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1.緒言

有機物は地層中において分解されてメタンを
生産する。海底から数 100 mより浅い地層中では
微生物による分解によって生成される（微生物分
解起源メタン），地下深部の高温環境では非生物
的に熱分解によって生成される（熱分解起源メタ
ン）。このように海底下で生成されたメタンは，
微生物による嫌気的メタン酸化反応 （Anaerobic 
oxidation of methane: AOM） によって，その大半
が堆積物中で消費される （Iversen and Jorgensen, 
1985）。嫌気的メタン酸化古細菌 （Anaerobic 
Methane-Oxidizing Archaea：ANME） は，AOM を
担う主要な微生物と考えられており， 現在の所，
ANME-1, 2, 3 の 3 つの系統群が知られている。 
ここで，メタン湧出が生じている嫌気的堆積

物中における AOMは，硫酸還元細菌（Sulfate 
Reducing Bacteria: SRB）による硫酸還元と ANME
によるメタン酸化の組み合わせによって行われて
いる（Ritger et al., 1987; Paull et al., 1992; von Rad et 
al., 1996）。ANMEと SRBが行うネットの反応は，
以下のように表すことができる。

CH4 + SO4
2- → HCO3

- + HS- + H2O

一般にメタン酸化を行うメタン酸化細菌は好気
的にメタンを酸化するグラム陰性菌の一群である
が，メタン湧出水域に生息する化学合成生物群集
における一次生産者としての好気的メタン酸化菌
は発見されていない。
顕微鏡観察に基づく研究から，ANME-2は

SRBと密接に関係していることが知られている
（Orphan et al., 2002）。ANME-2と SRBの集合体に
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おいて，ANME-2は中心部に位置し，これを SRB
が取り囲んでいる。このような両者の物理的関係
は，SRBとANME-2の共生関係の証拠となってい
る。 これに対して，ANME-1は，しばしば単独の
集合で観察される（Orphan et al., 2002）。メタン酸
化効率は ANME-1に比べ ANME-2が著しく高い
（Nauhaus et al., 2002, 2005）。
遺伝子情報およびバイオマーカー分析によっ
て，メタン湧出域における表層堆積物中の ANME
の解析が行われた。たとえば，バミューダ沖 Lost 
City熱水フィールド（Atlantis Massifの頂上）に
おける低温地域において ANME-1が検出された
（Brazelton et al., 2006）。オレゴン沖 Hydrate Ridge
からは ANME-1と ANME-2の両者が検出され，
表層では ANME-2が優勢であった（Knittel et al., 
2005）。黒海の深海泥火山からは ANME-1が検出
された（Michaelis et al., 2002）。
これまでに ANME の単離培養例がないため，

ANMEに好適な地球化学的環境は明らかにされ
ていない。また，ANME-1と ANME-2の群集の
差が何に起因するのか明確ではない。地質試料の
場合は，現世試料で行われている遺伝子解析を
行うことができない。そこで，地質試料におい
ても用いることのできるバイオマーカーによる
ANME-1とANME-2，さらにANME-3の識別が重
要となる。
本研究では日本近海のメタン湧出が観察される

深海底において，バクテリアマットに被覆される
堆積物を用いて，ANMEを特徴付ける炭化水素
とエーテル型脂質の炭化水素鎖を分析することに
よって，メタン湧出海域におけるANMEの活動の
支配要因を推定する研究の基礎的データの解析と
比較を行った。

2.バイオマーカーを用いた ANMEの識別

AOM を担う主要な微生物である ANMEは無胞
子性の偏性嫌気性の古細菌（アーキア，始原菌）
である。古細菌とは原核構造は持つが，リボゾー
ム小サブユニット RNAの相同性により，真核生
物ともバクテリア（真正細菌）とも区別される一
群の原核生物である。近年，GDGT（グリセロー
ル　ジアルキル　グリセロール　テトラエーテル）

