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1.氷河上で生息するバクテリア

近年,氷河や雪渓などの寒冷な雪氷環境にも,昆虫や

甲殻類,ミミズ類,藻類などの多様な生物が存在し,特

殊な生態系を形成していることがわかってきた（Koh-

shima,1984,Takeuchi et al.,2001b,Yoshimura et al.,

1997）.しかしながら氷河生態系のバクテリア,および

シアノバクテリアの生態に関しては,まだほとんど報告

が無く,どのような種類が氷河の雪氷環境で増殖してい

るのかさえ明らかにされていなかった.

そこで,従来あまり生態的知見が得られていなかった

氷河生態系のバクテリアの生態を明らかにする事を目的

に,アラスカのGulkana氷河を対象に遺伝子解析によ

る微生物分析を行った（図１）.Gulkana氷河上の高度

の異なる５地点で採取された雪氷試料からDNAを抽出

し,試料中のDNA量比が保存される低サイクルPCR

にて16S rRNA遺伝子の増幅をおこなった.増幅産物

をクローニング,シークエンシングし,塩基配列を相同

性検索によりバクテリア種を推定した.その結果,全部

で100OTU (Operational taxonomic unit)のバクテリ

アが検出された（Segawa et al.,2010a）.氷河上で増殖

している種は,量的に多く含まれると考えられるが,ク

ローンライブラリー中で１％以上を占めたのは17OTU

であった（表１）.興味深いことにこの上位17OTU
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氷河やアイスコア中のバクテリアに関する研究

氷河生態系は非常にシンプルな構造を持つため,他の生態系では困難な,総合的な生態系研究の理

想的な対象となるばかりでなく,雪氷微生物はアイスコア解析における古環境復元の新たな環境指標

となることが報告されている.氷河上には雪氷環境に適応したごく少数の種類のバクテリアが増殖

し,それぞれ氷河上の異なる環境に適応している.また,雪氷微生物は他の寒冷な環境からも検出さ

れるが,雪氷環境のみに特殊化した微生物ではなく,土壌や淡水環境などにも多く生息していること

が明らかになってきた.さらにここでは,氷床アイスコア中の微生物解析についても議論する.



は,各ライブラリーの57％から87％を占めることや,

約半数が Bacteroidetesに分類されることがわかった.

またこの17OTUには,南極の土壌から単離された好

冷菌など,寒冷環境からの記載があるものが７つ含まれ

ていた.以上の事実から,これらのバクテリアが氷河の

雪氷中で生息している寒冷環境に適応したバクテリア種

であることが示唆された.

次に,氷河で増殖しているバクテリアを特定すること

を目的に,氷河の環境に近い,低温・貧栄養条件で培養

実験を行った.雪を融かして滅菌後アガロースで固めた

融雪水培地やBBM 培地などの貧栄養培地に現場でサン

プルを植菌し,低温下（４℃）で２週間培養し,16Sr
 

RNA遺伝子解析をおこなったところ,21の系統群のバ

クテリアが培養された.この中にはクローン比率上位

17OTUのうちの５つと,好冷菌や耐冷菌であるとの記

載があるものが５つ含まれていた.したがって,これら

の種は氷河の雪氷中でも増殖している可能性が高いと考

えられる.

しかし,雪培地には量的限りがあることや,植え継ぎ

過程で問題が生じたため,同氷河にて低栄養培地

（R2A,希釈R2A,LB,希釈LB,キシロース培地）を

用いて,４,15,および25℃下で培養実験をおこなっ

た.その結果,50倍希釈R2A培地を用いて,４℃で培

養したときに最大コロニー数（10-10 CFU mL ）を

示し,低温・貧栄養環境に適応したバクテリアが多く生

息していると考えられた（Segawa et al., 2011）.この

培養によって得られた234株について,16S rRNA遺

伝子による系統解析を行った結果,β-およびγ-

Proteobacteriaに属する株が優占していることが分かっ

た.また,培養株全体では34の系統群を示し,このう

ち26群（77％）は寒冷環境からの報告例があることか

ら,寒冷な環境に共通した種がGulkana氷河にも存在

することが示唆された.しかし,クローンライブラリー

の結果と一致した培養株は５群であり,さらに上位17

OTUとは１群しか一致しなかった.このことから,氷

河上の優占種を培養するには,氷河の環境に近い融雪水

培地がより適していることが分かった.

