
１．アーキアの広汎性

真核生物，真正細菌に次いで，第3の生物界である

アーキア（古細菌; Woese and Fox, 1977）は，海洋

や陸上を問わず，広汎的に棲息する原核生物である。

近年，これまで認知されてきたアーキアの2大門

（Phylum）レベルであるユーリアーキオータ門およ

びクレンアーキオータ門の他，さらに新しい分類群の

タウムアーキオータ門，コルアーキオータ門，ナノ

アーキオータ門の多様性が見えてきた（e.g., Brochier

-Armanet et al., 2008; Elkins et al., 2008; Albers and

Meyer, 2011）。分類学上，新しい門が出現するイン

パクトは，真核生物でいう節足動物門（甲殻類）や脊

索動物門（脊椎動物）の分類群に相当する全く異なる

アーキア群が存在することに匹敵する。130年に渡る

アーキア研究の歴史は，Cavicchioli（2011）に詳し

くまとめられている。

アーキアは，海洋環境の有光層およびそれ以深の水

柱だけでなく，海底下にも広く分布していることが認

識されるようになった（e.g., DeLong, 1992; DeLong

et al., 1994, 1998; Hinrichs et al., 1999; Schouten et

al., 2000; Orphan et al., 2001; Karner et al., 2001;

Inagaki et al., 2006; Biddle et al., 2006; Lipp et al.,

2008; Fry et al., 2008）。生理活性を有するアーキア

の最深部記録は，ニューファンドランド沖の海底下

1626 mである（Roussel et al., 2008）。海底下のアー

キアの大部分は難培養性であるが（Teske and

Sorensen, 2008），近年開発された新しい連続フロー

培養法では海底下100 m以深に棲息するメタン生成

菌の単離・培養に成功している（Imachi et al., 2011;

cf. Morono et al., 2011）。また，嫌気的メタン酸化

アーキア群集の中では，窒素固定が行われていること

（Dekas et al., 2009），そのメタン酸化アーキアは，

メタン生成の逆反応から炭素源を同時に得ていること

（Hallam et al., 2004; Scheller et al., 2010），メタン

酸化反応場の酵素特定（Shima et al., 2012）等の発

見が相次いでいる。

地球生物の最高成育温度の上限はここ10年余りで

113°C，121°C，122°Cと記録が更新されており，い

ずれも好熱性アーキアである（Stetter, 1996; Blochl

et al., 1997; Kashef and Lovely, 2003; Takai et al.,

2008）。一方，成育下限温度の近傍（0°C～）には，

好冷性アーキア（Nichols et al., 2004; Cavicchioli,

2006）が存在することも分かっている。これらの概

説だけでも学術研究としてのアーキアのマーケット規

模のポテンシャルを理解して頂けるだろう。

海洋環境および海底下のアーキアに関する知見は，

総説等（Hinrichs and Boetius, 2002; Edward et al.,

2005; Valentine, 2007; Jorgensen and Boetius, 2007;

DeLong, 2007; Fry et al., 2008; Engelen et al., 2008;