の分解生成物であるビフィタンは古細菌のバイオ
マーカーとしての重要性が指摘されており，これ
らを用いた古細菌の対比が行われた（De Rosa et 
al., 1986）。Koga et al.（1998）は，嫌気的メタン酸
化古細菌（ANME）における定性的脂質組成，す
なわち，コア脂質，単糖，ホスホジエステル結合
性の極性基が化学分類学的指標になりうることを
指摘した。ここで Koga et al.（1998）は，ビフィタ
ンなどのエーテル結合型炭化水素をコア脂質分析
の補助として用いた。コア脂質の部品分析（エー
テル結合型炭化水素分析）は，コア脂質の全体構
造についての情報は無くなるが，化学構造情報が
得られる。
その後，還元環境でメタン酸化を行っている古
細菌の大部分は，16S rDNA解析に基づいた分類
によって，ANME-1と ANME-2に分類された（た
とえばMills et al., 2003）。Blumenberg et al.（2004）
は，ANME-1と ANME-2がそれぞれ卓越する海
洋堆積物の有機地球化学分析を行ない，遺伝子情
報を基にして分類された ANMEは，バイオマー
カーを用いて分類した。Table 1にそれぞれを特
徴付けるバイオマーカーを示した。炭化水素画
分においては，ANME-1はペンタメチルイコサン
（PMI；II）のみが検出されるのに対して，ANME-2
はクロセタン（I）が PMI（II）の等量から数倍の
量比で検出され，どちらも不飽和を伴う。グリセ
ロールジエーテルにおいては，ANME-1はアーケ
オール（III）と sn-2-ヒドロキシアーケオール（IV）
の組み合わせで特徴付けられ，ANME-2からは
アーケオールのみが検出される。エーテル結合
型炭化水素においては，ANME-1からはフィタ
ン（VII）およびヒドロキシフィタン（VIII）が検出
され， ANME-2は数種の C40ビフィタン（IX，X，
XI）によって特徴付けられる。このような性質を
利用して，ANME-1と ANME-2の識別が可能で
ある。これに対して ANME-3は，研究例が少な
い。Niemann et al.（2006）は，PMI4 および 5 不
飽和量が高い場合は，AMNE-3を ANME-2から
区別できるとした。これがバイオマーカーを用
いた ANME-3認定の数少ない研究例であるが，
Blumenberg et al. （2005）では，黒海の ANME-1群
集から飽和に比べて高い濃度の PMI4および 5不
飽和を報告しており，PMIの不飽和度は ANME-3
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の存在ではなく，初期続成作用の度合いを示して
いる可能性もある（Niemann et al., 2008）。 

3.分析方法

凍結乾燥した試料は，瑪瑙乳鉢にて粉末化し
た。粉末試料 2gを 50 mlテフロン製遠沈管に測り
取り，40 mlのジクロロメタン：メタノール（93：7）
を加えた。これを超音波洗浄機中にて 60分抽出
し，遠心分離を行った。抽出溶媒はナスフラスコ
に移した。抽出操作は，3回繰り返した。ナスフ
ラスコに集めた抽出溶媒は，ロータリーエバポ
レーターおよび窒素ガス気流下にて濃縮した。得
られたビチュメンは，シリカゲルカラムクロマト
グラフィーによって，脂肪族炭化水素画分（N-1），
多環芳香族炭化水素画分（N-2），極性画分に分画
した。カラムにはパスツールピペットを用い，ま
た 3 wt％ H2Oに調整したメルク社製シリカゲル
（grade 10180, 70-230 mesh）を用いた。N-1画分は
ヘキサン 4 ml，N-2画分はヘキサン：ジクロロメ
タン（2:1）4 ml，極性画分はジクロロメタン：メ
タノール（1:1）7 mlを用いて分画した。この分画
条件において，PMIの飽和から 2不飽和までは
N-1画分に，4から 5不飽和は N-2画分へ分けら
れる。3不飽和 PMIは N-1/N-2境界に湧出するた
め、溶媒量の微調整によって N-1または N-2に分
画した。すなわち，1，2不飽和 PMIが相対的に多
い場合には，N-1画分のヘキサン量を 5 mlとし 3