氷河上の高度変化によって,それぞれのバクテリアの

クローン比率（その種が全バクテリア量に占める割合,

優占度）を調べたところ,17OTUの高度分布様式は,

下流ほど多い下流タイプ,中流部で多くなる中流タイ

プ,上流ほど多い上流タイプの３タイプに分類できた

（図２）.このことから,氷河上のバクテリアは種によっ

て優占する高度が異なり,それぞれの種が氷河上の異

なった環境に適応していることが示唆された.このよう

な氷河上のバクテリア群集の高度分布は,DGGE解析

によるバンドパターンの分析や,そのクラスター解析の

結果からも支持された.

各高度のバクテリア群集に含まれる種数や多様性指数

の解析により,氷河上のバクテリア群集の多様性は,上

流部の雪環境で最も低く,雪環境と氷環境の移行地帯に

相当する中流部の雪線付近で最大となることが明らかに

なった.以上のような,バクテリア種による高度分布様
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図1：アラスカGulkanaの地図とサンプリング地点

図2：Gulkana氷河における,上位17OTUのクローン比率



式の違いや,高度による群集構造や種の多様性の変化

は,この氷河上の一次生産者である雪氷藻類の高度分布

様式や,高度による群集構造や種の多様性の変化と非常

によく似ていることが明らかになった（Takeuchi,

2001）.これは両者が,氷河上で高度によって変化する

同じ環境要因,おそらく氷河表面の状態の変化に対応し

ているためであると考えられる.

これらの結果は,アイスコア解析や氷河生態系モデル

の構築にも貢献できると考えられる.たとえば,本研究

によって氷河上で増殖するバクテリアが特定され,その

高度分布などの生態も明らかになったため,今後は,ア

イスコアに含まれるこれらの微生物を古環境復元に利用

することが可能になると考えられる.また,将来の環境

変動に対して雪氷生態系がどのように応答するかを予測

するための生態系モデルの構築にも貢献できると考えら

れる.

2.氷河上のシアノバクテリアや微生物分散

雪氷中で増殖する藍藻類（シアノバクテリア）は,氷

河生態系の一次生産者として,世界各地の氷河に生息し

ていることが分かってきた（Porazinska et al., 2004,

Takeuchi and Li,2008,Uetake et al.,2010）.またシア

ノバクテリアは,氷河表面のアルベドを低下させている

雪氷環境中のバクテリア

表1：Gulkana氷河から検出された上位17OTUsのバクテリア

Clone No.
Closest GenBank relative

 
Closest GenBank cultured relative

一致率％ 割合％
Accession

 
Number  Bacterial group

－ － －
GU-clone-1 20.7 Bacteriodetes Hymenobacter soli PB17 96.0 AB251884

－ － －
GU-clone-2 11.2 Bacteriodetes Pedobacter sp.N7 90.0-90.1 EU109726

－ －
GU-clone-3 8.0 Bacteriodetes Flexibacteraceae bacterium VUG-A42aa 96.8 EU155012

－ － －
GU-clone-4 4.5 Actinobacteria Arctic sea ice bacterium ARK10173 99.7-99.8 AF468440

－ － －
GU-clone-5 4.3 Bacteriodetes Pedobacter terrae strain DS-57 93.1 DQ889723

－ － －
GU-clone-6 4.4 Alphaproteobacteria Acidiphilium cryptum JF-5 92.0-92.3 CP000697

－ － －
GU-clone-7 4.3 Bacteriodetes Bacteroidetes bacterium P3 94.9-95.0 DQ351728

 
Uncultured bacterium clone 1959-5 96.6-96.7 AY425789 GU-clone-8 3.6 Firmicutes Heliobacterium modesticaldum Ice1 78.5 CP000930

－ － －
GU-clone-9 2.4 Alphaproteobacteria Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 91.6-91.1 AY788950

－ － －
GU-clone-10 2.0 Acidobacteria Acidobacteria bacterium TPB6011 97.5 AM887757

－ － －
GU-clone-11 1.7 Acidobacteria Acidobacteriaceae bacterium Gsoil 969 97.3 AB245337

