窒素に対する高い基質親和性をもち、基質の閾値も≤10 nM であり、貧栄養

な海洋環境での硝化に AOA は直接的に関与しているようである（Martens-Habbena 

et al., 2009）。一般に、アンモニア態窒素に乏しい海水環境においても、粒子への付

着で高濃度のアンモニア態窒素を得られるはずであるが、多くの海洋性 AOA は、
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SCM1 株と同様に低濃度のアンモニア態窒素利用に適応し、自由生活性の分布を示

していると考えられる。 

自由生活性AOAの現存量は付着性AOAと比較して多く、既報研究は主に自由生

活性AOAの分布を反映していると考えられる。AOAの分布と環境要因の関係を明らか

にしてきた既報研究では、AOAの現存量や群集組成を付着性画分と自由生活性画

分に分けずに行われてきた（Beman et al., 2008; Coolen et al., 2007; Hallam et al., 

2006b; Herfort et al., 2007; Mincer et al., 2007; Molina et al., 2010）。一般に、外洋域

においては細菌の付着基盤としての有機物粒子が少なくなり、単位海水当たりの全細

菌数に占める付着細菌の割合は小さい。例えば、大西洋亜熱帯域の中深層（130 - 

650 m）で、一個のマリンスノーに付着した菌数は 3×106 - 1×107（～3×107） cellsで

10 - 267 mLの周辺海水のそれと同じであるが、マリンスノーが少ないために、単位海

水当たりの付着性菌数（2×103 - 5×104 cells L-1）は全菌数の 0.05％以下になると報

告されている（Alldredge and Youngbluth, 1985）。今回の結果もこうした一般的な細菌

や古細菌の分布パターンを反映したものであると考えられる。 

自由生活性 AOA は全層に存在していたが、表層と深層で優占する AOA の系統群

がはっきりと違っていた。この結果は、Shallow Marine clade の WCA が表層で、Deep 

Marine clade の WCB が中深層以深で優占するという従来の知見を支持するものであ

る（Beman et al., 2008; Francis et al., 2005; Hallam et al., 2006b; Mincer et al., 

2007）。 

一方で、付着性 AOA は、いずれの地点、深度においても Shallow Marine clade が

優勢であり、自由生活性 AOA と異なる要因に群集構造が影響されている。自由生活

性 AOA の現存量は複数の環境要因と有意な相関を示したにもかかわらず、付着性

AOA は有為な相関を示す環境要因が少なかった。つまり、本研究で測定していない
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要因が付着性 AOA に影響すると考えられる。例えば、微小な生息場における局所的

な環境要因や、沈降に伴い急激に変動する環境要因、緩やかに変動する AOA の現

存量、系統群組成の時間スケールの差異である。また、付着性画分を構成すると考え

られる粒子ではアンモニア態窒素濃度が周辺海水より高くなる事が知られている

（Alldredge and Silver 1988; Karl et al., 1984）。 

付着性 AOA は表層で検出されず、混合層下部でのみ検出される傾向にあったの

で、中深層以深が付着性 AOA の重要な生息場である。これは、表層から漸深層にか

けて沈降粒子の分解（無機化）が進む事でアンモニア態窒素が供給され、付着性

AOA にとって生息に有利な環境となっているためと考えられる（Karl et al., 1984）。表

層で粒子に付着した AOA は、従属栄養原核生物が粒子中の有機物を無機化するの

に伴うアンモニア態窒素の供給により、沈降に伴いながら徐々に増殖している可能性

がある。Woebken et al. (2007) はナミビア沖の湧昇域における研究から、粒子中でア

ンモニア酸化によって生産された亜硝酸イオンからアナモックスが起きているという仮

説を提案している。本研究で示された粒子中における AOA の存在は、彼らの仮説を

支持するものである。 

海水中に古細菌の「ホットスポット」となる粒子の存在が示された。一部の試料で付

着性画分と自由生活性画分における AOA と Marine Group I の現存量が同程度であ

った。マリンスノーに付着した全菌数は周辺海水のそれよりも 2 - 5 桁高い事や

（Alldredge and Silver, 1988）、中深層においてマリンスノーが深度と共に増減している

のが潜水艇からの観察と、粒子の測定から知られている（Alldredge and Youngbluth, 

1985; Silver and Alldredge, 1981）。 

Deep Marine clade の WCB は表層で検出されたので、光阻害ではなく水温が分布

を決定する要因の可能性がある。本研究の採水地点は、水温が最も高くても 14.9˚Ｃで
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あった。Beman et al.（2008）は Deep Marine clade が深層でしか検出されないので、光

阻害の影響を受けると結論付けたが、彼らの採水地点は 0 m で約 30℃、水温躍層中

の 40 – 45 m でも 20 – 23℃と水温が高かった（Beman et al. 2008）。 

アンモニア態窒素・溶存酸素濃度だけでなく、生息深度によって変動する水温も、

AOA の群集構造に影響する重要な因子であると示唆された。水温とアンモニア態窒

素、溶存酸素濃度は自由生活性の Shallow Marine clade / Total AOA に対し有意な

正の相関を示したので、それらの要因は Deep Marine clade / Total AOA に対し有意

な負の相関を示す。アンモニア態窒素・溶存酸素濃度が Shallow Marine clade / Total 

AOA とDeep Marine clade / Total AOAにそれぞれ正と負の相関関係を示すと報告さ

れている（Molina et al., 2010）。 

 

2.4.2. 海洋古細菌に占めるアンモニア酸化古細菌の割合 

アンモニア酸化能を Marine Group I に属する海洋古細菌以外が有している可能性は

あるが、一般に、アンモニア酸化能を有する古細菌の系統（Marine Group I）のうちどの

くらいが AOA であるか、すなわち AOA と Marine Group I の比（AOA/ Marine Group I）

は、古細菌の amoA 数と Marine Group I の rRNA 遺伝子数を求めることで推定できる

と考えられている（De Corte et al., 2009; Mincer et al., 2007; Wuchter et al., 2006）。

これまでに海洋環境から見いだされた全ての AOA は、16S rRNA 遺伝子配列によって

Marine Group I に属し（Hallam et al., 2006a; Könneke et al., 2005; Matsutani et al., 

2011; Santoro et al., 2011）、rrn オペロンと amo オペロンをゲノム上に 1 コピーのみ有

すると知られている（Blainey et al., 2011; Hallam et al., 2006b; Kim et al., 2011; 

Walker et al., 2010）。また、Fosmid と BAC ライブラリーの解析からも、Marine Group I

の SSU rRNA 遺伝子と amoA が 1：1 の関係にある事が報告されている（Mincer et al., 
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2007）。ただし、いくつかの例外も存在する。amoA が検出できないが、Marine Group I

に属する古細菌が、仏領西インド諸島のグアドループ島にあるマングローブの生える

沼地で見つかっており、Marine Group I に属する古細菌が全てアンモニア酸化能を有

しているわけではない可能性も示されている（Muller et al., 2010）。また、イエロースト

ン国立公園の温泉で見つかった pSL12 クレード（Barns et al., 1996）と系統的に近いが、

Marine Group I とも異なるタウムアーキオータの系統群がモントレー湾やハワイ沖の

Station ALOHA などの海洋環境で見つかっており、この系統群は amoA 現存量と同調

する分布をしていたために、アンモニア酸化能を有していると示唆されている（Mincer 

et al., 2007）。しかし、この系統群は深海堆積物や（Vetriani et al., 1999）、深海の高塩

分で嫌気的な海盆（van der Wielen et al., 2005）、地中海の中深層の様な海洋環境で

ごく稀に見つかるだけである（Zaballos et al., 2006）。 

付着性画分と自由生活性画分の AOA / Marine Group I から、付着性古細菌の大

部分はアンモニア酸化能を持たず、自由生活性古細菌は表層から深層、および沿岸

から外洋に向かいアンモニア酸化能をもつ割合が減ると示唆された。AOA / Marine 

Group I は付着画分の全層と、自由生活性画分の深層と外洋表層が同程度（それぞ

れ 0.09 と 0.10）、自由生活性画分の沿岸表層がそれらの約４倍（0.39）であった。これ

らは、北大西洋の北部中深層以深（約 0.1）と亜熱帯域表層（0.4）で報告されている

AOA / Marine Group I の値に近似している（Agogué et al., 2008）。北大西洋では、表

層で大部分の Marine Group I がアンモニア酸化能を有し、亜熱帯と熱帯の深層でほと

んどの Marine Group I がアンモニア酸化以外のエネルギー源を使っているだろうと報

告されている（Agogué et al., 2008）。ただし、Agogué et al.（2008）は、AOA の現存量が

少なくなると同時に、熱帯の漸深層で多様性が低くなる amoA 配列は、緯度方向と鉛

直方向で出現する系統と違いがあり、深海の Marine Group I が利用したプライマーセ
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ットで検出できない特有な配列の amoA を持つ可能性があると指摘している。溶存酸

素濃度が付着性の AOA / Marine Group І に正の相関関係を示したので、嫌気環境に

なりやすいと考えられる粒子中において周辺環境の溶存酸素濃度が高いと、Marine 

Group І の古細菌に占める AOA の割合は高く保たれる可能性がある。 

自由生活性画分の古細菌に占める AOA の割合（AOA / Marine Group I）は、クロロ

フィル濃度が高い混合層とそれ以外で異なっており、高い水温とアンモニア供給量に

影響されると示唆された。この割合は、水温とクロロフィル濃度、溶存酸素、アンモニア

態窒素濃度と正の相関関係に、硝酸態窒素・リン酸態リン濃度と負の相関関係にあっ

た。また、黒潮続流域でも AOA / Marine Group I は表層（0 m）から中深層（1,000 m）

に向かい 0.20 から 0.11 に減少した（Ijichi et al., unpublished）。従って、AOA / Marine 

Group І は、有機物生産が高く、アンモニア供給量が多い沿岸や表層で高く、そうでは

ない外洋や深層で低くなる傾向にある。新しく形成された若い深層水が存在する北部

北大西洋では、AOA は表層から漸深層まで水柱を通して豊富であると報告されており、

タウムアーキオータに占める AOA の割合は、北部（65-30˚N）で表層から漸深層の範

囲で約一桁しか減少しないが、亜熱帯と赤道（30˚N-5˚S）で表層から漸深層に向けて

少なくとも 2 桁減少した（Agogué et al., 2008）。 

 

2.4.3. アンモニア酸化古細菌の多様性 

付着性 AOA は物質循環への量的な寄与が自由生活性 AOA に比べて小さいが、多

様性指数が高く、推定種数も多いので、有機物粒子の存在は AOA の多様性維持に

重要な役割を果たしていると示唆された。付着性 AOA の生息場である粒子と自由生

活性AOAの生息場である周辺海水では、いくつかの環境要因において濃度などの値

が極端に異なることがある。例えば、沈降粒子（Karl et al., 1984）やマリンスノー
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（Alldredge and Silver 1988）ではアンモニア態窒素濃度が周辺海水の数千倍になる事

が報告されおり、こうした微小環境の存在によって多様な AOA が維持されていると考

えられる。北西部地中海の水深 0‐1,000 m では、現存量も多様性も付着性細菌が浮

遊性細菌より低いと報告されている（Ghiglione et al., 2007）。また、プエルトリコ海溝の

超深海で、付着性細菌は、自由生活性細菌よりも推定種数が多く、自由生活性細菌と

群集構造が異なる一方で、古細菌にはそのような違いのないと報告されている（Eloe 

et al., 2011）。本研究によって初めて、古細菌は付着性と自由生活性で多様性指数と

推定種数、群集構造に違いがあると明らかになった。 

自由生活群集は、WCA と WCB が優占しており、それらの系統群に属するクローン

の出現頻度が、Shallow Marine clade と Deep Marine clade の現存量推定値と同様のパ

ターンを示していた。この結果も、Shallow Marine clade 、特に WCA が表層で、Deep 

Marine clade の WCB が中深層以深で優占するという従来の知見を支持するものであ

る（Beman et al., 2008; Francis et al., 2005; Hallam et al., 2006b; Mincer et al., 

2007）。 

付着性画分では約 50％、自由生活性画分では約 70％のクローンが、両画分に共

通する OTUs に含まれていた事から、付着性 AOA が自由生活性 AOA の起源であり、

海洋性 AOA は付着と自由生活という二つの生活形態を相互に利用しながら生存して

いると示唆された。Moeseneder et al. （2001）は、浮遊性細菌が新しく生産された粒子

に移動しやすいと考えられる表層で、付着性と自由生活性の細菌群集組成が似てい

ると予想したが、そのような結果は得られず、限られた細菌のみが付着生活をし、細菌

は自由生活性と付着生活を行きしないようだと結論付けた。また、付着・自由生活のみ

を行う AOA の存在も否定できないので、今後、付着性と自由生活性 AOA の系統に関

して詳細な解析が必要であろう。 
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amoA の系統解析では、海洋性 AOA に二つの新しい系統群が存在する可能性が

示された。付着性群集に、NM と WCB に近縁だが、独立した系統群を形成するクロー

ンが、それぞれ出現していた（Fig. 2-12）。NM に近縁なクローンである kt493 と kt502

は、カリフォルニア州ロサンゼルス近郊のハンティントンビーチの波打ち際の堆積物か

ら得られた Sediment cluster に属するクローン HB C 0604 D10 (EU022977)に近縁であ

り（Francis et al., 2005）、それらのクローンと共に、NM を始めとする既知の系統群と異

なる系統群を形成するので、Nitrosopumilus maritimus-like cluster-associated（NMA）

と呼称する。NMA は堆積物と海水中の粒子由来のクローンが存在しており、コスモポリ

タンな AOA 群集の動態を明らかにする上で重要な系統群であると考えられる。また、

WCB に近縁だが、独立した系統群を形成するクローンである kt513 は、近縁な遺伝子

配列情報が現時点で存在しないが、WCB を始めとする既知の系統群と異なる系統群

を形成するので、Water Column cluster D（WCD）と呼称する。 
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Fig. 2-1 Locations of the Suruga Bay and sampling stations. Image form Ocean Data View 4 covers 

the east coast of Shizuoka to Ibaraki, Japan and depicts water depths. 
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Table 2-1 Data of sampling stations in the Suruga Bay. 
Station Collcted date Collcted time Max depth Collected depth
name (mon/day/yr) (hh:mm) (m) (m)
St.1 2/26/2008 07:35-07:49 138˚E 38' 72" 35˚N 06' 01" 304 0  ̧150  ̧300
St.2 2/26/2008 12:11-12:16 138˚E 50' 10" 35˚N 04' 98" 78 0  ̧73
St.3 2/26/2008 14:17-14:35 138˚E 32' 95" 34˚N 59' 97" 302 0  ̧10  ̧50  ̧100  ̧200  ̧300
St.4 2/27/2008 13:04-13:42 138˚E 39' 96" 35˚N 00' 00" 1,421 0  ̧100  ̧300  ̧500  ̧1,000
St.5 2/25/2008 16:53-19:11 138˚E 35' 04" 34˚N 38' 12" 2,330 0  ̧100  ̧300  ̧500  ̧1,000  ̧2,000

Longitude Latitude
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Table 2-2 Primers used for detection and quantification of archaeal 16S rRNA gene and amoA. 

amoA Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG Francis et al.  (2005)

amoA Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT Francis et al.  (2005)

amoA Arch-amoAFA ACACCAGTTTGGYTACCWTCDGC Beman et al. (2008)

amoA Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT Francis et al.  (2005)

amoA Arch-amoAFB CATCCRATGTGGATTCCATCDTG Beman et al. (2008)

amoA Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT Francis et al.  (2005)

16S rRNA GI_751F GTCTACCAGAACAYGTTC Mincer et al. (2007)

16S rRNA GI_956R HGGCGTTGACTCCAATTG Mincer et al. (2007)
Marine Group I

53

56

55

58

General AOA
(Universal)

Shallow Marine clade
(NM+WCA)

Deep Marine clade
(WCB)

246

635

338

338

ReferenceSequence (5' to 3')NameGeneTarget

Fragment
length

(bp)a

Annealing
temperature

(ºC)

 
a, According to the open reading frames published previously for the amoA or 16S rRNA gene sequences of Candidatus Nitrosopumilus maritimus SCM1. 
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Fig. 2-2 Primer positions in archaeal amoA of Candidatus Nitrosopimilus maritimus SCM1 
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Table 2-3 Described and expected clones used for designing amoA-specific primers. 
NCBI

accession
number

S T A A T G G T C T G G C T T A G A C G
Sargasso Sea Water Column / Sediment clade AACY01435967 C T A A T G G T C T G G C T T A G A C G
German soil Soil / Sediment clade AJ627422 G T A A T G G T C T G G C T T A G A C G

A C A T A C A G A T G G A T G G C C G C
Sargasso Sea Water Column / Sediment clade AACY01435967 A C A T A C A G A T G G A T G G C C G C
German soil Soil / Sediment clade AJ627422 A C A T A C A G A T G G A T G G C C G C