不飽和 PMIを N-1に分画した。同様に 4，5不飽
和 PMIが多い場合には，N-1画分のヘキサン量を
3.5 mlとして 3不飽和 PMIをN-2画分へ分画した。
本研究では，エーテル結合型炭化水素につい
て，以下の操作によって分析を行った。極性画分
を窒素ガス気流下にて濃縮し，1 mlの 55％ HIと
共にアンプル管に封入した。これを 110℃で 20時
間還流し，エーテル結合を切断し炭化水素鎖をヨ
ウ化アルキルとした。試料はヘキサン洗浄済み蒸
留水 20 mlを入れた 50 mlナシ型フラスコに移し，
ヘキサン：エーテル（9：1）でヨウ化アルキルを 3
回抽出した。抽出した試料は窒素ガス気流下にて
濃縮し，20 mg の LiAlH4と無水テトラヒドロフラ
ン，一滴のクロロホルムを加え，70℃で 2時間還
元させヨウ化アルキルを炭化水素とした。試料は
ヘキサン洗浄済み蒸留水20 mlを入れた50 mlナシ
型フラスコに移し，ヘキサン：エーテル（9：1）で
炭化水素を 3回抽出した。

GC/MS測定には ThermoQuest社製 Voyagerを
使用した。試料はオンカラム注入法，使用カラム
は HP-5 ms（内径 0.25 mm，長さ 30 m，膜厚 0.25 
μm）であった。GC昇温条件は 40℃で 1分保持
し，4℃／分で 300℃まで昇温した後，30分保持
した。質量分析計は全イオンスキャンモード（m/z 
50-580），イオン化電圧は 70 eVに設定した。
各化合物の個別炭素同位体組成は，ヒューレッ
トパッカード社製 6980GCを用いて分離した化合
物を ThermoFinnigan社製 Combustion device にて

ANME-1およびANME-2、3の認定に有効なバイオマーカー (Blumenberg et al ., 2004)

Hydrocarbon Glycerol diethers Ether-bond cleavaged lipids

ANME-1 marker
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Table�1. Biomarkers for identification of ANME community.
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酸化し，ThermoFinnigan社製 Delta-plus にて質量
分析を行った。
なお，クロセタンとフィタンは同じ C20イソプ
レノイド炭化水素であるため，ガスクロマトグラ
ム分析において湧出時間がほぼ等しく，ガスクロ
マトグラム分析では識別が難しい。そこで，ガス
クロマトグラム質量計が用いられる。ガスクロマ
トグラフ質量分析において，クロセタンは “tail-
to-tail結合 ”を含むためm/z 169が卓越するのに対
して，フィタンは m/z 183で特徴付けられる。す
なわち，m/z 169と 183の量比を用いて，二つの化
合物を区別できる。

4.試料

本研究に用いた試料の採取地点と水深を Fig.1
に示す。各試料は，ピストンコアの最上部もしく
は潜水艇による堆積物柱状コア（push core）を用
いた。各地点における産状の詳細を以下に示す。

4.1.直江津沖海鷹海脚
日本海直江津沖海鷹海脚（地点 1）のメタン湧

出海域で実施された “なつしま” NT-06-19航海に
おいて，ハイパードルフィンを用いた潜航調査が
行われた。本調査潜航では深海底におけるガス放
出の観察，堆積物柱状コア試料の採取およびニス
キン採水器による海水の採取を行った。本研究に
用いた試料は，第 600潜航 PC3であり，海鷹海脚
北部の水深 912 mの海底がバクテリアマットに被
覆された地点から採取した約 16cmの柱状堆積物
試料である。試料採取地点の水温は，0.2～ 0.3℃
であった。

4.2.�東海沖竜洋海底谷
竜洋海底谷（地点 2）は，後背地をもたない放

棄された海底谷であり，その方向は北西から南東
～南西～北西方向とほぼ直角に折れ曲がる断層規
制の海底谷と解釈されている（岩淵ほか，1991）。
潜航地点の海底谷の中央部は泥で完全に覆われ平
坦であるが，西側斜面に近い谷底ではシロウリガ
イコロニーやバクテリアによる変色域が斜面と平
行に分布する。本研究で用いた試料は，“しんか
い 2K”第 821潜航によって，深度 1093 mの変色

域にて採取した 16cmの堆積物柱状コア試料であ
る。船上観察によると，この試料は砂交じりの泥
で，強い硫化水素臭が認められた。この試料の間
隙水の分析によると，メタン濃度の増加に伴なっ
て炭素同位体組成が軽くなる傾向が認められた
（Tsunogai et al., 1999）。