－
GU-clone-12 1.8 Bacteriodetes Flexibacteraceae bacterium VUG-A33 98.7 EU155010

 
Uncultured Bacteroidetes clone CB 07 95.7 EF562550 GU-clone-13 1.6 Bacteriodetes Sphingobacteriales bacterium HU1-GD23 94.1 FJ177530

 
Uncultured bacterium clone MIZ16 98.5 AB179507 GU-clone-14 1.6 Betaproteobacteria Betaproteobacterium BP-5 95.8 AY145571

－ － －
GU-clone-15 1.4 Bacteroidetes Pedobacter terrae strain DS-57 93.3 DQ889723

－ － －
GU-clone-16 1.3 Firmicutes Heliobacterium chlorum 79.4 M11212

－ － －

GU-clone-17 Novosphingobium acidiphilum 1.0 Alphaproteobacteria
 

FSW06-204d 99.3 EU336977
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生物由来の有機物形成にも,バクテリアとともに重要な

働きをしていると考えられている（Kohshima et  al.,

1993, Thomas and Duval, 1995, Hoham and Duval,

2001, Takeuchi et al., 2001a）.しかし従来の雪氷微生

物研究では,細胞の直接観察による分類,同定,定量し

かおこなわれてこなかったため,藍藻類に関しては,ま

だほとんど種レベルでの研究はなされておらず,雪氷中

にはどのような種類のシアノバクテリアが,どの程度の

密度で存在しているのか,またそれぞれの種の地理的分

布などが分かっていないのが現状である.そこで,氷河

上で増殖するシアノバクテリアや地理的分布様式を明ら

かにすることを目的に,分子生物学的手法を用いて,中

国Qiyi氷河に生息するシアノバクテリアの解析をおこ

なった（Segawa and Takeuchi,2010）.

顕微鏡観察の結果より３種類のシアノバクテリアが観

察されたが,16S rRNA遺伝子解析からは8OTUのシ

アノバクテリアが検出され,遺伝子情報を用いた解析の

方がより多くの種類を検出できることが示された（図

３）.16S rRNA遺伝子の系統解析より,Oscillator-

iales,Chroococcales,および未分類藍藻に分けられ,

大部分はOscillatoriales目の藍藻であった.氷河上のシ

アノバクテリアと他環境との類似性を相同性検索・

Blastにより分析したところ（＞97％一致）,土壌環境

からの記載と一致したものは40％,淡水環境からの記

載との一致が38％,雪氷環境からの記載との一致が

２％であった（表２）.また,すべてのシアノバクテリ

アが南極や北極からの記載種と高い一致率を示した.以

上の結果から,氷河生態系のシアノバクテリアは他の寒

冷な地域からも検出されるが,雪氷環境のみに特殊化し

た微生物ではなく,土壌や淡水環境などにも多く生息し

ていることが明らかになった.

近年,北極と南極などの極域環境の微生物相解析によ

り,微生物の全地球的な分布を示す研究成果が報告され

てきている.例えば,南北極の両極の湖から共通の細菌

が検出されたという結果（Pearce et al,2007）や,低温

環境に適応しているシアノバクテリアは,地球上のあら

ゆる陸上寒冷生物圏に広く分布しているという報告など

がある（Jungblut et al.,2010）.しかしながらこれらの

報告では,16S rRNA遺伝子という単一遺伝子の比較

図3：中国Qiyi氷河から観察されたシアノバクテリア

(A) Oscillatoriaceae cyanobacterium L; (B) Oscillator-
iaceae cyanobacterium S;(C)Chroococcales cyanobacter-
ium. ＡとＢは位相差顕微鏡,Ｃは蛍光顕微鏡による撮影.
スケールは10mm
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表2：16S rRNA遺伝子によるQiyi氷河のシアノバクテリアと他環境との類似性

環 境 情 報OTU
番号 クローン数 雪氷 土壌 淡水 湿原 その他 記載なし

OTU0 136 1(0.7) 73(53.7) 37(27.2) 1(0.7) 3(2.2) 21(15.4)

OTU1 19 1(5.3) 7(36.8) 6(31.6) 5(26.3) 0(0 ) 0(0 )

OTU2 14 0(0 ) 0(0 ) 11(78.6) 0(0 ) 0(0 ) 3(21.4)

OTU3 51 2(3.9) 29(56.9) 20(39.2) 0(0 ) 0(0 ) 0(0 )

