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研究成果の概要（和文）：　本研究は培養が困難であるが故に知見の少なかった好圧菌の多様性を明らかにする
ことを目的とした。これまでバッチ式でしか培養することができなかった好圧菌において、高圧連続培養装置を
開発することで、より自然な環境を再現した状態での培養が可能となる。本研究では、最大圧力が50 MPaの高圧
連続培養システムを製作し、伊豆小笠原海溝のサンプルを用いて培養を行った。しかし、度重なる送液ポンプか
ら水漏れが発生し断念せざるを得なかった。直接的な原因は水漏れであったが、安定状態の圧力の振れ幅も大き
く、高圧連続培養を行うには送液方法が改善課題となった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we develop high hydrostatic pressure continuous flow reactor 
because we can cultivate piezophiles only in batch culture. By developing this device, it becomes 
possible to perform culture that reproduces the natural environment. Therefore, the purpose of this 
study was to clarify the diversity of the piezophiles, which had little knowledge because it was 
difficult to culture. We produced a high hydrostatic pressure continuous flow reactor with a maximum
 pressure of 50 MPa, and performed culture using samples from the Izu/Ogasawara Trench. However, we 
abandoned this research because water leaked from the high hydrostatic pressure pump. In addition, 
since the pressure was not stable, the solution feeding method was an improvement subject for high 
hydrostatic pressure continuous flow reactor.

研究分野：環境微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　深海に生息している微生物は、深くなればなるほど高い圧力を受けて生息している。これまで好圧菌の培養は
バッチ培養でしか培養できず、栄養の高い培地での培養が基本となっていた。実際の深海環境を考えると、高
圧、貧栄養、低温、暗黒といった環境であるため、そこに生息している微生物の培養を考えると、貧栄養での培
養を検討する必要性が考えられる。貧栄養性菌の培養には連続培養法があるが、これを高圧培養に応用すること
で深海微生物培養の一助となる。本研究では連続高圧培養装置を製作し、その評価を実施した。

※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 
 海洋は地球表面の約 70％を占めており、水深が 200 m より浅い部分の面積は全体の約 8％に
過ぎず、深海と呼ばれる 200 ｍよりも深い部分の面積は 92％に達していることになる。海水面
の大気圧は 0.1 MPa であり、水深が 100 ｍ深くなると、約 1 MPa 圧力が高くなる。海洋に生
息している生物は深くなればなるほど、高い圧力を受けていることになり、深さが 10,000 m（≒
100 MPa）を超えるような海溝部において、高い圧力に適応した生物が生息していることが確認
されている。このような環境は、暗黒、低温、貧栄養、そして強大な高水圧といった環境因子を
持つ極限環境の世界であると言われている。1978 年、Yayanos [1]は 5700 m の深海から甲殻類
のヨコエビ目を、現場圧力を保ったままサンプリングできるトラップを用いて採取し、現場の温
度（2-4ºC）と圧力（約 58 MPa）を 5 ヶ月間保った。このサンプルから、世界で初めて約 50 
MPa に最適増殖圧力を有する好圧菌（piezophiles）の分離に成功した[2]。この細菌は大気圧環
境下より、高水圧下において良好な増殖を示すのが特徴である。現在までの研究で、好圧菌と呼
ばれる高水圧環境を好む原核生物は、種レベルで細菌 26 種、アーキア 12 種が記載報告されて
いる。門レベルの高次分類で見ると（α, γ, δ-）Proteobacteria（23 種）、Firmicutes（1 種）、
Actinobacteria（1 種）、Thermotoga（1 種）、Euryarchaeota（12 種）の、合わせて 5 つの門か
ら分離されており[3]、そのほとんどが低い温度で生育する好冷菌（psychrophile）か、高い温度
で生育する好熱菌（thermophiles）である[4]。これは好熱菌、好冷菌、酸性菌、アルカリ菌とい
った極限環境の因子で生息する微生物と比べると遙かに少ない種数である。また、好圧菌はアン
モニア酸化菌やメタン菌の様な特定な機能遺伝子の多様性解析は出来ないため、好圧菌の多様
性を知るためには培養といった手法に頼らざるを得ない。しかし、培養技術の遅れやサンプリン
グの難しさのせいで、好圧菌の存在が明らかになってから約 40 年経ったが、その存在はあまり
知られていない。 
  これまで分離されている計 38 種の好圧菌はγ -Proteobacteria の低温性細菌 5 属
（ Shewanella 、 Moritella 、 Photobacterium 、 Psychromonas 、 Colwellia ）か好熱性の
Euryarchaeota の 3 属（Palaeococcus、Thermococcus、Pyrococcus）が大半を占めており、か
なりの偏りが生じている。1 つの問題としては菌体濃度を求めるため、栄養価の高い培地を用い
ていた事にある。そのために、これらの従属栄養性の微生物が増殖してしまい、増殖の遅い貧栄
養微生物は影に隠れてしまう。深海環境は貧栄養であるため、貧栄養の微生物の特徴としては、
増殖が遅く菌体の濃度も高くならない[5]。研究代表者らのグループではこの点に着目し、栄養
価の高い培地を除き、貧栄養性菌や独立栄養性菌をターゲットとした培地でバッチ培養したと
ころ好圧性を維持した別の系統に属す菌の分離に成功した[6]。また、Inagaki らの研究で堆積物
サンプルを連続培養することにより、世界最深部からの微生物群集の培養に成功している[7]。
これら 2 つの研究成果から高圧培養と連続培養を合わせた培養装置を開発できれば、知見の少
なかった貧栄養性や独立栄養性の好圧菌について培養出来るのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、バッチ式でしか培養することができなかった高圧培養において、高圧連続培養装置
を開発することで、より自然な環境を再現した状態での培養が可能となる。これにより、ほとん
ど認識できていない好圧性の貧栄養性菌や独立栄養性菌の存在を明らかにし、その多様性を見
いだすことができる。そこで、連続式の高圧培養器を開発し、培養が困難であるが故に知見の少
なかった好圧菌の多様性を明らかにすることを目的とする。本研究によって開発される高圧連
続培養システムは、高圧培養技術の発展や超深海生命圏の研究において重要なツールとなるは
ずである。 
 