4.3.熊野灘泥火山
研究に用いた試料は，（旧）石油公団が実施して
いる「大深海における石油資源などの探査技術な
ど基礎調査」において，平成 14年度第三次航海前
半において熊野灘泥火山（地点 3），水深 1930 mに
おいて行ったピストンコアリングによって採取し
た 850cmの堆積物試料の最表層（23cm）である。
堆積物の岩質はシルト質泥で，タービダイトの挟
在は認められなかった。テフラ解析から堆積速度
が周囲と比較して著しく遅く，半遠洋性泥の堆積
速度が遅いことが示された。

4.4.相模湾初島沖
研究に用いた試料は，相模湾初島沖（地点 4）水

深1165 mのメタン湧出海域において2003年に採取
されたピストンコア KY03-11-PC18（約 100cm）の
最表層（10cm）である。岩質は，シルトからシルト

○＋

○＋

○＋
○＋

○＋

1. Umitaka Spur off Joetsu (912 m)
2. Ryuyo Canyon off Tokai (1093 m)
3. Kumanonada Mud Volcano (1930 m)
4. Sagami bay off Hatsushima (1165 m)
5. Kuroshima Knoll (620 m)

Fig.�1. �The location map showing the sampling point and the 
depth of water. 1. Umitaka spur off Joetsu, 2. Ryuyo 
canyon off Tokai, 3. Kumanonada mud volcano, 4. 
Sagami bay off Hatsushima, 5. Kuroshima knoll.
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質砂であり，シロウリガイの死殻を多量に含む。分
析にはシロウリガイ殻を除いた堆積物を用いた。

4.5.黒島海丘
黒島海丘（地点 5）は，沖縄県石垣島の南方約

25kmに位置する。頂部の水深は約 620 mであり，
冷湧水に伴なう化学合成生物群集や炭酸塩岩類が
分布している。現在も活動的なメタン噴出が観察
され，大規模なシンカイビバリガイ類コロニーが
観察される。本研究で用いた試料は，“しんかい
2K”第 1363潜航にて，黒島海丘頂部のシロウリガ
イコロニーの脇に分布する白～青色のバクテリア
マットで被覆される堆積物である。採泥筒を差込
み約 25cmの堆積物柱状コア試料を採取した。

5.分析結果と考察

各試料のバイオマーカー分析の結果を以下に示
す。ANMEの識別に有効な炭化水素画分とエーテ
ル結合型炭化水素の GC/MS分析結果（トータル
イオンクロマトグラム；TIC）を示した。なお，全
ての試料について，バイオマーカー分析を前提と
した採取方法が行われておらず，採取に用いた機
器，容器に特有の汚染が見られた。

5.1.直江津沖海鷹海脚
海鷹海脚のメタン湧出点より採取した試料の分

析結果を Fig.2に示した。多量の 3不飽和 PMI（不
飽和の位置が異なる 2種類）で特徴付けられ，こ
れに 2不飽和 PMI，2不飽和 C23アルケンと陸源
高等植物を起源とする C27，C29，C31直鎖アルカ
ンを伴なう。クロセタンおよび飽和 PMIは検出さ
れなかった。炭素数の少ない直鎖アルカンは相対
的に少量であり，このスケールのクロマトグラム
に現れない。矢印で示した容器起源の汚染化合物
（2,2-ジメチルアルカン）についても，バイオマー
カー量が多い場合には，ほとんど問題にならな
い。個別炭素同位体組成は，湧出時間が早い順に，
C23：2 –91.0‰，2不飽和 PMI –114‰，3不飽和（前）
PMI –114‰，3不飽和（後）PMI –116‰であった。
なお，湧出しているメタン（分析試料の間隙水中
のメタン）の炭素同位体組成は –71.9‰であった。
エーテル結合型炭化水素からは，4種のビフィタ

ンが検出された。ビフィタン（IX）が卓越し，ビ
フィタン（X，XI，XII）は相対的に少量である。こ
こで，17βH, 21βH-C31ホパンと 17βH, 21βH-C33ホ
パンが僅かに検出された。
この結果，海鷹海脚のメタン湧出点から採取さ
れた試料は，クロセタンの欠如と不飽和 PMI，ビ
フィタン（IX，X，XI）で特徴付けられ，活動し
ているメタン酸化古細菌は ANME-1群集と認定
される。C23:2アルケンについて，n-C23およびそ
の不飽和は起源不明であるが，AOMにおいて頻
繁に検出される n-アルカンであることが報告され
ている（Thiel et al., 2001）。本研究では，炭素同位
体組成が –91.0‰と非常に軽い値を持つことから
も AOMへの関与を示唆しており，今後の研究に
よって有効な指標となる可能性がある。ここで，
溶存メタンと ANME脂質の炭素同位体組成の差
は約 43‰であった。
海鷹海脚における分析結果の詳細は，荻原ら

