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研究成果の概要（和文）：マンガンや炭酸塩などの鉱物中に含まれる微生物の分類群を，集束イオンビーム
（FIB）加工薄膜中において，走査型透過X線顕微鏡を用いて同定することを目的として研究を行った．様々な蛍
光物質で標識されたDNAプローブの検出可能性を探索した結果，検討を行った中ではCy3チラミドで標識されたも
のが最も適していることが明らかとなった．この手法を，マンガン団塊中に生息する微生物を模した試料に適用
したところ，微生物が特異的に検出された．

研究成果の概要（英文）：We conducted a study to identify microbial taxa contained in minerals such 
as manganese and carbonate using a scanning transmission X-ray microscope in focused ion beam (FIB) 
processed thin foils. As a result of exploring the detectability of DNA probes labeled with various 
fluorescent substances, it became clear that the one labeled with Cy3-tyramide was the most suitable
 among those investigated. When this method was applied to a sample simulating microorganisms living
 in manganese nodules, microorganisms were specifically detected.

研究分野： 地球微生物学

キーワード： 集束イオンビーム加工　微生物

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，鉱物中に存在している微生物様構造が微生物であるかどうか，そしてそれらがどのような分類群
の微生物であるかを，集束イオンビーム加工薄膜中において高解像度に判断する手法の可能性が提示された．こ
の手法をを確立し，マンガン団塊などの金属資源や，微生物性炭酸塩岩による石油貯留岩などに適用すること
で，資源等の形成に微生物がどのように関与しているのか，理解が進むと期待される．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
集束イオンビーム (FIB) 加工は，狙った位置からピンポイントで透過型電子顕微鏡 (TEM) 

観察用の薄膜試料を作成できるため，地球惑星科学では特に鉱物学の分野で広く用いられてい
る．微生物―鉱物相互作用に関しても，FIB 加工薄膜を用いた研究によって理解が深まりつつあ
る．しかしながら，FIB 加工薄膜において鉱物が TEM などによって正確に同定されるのに対
し，微生物の存在は形態的特徴や有機物分布から判断されているために，確証が得られないこと
が多い．また仮に微生物であるとの確証が得られたとしても，天然環境中には鉱物と無関係の微
生物も大量に存在しているため，微生物と鉱物が近接しているだけでは相互作用の証拠とはな
らない． 
 
２．研究の目的 
そこで本研究は，微生物―鉱物相互作用を理解するため，FIB 加工薄膜中において 1) 微生物

の存在とその分類群 (代謝の種類など)，そして 2) 微生物周辺鉱物の特徴 (微生物代謝の痕跡な
ど) を明らかにすることを可能にする新手法の開発を目指す．この手法をマンガン団塊などの金
属資源や，微生物性炭酸塩岩による石油貯留岩類似物などに適用することができれば，資源等の
形成に微生物がどのように関与しているのか，理解が進むと期待される． 
 
３．研究の方法 
「微生物のような構造」の中に核酸が存在していれば，微生物である可能性が高い．微生物の

核酸を検出する手法の一つに SYBR Green I 染色がある．また，核酸の中でもリボソーム RNA 
(rRNA) が大量に存在していれば，その微生物が活動していた証となる．rRNA を検出する手法
の一つに，蛍光 in situ ハイブリダイゼーション (FISH) 法がある．これは標的微生物の rRNA
に対して相補的な塩基配列を持つ蛍光標識 DNA プローブを結合させることで，標的微生物を蛍
光顕微鏡によって検出する手法である．本研究では，鉱物と微生物が混在する試料に対して
SYBR Green I 染色または FISH 法を適用し，その FIB 加工薄膜を TEM および透過型走査 X
線顕微鏡 (STXM) を用いて観察・分析することで，微生物の存在とその分類群，そして微生物
周辺に特異的な鉱物学的・化学的特徴を明らかにすることのできる手法の開発を目指す． 
 
４．研究成果 
まず初めに，SYBR Green I による微生物の検出に取り組んだ．マンガン団塊を模擬するため

に，人工的に合成したマンガン酸化物（-MnO2）と，SYBR Green I で核酸染色した大腸菌を
混合し，樹脂に包埋した．この試料から FIB 加工薄膜を作成し，TEM および STXM で観察・
分析を行った．C 吸収スペクトルでは，大腸菌が存在する部分で細胞由来のピークがわずかに検
出された一方で，SYBR Green I 由来のスペクトルは検出困難であった（図 1）．また，共存する
-MnO2 の Mn 吸収スペクトルは本来の Mn(IV)ではなく，Mn(II)を示しており，FIB 加工や
STXM の X 線によるビームダメージの可能性が疑われた． 