Takai and Nakamura, 2011; Valentine, 2011;高野・

大河内，2010）を参照して頂き，ここではアーキア

由来のバイオマーカーの分子同位体比および分子内同

位体比の分析法および応用研究を例示し，そこから見

えてきたアーキアの生態と関連する最新の知見を解説

する。
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２．分子で観るアーキアの特徴と地球生命

科学への導入

アーキアの特徴の一つは，特有のエーテル脂質の存

在である。その構造は，イソプレノイド鎖と2,3―sn―

グリセロールの立体配座を有するエーテル結合性のコ

ア脂質にいくつかの極性頭部を有する（古賀・亀倉，

1998）。Fig. 1にアーキアの極性脂質の一例として，

Thermoplasma acidophilum 由来の phosphoglyco-

lipid-GDGTsの化学構造と海洋堆積物から広く検出

される糖鎖の極性頭部を示す。イソプレノイド鎖は，

炭素数5のイソプレン基本ユニットの伸長反応によ

り，最大炭素数40の一本鎖アルキル基を形成する。

その両サイドには，化学的に分解されにくいエーテル

結合を介在して，2,3―sn―グリセロールがイソプレノ

イドを結合している。一分子内にエーテル結合を2つ

有するジエーテル型，4つ有するテトラエーテル型が

主なエーテル脂質である。ごく最近，イソプレノイド

およびシクロペンタン環を有する長鎖のジエーテル脂

質が海洋堆積物から広く検出されている（Liu et al.,

2012; Knappy and Keely, 2012）（詳細は後述）。

一部のアーキアには，イソプレノイド鎖ではなく直

鎖の炭化水素鎖を有するものが報告されている

（Nishihara et al., 2000）。また，陸上に棲息する一

部のバクテリア（真正細菌）には，エーテル脂質を持

つものが報告されている。これは，イソプレノイド鎖

の代わりに直鎖あるいは分岐の炭化水素鎖2本を1,2―

sn―グリセロールが結合する立体配座であり（Weijers

et al., 2006），アーキア型の2,3―sn―グリセロールとは

異なる。この1,2―sn―型と2,3―sn―型のグリセロールの

立体異性が，原核生物のドメインであるアーキア界と

バクテリア界を分ける基準の一つになっている。その

立体異性の分岐は，分子進化学的にも大きな意義を持

つと考えられている（e.g., Koga et al., 1998; Koga,

2011; Shimada and Yamagishi, 2011）。

エーテル脂質の構造解析の先駆的研究を経て（e.g.,

Koga and Morii, 2007; Koga and Nakano, 2008），そ

の知見がアーキアの生化学から1990年後半に地球生

命科学に導入されるようになった。例えば，広汎的に

存在する海洋性アーキアのイソプレノイド分子による

証拠（DeLong et al., 1998; Shouten et al., 2000），

アーキアによる嫌気的メタン酸化プロセス（Hinrichs

et al., 1999; Elvert et al., 1999），クレンアーキオール

分子の発見（Sinninghe Damsté et al., 2002），天然

存在比の13C―あるいは14C―分子レベルでの炭素同位体

比（Pearson et al., 2001; Ingalls et al., 2006; Shah et

al., 2008），水素同位体比（Kaneko et al., 2011），D―

および13C―二次元標識法（Wegener et al., 2012）の測

定等に応用されるようになった。原核生物の極性脂質

の多様性（e.g., Lipp and Hinrichs, 2009; Schubotz,

2010）が明らかになっている一方，13C-Stable Iso-

tope Probing（13C-SIP）法と極性頭部の炭素同位体

比の計測により，アーキア代謝における極性頭部の挙

動が理解されるようになった（Lin et al., 2010）。極

性頭部は，置き換わりやすい炭素貯蔵場所としても重

要な部位であることが示唆されている（Lin, 2009）。

３．エーテル脂質分子および分子内同位体

比の応用研究

クロマトグラフによる分離を行えば，個々の分子部

位である極性頭部そしてイソプレノイドの同位体的特

徴を読むことができる。では，エーテル結合の基軸分

子であるグリセロールは，どのようなものだろうか。

我々は，分子内同位体比を測定する分析法の最適化

（Takano et al., 2010a）の後，応用研究として海洋

堆積物中に含まれるエーテル脂質のグリセロールの炭

素同位体比を調べた（Fig. 2）。

我々は，Nomaki et al.（2006）による現場培養実

験の手法を応用して，海底堆積物中のアーキア膜脂質

の代謝を13C―トレーサー法を用いて解析した（Takano

et al., 2010a）。ここでは，標識基質として13C―グル

コースを用いた結果について述べる。まず，Fig. 3に

北太平洋ベーリング海，北西太平洋下北沖，メキシコ

湾沖，滋賀県琵琶湖，相模湾の海底堆積物から得られ

たアーキア由来エーテル脂質分子（カルドアーキオー

ルおよびクレンアーキオール）の炭素同位体比（‰

PDB）と13C―現場培養実験（最大405日）による13C―

取り込みの証拠を示す。エーテル脂質分子の炭素同位

体比でみると，天然存在比に比べて炭素同位体比がプ

ラス側にシフトしていることから，現場培養実験（0

～405日間）でのアーキア群集（Appendix 1，2）によ

る13C―取り込みは，明らかであった。

次に，それらのエーテル脂質分子の分子内炭素同位

体比に着目した。Fig. 4に相模湾海底で行った現場培

養（405日間）から得られたエーテル脂質分子（例:

クレンアーキオール）および分子内同位体比（グリセ

ロール，ビフィタン―2，ビフィタン―3）の計測，およ

び分子内の炭素同位体的不均質性（Takano et al.,
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Fig. 1 (a) a structure of archaeal intact polar lipid (e.g., phosphoglycolipid-GDGTs from Thermoplasma aci-
dophilum) analyzed by high performance liquid chromatography combined with electrospray ioniza-
tion mass spectrometry (HPLC/ESI-MS) in Takano et al. (2010b). (b) representative structures of ar-
chaeal core-lipid. GDGTs occasionally contains several (n) pentacyclic ring (GDGT-n). Some examples
of sugar-head groups are shown. See also, archaeal lipid data bank from Japanese Conference on the
Biochemistry of Lipids (JCBL) in http://lipidbank.jp/.
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2010a）を示す。アーキア由来エーテル脂質の分子内