Arch-amoAFA A C A C C A G T T T G G Y T A C C W T C D G C
GOC-G-60-1 EU340464 A C A C C A G T T T G G C T A C C A T C A G C
GOC-G-60-3 EU340466 A C A C C A G T T T G G C T A C C A T C A G C
GOC-G-60-7 EU340470 A C A C C A G T T T G G C T A C C A T C A G C
GOC-G-60-10 EU340473 A C A C C A G T T T G G C T A C C A T C A G C
GOC-G-60-11 EU340474 A C A C C A G T T T G G C T A C C G T C C G C
GOC-G-60-12 EU340475 A C A C C A G T T T G G C T A C C A T C A G C
GOC-G-450-2 EU340489 A C A C C A G T T T G G C T A C C A T C A G C
GOC-G-450-5 EU340492 A C A C C A G T T T G G C T T C C G T C A G C
GOC-G-450-10 EU340497 A C A C C A G T T T G G C T T C C G T C A G C
GOC-C-450-20 EU340554 A C A C C A G T T T G G C T T C C G T C A G C

Arch-amoAFB C A T C C R A T G T G G A T T C C A T C D T G
GOC-G-450-3 EU340490 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C A T G
GOC-G-450-6 EU340493 C A T C C G A T G T G G A T T C C A T C T T G
GOC-G-450-11 EU340498 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C T T G
GOC-G-450-14 EU340501 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C G T G
GOC-C-450-4 EU340538 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C A T G
GOC-C-450-7 EU340541 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C A T G
GOC-C-450-12 EU340546 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C A T G
GOC-C-450-13 EU340547 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C G T G
GOC-C-450-14 EU340548 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C G T G
GOC-C-450-15 EU340549 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C A T G
GOC-C-450-19 EU340553 C A T C C A A T G T G G A T T C C A T C A T G

5' to 3' (-3 to 17)a 5' to 3' (278 to 300) 5' to 3' (613 to +21)

Arch-amoAF

Arch-amoAR

Clades or clusters

Shallow Marine clade
(Water Column cluster A)

Deep Marine clade
(Water Column cluster B)

Primers or clones

 
a, According to the open reading frames published previously for the amoA sequences of Candidatus Nitrosopumilus maritimus SCM1. 
R; A or G. Y; T or C. W; A or T. S; C or G. M; A or C. K; T or G. D; A, T or G. H; A, T or C. B; T, C or G. V; A, C or G. N; A, C, G or T. I; イノシン. 
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Table 2-4 Environmental parameters by CTD profiler and DO sensor. 
Chlorophyll a Saturated oxygen Dissolved oxygen

(mg L-1) (mL L-1) (mL L-1)

0 0 13.3 40.47 6.28 34.23 25.73 5.91 6.37

150 151.4 12.9 40.36 0.21 34.49 26.03 5.96 4.94

300 302.9 9.6 37.21 0.12 34.34 26.50 6.40 3.04

0 0 13.7 40.84 9.93 34.22 25.64 5.87 6.94

73 73.6 13.5 41.04 1.10 34.55 25.94 5.88 5.01

0 0 13.5 41.00 5.87 34.55 25.93 5.88 5.33

10 10.1 13.5 41.00 3.95 34.55 25.94 5.88 5.78

50 50.3 13.5 41.01 1.70 34.55 25.94 5.88 5.39

100 100.6 13.5 41.05 2.11 34.57 25.96 5.88 5.49

200 201.2 11.4 38.93 0.11 34.41 26.24 6.15 3.77

300 301.9 9.9 37.51 0.10 34.35 26.46 6.36 3.15

0 0 13.3 40.58 8.38 34.37 25.85 5.91 6.39

100 100.9 13.5 41.02 2.26 34.57 25.96 5.88 5.66

300 302.8 9.6 37.21 0.09 34.33 26.49 6.40 3.23

500 505.1 7.0 34.84 0.10 34.27 26.84 6.79 2.53

1000 1011.7 3.6 32.21 0.10 34.43 27.37 7.36 1.86

0 0 14.9 42.47 3.23 34.64 25.71 5.71 6.81

100 100.4 13.7 41.27 0.53 34.57 25.91 5.85 5.79

300 301.4 9.3 36.88 0.10 34.33 26.55 6.45 3.43

500 502.8 6.6 34.49 0.10 34.27 26.90 6.86 2.82

1000 1007.1 3.6 32.13 0.10 34.40 27.35 7.37 1.99

2000 2019.8 2.0 31.33 0.11 34.61 27.66 7.66 3.37

Station
Temperature

 (℃)
PSU σＴ

Depth Pressure

(m) (dB)

Conductivity

(mmho cm-1)

St.4

St.3

St.2

St.1

St.5
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Table 2-5 Environmental parameters by auto-analyzer and epi-fluorescence microscopy. 
NH4

+-N NO2
--N NO3

--N PO4
--P Total prokaryotic abundance

(μM) (μM) (μM) (μM) Average (± SD)(cells L-1)

0 1.31 0.30 3.50 0.23 1.52 × 108 (± 1.47 × 107)

150 ND 0.10 16.10 1.25 NT

300 0.39 0.15 24.25 1.93 7.68 × 107 (± 2.79 × 107)

0 0.57 0.13 2.43 0.16 1.62 × 108 (± 2.29 × 107)

73 0.40 0.28 10.79 1.22 1.23 × 108 (± 1.21 × 107)

0 0.41 0.26 7.56 0.75 3.24 × 108 (± 4.11 × 107)

10 0.46 0.27 7.59 0.78 3.07 × 108 (± 4.79 × 107)

50 0.42 0.23 8.61 0.90 1.74 × 108 (± 5.79 × 107)

100 0.62 0.27 8.49 0.88 1.53 × 108 (± 1.79 × 107)

200 0.12 ND 19.19 2.04 7.12 × 107 (± 7.71 × 106)

300 0.28 0.04 23.46 2.47 5.68 × 107 (± 5.26 × 106)

0 0.76 0.32 4.95 0.49 1.97 × 108 (± 1.73 × 107)

100 0.41 0.25 7.27 0.79 1.45 × 108 (± 7.16 × 106)

300 0.10 ND 23.50 2.55 3.81 × 107 (± 9.05 × 106)

500 0.12 ND 31.70 2.10 3.31 × 107 (± 4.50 × 106)

1000 0.07 ND 39.20 2.60 2.87 × 107 (± 2.92 × 106)

0 0.18 0.16 7.21 0.52 1.77 × 108 (± 2.96 × 107)

100 0.12 0.21 9.38 0.69 1.10 × 108 (± 2.98 × 106)

300 0.19 ND 24.30 1.88 3.38 × 107 (± 2.84 × 106)

500 0.31 ND 31.30 2.45 3.91 × 107 (± 4.88 × 106)

1000 0.05 ND 39.80 4.40 2.26 × 107 (± 1.15 × 106)

2000 0.91 0.34 39.06 3.60 1.83 × 107 (± 3.07 × 106)

St.5

Station
Depth

(m)

St.1

St.2

St.3

St.4

 
ND, Not Detection; NT, Not Test. Total prokaryotic abundance cited Kondo et al. (unpublished). 
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Fig. 2-3 Profiles from 0 m to sampling max depth of temperature, chlorophyll a, PSU, dissolved 
oxygen and σT at St.2 (a), St.1 (b), St.3 (c), St.4 (d) and St.5 (e). 
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Fig. 2-4 Profiles from 0 to 200 m of temperature, chlorophyll a, PSU, dissolved oxygen and σT at St.2 
(a), St.1 (b), St.3 (c), St.4 (d) and St.5 (e). 
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Fig. 2-5 T-S diagram at St.2 (red open circle), St.1 (blue open circle), St.3 (green open circle), St.4 
(purple open circle) and St.5 (brown open circle) in the Suruga Bay. 
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Fig. 2-6 Profiles from 0 to 2,000 m of NH4

+-N, NO2
--N, NO3

--N, PO4
--P and Total prokaryote 

abundance at St.2 (a), St.1 (b), St.3 (c), St.4 (d) and St.5 (e).
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Table 2-6 Gene abundances from attached prokaryote. 

Station Shallow Marine clade Deep Marine clade Total AOA General AOA Marine Group І

Average (± SD) Average (± SD) Average Average (± SD) Average (± SD)

0 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 < 3.35 × 102

150 2.02 × 103 (± 2.45 × 102) 1.02 × 103 (± 2.93 × 102) 3.04 × 103 < 6.70 × 102 2.34 × 104 (± 2.95 × 103)

300 8.63 × 104 (± 1.32 × 104) 7.67 × 104 (± 2.08 × 103) 1.63 × 105 3.00 × 104 (± 3.34 × 103) 1.89 × 106 (± 1.40 × 104)

0 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 6.16 × 103 (± 2.29 × 103)

73 9.96 × 102 (± 3.28 × 102) < 1.06 × 102 9.96 × 102 < 6.70 × 102 7.45 × 103 (± 2.78 × 103)

0 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 8.30 × 102 (± 5.81 × 102)

10 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 < 3.35 × 102

50 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 < 3.35 × 102

100 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 < 3.35 × 102

200 3.57 × 103 (± 6.18 × 102) 2.87 × 103 (± 1.66 × 102) 6.44 × 103 1.33 × 103 (± 1.76 × 102) 7.03 × 104 (± 5.49 × 103)

300 4.32 × 102 (± 1.38 × 102) 3.17 × 102 (± 2.27 × 102) 7.49 × 102 < 6.70 × 102 5.83 × 103 (± 3.73 × 103)

0 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 1.12 × 103 (± 7.68 × 102)

100 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 < 3.35 × 102

300 1.38 × 104 (± 2.52 × 103) 1.46 × 104 (± 2.42 × 103) 2.84 × 104 6.81 × 103 (± 4.15 × 102) 3.59 × 105 (± 8.42 × 103)

500 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 < 3.35 × 102

1000 1.82 × 104 (± 1.49 × 103) 1.92 × 104 (± 6.19 × 102) 3.74 × 104 6.73 × 103 (± 2.46 × 102) 3.82 × 105 (± 1.66 × 104)

0 < 6.48 × 102 < 1.06 × 102 < 7.54 × 102 < 6.70 × 102 3.01 × 103 (± 6.11 × 102)

100 3.93 × 102 (± 8.29 × 101) 2.03 × 102 (± 5.07 × 101) 5.95 × 102 < 6.70 × 102 4.45 × 103 (± 5.87 × 102)

300 1.44 × 103 (± 2.25 × 102) 5.36 × 102 (± 1.51 × 102) 1.97 × 103 < 6.70 × 102 1.37 × 104 (± 5.69 × 102)

500 3.03 × 102 (± 7.25 × 101) 3.27 × 102 (± 1.66 × 101) 6.30 × 102 < 6.70 × 102 5.15 × 103 (± 5.84 × 102)

1000 < 6.48 × 102 4.72 × 102 (± 1.06 × 102) 4.72 × 102 < 6.70 × 102 1.28 × 104 (± 3.81 × 103)

2000 7.85 × 102 (± 2.03 × 102) 2.56 × 102 (± 6.09 × 101) 1.04 × 103 < 6.70 × 102 8.02 × 103 (± 3.00 × 103)

Ambient Seawater (copies L-1)

Depth (m)

St.2

St.3

St.4

St.5

St.1
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Table 2-7 Gene abundances from free-living prokaryote. 

Station Shallow Marine clade Deep Marine clade Total AOA General AOA Marine Group І

Average (± SD) Average (± SD) Average Average (± SD) Average (± SD)

0 9.91 × 104 (± 1.09 × 103) 9.95 × 103 (± 6.68 × 102) 1.09 × 105 6.40 × 103 (± 3.07 × 102) 2.12 × 105 (± 4.17 × 103)

150 4.10 × 105 (± 8.51 × 103) 2.94 × 105 (± 1.99 × 104) 7.05 × 105 2.29 × 105 (± 1.38 × 104) 4.44 × 106 (± 5.44 × 105)

300 1.32 × 105 (± 3.16 × 103) 2.03 × 105 (± 1.50 × 104) 3.35 × 105 1.22 × 105 (± 9.29 × 103) 2.73 × 106 (± 4.55 × 105)

0 1.10 × 105 (± 1.50 × 103) 9.20 × 103 (± 9.01 × 102) 1.19 × 105 7.77 × 103 (± 1.64 × 102) 2.28 × 105 (± 4.66 × 104)

73 5.05 × 105 (± 5.21 × 104) 7.29 × 104 (± 1.42 × 104) 5.78 × 105 5.38 × 104 (± 2.57 × 104) 1.21 × 106 (± 1.50 × 105)

0 5.40 × 106 (± 2.01 × 105) 7.15 × 105 (± 1.41 × 105) 6.12 × 106 6.66 × 105 (± 2.26 × 104) 1.37 × 107 (± 2.77 × 106)

10 1.20 × 107 (± 9.57 × 104) 9.32 × 105 (± 1.31 × 105) 1.30 × 107 1.10 × 106 (± 9.45 × 103) 3.38 × 107 (± 3.01 × 106)

50 1.36 × 106 (± 3.82 × 103) 1.27 × 105 (± 2.26 × 103) 1.48 × 106 6.18 × 104 (± 2.33 × 103) 4.32 × 106 (± 7.98 × 104)

100 3.37 × 106 (± 1.59 × 105) 3.44 × 105 (± 1.71 × 104) 3.71 × 106 3.79 × 105 (± 3.95 × 103) 1.01 × 107 (± 3.46 × 105)

200 4.19 × 105 (± 1.43 × 104) 7.70 × 105 (± 2.47 × 104) 1.19 × 106 < 1.17 × 103 3.09 × 107 (± 8.77 × 105)

300 3.28 × 106 (± 2.05 × 105) 4.95 × 106 (± 8.46 × 105) 8.23 × 106 2.24 × 106 (± 5.33 × 105) 8.99 × 107 (± 7.66 × 106)

0 6.00 × 103 (± 4.38 × 102) 9.00 × 102 (± 2.73 × 102) 6.90 × 103 < 1.17 × 103 3.59 × 104 (± 1.57 × 103)

100 2.02 × 103 (± 1.87 × 102) 3.44 × 102 (± 1.62 × 102) 2.37 × 103 < 1.17 × 103 8.76 × 103 (± 8.04 × 102)

300 1.98 × 104 (± 1.15 × 103) 5.13 × 104 (± 8.53 × 103) 7.11 × 104 2.43 × 104 (± 4.73 × 103) 5.08 × 105 (± 2.61 × 105)

500 5.79 × 104 (± 3.49 × 102) 1.53 × 105 (± 1.53 × 103) 2.11 × 105 6.68 × 104 (± 1.11 × 104) 1.85 × 106 (± 5.12 × 104)

1000 1.45 × 105 (± 4.34 × 103) 2.51 × 105 (± 1.26 × 104) 3.96 × 105 1.27 × 105 (± 4.40 × 103) 2.87 × 106 (± 6.63 × 104)

0 2.53 × 106 (± 3.62 × 104) 4.00 × 105 (± 1.76 × 104) 2.93 × 106 < 1.17 × 103 3.05 × 107 (± 4.70 × 105)

100 2.14 × 106 (± 3.39 × 105) 6.07 × 105 (± 3.29 × 104) 2.75 × 106 < 1.17 × 103 3.07 × 107 (± 4.58 × 105)

300 3.92 × 106 (± 3.11 × 105) 4.92 × 106 (± 3.88 × 105) 8.84 × 106 2.67 × 106 (± 4.66 × 105) 7.66 × 107 (± 5.22 × 106)

500 2.64 × 105 (± 1.73 × 104) 8.13 × 105 (± 3.82 × 104) 1.08 × 106 1.73 × 105 (± 7.19 × 104) 1.61 × 107 (± 6.27 × 104)

1000 1.94 × 105 (± 5.99 × 103) 8.13 × 105 (± 1.92 × 104) 1.01 × 106 < 1.17 × 103 1.95 × 107 (± 3.38 × 106)

2000 7.31 × 104 (± 1.68 × 104) 1.67 × 105 (± 2.28 × 104) 2.40 × 105 5.54 × 104 (± 2.70 × 104) 4.64 × 106 (± 9.86 × 105)

St.1

St.2

St.3

Depth (m)

St.4

St.5

Ambient Seawater (copies L-1)
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Fig. 2-7 Ratio of Total AOA amoA genes versus General AOA amoA genes in the sample from 
environmental samples (open circle) (n = 22). 
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Fig. 2-8 Profiles from 0 to 2,000 m of Total AOA (purple) and Marine Group І (black) abundance from 
Attached (a) and Free-living (b).ND, No detected. 
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Fig. 2-9 Depth Profiles of each cluster’s proportion in Total AOA from Attached (a) and Free-living 
(b) at St.2 (open triangle), St.1 (open circle), St.3 (open square), St.4 (open diamond) and St.5 (cross). 
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Fig. 2-10 Ratio of Total AOA amoA genes versus Marine Group І 16S rRNA genes in the sample from 
Attached (a) at 0-2,000 m (black square) (n = 12), and Free-living (b) at 0-100 m except St.5 0-100 m 
(open square) (n = 10) and 150-2,000 m including St.5 0-100 m (black square) (n = 12). 
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Fig. 2-11 Depth Profiles of among Free-living and Attached abundances ratios from Total AOA (a) and 
Marine Group І (b) at St.2 (open triangle), St.1 (open circle), St.3 (open square), St.4 (open diamond) 
and St.5 (cross). 
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Table 2-8 Result of the correlative analyses between the environmental variables and, gene abundances and ratios. 

