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研究成果の概要（和文）：付加体は、海洋プレートが沈み込む際に海底堆積物が陸側プレートの縁辺部に付加し
てできた厚い堆積層である。これまで、付加体の深部帯水層から嫌気性の地下水と付随ガスが採取され、付随ガ
スに含まれるメタンの生成機構について解明されてきたが、窒素ガスの生成機構については知見がなかった。本
研究課題では、付加体の地下水に有機基質および硝酸を添加した嫌気培養実験を試みた。その結果、微生物によ
る高い窒素ガス生産（脱窒）ポテンシャルが示された。また、地下水に含まれる微生物群集の遺伝子を解析した
結果、脱窒細菌の存在が示された。そして、メタン生成菌と脱窒細菌が有機基質の利用において競合している可
能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Accretionary prisms are composed mainly of ancient marine sediment scraped 
from a subducting oceanic plate at a convergent plate boundary. Large amounts of anaerobic 
groundwater and natural gas, mainly methane (CH4) and nitrogen gas (N2), are present in the deep 
aquifers associated with an accretionary prism, but the origin of N2 is poorly understood. The 
present study demonstrated that N2 production through the anaerobic oxidation of organic matter by 
denitrifying bacteria is particularly prevalent in the deep aquifers of the accretionary prism. DNA 
analysis revealed the dominance of the genus Thauera, reported to be capable of nitrate reduction 
and denitrification using organic matter as electron donor under anaerobic conditions. The 
denitrifying bacteria may compete with the CH4-producing syntrophic consortium for organic matter in
 the accretionary prism sediments.

研究分野：地球微生物学

キーワード： 微生物　地下圏　脱窒　メタン生成　発酵　物質循環　地下水流動　地殻変動

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
付加体は、西南日本の太平洋側の地域に広く分布する厚い堆積層である。本研究課題では、付加体の深部帯水層
における炭素循環および窒素循環についての新たな知見を数多く得ることができた。そして、地の利を活かした
日本発の特色ある研究を推進できた。また、地殻変動が頻繁に発生する付加体の深部帯水層での炭素循環に関す
る知見が得られたことから、温暖化メカニズムの解明にも貢献した。さらに、本研究課題において深部地下圏で
の微生物による脱窒プロセスや炭素循環、窒素循環を総合的に理解したことにより、新エネルギーの開発に必要
な基盤情報の提供に繋がった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
付加体は、海洋プレートが陸側プレートの下に沈み込む際に海底堆積物がはぎ取られ、陸側プ

レートの縁辺部に付加してできた深度 10 km にもなる厚い堆積層である（図１）。付加体は、台

湾、インドネシア、トルコ、ギリシャ、イタリア、NZ、米国アラスカ州・ワシントン州、ペルー、

チリ、西南日本の太平洋側において分布を見ることができる（図２）。また、海底堆積物に由来

する付加体の堆積層は、現在においてもケロジェン等の有機物を大量に含んでいる。さらに、付

加体の深部帯水層には地熱によって温められた嫌気性の地下水とメタンを主成分とする大量の

付随ガスが蓄えられており、温泉資源やエネルギー資源として注目されている。 

研究代表者らは、静岡県中西部の付加体が分布する地域に構築された深度 800 メートルから

2,000 メートルの大深度掘削井を介して、30℃から 60℃の嫌気性の地下水と付随ガスを採取し

た（図３）。そして、付加体の深部帯水層におけるメタン生成メカニズムを明らかにした。特に、

沿岸地域の付加体の深部帯水層からは海水の影響を受けた高い塩濃度の地下水が採取され、付

随ガスには 98％以上の高濃度のメタンが含まれること、中山間地の付加体の深部帯水層からは

天水の影響を受けた低い塩濃度の地下水が採取され、付随ガスにはメタンとともに窒素ガスも

含まれることを明らかにした。また、付随ガスに含まれるメタンと地下水に溶存する無機炭素

（主に、重炭酸イオン）の炭素安定同位体比分析から付随ガスに含まれるメタンは微生物起源で

あること、地下水には高い活性を持つ微生物群集が含まれており、水素発生型発酵細菌と水素資

化性メタン生成菌が優占すること、深部帯水層の水素発生型発酵細菌と水素資化性メタン生成

菌が共生して付加体の堆積層に含まれる有機物からメタンが生成されることも示した。 

一方、付加体の深部帯水層に含まれる窒素ガスの起源についてはほとんど知見がない。水田、

畑、堆積層、湖沼堆積物、海底堆積物などにおいて、微生物が脱窒によって窒素ガスを生成する

ことは知られているが、深部地下圏での微生物脱窒に関する研究例はほとんどない。付加体は、

地球規模で分布しており、高濃度の有機物を含む厚い堆積層である。したがって、付加体は全地

球規模でのメタンや亜酸化窒素の排出源である可能性があるが、現在、知見は非常に乏しい。 

図１．付加体の地質構造    図２．付加体の分布     図３．地下水と付随ガス 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、付加体の深部帯水層にメタンと共に蓄えられている窒素ガスの起源を明ら