（2009）に報告されている。

Fig.�2. �Total ion chromatogram (TIC) of hydrocarbon 
fraction (upper) and ether-bound cleavaged frac-
tion (lower) from surface sediment covered by bac-
teria mat at the methane seep site of Umitaka spur 
off Joetsu. IX, X, XI and XII are biphytane with 
0, 1, 2 and 3 cyclopentane ring (s), respectively. 
a and b indicating 17βH, 21βH-hopane which car-
bon number is 31 and 33. Arrows indicating the 
contaminated compound 2,2-dimethylalkanes.
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5.2.�東海沖竜洋海底谷
竜洋海底谷より採取した試料の分析結果を

Fig.3に示した。他の試料と異なり，この試料の炭
化水素画分には ANMEの活動を示唆するクロセ
タンおよび飽和 PMIは検出されなかった。これに
対して N-2画分から，3～ 5不飽和 PMIが検出さ
れた。そのため，この試料については，炭化水素
化画分を示さずに多環芳香族画分を示した。相対
的に 3不飽和はわずかで 4および 5不飽和量が多
い。この分析条件では，4不飽和は STD（C24D50）
の直前に，5不飽和は直後に湧出する。4不飽和，
5不飽和，スクワレンについて，個別炭素同位体
組成は，それぞれ，–114‰，–109‰および –41.6‰
であった。この画分から，多環芳香族ではペリレ
ンが検出された。飽和 PMIおよびクロセタンが
全く検出されない試料から，多量の PMI3～ 5不
飽和が検出された研究は報告が少ない。クロセタ
ンが存在した場合には，このような PMI3～ 5不

飽和は，ANME-3の指標となるが（Niemann et al. 
2006），本試料の分析結果と比較して組み合わせ
が異なる。Niemann et al.（2008）の報告のように，
多量の PMI3～ 5不飽和の存在は，初期続成作用
の程度を示している可能性は十分考えられる。
エーテル結合型炭化水素からは，4種類のビ
フィタン（IX，X，XI及び XII）が認められた。こ
こで，ビフィタン（IX）の直前に 17βH, 21βH-C32

ホパンが湧出している。このようにエーテル結合
型画分は，4種類のビフィタンと 17βH, 21βH-C32

ホパンで特徴付けられる。なお，ビフィタン（X）
の個別炭素同位体組成は –85.0‰であった。
不飽和 PMIは認められるがクロセタンを欠き，

3種のビフィタン（IX，Xおよび XI）は，ANME-1
の特徴である。東海沖竜洋海底谷のバクテリア
マットは，ANME-1群集である。
ここで，不飽和 C25HBIおよび C30HBIは，ポリ

エチレン容器起源の代表的汚染化合物である。汚
染なのか天然化合物であるかの区別には，使用し
た容器起源の汚染確認は必須である。天然で記載
された不飽和 C25HBIおよび C30HBIは，全てポリ
エチレン容器から検出される。構造から天然と汚
染化合物の区別を行なうことはできない。なお，
汚染化合物はポリエチレン容器の原料に依存し，
容器の銘柄（型番）には依存しない。すなわち，
同じ種類の容器でもロットが異なると含まれる汚
染化合物も異なる。過去にテストしたものと同じ
容器でも汚染化合物は異なることがあるので，ブ
ランクテストは必須である。本試料に用いた容
器のブランクテストから，不飽和 C25HBIおよび
C30HBIが検出された。
東海沖竜洋海底谷における分析結果の詳細は，

荻原・芦（2004）に報告されている。

5.3.�熊野灘泥火山
熊野灘泥火山より採取した試料の分析結果を

Fig.4に示した。プリスタンとフィタンが卓越し，
Pr/Ph比は 2.5であった。高等植物起源の奇数炭
素優位性を持つ n-C27，n-C29，n-C31アルカン，奇
数炭素優位性が乏しい n-C21，n-C23，n-C25アルカ
ン，および奇数優位性を持たない炭素数の少ない
（C20以下）n-アルカンが検出された。iso-C15アル
カンが同炭素数のアルカンに比べて多量に検出さ
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Figure 3  S.Ogihara 