Attached Total AOA / Marine Group І 0.59 -0.62

Shallow Marine clade / Total AOA -0.66 0.85 0.87 0.70 -0.85 -0.82 0.93 0.46 -0.93 -0.90 0.84

Shallow Marine clade 0.62

Deep Marine clade -0.57

Marine Group І -0.54

Total AOA / Marine Group І -0.51 0.59 0.58 0.68 -0.63 -0.57 0.64 0.55 -0.70 -0.67 0.68

Shallow Marine clade / Total AOA -0.67 0.86 0.87 0.70 -0.86 -0.83 0.93 0.46 -0.93 -0.90 0.84

Shallow Marine clade 0.62

Deep Marine clade -0.57

Marine Group І -0.55

Total AOA / Marine Group І -0.50 0.59 0.59 0.68 0.03 -0.63 -0.57 0.64 0.55 -0.70 -0.67 0.69

Free-living

Planktonic
(Attached plus

Free-living)

Dissolved
oxygen NH4

+-N NO2
--N NO3

--N PO4
--P TDCTemperature Conductivity Chlorophyll a PSU σＴ

Saturated
oxygen

Pressure

Only significant (P < 0.05) values are shown. TDC Total direct count
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Candidatus Nitrosopumilus maritinus SCM1 (EU239959)
OA-MA-164 (AB373390)

DS2-18 (EF382485)
ES HI 2 (DQ148771)

DS4-10 (EF382446)
OA-MA-55 (AB373356)

ES-VM-23 (DQ148905)
OA-SA8-188 (AB373339)

SF CB20 20 (DQ148672)
OA-SA10-48 (AB373268)

ES-VM-9 (DQ148892)
ES HI 10 (DQ148779)

OA-MA-62 (AB373359)
Marine metagenome ctg 1101668089842 (AACY023282491)

Marine metagenome 1096626624514 (AACY024095819)
kt518

Marine metagenome ctg 1101668569825 (AACY023762474)
MX 6 14 (DQ148614)

SF CB20 10 (DQ148665)
MX 6 7 (DQ148608)

ES HI 29 (DQ148796)
Candidatus Nitrosoarchaeum limnia SFB1 (AEGP01000066)

HB E 0206 D12 (EU022901)
SF NB1 17 (DQ148649)

SF NB1 23 (DQ148655)
SF NB1 15 (DQ148647)
HB X 0206 C01 (EU023028)

SF NB1 22 (DQ148654)
HB E 0206 F11 (EU022906)

Candidatus Nitrosopumilaceae archaeon MY1 (HQ331117)
MX 6 16 (DQ148616)

HB C 0805 D07 (EU022862)
kt493

kt502
HB C 0604 D10 (EU022977)

HB E 0206 B10 (EU022893)
HBX 0706 B10 (EU023062)
HB E 0206 B11 (EU022894) Water Column cluster CCN25 (JF521548)

CN75 (JF521549)
GOC-G-60-1 (EU340464)
kt436

Marine metagenome 1096626512481 (AACY024070790)
MB M2 40m 24 (DQ148864)
BS15.7 18 (DQ148695)

CN150 (JF521547)
ETNP 16 (DQ148759)

kt466
MB C130m 21 (DQ148839)

GOC-G-450-5 (EU340492)
kt430
kt446

kt521
kt435

kt438
MB C130m 22 (DQ148840)
MB C130m 5 (DQ148823)
kt433
kt443
Marine metagenome 937252 (AACY022417858)
Sargasso Sea (AACY01435967)

kt441
GOC-C-450-20 (EU340554)

kt497
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kt465
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kt513
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kt457
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kt510

kt575
kt448

GOC-C-450-12 (EU340546)
kt474

kt476
kt494

kt495
kt523

GOC-G-450-6 (EU340493)
MB C130m 16 (DQ148834)

kt527
GOC-G-450-11 (EU340498)

MB M2 40m 11 (DQ148851)
kt507

ETNP 12 (DQ148755)
kt499

kt483
ETNP 25 (DQ148768)

kt461
kt517

GOC-C-450-4 (EU340538)
kt482

ETNP 26 (DQ148769)
kt456

GOC-C-450-15 (EU340549)
kt442

kt450
kt445

kt431
kt486

kt454
GOC-G-450-3 (EU340490)
MB C130m 19 (DQ148837)

Candidatus Cenarchaeum symbiosum A (DP000238)
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MA7-33 (EF382532)
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Fig. 2-12 Phylogenetic tree based on archaeal amoA sequences (562 bp) and constructed by 

neighbor-joining analysis. Boldface type indicates representative clones of amoA obtained in this study. 

The scale bar represents an estimated sequence divergence of 5%. Numbers at nodes indicate 

bootstrap values (≥50%). 
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Table 2-9 Frequencies of various archaeal amoA sequences represented as OTUs (≥95% similarity 

threshold) by 500 m depth and fraction size. 

Nitrosopumilus maritimus -like cluster-associated OTU1 kt493 1
OTU2 kt502 1

Nitrosopumilus maritimus -like cluster OTU3 kt518 2
Water Column cluster A OTU4 kt430 2

OTU5 kt433 8 1
OTU6 kt435 3 4
OTU7 kt436 17 4
OTU8 kt438 5 1
OTU9 kt441 1
OTU10 kt443 2
OTU11 kt446 1
OTU12 kt465 1
OTU13 kt466 1
OTU14 kt497 1
OTU15 kt521 1

Water Column cluster B OTU16 kt431 4
OTU17 kt442 1
OTU18 kt445 2
OTU19 kt448 1
OTU20 kt450 1
OTU21 kt454 5
OTU22 kt456 1
OTU23 kt457 2
OTU24 kt461 2 3
OTU25 kt474 1
OTU26 kt476 2
OTU27 kt479 1
OTU28 kt482 1
OTU29 kt483 2
OTU30 kt486 4 12
OTU31 kt494 2
OTU32 kt495 1
OTU33 kt499 3
OTU34 kt507 1 3
OTU35 kt510 1 1
OTU36 kt517 1
OTU37 kt523 1
OTU38 kt527 6
OTU39 kt575 2

Water Column cluster D OTU40 kt513 1
Total no. 84 41

Representative
clone

Attached
fraction

Free-living
fraction

Cluster OTU
name

OTU operational taxonomic unit 
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Fig. 2-13 Rarefaction curves showing the relative richness of archaeal amoA sequences from attached 

fraction (black square) and free-living fraction (open square) of 500 m depth at St.5. 
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3. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の 

集積培養と群集構造の変化 
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3.1. 序論 

前章においては、付着性と自由生活性という二つの生態型に注目して、駿河湾におけ

る AOA の分布と多様性を解析し、その大部分が自由生活性であり、深度によって主要

系統群が変化すること、一方で付着性 AOA は多様度が高く、深度による系統群の棲み

分けが見られないことが示された。こうした AOA 系統群の分布の違いはどのような環境

要因に影響されるのだろうか？ 

AOA は深度によって出現する主要な系統群に違いがあるので（Francis et al., 2005; 

Hallam et al., 2006b; Mincer et al., 2007; Nakagawa et al., 2007; Beman et al., 2008）、

分布を決定づける環境要因に関する研究がなされてきている。Erguder et al.（2009）は、

これまでの研究をまとめて、AOA の生息場所を左右する可能性がある環境要因を報告

している（Erguder et al., 2009）。海洋では、AOA の分布を決める要因として、光、アンモ

ニア態窒素濃度、溶存酸素濃度の重要性が指摘されている（Hallam et al., 2006b; 

Mincer et al., 2007; Molina et al., 2010）。海洋性 AOA の分離株である Candidatus N. 

maritimus SCM1 株は、植物プランクトン（珪藻）や既知の AOB を含む化学合成生物に

比べ、アンモニア態窒素に対してより高い親和性を示す（Martens-Habbena et al., 

2009）。この海洋性 AOA の特性は、しばしば窒素制限になりやすい海洋環境への適応

の結果であると考えられている。Shallow Marine clade に属する WCA の割合は、酸素及

びアンモニア態窒素濃度と正の相関関係を示すことから、これらの環境要因の影響が

示唆されるが、Deep Marine clade に属する WCB ではそのような関係は見られず、逆に

酸素・アンモニウム濃度に負の相関関係を持つ事が報告されており、その他の要因を考

える必要がある（Molina et al., 2010）。その他の要因として、光阻害への抵抗性（Hallam 

et al., 2006b; Mincer et al., 2007）が指摘されているが、いずれも明確な証拠は得られて

いない。 
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水温は、深度と共に低下して中深層以深で一定になり、Shallow Marine clade と Deep 

Marine clade の割合と、それぞれ負と正の相関関係にある事が 2 章で明らかになってい

るので、アンモニア態窒素・溶存酸素濃度、光環境と共にその分布を決定する重要な要

因と考えられるが、これまで検討されてこなかった。現場観測だけでは、様々な環境要

因の複合的な影響が考えられ、AOA の群集構造に各要因がどのように影響しているの

か明確にできない。本章の研究では、集積培養系を用いた群集構造と現存量の変動か

ら、生息環境が海洋性 AOA の主要な系統群（NM、WCA、WCB）の分布に及ぼす影響

を明らかにすることを目的とした。アンモニア態窒素の添加で付着性画分の環境を、そ

のコントロールとして亜硝酸態窒素の添加で自由生活性画分の環境を、水温を変化さ

せることで鉛直的な環境の違いを模した。各環境要因がAOAの群集構造と現存量に対

し、どのような影響を及ぼすのかを明らかにできれば、AOA の主要な系統群の分布が

鉛直的に異なる理由を明確に説明できるようになる。 

 

3.2. 材料と方法 

3.2.1. 試料採集 

集積培養を行うための海水試料は、前章で記述した KT08-02 次淡青丸航海で、AOA

と Marine Group I の分布を調べた５地点のうち、群集構造解析に用いた駿河湾湾口

St.5 の水深 500 m と 2000 m から採取した。採水時の AOA 群集を調べるために、1 L

の海水を孔径 0.2 µm のヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターにろ過した。

核酸抽出までこれらのフィルターを-20˚C で保存した。培養のための海水試料は 4°C

で保持し，サンプリング後 4 日以内に研究室に運び、すぐに基質を添加して集積培養

を開始した。 
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3.2.2. 環境要因の測定 

水温と溶存酸素濃度、無機態窒素濃度は、2.2.2 で測定した。 

 

3.2.3. 集積培養を用いた温度操作実験 

海水試料にアンモニア酸化の基質として (NH4)2SO4、または亜硝酸酸化の基質として

NaNO2を添加 (NH4
+-NまたはNO2

--Nとして終濃度 50 µM) し、4℃、10℃、20℃ （n = 

1） に保持、震盪せずに暗条件で 1,200 日間の集積培養を行った。海水の初期量は

500 mLとし、スクリューキャップをした 1 Lポリプロピレンボトルで培養を行った。培養開

始時に (NH4)2SO4またはNaNO2を添加した後、300 日目までの培養期間中に最大で

3 回の基質添加を行った。(NH4)2SO4またはNaNO2を加えるタイミングは、ボトル中の

無機態窒素の増減をモニタリングする事で決定し、添加した基質が検出されなくなっ

た培養系に新たな添加を行った。また、300 日目以降は基質の添加を行わなかった。

無機態窒素のモニタリングに合わせて、30-50 mLの海水試料を核酸抽出のために培

養系から分取し、海水中の微生物細胞を遠心（15,300×g、30 分、4 ℃）によって集め

た。核酸抽出まで菌体ペレットは-20 ℃で保存した。 

無機態窒素濃度は 2.2.2 と同じ方法で測定した。検出限界はNH4
+-Nで 0.25 µM、と

NO2
—N+NO3

--Nで 0.5 µM、NO2
--Nで 0.25 µMであった。標準誤差はNH4

+-Nの測定

値が 0.5％ (n = 6)、NO2
—N＋NO3

--Nが 0.4％ (n = 6)、NO2
--Nが 0.3％ (n = 6) であ

った。 

 

3.2.4. 硝化速度 

培養開始時から 266 日目までに消費された全てのアンモニア態窒素が、古細菌による

アンモニア酸化に使われた場合と、産生された全ての硝酸態窒素が古細菌によるアン
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モニア酸化に由来する場合を仮定し、それぞれの値をAOAの現存量と経過日数で割

る事で、fmol NH3 cell-1 day-1として算出した。 

 

3.2.5. 核酸抽出 

核酸はヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターまたは菌体ペレットから、2.2.3

の群集構造解析用の核酸と同様の方法で抽出した。 

 

3.2.6. DNA 濃度の測定 

2.2.4 と同様に測定した。 

 

3.2.7. Q-PCR 

2.2.5 と同様に測定した。Shallow Marine cladeのamoAと、Deep Marine cladeのamoA、

General AOAのamoA、Marin Group Iの 16S rRNA遺伝子アッセイのPCR効率は、それ

ぞれ 93.5-96.5％と、87.2-95.2％、88.1-92.5％、96.8-97.0％で、全てのアッセイでr2

値は少なくとも 0.968 であった。 

 

3.2.8. 群集構造解析 

アンモニア態窒素の消費を開始するのに長いラグタイムを要した 4°Cで培養した水深

2,000 mの試料ボトルで、アンモニア態窒素濃度の減少と同時に亜硝酸態窒素濃度の

増加が観察された (アンモニア酸化を意味する) 266 日目に、(NH4)2SO4を添加した 6

つの培養系で行った。PCR増幅は 2.2.6 と同様に行った。PCRはGeneral AOAのamoA

を対象としたユニバーサルプライマーセットであるArch-amoAFとArch-amoAR（Francis 

et al., 2005）、ベータプロテオバクテリアのamoAを対象としたamoA-1FとamoA-2R 
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（Rotthauwe et al., 1997）、ガンマプロテオバクテリアのamoAを対象としたamoA-3Fと

amoA-4R（Purkhold et al., 2000）を使い、既報とメーカー指定の方法に従い行った。ク

ローニングとシークエンス、遺伝子配列間の相同性検索、系統解析は 2.2.6 と同様に

行った。 

 

3.3. 結果 

3.3.1. 環境要因 

水温は水深 500 m と 2,000 m でそれぞれ 6.6 と 2.0℃であった。溶存酸素濃度は水深

500 m と 2,000 m でそれぞれ 126 と 150 µM であった。アンモニア態窒素濃度は水深

500 m と 2,000 m でそれぞれ 0.31 と 0.91 µM であった。亜硝酸態窒素濃度は水深 500 

m と 2,000 m でそれぞれ< 0.05 と 0.34 µM であった。硝酸態窒素濃度は水深 500 m と

2,000 m でそれぞれ 31.3 と 39.1 µM であった。 

 

3.3.2. 硝化ポテンシャル 

300 日目までに、(NH4)2SO4を添加した培養系では、アンモニア態窒素の消費と亜硝

酸態窒素の生成が、NaNO2を添加した培養系では、水深 2,000 m、4 ℃の培養系を除

いて、亜硝酸態窒素の消費と硝酸態窒素の生成が見られた（Fig. 3-1）。さらに、

(NH4)2SO4を添加した系では、水深 2000 m､4℃の培養系を除いて、亜硝酸態窒素の

消費と硝酸態窒素の生成が見られた（Fig. 3-1）。アンモニア態窒素や亜硝酸態窒素

の消費開始までにかかった日数は、低温よりも高温で培養した培養系ほど短かった

（Fig. 3-1）。その後、1,200 日目までに全ての実験区でアンモニア態窒素または亜硝

酸態窒素の減少と、硝酸態窒素の増加が確認された（Fig. 3-2）。 

(NH4)2SO4を添加した系の266日目における硝化速度は、アンモニア態窒素に基づ
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いて推定すると、水深 500 mの 4、10、20 ℃の培養系でそれぞれ 0.90、3.56、5.50 fmol 

NH3 cell-1 day-1、水深 2,000 mの 4、10、20 ℃の培養系でそれぞれ 0.28、0.84、0.71 

fmol NH3 cell-1 day-1であった。また、亜硝酸・硝酸態窒素に基づいて推定すると、水深

500 mの 4、10、20 ℃の培養系でそれぞれ 0.78、3.85、5.04 fmol NH3 cell-1 day-1、水

深 2,000 mの 4、10、20 ℃の培養系でそれぞれ 0.27、0.81、0.68 fmol NH3 cell-1 day-1

であった。硝化速度は、どの培養温度でも水深 500 mの培養系が水深 2,000 mの培養

系よりも高く、水深 500 mの培養系では培養温度が高くなると共に高くなり、水深 2,000 

mの培養系では 4 ℃より 10、20 ℃の培養系で高く、20 ℃の培養系が 10 ℃の培養系よ

り若干高かった。 

 

3.3.3. 集積培養におけるアンモニア酸化古細菌の群集構造 

General AOA の amoA はすべての試料で増幅したが、ベータプロテオバクテリアとガン

マプロテオバクテリアのamoAは増幅しなかった。365クローンのシークエンスは95％の

相同性により 37 OTUs にグループ化された（Table 3-1）。ストップコドンを含んでいた 3

クローンは解析から外した。全てのクローンは 3 つの系統群、NM、WCA、WCB に分か

れた（Fig. 3-3）。 

培養前の海水試料から得られた多くのクローンは、両深度で WCB に属する割合が

高く、水深 500 m と 2,000 m でそれぞれ 88％と 100％であった（Fig. 3-4）。アンモニア

態窒素を加えた培養系で得られたクローンは、水深 500 m の 4、10、20 ℃の培養系が

それぞれ 26、69、100％、2,000 m がそれぞれ 31、100、100％であった。NM や WCA

に属する割合が高くなる傾向は、高温（10℃と 20℃）で培養した培養系で顕著であり、

水深 500 m の培養系では WCA が、水深 2,000 m の培養系では NM が集積されてい

た（Fig. 3-4）。 
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培養前後、及び培養系間の群集構造の違いは、統計的に有意であった（カイ二乗