OTU4 12 0(0 ) 6(50.0) 6(50.0) 0(0 ) 0(0 ) 0(0 )

OTU5 43 0(0 ) 23(53.5) 1(2.3) 0(0 ) 19(44.2) 0(0 )

OTU6 21 2(9.5) 3(14.3) 14(66.7) 0(0 ) 1(4.8) 1(4.8)

OTU7 57 0(0 ) 0(0 ) 40(70.2) 13(22.8) 1(1.8) 3(5.3)

全数 353 6(1.7) 141(39.9) 135(38.2) 19(5.4) 24(6.8) 28(7.9)

地 域OTU
番号 南極 北極 アジア 北米 南米 欧州 その他 記載なし

OTU0 12(8.8) 2(1.5) 3(2.2) 52(38.2) 10(7.4) 25(18.4) 6(4.4) 26(19.1)

OTU1 5(26.3) 0(0 ) 0(0 ) 0(0 ) 7(36.8) 7(36.8) 0(0 ) 0(0 )

OTU2 5(35.7) 0(0 ) 0(0 ) 0(0 ) 0(0 ) 6(42.9) 0(0 ) 3(21.4)

OTU3 1(2.0) 14(27.5) 0(0 ) 2(3.9) 29(56.9) 4(7.8) 0(0 ) 1(2.0)

OTU4 1(8.3) 1(8.3) 0(0 ) 1(8.3) 7(58.3) 2(16.7) 0(0 ) 0(0 )

OTU5 1(2.3) 0(0 ) 0(0 ) 14(32.6) 21(48.8) 2(4.7) 0(0 ) 5(11.6)

OTU6 11(52.4) 0(0 ) 0(0 ) 2(9.5) 2(9.5) 5(23.8) 0(0 ) 1(4.8)

OTU7 4(7.0) 1(1.8) 0(0 ) 2(3.5) 0(0 ) 40(70.2) 1(1.8) 9(15.8)

全数 40(11.3) 180(5.1) 3(0.8) 73(20.7) 76(21.5) 91(25.8) 7(2.0) 45(12.7)

ヒットした件数と,全ヒット件数中の割合を括弧で表す



しか実施していない.また,微生物の塩基配列情報が

DNAデータベース上に完全に網羅されているわけでは

ないため,検出された微生物種が広域分布種のコスモポ

リタンであるのか,それとも地域的な分布種のエンデ

ミックな種であるのかを判断するのは難しいと考えられ

る.なお,Bahl et al.2011による最近の報告によると,

世界各地から採取されたシアノバクテリア Chroococ-

cidiopsisの16S rDNAや ITS領域の解析結果により,

Chroococcidiopsisの分布様式は,近年に分布を広範囲

に拡大したのではなく,現代の大陸の形成以前に形成さ

れたことを示唆しており,今後の微生物分布研究の参考

になるであろう.

3.アイスコア中の微生物解析

氷河や氷床に長年にわたって堆積した雪や氷は,過去

の環境情報を封印した,降水と大気の化石のようなもの

である.アイスコアを取り出して分析すれば,過去の環

境変動について多くの情報を得ることができる.将来の

環境変動を予測するためには,過去の環境変動に関する

理解が大きな手がかりとなるため,最近では,古環境復

元を目的に,多くの地域で氷河ボーリングが行われ,ア

イスコア解析が行われるようになった.しかし,従来の

アイスコア解析では,物理・化学的分析しか行われてこ

なかったが,中低緯度地域のアイスコアにおいて,雪氷

環境で増殖する雪氷微生物を環境指標として利用するこ

とで,従来得られなかった環境情報が復元できることが

報告されている（Uetake et al.,2006,Yoshimura et al.,

2000）.本研究では,南極氷床アイスコア中バクテリア

を古環境指標としての可能性の検討をおこなった.