同位体比を評価するには，マスバランス（分子全体か

ら分子部位の差分を算出）で分子内同位体比を計測す

る方法と個々の分子部位を直接計測する方法がある。

その両者での測定の結果，エーテル脂質分子内同位体

比には，最大2200‰を超える同位体的不均質性があ

ることが判明した。ここで重要なことは，イソプレノ

イド鎖の炭素同位体比は，天然存在比とほぼ同一であ

るのに対して，グリセロールには，13C―濃集が存在す

ることである。炭素同位体比の標準試料の精度および

確度（Chikaraishi and Naraoka, 2007; Tayasu et al.,

2011），極微量化分析用に最適化された Ultra

sensitive-EA/IRMSシステム開発（Ogawa et al.,

2010）は，Figs. 2・3に示した分析の信頼性をサポー

トしている。

４．分子で診断するアーキアの生態学

405日間の現場培養実験で明らかになったことは，

Fig. 2 Verification of the present compound-specific isotope analysis (CSIA) and intramolecular
isotopic analysis. Here, the marine sediment was collected from off-shore Shimokita, Ja-
pan, Western Pacific (CK06-06, section 6-3; depth, 48.2 m below the sea-floor). Theoreti-
cally, the mass balance equation takes the form

nXδ13CX＝nYδ13CY＋nZδ13CZ

where n is the number of moles of carbon, resulting in nX＝nY＋nZ. The subscripts X , Y and
Z represent whole-molecule compounds, a specific group, and a second specific group, re-
spectively. Hence, the 86 comes from carbon number of caldarchaeol and crenarchaeaol
(i.e., C86H172O6 and C86H162O6, respectively). For caldarchaeol: 86×δ13Ccaldarchaeol＝80×δ13CBP[0]

＋6×δ13C2,3-sn-glycerol, for crenarchaeol: 86×δ13Ccrenarchaeol＝40×δ13CBP[2]＋40×δ13CBP[3]＋6×
δ13C2,3-sn-glycerol. Then, We determined carbon isotopic compositions for each isoprenoid (BP
[0], BP[2], and BP[3]) using GC/C/IRMS, resulting in the determination of carbon isotopic
compositions for 2,3-sn-glycerol (δ13C2,3-sn-glycerol) using the mass balance equation between
δ13CCSIA and its intra-molecularδ13CBP.
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（i）海底下のアーキアが「生きている」証拠を確実

に得たこと，（ii）アーキアは，エーテル脂質のグリ

セロール部位は自ら生合成しているが，イソプレノイ

ド鎖は，アーキアの先祖あるいは仲間の遺骸としての

イソプレノイド鎖を再利用（リサイクル）しているこ

と，に集約される。つまり，グリセロール部位は，自

ら作る新生経路（de novo pathway）の寄与が大きい

のに対して，イソプレノイド鎖は，過去に作られたも

のを使い回すサルベージ経路（salvage pathway）を

利用しているのである。既報およびその解釈（Takano

et al., 2010a）に基づいて，Fig. 5にエーテル脂質の新

生経路およびサルベージ経路からみたエーテル脂質の

生合成経路を示した。炭素数1あるいは2の化合物か

ら炭素数86のエーテル脂質骨格をボトムアップに生

合成する過程が，多段階的で多くのエネルギー投与が

必要なことは明白である。一方，リサイクルできる生

合成の材料（前駆体を含む）を有効に再利用すること

は，エネルギー的に無駄が少ないことと同義である。
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このプロセスは，従来のイソプレノイド分子のみを

分析する方法では，見出せなかった事象であり，分子

内同位体比にまで評価を行ったゆえの発見といえる。

原核生物のサルベージ経路は，バクテリアの脂肪酸

（Silbert et al., 1968; Rock and Jackowski, 1985），

コレステロール（Razin, 1975），アルコール（Larsen

et al., 1995），DNAおよび遺伝情報（Dubnau, 1999;