検定、P ＜0.005）。また、優勢する OTUs は培養系ごとに異なり（例えば水深 500 m の

系では OTU4、5、9、12、水深 2,000 m の系では OTU1,2）、いくつかの OTUs は培養

後にのみ現れた（OTU1,2,10,11,22,23,26,28,32,37）（Table 3-1）。特に、アンモニア態

窒素を添加した水深 500 m、20 ℃の培養系は、WCA に属する 1 OTU のみが、水深

2,000 m の 10 ℃ と 20 ℃の培養系はともに NM に属する 2 OTUs のみが検出され、こ

れらの培養系では特定の OTUs のクローンが集積されていた（Table 3-1）。 

 

3.3.4. 集積培養におけるアンモニア酸化古細菌の現存量 

環境試料と集積培養の Total AOA と General AOA が共に検出された試料において

（それぞれ n = 2 と n = 34）、Total AOA の現存量は General AOA よりそれぞれ

1.47-1.76 倍と 0.51-558 倍の範囲で高く、平均で 1.61 倍と 134 倍、中央値で 1.61 倍

と 26.2 倍高かった（Fig.3-5）。そこで、本章では高い現存量が得られた Total AOA を

AOA の現存量とした。 

 Shallow Marine clade の現存量は、266 日目に亜硝酸態窒素添加区よりアンモニア態

窒素添加区で増加していた（Fig.3-6）。水深 500 m の海水試料を用いたアンモニア態

窒素添加区で、現存量は培養前に比べ 266 日目で 2 桁程度増加していた

（Fig.3-6a,b,c）。4℃の培養系において培養後に増加した現存量は、培養終了後まで

維持されていた（Fig.3-6a）。10℃の培養系において 266 日目に増加した現存量は、

915 日目以降に 1 桁程度減少していた（Fig.3-6b）。20℃の培養系において 266 日目

に増加した現存量は、978 日目以降に培養前と同程度まで減少していた（Fig.3-6c）。

水深 2,000 m の海水試料を用いたアンモニア態窒素添加区で、現存量は培養前に比

べ 266 日目で 3 桁程度増加していた（Fig.3-6d,e,f）。4℃の培養系において培養後に
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増加した現存量は、培養終了後まで若干減少したが維持されていた（Fig.3-6d）。

10℃の培養系において 266 日目に増加した現存量は、915 日目以降に 1 桁程度減少

していた（Fig.3-6e）。20℃の培養系において 266 日目に増加した現存量は、978 日目

以降に 1-2 桁程度減少していた（Fig.3-6f）。水深 500 m の海水試料を用いた亜硝酸

態窒素添加区で、現存量は培養前に比べ 266 日目で 1 桁程度増加していた

（Fig.3-6g,h,i）。4℃の培養系において培養後に増加した現存量は、培養終了後まで

維持されていた（Fig.3-6g）。10℃の培養系において 266 日目に増加した現存量は、

1,200 日目に培養前と同程度になっていた（Fig.3-6h）。20℃の培養系において 266 日

目に増加した現存量は、1,200 日目に維持されていた（Fig.3-6i）。水深 2,000 m の海

水試料を用いた亜硝酸態窒素添加区で、現存量は培養前に比べ 266 日目で 2 桁程

度増加していた（Fig.3-6j,k,l）。4℃の培養系において現存量は、1,200 日目でも培養

前より 2 桁程度高った（Fig.3-6j）。10℃の培養系において 266 日目に増加した現存量

は、1,200 日目に維持されていた（Fig.3-6k）。20℃の培養系において 266 日目に増加

した現存量は、1,200 日目に維持されていた（Fig.3-6c）。 

Deep Marine clade の現存量は、266 日目に両添加区で増加せず、培養温度が高い

実験区で検出限界以下になった（Fig.3-6）。水深 500 m の海水試料を用いたアンモニ

ア態窒素添加区で、現存量は培養前に比べ 266 日目に増加しないか、20℃の実験区

で検出限界以下になった（Fig.3-6a,b,c）。4℃の培養系において現存量は、培養終了

後まで維持されていた（Fig.3-6a）。10℃の培養系において現存量は、培養終了後ま

で維持されていた（Fig.3-6b）。20℃の培養系において現存量は、培養後に減少し、

978 日目以外で検出限界以下になった（Fig.3-6c）。水深 2,000 m の海水試料を用い

たアンモニア態窒素添加区で、現存量は培養前に比べ 266 日目に増加せず、10℃と

20℃の培養系で検出限界以下だった（Fig.3-6d,e,f）。4℃の培養系において現存量は、
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978 日目まで維持されていたが、1,200 日目に検出限界以下になった（Fig.3-6d）。

10℃の培養系において現存量は、培養後に減少し、915 日目以外で検出限界以下に

なっていた（Fig.3-6e）。20℃の培養系において現存量は、培養後に検出限界以下に

なっていた（Fig.3-6f）。水深 500 m の海水試料を用いた亜硝酸態窒素添加区で、現

存量は培養前に比べ 266 日目に増加せず、20℃の培養系で検出限界以下だった

（Fig.3-6g,h,i）。4℃の培養系において現存量は、266 日目まで維持されていたが、そ

れ以降検出限界以下だった（Fig.3-6g）。10℃の培養系において現存量は、1,200 日

目まで培養前と同程度であった（Fig.3-6h）。20℃の系において現存量は、培養後に

検出限界以下だった（Fig.3-6i）。水深 2,000 m の海水試料を用いた亜硝酸態窒素添

加区で、現存量は培養後に検出限界以下だった（Fig.3-6j,k,l）。 

 

3.4. 考察 

3.4.1. 水温はアンモニア酸化古細菌の群集構造に影響する 

Deep Marine clade の WCB の割合と培養期間中における消長は、培養温度によって

大きく異なった。土壌試料由来のマイクロコズムにおいても、AOA の群集構造が温度

に影響され、特に高温の系において変化が速いと報告されている（Tourna et al., 

2008）。例えば、水深 500 m と 2,000 m のいずれの海水試料も群集構造は、高温（10℃

と 20℃）で Shallow Marine clade の NM もしくは WCA が優占し、低温（4℃）で Deep 

Marine clade の WCB が優占した。また、Deep Marine clade の現存量は、アンモニア態

窒素を添加しても増加せず、水温が高くなると減少し検出されなくなった。これは、

WCB が低温かつアンモニア態窒素濃度の低い（ナノモルレベル）環境に適応している

ためと考えられる。 

一方で、Shallow Marine clade の培養期間中における消長は、アンモニア態窒素濃
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度によって大きく異なった。Shallow Marine clade は、いずれの温度でも、アンモニア態

窒素を添加する事で現存量がより増加したことから、Deep Marine clade よりもアンモニ

ア態窒素に対する最大収量が高いと示唆された。実際、培養に用いた 50 µM というア

ンモニア態窒素濃度で、炭素固定活性が促進されると報告されている（Yakimov et al., 

2011）。 

以 上 か ら 、 水 温 と ア ン モ ニ ア 態 窒 素 は 、 海 洋 性 AOA の 主 要 系 統 群

（NM,WCA,WCB）の分布を支配する要因として、重要であると示唆された。既報研究

で、Shallow Marine clade の NM と WCA はアンモニア態窒素の供給量が高い環境で

ある水族館や、沿岸近く、浅海で優勢になり、一方で Deep Marine clade の WCB は低

温な環境である深海で優勢であると報告されている（Beman and Francis, 2008; Hu et 

al., 2011a,b; Santoro et al., 2010; Urakawa et al., 2008）。前章においても、それぞれ

の系統群の鉛直的な棲み分けが示された。 

硝化活性は、pH が 0.1 程度低下すると、8 – 38％減少すると知られており（Beman et 

al., 2011）、本実験においても水温による二酸化炭素の溶解度の違いが pH を変化さ

せ、硝化活性に影響していた可能性がある。硝化で産生された亜硝酸・硝酸態窒素に

よる pH の低下や、培養温度による pH の違いが、AOA の群集構造と現存量に影響し

なかったかを確認するために、アンモニア態窒素を添加した集積培養系（978 日目）で、

pHを測定したところ、両深度とも 4℃と 10℃、20℃でそれぞれ 7.6 と7.8、8.0であった。

さらに、これらを室温（25℃）に 1 日間、気体交換のために静置してから pH を測定する

と、8.06 ± 0.02（AVE ± SD）になった。従って、この pH の違いは、硝化によって生じた

プロトンの影響ではなく、水温による二酸化炭素の溶解度の違いによって生じたもので

あると考えられる。一般に、pH が下がると化学平衡でアンモニア態窒素のうちアンモニ

ウムイオンの割合が高くなり、逆に pH が上がるとアンモニアの割合が高くなる。今後、
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海水の pH を酸性側にコントロールした条件で、AOA の群集構造と現存量がどう変化

するかを評価する実験が必要である。しかし、両添加区において、各 clade の現存量

はそれぞれ同様の傾向を示していたので、pHが硝化活性に影響していた可能性は低

い。 

AOA の現存量が水温の影響を受ける理由として、炭素固定活性への影響が考えら

れる。古細菌の炭素固定に関与していると考えられているアセチル CoA カルボキシラ

ーゼαサブユニット（acetyl-CoA carboxylase alpha subunit）遺伝子（accA）についても、

古細菌の amoA の現存量と同様に 3 つの系統群が存在し、深度によって分布が違うと

知られている（Hu et al., 2011a,b; Yakimov et al., 2009）。しかし、AOA の現存量とバル

クの炭素固定活性には、水温に関係なく正の相関関係があると示されており（Agogué 

et al., 2008）、細胞あたりの炭素固定活性には、見かけ上の水温への依存性はないと

考えられる。 

溶存二酸化炭素濃度と同様に、溶存酸素濃度も水温によって変化すると考えられ

る。培養期間中の溶存酸素濃度は、それぞれの培養温度毎に溶解度平衡に達してい

ると考えられ、4℃と 20℃での飽和酸素濃度は 324 µMと 231 µMである（PSU 35、1 atm, 

Benson and Krause, 1984）。しかし、大気圧下と微好気（45 µM O2）下で炭素固定活性

に有意な違いがないと報告されたので（Yakimov et al., 2011）、その影響はないと考え

られる。 

水温は、系統群レベルで影響するだけでなく、種レベルでの群集構造の変動に影

響すると示唆された。同じ系統群内においても水温によって出現する OTUs が違って

おり、水深 500 m の海水では、WCA の主要な OTUs が 4℃と 10℃、20℃の培養系で

それぞれ異なっていた。水深 2,000 m の海水でも同様に、4℃ の培養系における NM

の主要な OTUs は、それ以外の培養系と異なっていた。これらは、種レベルで生理学
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的特性に違いが存在し、同系統群でも海域や水塊によって出現する種が異なる可能

性を示している。 

既往研究においては、圧力や光の影響によって、AOAのアンモニア酸化活性が阻

害される事が示唆されており、今後はこれらの環境要因についても検討する必要があ

る。AOAの分離株であるNitrosopumilus maritimusとNitrosotalea devanaterraは 15 

µmol m-2 s-1の光照射ですらアンモニア酸化活性が阻害されたと報告されている

（Merbt et al., 2012）。また、淡水湖の堆積物から集積培養されたAOAに、10 µmol m-2 

s-1の白色光、赤色光、青色光を照射いたところ、赤色光以外では増殖が阻害されたと

報告されている（French et al., 2011）。Yakimov et al.（2009）は、DNAに基づくPCR-ク

ローニングでDeep Marine cladeのクローンしか得られなかった試料が、RNAに基づくそ

れではShallow Marine cladeのクローンしか得られなかったので、大気圧と太陽の下で

船上作業している間に、減圧や光阻害がDeep Marine cladeのAOAの代謝活動に影

響し、遺伝子発現の強い減衰に繋がったのではないかと述べている。さらに、深海層

の海水試料における炭素固定活性は、白昼（12,000 lux ≓ 222 µmol m-2 s-1）の光量で

阻害されると報告されている（Yakimov et al., 2011）。 

 

3.4.2. 水温と硝化ポテンシャル 

硝化速度は水温に影響されたので、古細菌の硝化活性は生息場所によって異なると

示唆された。北海では、硝酸態窒素に基づいて推定された現場の硝化速度が～ 7 

fmol NH3 cell-1 day-1、アンモニア態窒素に基づいた集積培養系が 2 – 4 fmol NH3 

cell-1 day-1であり（Wuchter et al., 2006）、Candidatus N. maritimus SCM1 株では～ 4 

fmol NH3 cell-1 day-1であった（Könneke et al., 2005）。本研究の水深 500 mの 10 ℃と

20 ℃の培養系は、既報研究の培養系や分離株と同程度の硝化速度であったが、そ
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れ以外の培養系で硝化速度が低かった傾向は、培養温度によるpHの差が影響した

可能性がある。海洋酸性化に伴いpHが低下すると、硝化活性は海洋水柱で減少する

と示唆されている（Beman et al., 2011; Kitidis et al., 2011）。しかし、硝化活性は海洋

堆積物で変化しないと示唆されており（Kitidis et al., 2011）、pHの影響は、AOAの群

集構造、もしくは生息環境によって異なると考えられる。 

添加したアンモニア態・亜硝酸態窒素が検出限界以下になったのちも硝酸態窒素

が蓄積し続け、1,200 日を経ても AOA が検出された。これらの細胞は、常法で検出で

きないほど低濃度のアンモニアを利用できると示唆される。これは、Candidatus N. 

maritimus SCM1 株がアンモニウムの取り込みにとても低い半飽和定数を示した結果か

らも示唆される(Martens-Habbena et al., 2009)。さらに、Deep Marine cladeの現存量は、

アンモニア態窒素を添加しても増加しないので、アンモニア態窒素が希薄な深海環境

に優占する AOA 群集は、水族館のろ過槽から分離された SCM1 株よりもはるかに低

濃度のアンモニウム態窒素に適応しているかもしれない。 

4℃から 20℃の範囲で硝化が起こり、基質の添加を止めた 300 日目以降も硝酸が蓄

積し続けた。これは、駿河湾の表層から深層の水柱で古細菌の仲介する硝化の存在

を示しており、アンモニア態窒素が制限されている深海で硝化が起きているのを培養

実験的に初めて明らかにした。地球表面の約 71％は海に覆われており（Mrita, 2000）、

さらに深海（水深 1,000 m 以深は 1‐5℃）は世界の海の約 88％を占めると見積もられて

いるので（Menard and Smith, 1966）、深海で好冷性のアンモニア酸化原核生物が全

球的な窒素・炭素循環に重要な役割を果たしているのかどうかを明らかにするのは重

要であると考えられている（Nakagawa et al., 2007）。これまで、同位体や遺伝子を用い

た研究からは、深海で硝化が起きていると示す証拠が得られてきたが（Church et al., 

2010; Santoro et al., 2010）、本研究は初めて直接的に生元素変換を観察し、それに
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伴い硝化が起きているのを明らかにした。この事は、日本海北東の水深 2000 m､4℃の