3.1 南極沿岸域のアイスコア解析

南極アイスコア（氷期のヤマト山脈の氷試料と間氷期

のミズホの氷試料）に含まれる微生物解析をおこなった

（図４）.DNA分析などによる雪氷微生物分析法を確立

するために,ごく少量の雪氷試料からのDNA抽出や,

各種ネガティブコントロールおよびポジティブコント

ロールを用いて基礎的な実験をおこなった.約1000

cm の氷試料を用いて,氷周囲に付着しているコンタミ

ネーションを滅菌済みのセラミックナイフにて除去した

後に氷試料を融解させ,滅菌済みの0.22umフィル

ター上に微生物を濾過させた.フィルターからDNA抽

出をおこない,原核生物の16S rRNA遺伝子プライ

マーを用いたPCR増幅をおこない,塩基配列の解読を

おこなった.遺伝子解析の結果,全部で45OTUのバ

クテリアが検出され,約半数（21OTU）が単離株と

98％以上の一致率であったが,残りは未記載種であった

（Segawa et al., 2010b）.間氷期のミズホのアイスコア

からは33OTU,氷期のヤマトのアイスコアからは20

OTUのバクテリアが検出され,また8OTUが両アイ

スコアから検出された.シンプソン指数（1/D）はミズ

ホ試料では24.1,ヤマト試料では5.7となり,OTU数

とシンプソン指数はミズホ試料の方が高い結果となっ

た.ミズホ試料では Bacteroidetesが優占種であったが,

氷期のヤマト試料ではγ-proteobacteriaが優占種であっ

た（図５）.

得られた遺伝子情報をDNAデーターベースと照合さ

せ,アイスコア中にはどのような種類の微生物が含まれ

ているかの推定をおこなった.36OTUが98％以上の

一致率で,データーベースから近縁種が検出された.

ヒットしたバクテリアの生息環境を調べたところ,土

壌,海水,淡水,雪氷,腸内などの様々な環境からの記

載があった（図６）.氷期のヤマトの試料は間氷期のミ

ズホの試料にくらべ,淡水,海水,高熱,氷河,植物か

らの記載種の割合が高くなったが,動物から記載された

割合が低くなった.間氷期のミズホ試料ではバクテリア

の密度と種数が多くなったことや,動物起源のバクテリ

アが多く検出されたこと,鳥の腸内細菌は間氷期試料か

らのみ検出されたことは,間氷期には海氷の張り出しが

少なくなり,動物の生息域が近かったことが原因である

と考えられる.その他の環境,特に遠方の環境（淡水,

海水,植物など）からのバクテリア種は氷期のヤマト試

料の方が多くなったことは,氷期では遠方からの輸送が

大きかったことを示唆している.ミズホ試料に動物起源

のバクテリアが多く,ヤマト試料に遠距離輸送されたと

考えられるバクテリアが多いことは,２つの試料中のバ

クテリア種のグループの違いにも反映されたと考えられ

る.本研究から間氷期と氷期で検出されるバクテリアの

種類や起源に大きな違いがあることがわかり,南極氷床
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図4：南極氷床のアイスコア試料の掘削地点（ヤマト山脈と
ミズホ基地）



アイスコア中のバクテリアの古環境指標としての可能性

が示された.

3.2 古代DNA の先行研究や南極ドームふじコアの微

生物解析にむけて

現在,南極氷床下の水層と岩盤は,人類に残された最

後のフロンティアのひとつとされ（Pearce, 2009）,そ

の生態系の解明に世界的な期待が集まっている.南極氷

床の下には150以上の氷床下湖が存在し,その中でも最

大であるのがボストーク湖である（琵琶湖の約20倍の

面積）（Priscu et al.,2003,Siegert et al.,2005）.かなり

長い間外界と隔離されていると推測されており（一説に

は300-1500万年）,その生命探査に期待が集まってい

る.南極ボストーク基地での氷床アイスコア（accre-

tion ice）に含まれる微生物の生命探査をおこなった研

究では微生物細胞が観察され,原核生物の16S rRNA

遺伝子解析の結果,Proteobacteria, Actinobacteria,

Bacteroidetesなどのバクテリアが検出された.また,

LIVE/DEAD BacLight Kitによる生死判別分析の結

果,一部の細菌は生息していることが示唆された

（Christner et al.,2006,Priscu et al.,1999）.しかし,氷

床掘削過程,実験過程にともなうコンタミネーションの

可能性も議論されている段階である.