Fig.�3. �Total ion chromatogram (TIC) of hydrocarbon 
fraction (upper) and ether-bound cleavaged frac-
tion (lower) from surface sediment covered by bac-
teria mat at the methane seep site in Ryuyo canyon 
off Tokai. Arabic number (upper chromatogram) 
indication the number of double bonds in pentame-
thilicosene (PMI). IX, X, XI and XII are biphytane 
with 0, 1, 2 and 3 cyclopentane ring(s), respective-
ly. a, b and c indicating 17βH, 21βH-hopane which 
carbon number is 31, 32 and 33.
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れた。ステランが検出されたので m/z 217で確認
を行った。ステランはC29がC27およびC28に比べ
てやや多い。海底における泥火山とは，地下の堆
積物が泥ダイアピルとして海底に噴出したもので
ある。分析した試料は表層堆積物ではなく，地下
からもたらされたものであり，続成作用を被って
いる。

ANMEに関係する化合物は PMIがわずかに検
出されただけで，クロセタンは多量のフィタンの
存在によって確認できなかった。
エーテル結合型画分では，4種のビフィタン

（IX，X，XI，XII）が検出された。ビフィタン（XI）
がビフィタン（XとXII）に比べて多量であること
が特徴的である。
熊野灘泥火山の表層堆積物は，クロセタンの有

無は明らかでないが，PMIとビフィタン（IX，X，
XI）の存在から ANME-1である可能性が強い。

熊野灘泥火山における分析結果の詳細は，
Ogihara et al. （2007）に報告されている。

5.4.�相模湾初島沖
相模湾メタン湧出海域より採取した試料の分析
結果を Fig.5に示した。炭化水素画分は，多量のク
ロセタンと相対的に少量の PMIおよびその 1不飽
和が検出された。さらに，このクロマトグラムは
陸源の n-C27，n-C29，n-C31およびコレステン，ジプ
ロプテンで特徴付けられる。個別炭素同位体は，
クロセタンが –102‰ ，飽和 PMIが –88.9‰であっ
た。エーテル結合型画分については，ビフィタン
はわずかで 17βH, 21βH-C32ホパンが卓越する。図
中には示していないが，多量のフィタンとその 1
不飽和フィテンが検出された。
相模湾のシロウリガイ死貝を含む堆積物は，多
量のクロセタンと飽和および 1不飽和 PMIの検
出，エーテル結合型炭化水素におけるビフィタン
の欠如およびフィテンの検出から，ANME-2群集
と認定される。

In
te

ns
ity

II:
PM

I

♦

Kumanonada
DO20-KUPC-2
H.C.-Fr. TIC

ST
D

Pr

Ph

n-
C

27

n-
C

25

n-
C

29

n-
C

31

n-
C

33

n-
C

23

n-
C

21

is
o-

C
15

♦ ♦

20 30 40 60 7050

m/z 217 C
29

C
28

C
27

20 30 40 60 7050

66 68 70 72 74 76 78 80 82 Retention Time (min)

IX

XII
XI

Xa

Ether-bound Cleavaged Fr.

Figure 4 S.Ogihara 

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

I:C
ro

ce
ta

ne

n-
C

17

D
ip

lo
pt

en
e

In
te

ns
ity

♦

Sagami Bay
KY03-11-PC18
H.C. Fr.

Pr

II:
PM

I

n-
C

25

n-
C

27

n-
C

31

n-
C

29

♦

C
ho

le
st

en
e

66 72 78 Retention Time (min)

XII

Ether-bound Cleavaged Fr.

c

b

a
XIX

Figure 5  S.Ogihara Fig.�4. �Total ion chromatogram (TIC) of hydrocarbon 
fraction (upper) and ether-bound cleavaged frac-
tion (lower) and partial in chromatogram (middle, 
m/z 217) from surface sediment of Kumanonada 
mud volcano. Arrow indicating pentamethilicosane 
(PMI) and ♦ showing steranes. IX, X, XI and XII 
are biphytane with 0, 1, 2 and 3 cyclopentane ring(s), 
respectively. a is indicating 17βH, 21βH-C31hopane.