水柱での亜硝酸生成を示した以前の報告を支持する（Nakagawa et al., 2007）。さらに、

検出を試みた全ての試料でAOBの存在が確認できなかった結果も、古細菌が駿河湾

でのアンモニア酸化に重要な役割を果たしているのを意味する。以前にも、深海で

Betaproteobacteria の AOB の現存量が検出限界以下であり AOA より桁違いに少なく、

Gammaproteobacteria の AOB の現存量が検出限界以下であったと報告されている

（Mincer et al., 2007; Nakagawa et al., 2007)。 

AMO のアミノ酸配列で分けられたグループである Shallow Marine clade と Deep 

Marine clade は（Mincer et al., 2007）、本研究で水温の影響を受けていると明らかにな

ったので、AMO の温度特性が AOA の生息環境を決定する重要な要因である可能性

が高い。アンモニア態窒素を添加した水深 2,000 m、4 ℃の培養系から得られたクロー

ンのうち 1 クローン（kt372）は、Candidatus N. maritimus のアンモニアモノオキシゲナー

ゼαサブユニットのたんぱく質配列の 181 番目のアミノ酸に相当する位置へ、グリシン

とアラニンの挿入を予測させる 6 bp の挿入を含んでいた。同様な挿入は、Candidatus 

Nitrosocaldus yellowstonii を含む系統群である cluster Ⅳに存在すると報告されており、

この株は 72 ℃で増殖すると知られている（de la Torre et al., 2008）。今後、こうした挿

入によるアミノ酸配列の変化がAMOの立体構造や温度特性に影響する可能性を明ら

かにしていく必要がある。 
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Fig. 3-1 Changing inorganic nitrogen concentrations during 300-day incubations adding (NH4)2SO4 of seawater samples collected from 500-m depth and 

incubated at 4˚C (a), 500 m and 10˚C (b), 500 m and 20˚C (c), 2,000 m and 4˚C (d), 2,000 m and 10˚C (e), and 2,000 m and 20˚C (f) and adding NaNO2 of 

seawater samples collected from 500-m depth and incubated at 4˚C (g), 500 m and 10˚C (h), 500 m and 20˚C (i), 2,000 m and 4˚C (j), 2,000 m and 10˚C (k), 

and 2,000 m and 20˚C (l) (n = 1). NH4
+-N (blue diamond); NO2

--N (red square); NO3
--N (green triangle); Addition of substrate (black triangle). 
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Fig. 3-2 Changing inorganic nitrogen concentrations during 1,200-day incubations adding (NH4)2SO4 of seawater samples collected from 500-m depth and 

incubated at 4˚C (a), 500 m and 10˚C (b), 500 m and 20˚C (c), 2,000 m and 4˚C (d), 2,000 m and 10˚C (e), and 2,000 m and 20˚C (f) and adding NaNO2 of 

seawater samples collected from 500-m depth and incubated at 4˚C (g), 500 m and 10˚C (h), 500 m and 20˚C (i), 2,000 m and 4˚C (j), 2,000 m and 10˚C (k), 

and 2,000 m and 20˚C (l) (n = 1). NH4
+-N (blue diamond); NO2

--N (red square); NO3
--N (green triangle). 
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Table 3-1 Frequencies of various archaeal amoA sequences represented as OTUs (≥95% similarity 

threshold) by depth of collection and temperature of incubation 

Total numbers
Initial Initial
6.6°C 4°C 10°C 20°C 6.6°C 4°C 10°C 20°C

OTU1 kt016 8 33 2 5 48
OTU2 kt143 18 15 33
OTU3 kt011 1 5 3 9
OTU4 kt099 1 18 19
OTU5 kt162 1 33 34
OTU6 kt235 1 1
OTU7 kt253 2 1 9 12
OTU8 kt003 2 2 1 5
OTU9 kt004 14 13 1 9 20 57
OTU10 kt005 2 2
OTU11 kt006 1 3 4
OTU12 kt015 5 10 1 20 36
OTU13 kt017 5 7 1 1 6 20
OTU14 kt034 1 1
OTU15 kt039 1 1
OTU16 kt069 1 1
OTU17 kt075 2 2
OTU18 kt083 1 1
OTU19 kt094 1 1
OTU20 kt097 1 1 2
OTU21 kt108 2 6 8
OTU22 kt115 1 2 3
OTU23 kt129 1 1
OTU24 kt240 1 1
OTU25 kt260 2 1 6 15 24
OTU26 kt262 1 1
OTU27 kt266 1 1 3 5
OTU28 kt274 1 1 2
OTU29 kt291 1 1
OTU30 kt292 1 1
OTU31 kt311 1 1
OTU32 kt335 1 1
OTU33 kt390 4 5 9
OTU34 kt393 4 3 3 10
OTU35 kt401 1 1 1 3
OTU36 kt402 1 1 1 3
OTU37 kt405 2 2

49 54 39 33 32 118 20 20 365

NM

WCA

WCB

Total numbers

Cluster OTU name
Representative

clone
Incubation temperature Incubation temperature

Clone numbers at 500 m depth  Clone numbers at 2000 m depth 

 
OTU operational taxonomic unit, NM Nitrosopumilus maritimus-like cluster, WCA Water Column 

Cluster A, WCB Water Column Cluster B 
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Fig. 3-3 Phylogenetic tree based on archaeal amoA sequences (577 bp) and constructed by 

neighbor-joining analysis. Boldface type indicates representative clones of amoA obtained in this study. 

The scale bar represents an estimated sequence divergence of 5%. Numbers at nodes indicate 

bootstrap values (≥50%). 
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Fig. 3-4 Proportions (%) of archaeal amoA sequence types detected in clone libraries. Nitrosopumilus 

maritimus-like cluster (Green), Water Column Cluster A (Blue), and Water Column Cluster B (Red). 

Bar lengths represent relative abundances at the onset (initial) and at the end of incubations of 

seawater samples from 500 m (a) and 2,000 m (b) at three different temperatures (4, 10, and 20˚C). 
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Fig.3-5 Ratio of Total archaeal amoA genes (Total AOA) versus General archaeal amoA genes 

(General AOA) in the sample from environmental samples (open circle) (n = 2) and enrichement 

samples (cross) (n = 34). 
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Fig.3-6 Changing gene abundances during 1,200-day incubations adding (NH4)2SO4 of seawater samples collected from 500-m depth and incubated at 

4˚C (a), 500 m and 10˚C (b), 500 m and 20˚C (c), 2,000 m and 4˚C (d), 2,000 m and 10˚C (e), and 2,000 m and 20˚C (f) and adding NaNO2 of 

seawater samples collected from 500-m depth and incubated at 4˚C (g), 500 m and 10˚C (h), 500 m and 20˚C (i), 2,000 m and 4˚C (j), 2,000 m and 

10˚C (k), and 2,000 m and 20˚C (l) (n = 1). Shalow Marine clade (blue), and Deep Marine clade (red). ND, No detected (Detection limits were < 

1.27×104 copies L-1 at 266 days and < 1.03×105 copies L-1 at 1200 days). NT, No test. 
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4. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の多様性と系統 
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4.1. 序論 

既報研究によって、海洋古細菌である Marin Group I（Group I.1a）の一部は、アンモニア

酸化能を有するとわかってきた。堆積物や土壌に生息するものも含めて、AOA を含む

一群は、古細菌ドメインの第三の門 Thaumarchaeota として独立させるべきであるという

提案がなされ（Brochier-Armanet et al., 2008）、それを支持する報告がされてきた

（Brochier-Armanet et al., advance online publication; Pester et al., 2011; Spang et al., 

2010; Walker et al., 2010）。海洋性 AOA としては、amoA の配列で分けられた系統群で

ある NM、WCA、WCB の 3 つが知られている。 

第 3 章の集積培養によって、古細菌の amoA レベルで見た OTU が 1 ないし 2 つしか

存在しない培養系を得ることができた。こうした培養系を用いることによって、特定の

AOA が属する系統群の 16S rRNA 遺伝子配列を決定することができる（Ando et al., 

2009; Santoro and Casciotti, 2011）。培養株のある NM（Könneke et al., 2005）と、集積

培養系で同様の解析がなされた WCA（Santoro and Casciotti, 2011）については、すで

に 16S rRNA 遺伝子による系統学的位置が示されているが、WCB については未だ分か

っていない。本研究も含めアンモニア態窒素を添加した多くの集積培養系では、NM 及

び WCA が優占するためと考えられる。本章における研究では、駿河湾だけでなく、

様々な海域で得た集積培養系をスクリーニングすることにより、NM と WCA だけでなく、

WCB が非常に高い割合で集積された培養系を見出すことができた。本章の研究目的

は、これらの集積培養系を用いて、これまで不明であった WCB を含むアンモニア酸化

能を有する海洋古細菌群集の系統学的位置を明らかにする事である。 

 

4.2. 材料と方法 

4.2.1. 試料採集 
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海水及び汽水、氷柱試料は相模湾と駿河湾、サロマ湖、大槌湾、北極海で採水した。

相模湾の海水試料は、2007 年 7 月に KT07-16 次淡青丸航海で、3 地点（St.P、T-6、

S）から 12 L ニスキン採水器 12 本を装着した CTD カローセル採水器を用いて採水し

た（Table 4-1）。採水時の AOA 群集を調べるために、1 L の海水試料を孔径 0.2 µm

のヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターにろ過した。核酸抽出までこれらの

フィルターを-20˚C で保存した。培養のための海水試料は 4°C で保持し，サンプリング

後 8 日以内に研究室に運び、すぐに基質を添加して集積培養を開始した。駿河湾の

海水試料は 3 章と同じ試料を用いて、解析には 3 章の培養系も使用した。サロマ湖の

汽水試料は、2008 年 3 月に 1 地点（St.M）で、厚さ 38 cm の氷に穴を空けて 5 L バン

ドン採水器を用いて採水し、氷柱試料は、同地点で厚さ 44 cm の氷を円柱状にくり抜

いて、その下 20 cm を採取した（Table 4-1）。採水時の AOA 群集を調べるために、0.5 

L の汽水試料を孔経 0.2 µm のヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターにろ過

した。核酸抽出までこのフィルターを-20˚C で保存した。培養のための汽水と氷柱試料

は 4°C で保持し，サンプリング後 8 日以内に研究室に運び、すぐに基質を添加して集

積培養を開始した。大槌湾の海水試料は、2009 年 6 月に 1 地点（St.OB）で、20 L バ

ンドン採水器 2 本を装着した採水器を用いて採水した（Table 4-1）。採水時の AOA 群

集を調べるために、5 L の海水試料を孔経 0.22 µm のステリベクス GS フィルターユニッ

トにろ過した。核酸抽出までこのフィルターを-20˚C で保存した。培養のための海水試

料は 10°C で保持し，基質の添加はせず、すぐに集積培養を開始した。北極海では

2009 年 9 月に MR09-03 次海洋地球研究船みらい航海で、カナダ海盆の氷縁付近で

水深 500 m と 2,000 m から 12 L ニスキン採水器 36 本を装着した CTD カローセル採

水器を用いて採水した（Table 4-1）。培養実験のための海水試料は 4°C で保存し，研

究室に運び、サンプリング後 4 ヶ月程馴致してから実験に供した。 
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4.2.2. 集積培養 

4.2.2.1. 相模湾 

海水試料にアンモニア酸化の基質として (NH4)2SO4 を含んだATCC1953 培地、ま

たは亜硝酸酸化の基質としてNaNO2を含んだATCC481 培地を添加し、10℃または

20℃ （n = 1） に保持、暗条件で 1,426 日間の集積培養を行った（Table 4-2）。スクリ

ューキャップをした 1 Lポリプロピレンボトルで培養を行った。一部の海水試料は、孔

経 0.2 µmのヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターでろ過し、ろ液を培養に

供した。スクリューキャップをした 1 Lガラスボトルで培養を行った。培養開始時に基

質を添加した後、培養期間中に再び基質添加を行った。基質を加えるタイミングは、

ボトル中の無機態窒素の増減をモニタリングする事で決定し、添加した基質が検出さ

れなくなった系には新たな添加を行った。また、527 日目以降は基質の添加を行わ

なかった。無機態窒素のモニタリングに合わせて、30-50 mLの海水試料を核酸抽出

のために培養系から分取し、海水試料中の微生物細胞を遠心（15,300×g、30 分、

4 ℃）によって集めた。核酸抽出まで菌体ペレットは-20 ℃で保存した。 

 

4.2.2.2. 駿河湾 

3 章で得られた 12 個の集積培養系、及び海水試料を孔経 0.2 µm のヌクレポアポリ

カーボネートメンブレンフィルターでろ過し、ろ液を培養した 12 個の系を使用した

（Table 4-2）。スクリューキャップをした 1 L ガラスボトルで培養を行った。その他の条

件は 3.2.3 と同様である。 

 

4.2.2.3. サロマ湖 
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汽水試料と融解した氷柱試料にアンモニア酸化の基質として (NH4)2SO4または亜

硝酸酸化の基質としてNaNO2を添加し、4℃（n = 1） に保持、震盪せずに暗条件で

1,190 日間の集積培養を行った（Table 4-2）。スクリューキャップをした 1 Lポリプロピ

レンボトルで培養を行った。一部の海水試料は、孔経 0.2 µmのヌクレポアポリカーボ

ネートメンブレンフィルターでろ過し、ろ液を培養に使用した。スクリューキャップをし

た 1 Lガラスボトルで培養を行った。培養開始時に基質を添加した後、培養期間中に

再び基質添加を行った。基質を加えるタイミングは、ボトル中の無機態窒素の増減を

モニタリングする事で決定し、添加した基質が検出されなくなった系には新たな添加

を行った。また、291 日目以降は基質の添加を行わなかった。無機態窒素のモニタリ

ングに合わせて、30mLの汽水試料と融解した氷柱試料を核酸抽出のために培養系

から分取し、海水中の微生物細胞を遠心（15,300×g、30 分、4 ℃）によって集めた。

核酸抽出まで菌体ペレットは-20 ℃で保存した。 

 

4.2.2.4. 大槌湾 

海水試料に基質は添加せず、10℃（n = 1） に保持、震盪せずに暗条件で 743 日間

の集積培養を行った（Table 4-2）。一部の海水試料は、孔経 0.2 µm のヌクレポアポリ

カーボネートメンブレンフィルターでろ過し、ろ液を培養に使用した。スクリューキャッ

プをした 1 L ガラスボトルで培養を行った。培養開始から 743 日目に、30 mL の海水

試料を核酸抽出のために培養系から分取し、海水中の微生物細胞を遠心（15,300

×g、30 分、4 ℃）によって集めた。核酸抽出まで菌体ペレットは-20 ℃で保存した。 

 

4.2.2.5. 北極海 

馴致した北極海の海水試料を Ultrafiltration membranes（material, polyethersulfone; 
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filter code, PBCC; diameter, 90 mm; NMWL, 5,000; Milliore, Billerica, MA, USA）を

用いて Inoue et al. (2007) の方法に従い濃縮した後、基質を添加して振蘯せずに暗

所、4℃（n = 1）で 521 日間の集積培養を行った（Table 4-2）。スクリューキャップをし

た 50 mL ポリプロピレンコニカルチューブで培養を行った。0 日目は 5 mL の試料を

核酸抽出のために遠心後（6,300×g、30 分、4 ℃）、521 日目は 1 mL の試料を遠心

した（15,300×g、30 分、4 ℃）。核酸抽出まで菌体ペレットは-20 ℃で保存した。 

 

4.2.3. 核酸抽出 

核酸はヌクレポアポリカーボネートメンブレンフィルターと菌体ペレットから、2.2.3 の群

集構造解析用の核酸と同様の方法で、ステリベクス GS フィルターユニットから 2.2.3 の

現存量解析用の核酸と同様の方法で抽出した。 

 

4.2.4. DNA 濃度の測定 

2.2.4 と同様に測定した。 

 

4.2.5. Q-PCR 

2.2.5 と同様に測定した。Shallow Marine cladeのamoAと、Deep Marine cladeのamoA、

General AOAのamoA、Marin Group Iの 16S rRNA遺伝子アッセイのPCR効率は、それ

ぞれ 90.7-96.5％と、84.2-95.2％、87.6-92.5％、95.4-97.7％で、全てのアッセイでr2

値は少なくとも 0.975 であった。 

 

4.2.6. 群集構造解析 

得られた DNA は、古細菌の amoA と 16S rRNA 遺伝子、細菌の 16S rRNA 遺伝子のク
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ローンライブラリー作成のために PCR 増幅を行った。PCR 増幅は 2.2.6 と同様に行っ

た。PCR は古細菌の amoA を対象としたユニバーサルプライマーセットである

Arch-amoAF と Arch-amoAR（Francis et al., 2005）、古細菌の 16S rRNA 遺伝子を対

象としたユニバーサルプライマーセットである Ar20F と U1390R（DeLong et al., 2006）、

細菌の 16S rRNA 遺伝子を対象としたユニバーサルプライマーセットである 27F と

1492R（DeLong et al., 1992 modified）を使い、既報とメーカー指定の方法に従い行っ

た。クローニングとシークエンス、遺伝子配列間の相同性検索、系統解析は 2.2.6 と同

様に行った。 

 

4.3. 結果 

4.3.1. 集積培養系の選抜 

環境試料と集積培養では、Total AOA と General AOA が共に検出された試料におい

て（それぞれ n = 5 と n = 26）、Total AOA の現存量は General AOA よりそれぞれ

1.47-101 倍と 0.51-547 倍の範囲で高く、平均で 21.6 倍と 82.7 倍、中央値で 1.76 倍

と 2.53 倍高かった（Fig.4-1）。そこで、本章では高い現存量が得られた Total AOA を

AOA の現存量とした。 

相模湾と駿河湾、サロマ湖、大槌湾、北極海から得られた試料で作成した 84 個の

集積培養系のうち、現存している 76 個の系で各遺伝子の現存量を測定した。AOA に

占める WCB の割合は、0.03 – 85.81％であり、最も WCB の割合が高かったのは北極

海由来の ART-22 であった（Table 4-3）。 

 

4.3.2. Shallow Marine clade の集積培養系 

駿河湾湾口の水深 500 m と 2,000 m の海水試料を、20˚C、暗条件で 266 日間にわた
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って集積した培養系（それぞれ KT-130と KT-132）は、amoA配列の群集構造解析（カ

ットオフ値 2％）によると、それぞれ WCA に属するクローンからなる 1 OTU（代表クロー

ンは kt041）と、NM に属するクローンからなる 2 OTUs（代表クローンは kt167 と kt166）

になっていた（Fig.4-2、Table 4-4）。それらの OTUs の NM に属する Ca. N. maritimus 

SCM1 株（Könneke et al., 2005）に対する amoA 配列の相同性（594 bp）は系統群ごと

に 80％と 92 – 93％、WCA に属する CN25（Santoro and Casciotti, 2011）に対する

amoA 配列の相同性（594 bp）は系統群ごとに 91％と 79 – 82％であった。KT-130 と

KT-132における16S rRNA遺伝子配列の群集構造解析（カットオフ値2％）では、全て

のクローンが Thaumarchaeota の Group I.1a に属する 1 OTU（代表クローンは kt719）

にクラスタリングされ、その OTU の SCM1 株に対する 16S rRNA 遺伝子配列の相同性

（1,307 bp）は98％、CN25に対する16S rRNA遺伝子配列の相同性（1,307 bp）は93％

であった（Fig.4-3、Table 4-5）。  

培養前と培養後で Total AOA/General AOA と AOA / Marine Group I が、KT-130

はそれぞれ 1.76 から 6.52 と 0.17 から 0.97、KT-132 はそれぞれ 1.47 から 558.82 と

0.08 から 5.42 になった。 

Shallow Marine clade 用のプライマーセットによる群集構造解析によると、KT-130 で

は、培養前に 47 クローン中 38 クローンが NM に、8 クローンが WCA（WCA1）系統群

に、1 クローンが WCA2 系統群に属し、培養後に 22 クローン中 17 クローンが NM に、

5 クローンが WCA1 系統群に属した（Fig.4-4、Table 4-6）。培養後の OTUs は、SCM1

株に対する amoA 配列の相同性（295 bp）が系統群ごとに 94 - 97％と 88％、CN25 に

対する amoA 配列の相同性（295 bp）が系統群ごとに 85 - 89％と 94％であった。

KT-132 では、培養前に 47 クローン中 37 クローンが NM に、8 クローンが NM の属す

る Sediment cluster A の 1 系統群である Sediment cluster A-1 系統群（Nakagawa et al., 
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2007）に、2クローンがWCAに属し、培養後に22クローン全てがNMに属した（Fig.4-4、