1980年代以降,古代試料からのDNA研究がおこな

われ,多くの論文が発表されてきた（Willerslev and
 

Cooper, 2005）.その中には数千万年から数億年という

非常に古い時代の試料からも微生物が培養されたという

報告もあるが,追認はされていない.Willerslev et al.,

2007は,グリーンランド氷床の底付近の氷から取り出

した樹木や昆虫のDNAから,グリーンランドが数十万

年前には本当に森に覆われていたことを示した.さらに

アミノ酸分析や,COI遺伝子を用いて relatively rate
 

testをおこない,コンタミネーションではないことも示

している.科学的な信憑性やコンタミネーションへの

ディフェンスなどの観点からも,非常に興味深い.

ドームふじ基地は南極の中央に位置するため,ヤマト

試料やミズホ試料などの沿岸域の試料よりも細胞数が少

ないことが予想される.近年のボストーク基地における

氷試料の解析よると,表面付近の試料のバクテリア細胞

は0-0.02細胞/mlであり,アイスコア中には0-24細

胞/mlと非常に少ないことが報告されている（Bulat et
 

al., 2011）.このように,細胞数の極めて少なく,また

そのほとんどが難培養微生物である氷床アイスコア解析

では,コンタミネーションの問題がクローズアップされ

てくる.アイスコア試料からコンタミネーションを回避

しながら無菌環境下で微生物を採取するための技術開発

は,氷床コアの微生物を研究するうえで最も重要なス

テップである.アイスコア融解の過程でコンタミネー

ションの可能性が否定できなければ,その後の解析結果

は信頼性が得られなく,価値のないものになってしまう

ためである.

これまでアイスコアから氷試料内部を採取するための

融解装置は主に欧米の研究機関によって開発され,様々

なアイスコアを対象に用いられてきた（Cole-Dai et al.,

2006,Osterberg et al.,2006）.しかしこれらの研究は主

に化学分析や微粒子分析であったため,生物学的分析に

おけるコンタミネーションの問題については考慮された

装置ではなかった.そこで低温科学研究所の新堀邦夫氏

と共同で,これまで開発されてこなかった無菌的に氷試

料内部を採取する融解装置の開発をおこなった（図７）.

この融解装置を用いることで,氷試料のクリーンな中心

部分と,コンタミネーションされている周辺部の（外部

氷試料）とを別々に採取することができる.バクテリア
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図6：16S rRNA遺伝子によるミズホおよびヤマト試料中の
バクテリアと他環境との類似性

図5：ミズホ基地およびヤマト山脈から掘削されたアイスコア中のバクテリアグ
ループの割合



と同程度の大きさの蛍光ビーズを氷表面に高濃度に塗布

した実験氷を作成し,検証実験をおこなった結果,外部

氷試料からのみ蛍光ビーズが検出された.また,人工的

に合成したDNA溶液を上記と同様に塗布した検証実験

においても,外部氷試料からのみ合成DNAが検出され

た.これより,開発した融解装置は氷表面のコンタミ

ネーション部分を除去し,正確に氷内部のみを採取でき

ることがわかった.

細胞数の極めて少ない南極氷床アイスコア研究におい

ては,融解させたサンプルから,いかにして微生物細胞

を分離・回収するかも,非常に重大な課題である.メン

ブレンフィルター上に試料の濃縮をおこない,そこから

DNA抽出をおこなう一般的な手法では,非常に高いバ

イアスがかかり正確な微生物群集を解明できなかった

り,DNA抽出時のロスなどにより微生物が検出されな

かったりする問題がある.近年,マイクロマニュピュ

レーションや,セルソーター,レーザーマイクロダイゼ

クションなどにより微量細胞を単離させて遺伝子解析を

おこなう研究も報告されており（Heywood et al.,2010,

Hongoh et al.,2008,Yanagihara et al.,2011）,氷床コ

ア微生物解析においてもこのような最先端の技術が必要

になってくるであろう.

ドームふじ基地での第二期深層掘削計画の最終年と

なった2007年に,約3035m深の氷床最下部から氷試

料が掘削された.3034m深の約72万年以上前の氷試料

から融解装置を用いて無菌的に試料を抽出し,電子顕微

鏡による観察により,桿状バクテリアが検出された.ま

た,3035m深から得られた水層から,各種バクテリア

の遺伝子配列の検出に成功した.岩盤が氷床に封じ込め

られる前の古代の環境に由来する微生物である可能性が

あり,現在,全遺伝子情報データーによる解析がおこな

われている.
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