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【緒言】生命は高温高圧などの過酷な環境にも適応し、これまで生存しえないと考えられていたような高層大

気，温泉，地下深部などからも微生物の生存が報告されている。深海底の熱水噴出孔は、生命の誕生した場所とも

考えられており、その地下を掘削し始源的微生物を探しだそうとする「アーキアンパーク計画」により岩石圏・生

物圏の相互作用が調査されている。従来，微生物検出は培養法などによって行われてきた．しかし培養条件のわか

らない未知生命の検出法はまだ確立されてはいない。ホスファターゼはリン酸エステルを加水分解する酵素であり、

地球生物にとって不可欠である．またホスファターゼは一般に環境中での安定性が高く、海水・陸水・土壌中など

で存在する事が知られている。そこで本研究では南部マリアナ海底熱水系で採取したコア試料およびチムニー試料

中のホスファターゼ活性を測定することにより，海底熱水系という極限環境での微生物活動の検出を試みた。 

 

【実験】 ＜試料＞：アーキアンパーク計画の一環として，伊豆小笠原水曜海山と南部マリアナ海底熱水系で

採取したコア試料およびチムニー試料を用いた． 

 ＜吸光光度法によるホスファターゼ活性の測定＞： 粉砕したコア試料・チムニー試料に基質溶液（0.5 mM p-

ニトロフェニルリン酸の修飾ユニバーサル緩衝液（MUB）溶液）を加え、酵素による加水分解生成物として得られ

る p-ニトロフェノールの単位時間当たりの生成量を吸光光度法（波長 410 nm）で定量し、酵素活性値を求めた。

活性値に及ぼす反応温度の影響についても調べた。また、鉱物由来のバックグラウンド値の検討も行った。 

 ＜蛍光光度法によるホスファターゼ活性の測定＞： より高感度な活性測定のため， 4‐メチルウンベリフェ

ニルリン酸のトリス塩酸緩衝液を基質とした活性測定（生成物：4-メチルウンベリフェロンを蛍光光度法により定

量）を試みた。 

 ＜岩石試料からの酵素の抽出＞： 試験管にそれぞれのサンプルを 0.1g ずつ入れ、Tris-HCl 緩衝液 (pH 8.5)

または MUB 緩衝液 (pH 8.0) を加え、室温にて 180 r.p.m.で 2 時間攪拌した。その後親水性 PTFE メンブレンフィ

ルター (孔径 0.2 μm) で濾過し、抽出サンプルとした。抽出試料はゲル濾過クロマトグラフィーにより分子量

推定を行った。分子量スタンダードには蛋白質スタンダードを用いた。 

 

【結果】吸光光度法による測定により、水曜海山では熱水系地下深部各所に生物由来と考えられる酵素活性が

認められたのに対し、マリアナ背弧拡大軸の熱水深部では、沈殿物を含む表層部にのみ鉱物由来バックグラウンド

値（過酸化水素で有機物を分解したモンモリロナイトの有する活性）以上の活性が見られた。これは，水曜海山で

は，地下に熱水の流路があり，熱水により運ばれてきた物質に依存した地下生物圏が存在するのに対し，マリアナ

では，岩盤の透水性が低く，生物圏を維持する物質の供給が少ないためと解釈できる． 

 一方，南部マリアナ海底熱水系のチムニー試料では外側部位において他の部位よりも大きいホスファターゼ

活性が検出されたのに対し、熱水にさらされた内側の試料では、ほとんど活性が認められなかった。ゲル濾過クロ

マトグラフィーで外側部位から抽出された酵素活性種の分子量を測定したところ、30000～6000 であり，活性がタ

ンパク質などの高分子有機物に由来することが強く示唆された．これらの分子量は既知のホスファターゼの分子量

よりも小さいが，その原因は不明である．チムニー中の有機物，微生物および酵素活性の分布の解析から，チムニー

の生成機構に関する重要な情報が得られることが期待される． 

 本結果と他の研究者らによる微生物・有機物解析結果とはよい相関を示しており，ホスファターゼ活性が微

生物活動の指標として利用可能であることが強く示唆された。 

 しかし、より生物活動の低い試料の測定や，試料中ホスファターゼのキャラクタリゼーションのためには，

活性測定法の高感度化及び試料の濃縮法の検討が必要である。 

 