Table 4-6）。培養後の OTUs は、SCM1 株に対する amoA 配列の相同性（295 bp）が

94 - 96％、CN25 に対する amoA 配列の相同性（295 bp）が 85 - 88％であった。 

細菌群集構造解析により、KT-130 では培養前も後も Nitrospina 属に近縁なクロー

ンが得られたが、KT-132 では培養前に Nitrospina 属に近縁なクローンが、培養後に

Nitrospira 属に近縁なクローンが得られた（Table 4-11）。 

 

4.3.3. Deep Marine clade の集積培養系 

北極海カナダ海盆で得られた ART-22 は、WCB の割合が 85.8％と最も高かったので、

amoA 及び 16S rRNA 遺伝子の群集構造解析を行った。この培養系は、水深 500 m の

海水に亜硝酸態窒素添加し、4˚C、暗条件で 521 日間にわたって集積培養したもので

あった。解析の結果、amoA 配列では WCA に属する 3 クローンからなる 2 OTUs と、

WCB に属する 20 クローンからなる 8 OTUs になっていた（Fig.4-2、Table 4-9）。それら

の OTUs は系統群ごとに 79 - 80％と 68 – 73％の相同性（594 bp）で SCM1 株に近縁

で、95 - 97％と 68 – 75％の相同性（594 bp）で CN25 に近縁であった。そして、16S 

rRNA 遺伝子配列は、3 OTUs になっており、すべて Group I.1a に属していた（Fig.4-3、

Table 4-10）。それらの OTUs は 92-93％の相同性（1,307 bp）で SCM1 株に近縁で、

91 – 92％の相同性（1,307 bp）で CN25 に近縁であった。 

 ART-22 は、培養前と培養後で Total AOA/General AOA が 2.39 から 1.76、 AOA / 

Marine Group I が 0.18 から 0.23 になった。 

 

4.4. 考察 

北極海で得られた培養系を用いた解析の結果、WCB に属する AOA の 16S rRNA 遺伝
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子における系統学的位置が推定できた（Fig.4-5）。WCB に属する AOA は、NM に属す

る Candidatus N. maritimus SCM1 株（Könneke et al., 2005）、WCA に属する CN25

（Santoro and Casciotti, 2011）と、amoA 配列における系統関係と同様に、16S rRNA 遺

伝子配列においても異なる系統群として区別できた。その 16S rRNA 遺伝子配列におけ

る相同性は NM と WCA に対して 93％以下であり、WCB の AOA は NM、WCA と種レベ

ル、あるいは属レベル以上に異なる古細菌であると示唆された。Swan et al.（2011）は、2

地点の亜熱帯循環域で原核生物を対象にシングルセルソーティングと全ゲノム増幅を

行い、amoA を含んでいる Group I.1a の増幅ゲノム（SCGC AAA007-O23）が得られたと

報告した。このゲノムの公開配列情報から、16S rRNA 遺伝子及び amoA 配列を取得し

解析を行ったところ、amoA 配列は WCB に属し（Fig.4-2）、その相同性（594 bp）が

ART-22 の WCB に属する OTUs と 84 – 97％、16S rRNA 遺伝子配列は Group I.1a に

属し（Fig.4-6）、その相同性（435 bp）が ART-22 の OTUs と 98 – 100％であった。 

WCA と NM に属する AOA がそれぞれ集積されていた KT-130 と KT-132 から得ら

れた 16S rRNA 遺伝子配列は、kt719 というクローンに代表される同一の OTU となり、

Group I.1a に属していた。よって、WCA と NM は 16S rRNA 遺伝子において同一の系統

群に属する事が示唆された。しかし、Total AOA/General AOAの値が培養後に高くなっ

たので、General AOA 用のプライマーセットでは群集構造を正しく評価できていない可

能性が示唆された。そこで、定量 PCR に使用した Shallow Marine clade 用のプライマー

セットを使い、これらの集積培養系の amoA 配列に基づく群集構造を再解析したところ、

KT-130 と KT-132 は共に NM が優占しているとわかった。特に、KT-130 において、初

めに行ったGeneral AOA用プライマーセットによる解析では、WCAのみが検出されたが、

Shallow Marine clade 用のプライマーセットによる再解析によって WCA よりも NM が優占

しているとわかった。さらに、General AOA 用のプライマーセットを使った解析では、一部
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の AOA を検出できていない可能性が明らかになった。つまり、この集積培養系から得ら

れた 16S rRNA 遺伝子配列は、WCA ではなく NM に由来するものであると確かめられた。

また、Santoro and Casciotti（2011）は、WCA に属する AOA の 3 つの集積培養（CN25、

CN75、CN150）を得て（Fig.4-2）、全てのAOAの16S rRNA遺伝子における系統学的位

置が Group I.1a であると報告した（Fig.4-3）（Santoro and Casciotti, 2011）。しかし、

CN150 という培養系は他の 2 つの培養系と 16S rRNA 遺伝子の系統樹上で異なる位置

に存在し（Fig.4-5）、SCM1 株と同じ系統群に属していた（Santoro and Casciotti, 2011）。

彼女らの amoA 解析においても、General AOA 用プライマーセットが使用されており、

CN150 に共存する NM の AOA の存在を見落としている可能性が高い。よって本研究と

同様に、CN150 の集積培養系から検出された 16S rRNA 遺伝子配列は、WCA ではなく

NM の AOA に由来すると考えられる。 

既報研究から、海洋水柱では Shallow Marine cladeのうち WCA が優占していると考え

られてきたが、実際は NM が優占している可能性が高い。NM を含む Sediment cluster

は漸深層・深海層の水柱や堆積物からも検出されている（Dang et al., 2010; Dong and 

Shao, unpublished; Nakagawa et al., 2007; Nunoura et al., unpublished）。KT-130 と

KT-132 で、培養前の海水試料について Shallow Marine clade の定量 PCR 産物からク

ローン解析を行った所、それぞれ 80.9％と 95.7％のクローンが NM もしくは Sediment 

cluster A-1 系統群であった（Table 4-6）。この結果は、表層海水試料で行われたメタゲ

ノム解析で得られた 16 個の amoA 配列のうち 13 個が NM で、3 個が WCA であった報

告からも支持される（Tully et al., 2012）。さらに、本研究で得られた 3 つの培養系におい

て、培養前の海水試料から検出された全ての 16S rRNA 遺伝子配列は、WCA に属する

CN25（Santoro and Casciotti, 2011）と異なる系統群に属した。 

KT-130 から得られた 1 クローン（kt837）は、WCA に近縁な別系統群に属していた
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（Fig.4-4）。この系統群は、従来からの WCA を WCA1 として WCA2 と呼ばれており

（ Moraru et al., 2010 ） 、 近 縁 な ク ロ ー ン GOC-G-450-22 （ EU340509 ） と

GOC-G-450-23 （EU340510）がカリフォルニア湾の水深 450 m から得られている

（Beman et al., 2008）。 
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Table 4-1 Data of sampling stations in the Sagami Bay, Otsuchi Bay. 
Station Collcted date Collcted time Max depth
name (mon/day/yr) (hh:mm) (m)
St.P 7/11/2007 09:33-09:57 139˚E 11' 59" 34˚N 36' 00" 1,517 500 / 6.0

Sea-water St.T-6 7/10/2007 12:59-14:33 139˚E 29' 34" 34˚N 24' 00" 2,363 500 / 6.0
St.S 7/12/2007 18:10-20:14 138˚E 19' 51" 34˚N 03' 00" 3,599 1,500 / 2.5

Brackish-water 9:29 3 / -0.4
Ice cylinder 11:29 －

Otsuchi Bay Sea-water St.OB 6/1/2009 － 141˚E 58' 51" 39˚N 21' 26" 66 55 / 13.9
500 / 0.85

2,000 / -0.4

7

MR09-03 Sea-water St.36 9/21/2009 4:23 151˚W 40' 19" 78˚N 29' 97" 3,837

Saloma Lake St.M 3/4/2008 143˚E 34' 25" 44˚N 04' 13"

Cruise / Sampling
location name

Longitude Latitude Collected depth (m)
/ Temperature (˚C)

KT07-16

Sample type

 



４．アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の多様性と系統 

98 
 

Table 4-2 List of enrichment cultures and culture conditions. 

Volume Temperature
(mL) (˚C)

KT-004 KT07-16 P Sea-water 500 － 500 10 Shake culture ATCC481 NaNO2 30.0 Changing static culture at 72 days
KT-004a KT07-16 P Sea-water 500 < 10.0 500 10 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-004 at 166 days
KT-004b KT07-16 P Sea-water 500 － 500 10 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-004a at 492 days
KT-006 KT07-16 T-6 Sea-water 500 － 500 10 Shake culture ATCC1953 (NH4)2SO4 22.7 Changing static culture at 72 days
KT-006a KT07-16 T-6 Sea-water 500 < 10.0 500 10 Static culture ATCC1953 (NH4)2SO4 45.4 Inoculating KT-006 at 166 days
KT-006b KT07-16 T-6 Sea-water 500 － 500 10 Static culture ATCC1953 (NH4)2SO4 45.4 Inoculating KT-006a at 492 days
KT-006c KT07-16 T-6 Sea-water 500 < 0.2 500 10 Static culture ATCC1953 (NH4)2SO4 45.4 Inoculating KT-006a at 492 days
KT-009 KT07-16 T-6 Sea-water 500 － 500 10 Shake culture ATCC481 NaNO2 30.0 Changing static culture at 72 days
KT-009a KT07-16 T-6 Sea-water 500 < 10.0 500 10 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-009 at 166 days
KT-009b KT07-16 T-6 Sea-water 500 － 500 10 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-009a at 492 days
KT-021 KT07-16 P Sea-water 500 < 0.2 1000 20 Shake culture ATCC1953 (NH4)2SO4 11.4 Changing static culture at 72 days
KT-021a KT07-16 P Sea-water 500 － 1000 20 Static culture ATCC1953 (NH4)2SO4 11.4 Inoculating KT-021 at 72 days
KT-021b KT07-16 P Sea-water 500 < 0.4 500 20 Static culture ATCC1953 (NH4)2SO4 45.4 Inoculating KT-021  at 166 days
KT-021c KT07-16 P Sea-water 500 < 0.4 500 20 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-021 at 166 days
KT-021d KT07-16 P Sea-water 500 < 0.2 1000 20 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-021c at 492 days
KT-022 KT07-16 P Sea-water 500 < 0.2 1000 20 Static culture ATCC481 NaNO2 12.0 Changing static culture at 72 days
KT-022a KT07-16 P Sea-water 500 < 0.4 500 20 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-022 at 166 days
KT-022b KT07-16 P Sea-water 500 < 0.2 1000 20 Static culture ATCC481 NaNO2 60.0 Inoculating KT-022a at 492 days
KT-122 KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-123 KT08-02 St.5 Sea-water 500 < 0.2 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-124 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-125 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 < 0.2 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-126 KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 10 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-127 KT08-02 St.5 Sea-water 500 < 0.2 500 10 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-128 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 10 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-129 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 < 0.2 500 10 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-130 KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 20 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-130a KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 20 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0 Inoculating KT-130 at 266 days
KT-131 KT08-02 St.5 Sea-water 500 < 0.2 500 20 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-132 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 20 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-132a KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 20 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0 Inoculating KT-132 at 266 days
KT-133 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 < 0.2 500 20 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
KT-134 KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-135 KT08-02 St.5 Sea-water 500 < 0.2 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0

PreparationCulture name
Cruise / Sampling
location name

Station
name

Sample type Collected depth (m)
Culture condition

Remarks column
Shaking Substrate name

Nitrogen
source

Final concentration
(μM)
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Continuation 

Volume Temperature
(mL) (˚C)

KT-136 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-137 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 < 0.2 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-138 KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 10 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-138a KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 10 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0 Inoculating KT-138 at 301 days
KT-139 KT08-02 St.5 Sea-water 500 < 0.2 500 10 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-140 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 10 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-141 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 < 0.2 500 10 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-142 KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 20 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-142a KT08-02 St.5 Sea-water 500 － 500 20 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0 Inoculating KT-142 at 266 days
KT-143 KT08-02 St.5 Sea-water 500 < 0.2 500 20 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-144 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 20 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
KT-144a KT08-02 St.5 Sea-water 2000 － 500 20 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0 Inoculating KT-144 at 266 days
KT-145 KT08-02 St.5 Sea-water 2000 < 0.2 500 20 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
SAL-005 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 － 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 25.0
SAL-006 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 － 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
SAL-007 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 － 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 25.0
SAL-008 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 － 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
SAL-009 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 － 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 25.0
SAL-010 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 － 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
SAL-011 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 < 0.2 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 25.0
SAL-012 Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 3 < 0.2 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
SAL-013 Saloma lake 2008 St.M Ice cylinder － － 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 25.0
SAL-014 Saloma lake 2008 St.M Ice cylinder － － 500 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
SAL-015 Saloma lake 2008 St.M Ice cylinder － < 0.2 500 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 50.0
SAL-016 Saloma lake 2008 St.M Ice cylinder － < 0.2 200 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 50.0
OB-1 Otsuchi Bay 2009 St.OB Sea-water 55 － 1000 10 Static culture － － －

OB-2 Otsuchi Bay 2009 St.OB Sea-water 55 < 0.2 1000 10 Static culture － － －

ART-17 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 1000.0 Adding LP
ART-18 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 1000.0 Adding LP
ART-19 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture － － － Adding LP and CY
ART-20 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture － － － Adding LP
ART-21 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 1000.0
ART-22 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 1000.0
ART-23 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture － － － Adding CY

Culture name
Cruise / Sampling
location name

Station
name

Sample type Collected depth (m)
Culture condition

Remarks column
Shaking Substrate name

Nitrogen
source

Final concentration
(μM)

Preparation
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Volume Temperature
(mL) (˚C)

ART-24 MR09-03 St.36 Sea-water 500 > 5kD 10 4 Static culture － － －

ART-25 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 1000.0 Adding LP
ART-26 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 1000.0 Adding LP
ART-27 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture － － － Adding LP and CY
ART-28 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture － － － Adding LP
ART-29 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 1000.0
ART-30 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture 100 mM NaNO2 NaNO2 1000.0
ART-31 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture － － － Adding CY
ART-32 MR09-03 St.36 Sea-water 2000 > 5kD 10 4 Static culture － － －

Preparation
Culture condition

Remarks column
Shaking Substrate name

Nitrogen
source

Final concentration
(μM)

Culture name
Cruise / Sampling
location name

Station
name

Sample type Collected depth (m)

 
LP Lysozume (150 μg mL-1) and Polymyxin (200 μg mL-1), CY Casamino acids and Yeast extract (0.1 g L-1 each) 
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Fig.4-1 Ratio of Total archaeal amoA genes (Total AOA) versus General archaeal amoA genes 
(General AOA) in the sample from environmental samples (open circle) (n = 5) and enrichment 
samples (cross) (n = 26). 
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Table 4-3 Gene abundances of ambient seawater and enrichment cultures. 

Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

St.P depth 500 m － 11.7820 0.0946 18.6961 1.4072 0.6134 18.7476 1.3458 242.3904 9.2787

KT-004 166 1343.9368 7.5174 ND － － 4.4462 0.1260 455.4616 5.4660

KT-004a 254 8.3970 0.5462 ND － － ND － 4.0759 0.5157

492 71.7340 3.6739 0.0805 0.0128 0.0011 ND － 28.3565 3.0131

1426 991.2433 7.7446 ND － － 1.7839 0.3066 198.8270 7.4069

KT-004b 1426 176.5523 5.2602 ND － － 6.9955 0.2581 59.5094 5.8346

KT-006 166 6875.2235 17.8856 ND － － 16.2783 1.0135 1915.2288 18.6323

KT-006a 254 12255.7346 2849.2577 ND － － 43.8306 2.0043 2841.9045 406.4837

492 1583.9306 51.0744 0.4249 0.1098 0.0003 7.9745 0.3337 494.8561 16.2567

1426 132.9376 6.7256 ND － － 40.0182 1.9690 234.0588 1.7898

KT-006b 1141 246.8833 2.6306 ND － － 32.5960 3.2023 242.9374 7.6706

1426 492.8321 4.2995 ND － － 72.2938 2.9294 500.0137 11.9838

KT-006c 1141 0.1324 0.1165 ND － － ND － ND －

1426 ND － ND － － ND － ND －

KT-009 166 280.9213 0.8042 0.3265 0.3671 0.0012 33.0600 2.4440 243.1504 5.2401

KT-009a 254 2458.8433 672.4591 ND － － 9.4379 3.4396 624.9954 147.5542

492 220.6592 3.6817 0.3798 0.0807 0.0017 3.0249 0.0476 94.8297 5.2880

1426 127.5636 1.2953 ND － － 124.4938 3.4658 671.9034 18.5711

KT-009b 1426 73.2873 1.1902 ND － － 65.4190 3.8828 366.5529 12.4356

KT-021 99 8.2840 1.6099 ND － － ND － 2.4103 0.3334

166 2506.2593 25.8087 ND － － 4.3595 0.1385 516.1682 5.9298

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade General AOA Marine Group І
WCB / Total AOA
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Continuation 

Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

254 55006.7370 10233.1730 ND － － 135.5592 12.0004 17218.7538 3980.5447

1427 4652.4900 81.5640 ND － － 4.8992 0.2548 905.6803 29.4830

KT-021b 254 3875.3422 296.1618 ND － － 6.9155 0.0113 1101.8468 68.3370

1427 212.9271 10.1509 ND － － ND － 49.7333 0.3745

KT-021c 254 7790.8335 145.1434 ND － － 9.7374 2.1458 1917.6046 14.0668

492 723.2954 5.6384 ND － － 1.0749 0.0672 161.7991 4.4027

1427 341.4790 6.1180 ND － － ND － 84.0236 6.4167

KT-021d 1427 10.5027 0.6780 ND － － ND － 1.9056 0.2494

KT-022 166 37.3223 1.1328 0.2239 0.1315 0.0060 ND － 54.5087 0.4351

254 21.6100 0.2818 ND － － ND － 3.4171 0.8048

1427 30.5789 0.0830 ND － － ND － 6.1096 0.5132

KT-022a 254 ND － ND － － ND － ND －

492 6.5276 0.6909 ND － － ND － 2.3152 0.3403

1427 101.7142 0.0957 ND － － ND － 70.4967 1.0468

KT-022b 1427 ND － ND － － ND － ND －

St.5 depth 500 m > 0.2 － 9.2694 0.1051 15.5741 0.1324 0.6269 14.1519 0.8006 187.0963 18.5493

KT-122 266 2213.6745 12.0884 10.8276 0.2244 0.0049 21.0299 0.3941 524.2516 7.0948

915 4647.8895 35.8400 5.3919 0.2633 0.0012 26.6245 0.9904 1923.8711 32.8185

978 4332.8253 62.7306 5.2718 0.2321 0.0012 22.7189 0.4095 1829.0795 132.3691

1200 5600.1636 236.7741 1.9862 0.2671 0.0004 14.2353 1.5807 1222.3307 30.5368

St.5 depth 500 m 0.2 - 0.05 － ND － 0.0009 0.0002 － ND － 0.0209 0.0108

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade General AOA Marine Group І
WCB / Total AOA
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Continuation 

Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

KT-123 1200 ND － ND － － ND － 3.2181 0.3318

St.5 depth 2,000 m － 1.4147 0.0318 2.2694 0.0207 0.6160 2.5010 0.0885 47.5942 0.2952

KT-124 266 7343.6498 17.2621 2.5488 0.2849 0.0003 13.4298 0.0478 1685.3026 9.6264

915 1647.3406 8.8167 1.5108 0.1306 0.0009 7.3856 0.5098 731.9909 15.6719

978 956.0145 19.6246 1.3324 0.6569 0.0014 5.5123 0.6807 487.8108 21.4167

1200 1477.7417 4.8902 ND － － 3.3012 0.3759 278.5520 3.2798

KT-125 1200 ND － ND － － ND － 0.3057 0.0628

KT-126 266 883.3737 4.0146 3.2441 0.1692 0.0037 32.1966 1.5412 309.6876 6.5011

915 123.0138 7.2590 22.8711 1.6110 0.1568 190.4872 17.8203 1227.6509 59.8859

978 51.1073 5.8267 5.2237 0.4674 0.0927 73.4197 4.3695 430.8116 16.0551

1200 121.5367 13.1619 4.0455 0.3738 0.0322 116.9090 4.6226 530.2029 13.7394

KT-127 266 880.3191 7.1318 ND － － 1.4468 0.0538 106.9751 1.8497

915 1375.7150 149.4753 13.0192 20.8649 0.0094 2221.7597 411.3016 12536.4458 524.1287

1200 2014.7347 29.8310 ND － － 1196.8607 33.5145 7063.6073 65.7932

KT-128 266 2527.5279 12.1958 ND － － 5.7637 0.0875 766.3550 9.8172

915 212.6943 9.2053 0.1875 0.1062 0.0009 ND － 119.2179 5.4850

978 95.6387 7.5192 ND － － ND － 65.2639 6.0495

1201 196.6568 14.9552 ND － － ND － 40.5175 1.6948

KT-129 1200 ND － ND － － ND － 0.5171 0.1142

KT-130 266 1034.6503 7.7890 ND － － 158.7271 0.5783 1071.5421 18.7274

978 13.4305 0.9746 0.4610 0.4080 0.0332 6.6479 0.5513 39.5762 1.8525

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade General AOA Marine Group І
WCB / Total AOA
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Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

1201 18.2174 1.3842 ND － － ND － 5.0166 0.5751

KT-130a 915 250.5214 1.6756 ND － － ND － 337.1475 8.2305

1201 225.2314 1.8416 ND － － 33.8274 3.7254 365.7012 6.0799

KT-131 1200 ND － ND － － ND － ND －

KT-132 266 7515.1542 49.5521 ND － － 13.4484 0.2643 1387.1550 6.5218

978 50.5348 1.2684 ND － － ND － 21.1082 1.5304

1201 34.3720 0.2833 ND － － ND － 5.2956 1.0313

KT-132a 915 193.8417 3.3831 ND － － ND － 69.1398 1.4105

1201 139.1106 2.5644 ND － － ND － 36.8268 3.2138

KT-133 1200 ND － ND － － ND － ND －

KT-134 266 184.6596 3.6045 8.7009 0.5262 0.0450 14.4412 0.5841 149.0499 2.4521

1200 116.0835 2.0825 ND － － 4.6786 0.4166 35.6790 1.6361

KT-135 1200 0.3905 0.1051 ND － － ND － ND －

KT-136 1200 191.6259 7.0427 ND － － 3.0110 0.4394 51.2553 3.3190

KT-137 1200 ND － ND － － ND － 0.8935 0.5600

KT-138 266 67.2261 1.2173 18.1259 0.4425 0.2124 29.6551 0.7738 223.7989 3.4178

1201 7.6946 0.9533 10.8333 1.1262 0.5847 36.4781 0.7901 195.3483 5.1001

KT-138a 1201 24.6356 1.2589 7.6024 1.3343 0.2358 14.8375 0.1955 170.6811 1.8046

KT-139 1200 7.4606 1.4372 ND － － 8.8580 0.1509 29.5435 2.9345

KT-140 266 71.6375 1.5358 ND － － 0.5300 0.0454 16.4991 1.3159

1201 176.0418 3.4769 ND － － 2.2006 0.3375 33.6304 2.3299

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade General AOA Marine Group І
WCB / Total AOA
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Continuation 

Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

KT-141 1200 ND － ND － － ND － 0.7124 0.4737

KT-142 266 104.5981 0.2294 ND － － 11.8633 1.5335 65.9317 2.9275

1201 63.0337 2.6596 ND － － 41.1295 0.6197 166.8490 1.6706

KT-142a 1201 33.8006 1.0532 ND － － 23.1379 0.4038 157.0250 17.5273

KT-143 1200 ND － ND － － ND － ND －

KT-144 266 108.4335 0.4720 ND － － 0.6176 0.0367 22.9324 0.7022

1201 36.2268 4.5158 ND － － ND － 4.5811 0.2232

KT-144a 1201 0.8504 0.2997 ND － － ND － ND －

KT-145 1200 ND － ND － － ND － ND －

Saloma lake 2008 St.M Brackish-water 5.2223 0.0123 0.0129 0.0018 0.0025 0.0520 0.0229 ND －

SAL-005 1190 93.3450 20.3411 ND － － ND － 19.2914 3.2876

SAL-006 1190 125.2948 1.6620 ND － － 2.7040 0.3425 46.3760 4.4652

SAL-007 1190 136.7311 5.5353 ND － － ND － 23.9481 0.3348

SAL-008 1190 23.2434 1.4452 ND － － 22.7712 0.9548 57.8013 2.7336

SAL-009 1190 192.7645 11.9908 ND － － ND － 40.1380 0.9954

SAL-010 1190 197.9831 6.2825 ND － － ND － 37.7771 5.2990

SAL-011 1190 680.4140 41.6443 ND － － ND － 121.0146 21.2720

SAL-012 1190 85.7870 7.9001 ND － － ND － 13.8182 3.7454

SAL-013 1190 656.2561 56.5918 ND － － 597.5634 43.9596 2888.8437 596.3067

SAL-014 1190 294.2303 2.8051 ND － － 25.3523 1.8192 147.9594 5.1914

SAL-015 1190 ND － ND － － ND － ND －

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade General AOA Marine Group І
WCB / Total AOA
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Continuation 

Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

SAL-016 1190 ND － ND － － ND － ND －

Otsuchi Bay 2009 Sea-water － 28.7825 0.0193 ND － － ND － 6.8863 0.8304

OB-1 743 34.8416 1.7923 ND － － 3.1510 0.4104 14.0941 2.5659

OB-2 743 14.9026 0.2664 ND － － ND － 2.9644 0.6159

MR09-03 St.36 depth 500 m － 361.6257 8.0500 413.2623 30.2542 0.5333 323.5974 14.4542 4198.3967 75.7850

ART-17 521 29.0668 8.7399 44.2000 0.3924 0.6033 87.1311 8.4046 696.5895 26.8599

ART-18 521 18.0544 9.4003 18.3501 1.8851 0.5041 50.2984 14.4202 389.1575 59.1997

ART-19 521 8.1851 1.0980 ND － － ND － 117.8640 33.3522

ART-20 521 63.7486 19.6181 212.8589 42.8087 0.7695 165.9653 28.4808 1022.0024 55.5423

ART-21 521 ND － ND － － ND － 46.9684 37.2656

ART-22 521 40.7190 13.9292 246.1622 68.2653 0.8581 163.3998 22.6002 1235.2229 243.1430

ART-23 521 40.7190 13.9292 86.6217 11.5855 0.6802 71.9049 20.0926 546.0130 104.4134

ART-24 521 162.5189 17.7494 232.7286 64.3585 0.5888 250.5954 18.5734 1726.0543 519.1004

MR09-03 St.36 depth 2,000 m － ND － 23.0329 1.9473 － 14.5468 1.0568 319.8197 6.1792

ART-25 521 ND － ND － － ND － 346.4808 53.1226

ART-26 521 ND － ND － － 54.0830 5.7890 1121.9206 36.6188

ART-27 521 ND － ND － － ND － 29.4308 14.6748

ART-28 521 ND － ND － － ND － 221.2886 79.6828

ART-29 521 ND － ND － － ND － 41.9315 37.8590

ART-30 521 ND － ND － － ND － 34.7298 25.6412

ART-31 521 ND － ND － － ND － 149.2942 61.5274

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade
WCB / Total AOA

General AOA Marine Group І
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Continuation 

Average ± SD Average ± SD Average ± SD Average ± SD

ART-32 521 ND － ND － － ND － 168.6057 68.9522

Sample / Culture name Elapsed days

Ambient Seawater / Enrichment culture (105 copies L-1)

Shallow Marine clade Deep Marine clade General AOA Marine Group І
WCB / Total AOA
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Fig.4-2 Phylogenetic tree based on archaeal amoA gene sequences (456 bp) and constructed by 
neighbor-joining analysis. Boldface type indicates representative clones of amoA gene obtained in this 
study. The scale bar represents an estimated sequence divergence of 5%. Numbers at nodes indicate 
bootstrap values (≥50%). 
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Table 4-4 Frequencies of various archaeal amoA sequences represented as OTUs (≥98% similarity 
threshold) using Primer set for General AOA from Suruga Bay, Japan. 
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Clone numbers of KT-130 Clone numbers of KT-132
Initial Incubated seawater Initial Incubated seawater

NM Arc-amoA4-1 kt167 15
Arc-amoA4-2 kt166 5

WCA Arc-amoA4-3 kt041 1 33
Arc-amoA4-4 kt301 2
Arc-amoA4-5 kt038 1
Arc-amoA4-6 kt235 1
Arc-amoA4-7 kt237 1

WCB Arc-amoA4-8 kt033 5 2
Arc-amoA4-9 kt081 1 5
Arc-amoA4-10 kt049 1 4
Arc-amoA4-11 kt087 3 1
Arc-amoA4-12 kt029 4
Arc-amoA4-13 kt077 4
Arc-amoA4-14 kt028 2 1
Arc-amoA4-15 kt046 1 1
Arc-amoA4-16 kt047 1 1
Arc-amoA4-17 kt035 2
Arc-amoA4-18 kt239 2
Arc-amoA4-19 kt086 2
Arc-amoA4-20 kt030 1
Arc-amoA4-21 kt031 1
Arc-amoA4-22 kt034 1
Arc-amoA4-23 kt037 1
Arc-amoA4-24 kt039 1
Arc-amoA4-25 kt040 1
Arc-amoA4-26 kt042 1
Arc-amoA4-27 kt043 1
Arc-amoA4-28 kt045 1
Arc-amoA4-29 kt048 1
Arc-amoA4-30 kt240 1
Arc-amoA4-31 kt291 1
Arc-amoA4-32 kt292 1
Arc-amoA4-33 kt295 1
Arc-amoA4-34 kt296 1
Arc-amoA4-35 kt303 1
Arc-amoA4-36 kt304 1
Arc-amoA4-37 kt305 1
Arc-amoA4-38 kt308 1
Arc-amoA4-39 kt311 1
Arc-amoA4-40 kt312 1
Arc-amoA4-41 kt069 1
Arc-amoA4-42 kt070 1
Arc-amoA4-43 kt074 1
Arc-amoA4-44 kt075 1
Arc-amoA4-45 kt083 1
Arc-amoA4-46 kt094 1
Arc-amoA4-47 kt097 1
Arc-amoA4-48 kt243 1
Arc-amoA4-49 kt246 1
Arc-amoA4-50 kt247 1
Arc-amoA4-51 kt249 1

49 33 32 20

Cluster OTU name Representative
clone

Total numbers
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Fig.4-3 Phylogenetic tree based on archaeal 16S rRNA gene sequences (1,192 bp) and constructed by neighbor-joining analysis. Boldface type indicates 
representative clones of 16S rRNA gene obtained in this study. The scale bar represents an estimated sequence divergence of 5%. Numbers at nodes indicate 
bootstrap values (≥50%). 
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Table 4-5 Frequencies of various archaeal 16S rRNA gene sequences represented as OTUs (≥98% similarity threshold) from Suruga Bay, Japan. 

OTU1 kt719 98 2 48 1 37
OTU2 kt957 97 2 0 2 0
OTU3 kt959 96 1 0 0 0
OTU4 kt1034 96 0 0 1 0
OTU5 kt972 96 2 0 0 0
OTU6 kt997 96 0 0 1 0
OTU7 kt1031 95 0 0 1 0
OTU8 kt986 95 2 0 0 0
OTU9 kt970 94 1 0 0 0
OTU10 kt975 93 1 0 0 0
OTU11 kt992 93 1 0 0 0
OTU12 kt1024 93 0 0 1 0
OTU13 kt952 93 3 0 0 0
OTU14 kt964 93 1 0 1 0
OTU15 kt982 93 1 0 0 0
OTU16 kt954 93 8 0 6 0
OTU17 kt971 93 1 0 0 0
OTU18 kt1017 93 0 0 1 0
OTU19 kt977 93 3 0 17 0
OTU20 kt953 92 1 0 2 0
OTU21 kt999 77 0 0 3 0
OTU22 kt969 77 1 0 2 0
OTU23 kt965 78 1 0 0 0
OTU24 kt1008 Methanothermobacter thermoflexus  DSM 7268(T) X99047 77 0 0 1 0
OTU25 kt998 Thermogymnomonas acidicola  JCM 13583(T) AB269873 77 0 0 4 0

32 48 44 37

M
ar

in
e 

gr
ou

pⅡ

Aciduliprofundum boonei  T469 DQ45187

Total number

Clone numbers of KT-132

M
ar

in
e 

gr
ou

pⅠ

Candidatus  Nitrosopumilus maritimus SCM1 CP00086

OTU name
Representative

clone
Most related

group

Most related species Clone numbers of KT-130
Accession

No.
Similarity

(%)
Incubated
seawater

Incubated
seawater

Initial Initial
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Fig.4-4 Phylogenetic tree based on archaeal amoA gene sequences (286 bp) and constructed by 
neighbor-joining analysis. Boldface type indicates representative clones of amoA gene obtained in this 
study. The scale bar represents an estimated sequence divergence of 5%. Numbers at nodes indicate 
bootstrap values (≥50%). 
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Table 4-6 Frequencies of various archaeal amoA sequences represented as OTUs (≥98% similarity 
threshold) using Primer set for Shallow Marine clade from Suruga Bay, Japan. 