３．研究の方法 
(1) 高圧連続培養機の設計 
 高圧連続培養装置は、バッチ式培養で使用していた既存の高圧容器を改造し用いる事とし、理
化学高圧機器を取り扱っているシン・コーポレーションに改造を依頼した。耐圧容器の耐圧上限
は深度 7,000 m の 70MPa とし、送液ポンプは高圧定量プランジャーポンプを使用した。送液ライ
ンの滅菌が不可能な事から、送液配管の途中にヒーターを設置し、100ºC まで加温し滅菌を行っ
た。高圧容器は低温インキュベーター内に設置し、4℃を保持した。 
 
(2) 培養用サンプル 
 培養に用いたサンプルは 2016 年に行われた海底広域研究船「かいめい」慣熟航海で採取した。
海域は伊豆・小笠原海溝で、採水方法はフルデプスCTD 多連採水装置を用いて一定の水深で採水
を行った。採取した海水を 0.22 µm のフィルターでろ過し、10%グリセロールを含んだ海水に浸
漬し-80ºC にて凍結保存した。 
 
(3) ⾼圧連続培養 
 培養条件は Pachiadaki et al. [8]の論⽂を参考に次の栄養塩を含んだ海⽔培地を作製した。27.5 
(g/L) NaCl, 0.7 (g/L) KCl, 5.4 (g/L) MgCl2.6H2O, 6.8 (g/L) MgSO4.7H2O, 1.4 (g/L) CaCl2.2H2O, 
0.2 (g/L) NaHCO3, 1.74 (g/L) K2HPO4, 2.76 (mg/L) NaNO2, 1.00 (mg/L) casamino acids, 0.60 
(mg/L) urea, 0.65 (mg/L) NaOCN, 1 ml trace element, 1 ml vitamin solution, 1 ml Se/W solution。 



 
図 1 高圧連続培養機の概略図 

 
サンプルは先述のとおり、伊⾖・⼩笠原海溝（34º01.7N 142º23.2E）の深度 5,600 m から採取し
た海⽔を⽤いた。浸漬した濾紙ごと vortex ミキサーを⽤いて撹拌し、⾼圧容器内にセットした
半透膜内にサンプリングポートから懸濁液を注⼊した。送液ポンプを稼働し、⾼圧容器内に上述
の培地を流し込み、圧⼒が安定した 30MPa になるよう背圧弁を調整し、培養を⾏った。 
 
４．研究成果 
 ⾼圧連続培養装置の設計図を基に図２の培養
システムを組み上げた。仕様は次のようにした。
耐圧は送液ポンプの性能に依存し 0.1〜50 MPa
となった。（耐圧容器は最⼤ 70 MPa）温度は 0
〜70°C、データロガーを介して装置内の温度
と圧⼒データを PC 内に⾃動記録できるように
した。培地は攪拌機を⽤いて撹拌し、窒素と空気
で酸素濃度を⼀定に調整した。定期的な栄養塩
濃度測定のため、培地槽から直接採取出来るよ
うサンプリングポートを取り付けた。 
 超純⽔を⽤いた試験運転では 2 週間の圧⼒保
持 に 成 功 し た （ 図 ３ ）。 た だ 、 平 均 圧 ⼒ は
32.1MPa、圧⼒幅が 25.3-36.1MPa と当初想定し
ていたよりも⼤きな圧⼒変化が観察された。よ
り⾼い圧⼒での耐圧を観察するため、45 MPa に
設定し耐圧試験を⾏った所、送液ポンプのプラ
ンジャー部分から液漏れが発⽣した。原因はプ
ランジャシールの破損で、送液ポンプが⻑時間
の⾼圧状態に耐えられない可能性が⽰唆され
た。そのため、本培養は試験運転で安定していた
30 MPa 付近の圧⼒で本培養を⾏う事とした。 
 本培養は培地槽と耐圧容器に培地を満たし、
透析膜内に伊⾖・⼩笠原海溝で採取した深度
5,600m のサンプルを⼊れ、⾼圧連続培養を⾏っ
た。培養開始から３⽇間は順調であったが、培養
4 ⽇⽬に圧⼒低下が確認され、原因を探っていた
ところ、送液ポンプのプランジャー部分からの
液漏れが発⾒された。修理を検討したが過去同
じ症状が出た箇所であった為、送液⽅法を変更
する必要性が⽣じた。そのため、連続培養での実
験を断念せざるを得なかった。同じサンプルを
使⽤して⾏ったバッチ培養の亜硝酸酸化反応に
ついて確認を⾏ったが、亜硝酸から微量の硝酸
に酸化される反応は⾒られず、培地初期に含ま
れていた硝酸が消費されていた。このことからバッチ培養での亜硝酸酸化細菌の分離について
は困難である事が⽰唆された。⾼圧連続培養システムについて、送液⽅法の変更や配管の簡略化、
海⽔をそのまま使⽤するため錆びない素材を⽤いるなどの改善が課題となった。 

図２ 高圧連続培養システム 

図３ 連続運転中の圧力変化 
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