かにすることを目的とした。具体的には、温泉用掘削井を介して付加体の深部帯水層から地下水

を採取し、その酸素・水素同位体比を測定すること、付加体の深部帯水層から付随ガスを採取し、

ガス組成を明らかにすること、地下水に含まれる微生物群集から DNA を抽出し、深部帯水層に生

息する微生物を対象とした遺伝子解析を試みること、脱窒細菌を対象とした嫌気培養を行い、地

下水に含まれる脱窒細菌の窒素ガス生成ポテンシャルを明らかにすることである。そして、全地

球規模に分布する付加体の地下水流動モデルを構築するとともに、微生物脱窒が駆動する深部

地下圏での窒素循環過程を解明することを目的とした。 
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３．研究の方法 
① 付加体の地下水および付随ガスの各種化学分析 

 西南日本の付加体が分布する地域に構築された深度 800 メートルから 2,000 メートルの

大深度掘削井を介して、深部帯水層に由来する嫌気性の地下水と付随ガスを採取した。地上

部での地下水の水温、pH、酸化還元電位、電気伝導率、塩濃度といった環境データを測定し、

それらの特性を明らかにした。また、付随ガスに含まれる水素ガス、窒素ガス、二酸化炭素、

アルゴン、メタン、エタン、プロパンを検出し、それぞれの濃度を測定した。そして、各サ

イトにおける付随ガスのガス組成を明らかにするとともに、微生物脱窒の指標となる窒素

ガス/アルゴン比を算出した。 

 一方、付加体の深部帯水層に蓄えられた地下水の起源を明らかにする目的で、採取した地

下水の酸素・水素同位体比を測定した。そして、これまでに報告されている“天水線”およ

び“マグマ水”の酸素・水素同位体比と比較することにより、これらの地下水が雨水、海水、

マグマ水のいずれに由来するのか検証した。また、付加体の深部地下水の地域特性に関する

知見を得るとともに、付加体の地下水流動モデルを構築した。 

 

② 地下水に含まれる微生物群集の遺伝子解析 

 西南日本の付加体が分布する地域に構築された深度 800 メートルから 2,000 メートルの

大深度掘削井を介して、深部帯水層に由来する嫌気性の地下水を採取した。10 リットルの

地下水サンプルをフィルター濾過し、微生物細胞を濃縮した。次に、フィルター上に集めら

れた微生物からゲノム DNA を抽出した。微生物のゲノム上にコードされた 16S rRNA 遺伝子

の V3-V4 領域を PCR によって増幅した後、次世代シーケンサーを用いて塩基配列を決定し

た。その後、菌叢解析用パイプラインを用いた系統解析により微生物群集を同定した。 

 脱窒機能を有する微生物分類群を特定するために、脱窒の指標となる機能遺伝子（nirK

遺伝子および nirS 遺伝子）を対象とした PCR も試みた。増幅した nirK 遺伝子および nirS

遺伝子を大腸菌に組み込み、クローニン・ライブラリーを作成した。その後、シーケンシン

グにより塩基配列を決定した。そして、DNA データーベースを用いて、脱窒機能遺伝子の同

定を行った。 

 

③ 地下水に含まれる脱窒細菌の培養と脱窒ポテンシャルの測定 

 西南日本の付加体が分布する地域に構築された深度 800 メートルから 2,000 メートルの

大深度掘削井を介して、深部帯水層に由来する嫌気性の地下水を採取した。微生物培養ビン

（バイアルビン）に嫌気状態を保ちながら地下水を注入した。次に、バイアルビンに有機基

質および硝酸イオンを添加し、ヘッドスペースをアルゴンで満たした。そして、従属栄養性

の脱窒細菌を対象とした嫌気培養を試みた。さらに、地下水に硝酸イオンを添加し、ヘッド

スペースをメタンで満たした嫌気培養も試みた。そして、脱窒を伴う嫌気的メタン酸化細菌

を対象とした微生物培養にもチャレンジした。 

 栄養塩を添加したバイアルビンは、地上部で測定された地下水の水温および地下水の水

温プラス 10℃、プラス 20℃、プラス 30℃にてインキュベートした。1日毎にバイアルビン

のヘッドスペースから生成されたガスを採取し、ガスクロマトグラフを用いてガス組成の

分析を行った。そして、窒素ガスの生成量を算出するとともに、嫌気性地下水に含まれる脱

窒速度を測定した。また、各サイトの窒素ガス生成ポテンシャルを明らかにした。 

 