Clone numbers of KT-130 Clone numbers of KT-132

N. maritimus -like cluster Arc-amoA4-52 kt924 21
Arc-amoA4-53 kt900 10
Arc-amoA4-54 kt903 5
Arc-amoA4-55 kt911 1
Arc-amoA4-56 kt913 1
Arc-amoA4-57 kt821 3 1
Arc-amoA4-58 kt806 12 4
Arc-amoA4-59 kt804 6 1
Arc-amoA4-60 kt807 4 12
Arc-amoA4-61 kt834 4 6
Arc-amoA4-62 kt809 3
Arc-amoA4-63 kt815 1
Arc-amoA4-64 kt816 1
Arc-amoA4-65 kt820 1
Arc-amoA4-66 kt835 1
Arc-amoA4-67 kt846 1
Arc-amoA4-68 kt848 1
Arc-amoA4-69 kt856 7
Arc-amoA4-70 kt874 2
Arc-amoA4-71 kt860 1
Arc-amoA4-72 kt880 1
Arc-amoA4-73 kt889 1
Arc-amoA4-74 kt890 1
Arc-amoA4-75 kt891 1

Sediment cluster A-1 Arc-amoA4-76 kt865 2
Arc-amoA4-77 kt869 1
Arc-amoA4-78 kt878 1
Arc-amoA4-79 kt879 1
Arc-amoA4-80 kt882 1
Arc-amoA4-81 kt886 1
Arc-amoA4-82 kt893 1

Water Column cluster A Arc-amoA4-83 kt851 1 1
(Water Column cluster A1) Arc-amoA4-84 kt813 1

Arc-amoA4-85 kt827 1
Arc-amoA4-86 kt833 1
Arc-amoA4-87 kt836 1
Arc-amoA4-88 kt901 5
Arc-amoA4-89 kt805 3 1

Water Column cluster A2 Arc-amoA4-90 kt837 1
47 22 47 22

Incubated
seawater

Incubated
seawater

Initial Initial
Cluster OTU name

Representative
clone

Total numbers
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Table 4-9 Frequencies of various archaeal amoA gene sequences represented as OTUs (≥98% 
similarity threshold) of environmental sample and enrichment culture ART-22 from the Canada basin, 
Arctic Ocean. 

OTU1 art049 4 1
OTU2 art055 3 0
OTU3 art069 3 2
OTU4 art092 1 0
OTU5 art050 20 7
OTU6 art051 5 0
OTU7 art059 4 1
OTU8 art060 3 1
OTU9 art074 1 3
OTU10 art077 2 0
OTU11 art122 0 5
OTU12 art124 0 1
OTU13 art132 0 1
OTU14 art134 0 1

46 23

Initial Incubated
seawater

WCB

WCA

Total numbers

Cluster OTU name Representative
clone
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Table 4-10 Frequencies of various archaeal 16S rRNA gene sequences represented as OTUs (≥98% similarity threshold) of environmental sample and 
enrichment culture ART-22 from the Canada basin, Arctic Ocean. 

OTU1 art012 98.1 7 0
OTU2 art029 94.1 1 0
OTU3 art106 93.4 0 1
OTU4 art006 93.0 8 0
OTU5 art001 92.4 9 1
OTU6 art017 92.4 3 0
OTU7 art023 91.9 1 0
OTU8 art016 91.7 14 22
OTU9 art026 pSL 12 Candidatus  Nitrosopumilus maritimus SCM1 CP000866 80.0 2 0

45 24
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Fig.4-5 Phylogenetic tree based on archaeal 16S RNA gene sequences (1,260 bp) and constructed by neighbor-joining analysis. Boldface type indicates 
representative clones of 16S RNA gene obtained in this study. The scale bar represents an estimated sequence divergence of 2%. Numbers at nodes indicate 
bootstrap values (≥50%).  
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Fig.4-6 Phylogenetic tree based on archaeal 16S RNA gene sequences (434 bp) and constructed by neighbor-joining analysis. Boldface type indicates 
representative clones of 16S RNA gene obtained in this study. The scale bar represents an estimated sequence divergence of 2%. Numbers at nodes indicate 
bootstrap values (≥50%).  
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Table 4-11 Frequencies of various bacterial 16S rRNA gene sequences represented as OTUs (≥97% similarity threshold) from Suruga Bay, Japan. 

Bac16S_1 kt1182 Candidatus  Nitrospira bockiana EU084879 87 1
Bac16S_2 kt1184 Nitrospira marina  Nb-295 X82559 92 1
Bac16S_3 kt1046 91 1
Bac16S_4 kt1068 91 1
Bac16S_5 kt1075 Proteobacteria 89 1
Bac16S_6 kt1084 Deltaproteobacteria 91 1
Bac16S_7 kt1143 92 1
Bac16S_8 kt1130 88 1
Bac16S_9 kt1052 89 1

42 44 22 21
46 45 23 23

Most related species
OTU name

Representative
clone

Most related group
 Accession
No.

Similarity
(%)

Clone no. of KT-132
Incubated
seawater

Clone no. of KT-130

Total numbers
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5. 総合考察 
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5.1. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の系統関係 

同様な分布パターンを示す AOA と海洋古細菌の系統群間には、対応する系統関係が

存在すると明らかになった。amoA 配列で知られている AOA の系統群と同様に、16 S 

rRNA 遺伝子配列で知られている海洋古細菌の系統群にも深度による分布の違いが知

られている（Beman et al., 2008）。MG I では I-α、I-β、I-γの 3 つの系統群が存在し、

I-αは表層由来のクローンを、I-γは深層由来のクローンを割合的に多く含むと報告さ

れている（Massana et al., 2000）。 I-αは NM、I-βは WCA、I-γは WCB とそれぞれ対

応する関係にある（Fig. 5-1）。よって、AOA と海洋古細菌の系統群間の関係からも、

Shallow Marine clade のうち NM が海洋水柱で優占していると支持された。 

 

5.2. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の分布 

本研究によって、Shallow Marine clade のうち海洋水柱で優占する系統群に関して問題

点が指摘された。つまり、使用するプライマーセットによって特定の系統を見過ごしてし

まう可能性が示されたが、今後、第二世代シークエンサーを用いた PCRを介さない群集

構造解析によって、Shallow Marine clade の系統群組成が明らかになると考えられる。

PCR を介さないメタゲノム解析で、Tully et al. （2012）は、原核生物群集でタウムアーキ

オータの割合が高い海域ですら、2,827,702 reads のうち 16 reads のみが amoA を含ん

でいたと報告している（Tully et al., 2012）。この研究における amoA の出現頻度が約

0.0006％以下であるから、1 ランあたり～1,000,000 reads の Roche 社製 GS FLX+ 

Sysytem を用いても 5 reads しか検出されない。数十配列による系統解析を行うには、少

なくとも様々な海域と深度で数十回のメタゲノム解析が必要である。 

 

5.3. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の分布を制御する要因 
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海洋性 AOA の鉛直的な棲み分けは、生息環境におけるアンモニア態窒素濃度と水温

の違いによって生じている可能性が示された。つまり、Shallow Maine clade はアンモニア

態窒素濃度が高いと現存量が増加し、Deep Marine clade は水温が高いと現存量が減

少するので、水温とアンモニア濃度が高い表層で Shallow Maine clade が、低い深層で

Deep Marine clade が優占するという仮説である。この仮説を裏付けるためには、表層水

を用いて、本研究と同様な培養実験を行うのが有効である。海水試料に、アンモニア態

窒素を添加、及び無添加の条件で、現場温度と、それよりも高温と低温で培養し、アン

モニア態窒素濃度と水温がAOAの群集構造と現存量へどのように影響するか評価する。

もし、この説が正しいとすると、Shallow Maine clade は全ての条件で現存量が増加し、

Deep Marine clade は低温で培養した時に現存量を維持、もしくは多少の増加するはず

である。 

 

5.4. アンモニア酸化古細菌の代謝と分布 

硝化速度が水温に影響されると示唆された。アンモニア酸化酵素活性への直接的な影

響に加えて、水温による pHの違いが影響していた可能性がある。硝化活性は、pHが低

下するとアンモニア酸化に利用できるアンモニア濃度が化学平衡によって低下するため、

減少すると考えられる（Beman et al., 2011）。今後、アンモニア態窒素濃度ではなく、ア

ンモニア酸化に利用できるアンモニア濃度を pH とアンモニア態窒素濃度から推定し、

AOA 群集の応答を評価するのが重要と考えられる。 

本研究では扱わなかったが、炭素固定活性に影響する要因の評価も必要である。バ

ルクの炭素固定活性は白昼（12,000 lux）の光量で阻害され（Yakimov et al., 2011）、

AOA の現存量とバルクの炭素固定活性には正の相関関係があると報告されている

（Agogué et al., 2008）。 
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5.5. アンモニア酸化能を有する海洋古細菌の系統 

本研究によって、海洋性 AOA を構成する 3 つの主要系統群について、16S rRNA 遺伝

子における系統学的な関係を初めて明らかにできた。既報研究で、WCA に属する

AOAが集積された一部の培養系は、16S rRNA遺伝子配列でNMと同一の系統群に入

ることが報告されており、amoA 配列で区別される 3 つの系統群は、16S rRNA 遺伝子配

列では区別されない同一の系統群であることが予想された。しかしながら、WCB の集積

培養系を用いた 16S rRNA 遺伝子配列決定、及び Shalow Marine clade を対象とした既

報研究と異なるプライマーセットを用いた再解析によって、既報研究の一部は方法論的

な問題によるアーティファクトであり、3 つの主要系統群は 16S rRNA 遺伝子配列におい

ても 3 つの系統に明確に区別できると明らかになった。これら海洋性 AOA の各系統群

は、16S rRNA 遺伝子の相同性が 93％以下で系統学的に非常に近縁であるが、明確に

区別できるゲノム構造を持ち、生息場所を異にする別種、あるいは別属の古細菌である

と考えられる。 

海洋性 AOA の主要系統群において 16S rRNA 遺伝子の系統的位置が確定したこと

で、古細菌もしくは原核生物の群集構造解析における AOA の特定が可能となった。こ

の成果により、環境中における AOA の動態を古細菌や原核生物群集全体の動態と比

較しつつ、その現存量や生産量への寄与を見積もることが格段に容易になると考えられ

る。機能遺伝子をターゲットとする方法に比べ、16S rRNA をターゲットにすると検出が容

易になり、汎用性も高くなる。それぞれの系統群に特異的なプローブを作成することによ

って、定量的な解析が容易となり、フローサイトメトリーや蛍光顕微鏡による FISH 法で物

質循環研究を中心とする様々な課題へのアプローチが可能になると期待される。 
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5.6. アンモニア酸化古細菌の現存量推定の問題点 

従来から、Q-PCR に使用されている amoA を検出するプライマーセットには特異性の問

題が指摘されており（Agogué et al., 2008; Konstantinidis et al., 2009; Mincer et al., 

2007）、それらの評価をする必要性が今後の課題として挙げられている（Christman et 

al., 2011）。本研究によって、精度の高いプライマーセットの開発で、AOA の分布や群

集構造に対する見方が変わってくる可能性が示された。本研究で行った全ての環境中

と集積培養系におけるAOAの現存量を、横軸にGeneral AOA、縦軸にTotal AOAをと

って示した（Fig. 5-2）。実線上に印がのっていれば両現存量は等しく、破線上では現存

量に 10 倍の違いがある事を示す。Total AOA の現存量は General AOA と比較して、環

境中が平均で 10.3 倍、中央値で 4.33 倍、最小で 1.47 倍、最大で 258 倍、集積培養が

平均で 112 倍、中央値で 11.1 倍、最小で 0.51 倍、最大で 559 倍も高く、標準偏差がそ

れぞれ 19.6 と 166 であった。つまり、General AOA の現存量は過小評価になっており、

真の群集構造を表していないと考えられる。また、環境中と集積培養系で標準偏差に大

きな違いがあり、集積培養の方で多様性が低くなっているのを考慮すると、それぞれの

プライマーセットで検出される遺伝子配列は、系統樹上に入り組んで存在していると容

易に想像できる。現時点では、これらを確かめるのに十分な遺伝子配列情報が存在し

ないために、それぞれのプライマーセットで検出される遺伝子配列間の詳細な検討はで

きない。しかし、現段階で利用できる遺伝子配列情報を元に、新しくプライマーセットが

設計できるのを確認済みなので、既存のプライマーと共に定量・群集構造解析を行えば、

最適なプライマーセットを決定できる。 

 

5.7. 硝化能を有する原核生物に関する研究の展望 

AOA は、全球的な窒素・炭素循環において重要な役割を担っていると考えられており、
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寄与の定量的な見積りを行っていく必要がある。現在のアンモニア酸化と炭素固定活

性は、採水した海水試料を用いるために、採水中の温度や圧力変化に起因する AOA

群集へのストレスが、正確な測定を妨げている可能性が高い。今後は、ROCS 等の現場

型培養器を用いたアンモニア酸化と炭素固定活性の測定を行い、従来のデータと比較

していく事が重要であると考えられる。 

地球上の物質循環を理解するために、海洋の炭素・窒素循環を駆動する AOA に関

するゲノム情報は増やしていく必要がある。海洋環境由来の AOA に関するゲノム情報

は、水族館の濾過槽から分離された Nitrosopumilus maritimus（Walker et al., 2010）と、

カイメンに共生している Cenarchaeum symbiosum（Hallam et al., 2006a）からのみ知られ

ている。これらは、いわゆる海洋を代表する AOA とは言い難く、海洋の水柱環境から得

られた AOA のゲノム情報が必要である。現在、Swan et al.（2011）が報告した WCB に属

する Group I.1a のシングル増幅ゲノムの公開配列情報は、16S rRNA 遺伝子及び amoA

配列のみであり、詳細はわかっていない。今後は、本研究で得られた集積培養系を用

いたメタゲノム解析を行おうと考えている。 

AOB についても AOA や NOB と同様に未培養な系統群が多数知られており（Kim et 

al., 2008）、分離培養を試み、生理学的な特徴を把握していく必要がある。特に、沿岸

や表層では、AOA と同等の現存量があると考えられているので、AOA と同時に測定す

るのが重要である。本研究で得られている集積培養系を解析する事で、AOB が集積さ

れている培養系を特定し、分離培養を試みようと考えている。 

中深層では Nitrospina 属が、漸深層では Nitrospina 属だけでなく、Nitrospira 属に近

縁な細菌も潜在的に亜硝酸酸化を担っている可能性が示唆された。NOB は、海洋水柱

に存在する系統群を把握したのちに、系統群ごとに解析していく事が重要であると考え

ている。既報研究で、Nitrispina 属の細菌が中深層における亜硝酸酸化生物として重要
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である可能性（Mincer et al., 2007; Santoro et al., 2010）、超深海で Nitrospina 属に近

縁なクローンが得られた（Eloe et al., 2011）と報告されているが、分布や現存量がよくわ

かっていない。自然環境中で細菌群集全体に占める NOB の割合が低いために、16S 

rRNA 遺伝子を対象に解析を行うと検出されない場合が多い。また、亜硝酸酸化能を多

様な分類群の一部の細菌が有しているので、亜硝酸酸化酵素を遺伝子マーカーとして

解析するのに多くの労力が必要である。つまり、海洋水柱に分布する NOB の系統群を

まず特定する事が必要である。これに関しては、本研究で得られている集積培養系で

亜硝酸酸化が起きており、この集積培養系を解析する事で容易に遂行できると考えられ

る。 

 

5.8. さいごに 

現在は、第二世代シークエンサーと共に生物情報学的手法が微生物生態学に導入され、微生

物情報生態学が盛んに行われるようになってきている。この流れは、20 世紀末に分子生物学的

手法が微生物生態学に導入され分子微生物生態学が発展してきたのを考えれば当然と言えよ

う。新しい手法が、これまで明らかにできなかった謎を解き明かす鍵になるのは、経験的に知っ

ている人もいれば、話として知っている人もいるだろう。ところが、非培養法がもてはやされ培養

法がおざなりになっていた時、培養法によって新しい事実が明らかになってきたのを思い出して

欲しい。また、（メタ）ゲノム解析が盛んに行われるようになって、それで生物の全てが明らかにで

きるような気になっていたが、実際は解析に必要なデータが不十分で、データベースを充実さ

せるには古典的な手法を用いるしかない事に気づいて唖然としなかっただろうか。生物情報学

的手法が盛んに利用されのは、良い事だし、賛成である。しかし、遺伝子配列の情報だけでは

微生物生態に直結させるのは難しい。微生物が生息している場所の情報、環境情報について

も同時に精度よく、さらにマイクロスケールで計測していく必要があるだろう。そうする事で初めて、



５．総合考察 

- 130 - 
 

生物情報学と環境情報学が融合し、新しい微生物生態学である微生物情報学を発展できると

信じている。 
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 Fig. 5-1 Phylogenetic tree based on thaumarchaeal and crenarchaeal 16S RNA gene sequences (506 

bp) and constructed by neighbor-joining analysis. Boldface type indicates representative clones of 16S 

RNA gene obtained in this study. Red arrows indicate clones of enrichment culture and isolates 

knowing amoA sequence. The scale bar represents an estimated sequence divergence of 2%. Numbers 

at nodes indicate bootstrap values (≥50%).  
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Fig. 5-2 Ratio of Total AOA amoA genes versus General AOA amoA genes in the sample from 

environmental samples (open circle) (n = 25) and enrichment samples (cross) (n = 60). 
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