Chen and Dubnau, 2004）等で以前から研究されて

いる。真核生物のスフィンゴ脂質の分子内では，サル

ベージ経路により最大50～90％程度の再利用が行わ

れている（e.g., Kitatani et al., 2008），との報告もあ

る。エネルギー源に枯渇した海底下に棲息するアーキ

アがイソプレノイドを再利用していることは見えてき

たが，その前駆物質や詳しいメカニズムは，未解明な

部分もあり，いま様々な調査研究が進められている。

５．エーテル脂質の二次生成物と再利用の

経路

アーキア由来のエーテル脂質は，生化学的な分解あ

るいは続成作用を受けると，イソプレノイド両端にヒ

ドロキシル基を有するジアルコール（e.g., Hoefs et

al., 1997; Teske et al., 2002; Saito and Suzuki,

2010）のような二次生成物を作る。エーテル結合を

解裂できる原核生物は，バクテリアで以前から研究さ

れている（White et al., 1996）。

近年，Fig. 6に示した2,3―sn―グリセロール部位を

一つ有するアーキア由来のエーテル脂質が，海底堆積

物から検出されている（Liu et al., 2012; Knappy and

Keely, 2012）。それらは，GDDs（glycerol dialkanol

diethers）あるいは GDTs（glycerol dialkanol tri-

ols）と称され，その存在意義に注目が集まっている。

Fig. 3 (a) Comparison ofδ13Ccaldarchaeol andδ13Ccrenarchaeol values from various locations and in situ 13C-
tracer incubation experiments. (b) Long-term monitoring for relative abundances of ar-
chaeal lipids (mole%, n＝3) and ring index of GDGTs during in-situ 13C-incubation for 405
days. (c) intra-molecular 13C-isotopic composition during in-situ 13C-incubation for 405
days. See, Supporting Information from Takano et al. (2010a).
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実験室でのアーキアの培養研究では，イソプレノイド

前駆物質としてのゲラニルゲラニオールがアーキア細

胞内のキナーゼ酵素によりリン酸基が付加される

（Fig. 7-a）。このことから，間接的にイソプレノイド

の再利用を実証した報告例がある（Ohnuma et al.,

1996）。この反応のホストであるキナーゼ酵素に，

Fig. 7-bに示したようなゲスト分子を識別する基質特

異性があることは，極めて興味深い事象である。

Fig. 8に海底下のアーキアが駆動していると考えら

れる膜脂質代謝のまとめを示した。性状未知のアーキ

アに関して，極性脂質の分解挙動（e.g., Logemann et

al., 2011）を含め，新生経路そしてサルベージ経路の

知見がこれから蓄積されていくだろう。大局的に言え

ば，最初の基礎生産者による一次的な独立栄養性と二

次的な従属栄養性の分子レベルでのリンケージは，プ

ランクトン性アーキアと底生性アーキアによる分子を

介在したエネルギーフローと表現できる。

６．地球炭素循環におけるアーキアの役割

アーキアは，地球炭素循環のミクロな担い手であ

る。炭素循環のうち，最も酸化的な形態である「二酸

化炭素」の固定能を浮遊性アーキアは有している

（Wuchter et al., 2003）。一方で，ユーリアーキオー

タ門の一部のアーキア群は，最も還元的な形態である

「メタン」の生産者でもある。このアーキアによる生

物起源メタン生成のプロセス（Thauer et al., 2008;

Conrad, 2009; Valentine, 2011）は，これから資源科

学的にも注目されていくだろう。この観点から我々

は，メタン生成に必須である補酵素430の分子レベル

同位体比を包括した分析手法の開発を現在進めている

（Takano et al., 2011）。分子自身の「現物（オリジ

ナル）」の情報を提供できる「化学」的手法の技術開

発は，将来，分子生物学と地球生命科学の因果を精度

良く読み解く「鍵」になる。なぜなら，機能遺伝子を

Fig. 4 Carbon isotopic compositions of crenarchaeol after 405 days of the in situ 13C-tracer experi-
ment at Sagami Bay. We determined the carbon isotopic compositions of resulting biphy-
tane and glycerol derivatives using an online gas chromatograph/combustion/isotope ratio
mass spectrometer (GC/C/IRMS), enabling the calculation of 2,3-sn-glycerol (δ13C2,3-sn-glycerol)
using the mass balance equation between caldarchaeol, crenarchaeol and their isoprenoid
moieties (cf. direct measurement ofδ13C2,3-sn-glycerol in Takano et al., 2010a).
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Fig. 5 Two biosynthetic pathways for archaeal membrane lipids. (a) step-wise elongation of iso-
prenoid unit (C5 x n) in de novo synthesis with high energy expenditure, (b) salvage (recy-
cling) pathway by a recyclable precursors (e.g., isoprenoid unit) with low energy require-
ment.