４．研究成果 

① 付加体の地下水および付随ガスの化学分析の結果 

 静岡県中西部、沖縄本島、宮崎県東部の付加体が分布する地域を調査し、深度 800 メート

ルから2,000メートルの温泉用掘削井を介して、嫌気性地下水および付随ガスを採取した。

そして、環境データの測定およびガス組成分析を行うことにより、付加体の深部帯水層に貯

えられている地下水と付随ガスの特性を明らかにした。その結果、海溝部に近い太平洋沿岸

の付加体の深部帯水層から採取された付随ガスには96％から99％の高濃度のメタンが含ま

れており、窒素ガスがほとんど検出されなかった。一方、太平洋沿岸域から離れた山側のサ

イトから採取された付随ガスにはメタンとともに、30％から 60％の割合で窒素ガスが含ま

れていることが判明した。微生物脱窒による窒素ガス生成の指標となる窒素ガス/アルゴン

比を算出した結果、13 から 214 の値を示した。そして、空気が飽和した水の値（40）より

も有意に高い窒素ガス/アルゴン比を示すサイトが存在した。これらのサイトにおいては、

深部帯水層において窒素ガスが生成されている可能性が高く、微生物の脱窒による窒素ガ

ス生成が起こっていることが示唆された。 

 付加体の深部帯水層の地下水の起源を推

定することを目的として、地下水の酸素・

水素安定同位体比測定も試みた。その結果、

静岡県中西部、沖縄本島、宮崎県東部の付

加体が分布する地域の深部地下圏には、天

水の影響を受けた帯水層と海水の影響を受

けた帯水層が存在することが示された（図

４）。また、天水線から離れ、比較的高い酸

素安定同位体比を示す地下水も見られた。

これらのサイトの深部帯水層は、マグマ水

といった沈み込み帯の超深部から上昇する

水の影響を受けている可能性がある。 

                       図４．地下水の酸素・水素安定同位体比 

 

② 地下水中の微生物群集の遺伝子解析の結果 

 付加体が分布する地域に構築された深度 800〜2,000 メートルの温泉用掘削井を介して、

嫌気性の地下水を採取した。地下水に含まれる微生物群集からゲノム DNA を抽出し、原核

生物の系統解析の指標に用いられる 16S rRNA 遺伝子を対象とした次世代シーケンサー解析

を行った。その結果、付加体の地下水には水素ガスと二酸化炭素からメタンを生成する水素

資化性メタン生成菌、有機物を分解して水素ガスと二酸化炭素を生成する発酵細菌、有機物

を電子供与体とし硝酸および亜硝酸を電子受容体としてエネルギー代謝を行う脱窒細菌が

優占していることが判明した。 

 また、脱窒菌のバイオマーカーである亜硝酸還元酵素をコードする遺伝子（nirS 遺伝子

およびnirK遺伝子）を対象としたクローニング・シーケンス解析および定量PCRも試みた。

その結果、α-Proteobacteria、β-Proteobacteria、γ-Proteobacteria に由来する脱窒機

能遺伝子が検出された。さらに、微生物群集が有するこれらの機能遺伝子の量はサイトごと

に有意に異なることが明らかとなった。特に、窒素ガス/アルゴン比の高い付随ガスが湧出

するサイトにおいて、nirS 遺伝子および nirK 遺伝子の量が多い傾向が見られた。 
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③ 地下水に含まれる脱窒細菌の培養と脱窒ポテンシャルの測定の結果 

 地下水に含まれる脱窒細菌を対象とした嫌気培養を実施し、微生物による脱窒ポテンシ

ャルの測定を行った。静岡県中西部の付加体が分布する地域に構築された温泉用掘削井を

介して地下水を採取し、有機基質および硝酸を添加した従属栄養脱窒細菌を対象とした嫌

気培養を実施した。その結果、従属栄養脱窒細菌を対象とした嫌気培養において微生物の顕

著な増殖が観察された。さらに、各培養系において生成されたバイオガスの分析を行った結

果、高速での窒素ガスの生成が観察された（図５）。一方、メタンをエネルギー源とし硝酸

または亜硝酸を電子受容体とする嫌気的メタン酸化細菌のポテンシャルは非常に低かった。 

 一連の研究結果より、付加体の深部帯水層中に生息する微生物群集は脱窒活性を有し、高

い窒素ガス生成ポテンシャルを示すことが明らかとなった。また、水素発生型発酵細菌と水

素資化性メタン生成菌の共生により行われるメタン生成と有機物をエネルギー源として硝

酸または亜硝酸を電子受容体として窒素ガスを生成する脱窒は、有機物の利用において競

合関係にある可能性が示唆された。 

 

図５．静岡県中西部のあらたまの湯（左）、田代の郷温泉（中央）、川根温泉（右）の大深度掘削

井から採取した地下水（温泉水）に有機基質と硝酸イオン（10 mM）を添加した嫌気培養実験の

結果。マーカーは、窒素ガス（●）、二酸化炭素（●）、メタン（●）、水素ガス（●）、亜酸化窒

素（●）を示す。 
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