そこで δ-MnO2 と SYBR Green I 染色した大腸菌の混合物を，FIB 加工せずに直接炭素支持
膜付き銅グリッド上に載せ，STXM 分析を行った．その結果，-MnO2の Mn 吸収スペクトルは
多くが本来の Mn(IV)を示した（図 2）．この結果は FIB 加工の際，ガリウムイオンビームのダ
メージによって Mn(IV)が Mn(II)に還元されうることを示している．しかしながら，銅グリッド
上においても一部の δ-MnO2は Mn(III)に類似したスペクトルを示し，これは共存する有機物と

図１．（左）δ-MnO2と，SYBR Green I で核酸染色した大腸菌を樹脂包埋し，その FIB 加工薄
膜を TEM で観察した像．（右）試料の各部位から抽出した X 線吸収スペクトル，および標準物
質の X 線吸収スペクトル． 



X 線によってマンガンの還元が起きていることを示すのかもしれない．一方，SYBR Green I は
前述の FIB 加工試料の場合と同様に検出困難であり，このことは SYBR Green I が STXM での
検出に適していないことを示している． 
念のため，STXM の X 線によるダメージの評価も行った．-MnO2 のみを炭素支持膜付き銅

グリッドに圧着し，4 つの-MnO2 粒子に対して 15 回のスキャンを繰り返したところ，全ての
粒子において Mn(II)に特徴的な約 640.5 eV のピークが徐々に顕著になったが，それでもなお全
体のスペクトルは Mn(IV)に類似したままであった（図 3）．このことから，X 線も Mn(IV)の還
元に寄与するものの，FIB 加工による還
元の方が影響としては大きいことが示さ
れた．今後マンガン酸化物の FIB 加工を
する際は，ガリウムイオンビームの加速
電圧を低くするなど，還元を低減するた
めの工夫が必要であろう．  
次に，FISH 法による微生物の検出に

取り組んだ．まず，21 種類の物質で標識
された EUB338 の FISH プローブおよ
び蛍光物質（Cy3 チラミド，Cy3.5，Cy5，
HRP ， BIO ， BIOdT ， DBCOTEG ，
AmC12，AmC3，2OMeA，5MedC，
BHQ1dT，BHQ2dT，BioON，BioTEG，
PHO ， AmC6 ， DeoxyInosine I ，
DeoxyInosine U，Azido，Alkyne）から
CとNの吸収スペクトルを網羅的に取得
し，STXM での検出に適したものを探索
した．その結果，特に Cy3 チラミドの C
吸収スペクトルにおいて約 285.2 eV と
約 285.8 eV に特徴的なピークが認めら
れた（図 4）．そこで，Cy3 チラミドを用
いた FISH 法（CARD-FISH 法と呼ばれ
る）を適用した大腸菌を-MnO2 と混合
し，それらを炭素支持膜付き銅グリッド
上に載せて STXM 分析を行った．その結
果，蛍光観察で CARD-FISH 標識されて

図２．（上）-MnO2と，SYBR Green I で核酸染色した
大腸菌を炭素支持膜付き銅グリッド上に載せ，STXM で
観察した像．（下）試料の各部位から抽出した X 線吸収
スペクトル，および標準物質の X 線吸収スペクトル． 

図３．-MnO2 を STXM で 15 回スキ
ャンした時のスペクトル変化（0.1 eV 
step, 0.1 m step, dwell 3）． 
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図４．様々な物質で標識された FISH プローブ，
CARD-FISH に用いられる Cy3 チラミド，および
SYBR Green I の C 吸収スペクトル． 



いることが明らかな大腸菌からは，タンパク質由来の約 288.2 eV のピークに加え，約 285.2 eV
と約 288.4 eV にもピークが見られた（図 5）．約 288.4 eV のピークは大腸菌の標準スペクトル
にも見られるが，約 285.2 eV のピークは Cy3 チラミド由来であると考えられる．ただし，Cy3
チラミドの標準スペクトルと比べるとピークが小さく，また約 285.8 eV のピークは認識できな
い．これらのことから，検討した標識物質の中では，Cy3 チラミドが STXM による検出に最も
適しているが，CARD-FISH 法適用後の微生物細胞内で検出するには濃度や特異性が十分であ
るとは言い難い．将来的には，より特異的な物質の探索や，元素による標識を検討する必要があ
るだろう． 
本研究ではまた，新手法の潜在的適用対象である様々なマンガン・炭酸塩試料に関しても，予

察的検討を実施し，標識物質の微生物細胞への輸送経路が本手法の成否にとって重要であるこ
とを見出した． 
 
 
 

図５．（上）δ-MnO2 と，Cy3 チラミドを用いた CARD-FISH 法を適用した大腸菌を炭素支持
膜付き銅グリッド上に載せ，顕微鏡で蛍光・透過光観察し，重ね合わせた像．オレンジ色の明る
い点が Cy3 チラミド標識された大腸菌．（左下）青枠内から STXM でイメージスタックを取得
し，2 つの代表的な C 吸収スペクトルを用いて特異値分解した像．（右下）試料から抽出した 2
つの代表的な C 吸収スペクトル，および標準物質の C 吸収スペクトル． 
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