Fig.�5. �Total ion chromatogram (TIC) of hydrocarbon 
fraction (upper) and ether-bound cleavaged frac-
tion (lower) from surface sediment at Sagami bay 
off Hatsushima. ♦ indicating PMI with 1 double 
bonds. X, XI and XII are biphytane with 1, 2 and 3 
cyclopentane rings, respectively. a, b and c indicat-
ing 17βH, 21βH-hopane which carbon number is 
31, 32 and 33.
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5.5.黒島海丘
黒島海丘より採取した試料の分析結果を Fig.6
に示した。炭化水素画分は，ジプロプテンとプリ
スタンで特徴付けられる。n-アルカンは，高炭素
数領域で奇数優位性が著しく，低炭素数領域では
奇数優位性が弱い。少量の PMIが検出されたの
に対して，クロセタンは検出されなかった。ここ
で，フィタンと認定したピークのマススペクトル
は 169<183であった。エーテル結合型画分では，
極少量のビフィタン 3種（X，XI，XII）が認めら
れたが，ビフィタン（IX）は 17βH, 21βH-C32ホパ
ンと重なり，トータルイオンクロマトグラムから
は認められなかった。図中には示していないが，
エーテル結合型画分からフィタンが検出され，そ
の個別炭素同位体組成は –90.4‰であった。
このように黒島海丘よりの試料は，“ANME量

が少ないこと ”を少量の PMI量が示唆している。
クロイセタンは確認できなかったが，エーテル結
合型画分におけるビフィタンの欠如と軽い炭素同
位体組成を持つフィタンの検出は ANME-2の活
動を示している。なお，バクテリアマットを特徴

付けるのはジプロプテンである。残念ながら試料
が少量であること，濃度が薄いことから炭素同位
体組成についての値を得ることが出来なかった。
黒島海丘における分析結果の詳細は，荻原ら

（2003）に報告されている。

6.まとめ

日本近海のメタン湧出海域 5地点における海底
表層試料のバイオマーカー分析によって活動する
ANME群衆を特定し，Table 2に示した。直江津沖
海鷹海脚，東海沖竜洋海底谷，熊野灘泥火山にお
いては，ANME-1の活動が認定された。これに対し
て，ANME-2群集の活動は，相模湾初島沖試料と，
おそらく黒島海丘よりの試料から認定された。本
研究で認定した ANME群集は ANME-1が 3地点，
ANME-2が 2地点である。これまでの研究によっ
て，活動を支配していると考えられている要因は，
温度，pH（Nauhaus et al., 2002），メタンフラックス，
硫酸イオン濃度，酸素濃度（Knittel et al., 2005），深
度 （Nauhaus et al., 2002） および圧力などである。現
状では，5地点の環境を直接比較することは難しい。
ここで，群集組成の支配要因は単純ではなく，
いくつかの要因が複雑に作用していることが考
えられる。たとえば，メタンフラックスについ
て，直江津沖海鷹海脚では，これまでの研究で
ANME-1が相対的にメタンフラックスの高い地点
に生息し，ANME-2がメタンフラックスの低い地
点から検出された（荻原ら，2009）。これに対し
て，黒海における研究では，逆に ANME-2がメ
タン分圧の高い環境から検出された（Pape et al., 
2005）。今後，ANMEの棲み分けを支配する環境
要因が明らかにされれば，この情報は，地球科化
学的に重要な情報をもたらすこととなる。
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Fig.�6. �Total ion chromatogram (TIC) of hydrocarbon frac-
tion (upper) and ether-bound cleavaged fraction 
(lower) from surface sediment covered by bacteria 
mat at the methane seep site of Kuroshima Knoll. 
Arrow (upper chromatogram) indication pentam-
ethilicosane (PMI). X, XI and XII are biphytane 
with 1, 2 and 3 cyclopentane ring (s), respectively. 
a, b and c indicating 17βH, 21βH-hopane which 
carbon number is 31, 32 and 33.

Table�2.  Result of identifications of ANME community 
from five methane seeping sites around Japan.

PMI+Cr PMI-Cr Biphytane ANME群集

海鷹海脚 ○ ○ ANME-1

竜洋海底谷 ○ ○ ANME-1

熊野灘泥火山 （○） ○ ANME-1

相模湾初島沖 ○ × ANME-2

黒島海丘 （○） × (ANME-2)
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