Fig. 6 The structures of isoprenoid glycerol dialkanol diethers (Liu et al., 2012; Knappy and
Keely, 2012). The pink layer (2,3-sn-glycerol) stands for 13C-enriched position during in-
situ 13C-incubation experiment at Sagami Bay (Takano et al., 2010a).
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Fig. 7 (a) Incorporation of geranylgeraniol (GGOH) and possible role of the kinase by Sulfolobus
acidocaldarius. (b) Polyprenol specificity of GGOH kinase in S. acidocaldarius. Abbrevia-
tions; DMAPP, dimethylallyl diphosphate; GGPP, geranylgeranyl diphosphate; GGP,
geranylgeranyl phosphate; GGK, geranylgeraniol kinase; GGPK, geranylgeranyl phos-
phate kinase. Modified after Ohnuma et al. (1996).
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持っていることと，それが発現して代謝の反応場を実

際に提供していること，あるいは代謝生成物を実際に

駆動・生成していることは同一の事象と言い切れない

ためである。理想的には，機能遺伝子と機能性分子の

両面的な符合が求められる。

本稿で例示したような，分子および分子内同位体比

という極微小スケールの分析技術が，マクロスケール

に駆動されている生物地球化学プロセスの解明に大き

な役割を果たすと考えている。
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Fig. 8 Biosynthesis of core lipids in Archaea focusing on isoprenoid and 2,3-sn-glycerol moieties
compiled from Hemmi et al. (2004), Murakami et al. (2007), Morii et al. (2000), Zhang and
Poulter (1993), Nemoto et al. (2003), Nishihara et al. (1999), Ohnuma et al. (1996), Takano
et al. (2010a). Red and blue squares stand for endogenous and exogenous processes for
benthic archaea, respectively. Abbreviations and enzymes (black squares): EM, Embden-
Meyerhof; ED, Entner-Doudoroff; GLK, glucokinase; PGI, phosphoglucose isomerase;
PFK, phosphofructokinase; TIM, triosephosphate isomerase; FBA, Fructose-1,6-
bisphosphate aldolase; Gluc DH, Glucose dehydrogenase; G-hyd, Gluconate dehydratase;
KDG kin, 2-keto-3-deoxygluconate kinase; KDPG ald, 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate
aldolase; G-1-P DH, G-1-P dehydrogenase; GGGPS, 3-O -geranylgeranylglyceryl phos-
phate synthase; DGGGPS, 2,3-di-O -geranylgeranylglyceryl phosphate synthase; GGR,
geranylgeranyl reductase; IPP, isopentenyl diphosphate; GGPP, geranylgeranyl diphos-
phate; (S )-GP, (S )-glyceryl phosphate. X denotes a polar head group.
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Since the first classification by Woese and Fox (1977), Archaea, one of three domains of life,
had been originally believed to exist in extreme environments including high temperature, high
salinity, low oxygen concentration. However, recent advances in molecular and phylogenic ap-
proaches revealed their widespread distribution in marine and terrestrial environment includ-
ing deep subsurface biosphere. The planktonic and benthic archaeal assemblages include two
major phyla Euryarchaeota and Crenarchaeota. The novel phylum have been also proposed re-
cently as Thaumarchaota, Korarchaota, and Nanoarchaeota. To elucidate unknown archaeal
ecology, we evaluated intra-molecular isotopic composition to focus into archaeal membrane
lipid biosynthesis using 13C-tracing techniques. The novel molecular diagnosis showed heteroge-
nous 13C-incorporation driven by salvage (recycling) and de novo pathways in energy-limited en-
vironment such as deep-sea environments. Here, we reviewed the recent knowledge of prokary-
otic ecology and biogeochemistry from intra-molecular isotopic signatures.
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Appendix. 1

Phylogenic analysis and quantitative PCR of the benthic archaeal community during 405 days. Abbrevia-

tions; ANME 2-d, Anaerobic methanotrophic archaea 2-d; MBG-D, Marine Benthic Group D; MEG/TMEG,

Miscellaneous Euryarchaeotal Group/Terrestrial Miscellaneous Euryarchaeotal Group; GSAG, Deep-Sea Ar-

chaeal Group; SAGMEG, South African Goldmine Euryarchaeotal Groups; MCG, Miscellaneous Crenar-

chaeotic Group (Takano et al., 2010a).

Appendix. 2

The remotely operated vehicle Hyper-Dolphin and in-situ 13C-incubation experiment for the experiment at

Sagami Bay, Western Pacific during NT06-04&05, NT08-02 cruise. Photo courtesy from Dr. Hidetaka

Nomaki & JAMSTEC.
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