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研究成果の概要（和文）： 本研究では、土壌中および培養液中の様々な微生物を、1）光学

的に透明な ITO 電極基板上へ電気的に誘引付着させる技術、そして 2）電極基板上に付着した

微生物を、生きた状態で剥離回収する技術を開発した。電位印加による微生物の吸着および剥

離手法を用い、相模湾初島沖の深海底泥から生きた微生物のみの回収を試みた。その結果、Direct 

sediment DNA extraction 法とほぼ変わらない 19 門、23 網のバクテリアを回収することに成功し

た。 

 

 

研究成果の概要（英文）：The author developed an electrical modulation method for 

attachment and detachment of microorganisms. When we applied this method to 

separate microorganisms from deep-sea sediment, bacteria belonging to 19 phyla and 

23 classes were collected without undesirable high molecular-weight contaminants 

such humic acids. At the phylum level 95% and at the class level 87% of the 

phylotypes among electrically retrieved bacteria were common to the gene clones from 

the direct sediment DNA extraction.  
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１．研究開始当初の背景 

単一細胞解析のための空間配置制御技術は、
基板上へ細胞をアレイ状に配置し、single 
cell レベルで遺伝子やタンパク質の機能解
析後、細胞を回収する技術である。この空間
配置制御技術は、近年、動物細胞で飛躍的に
研究が進められている[1]。動物細胞の
single cell 解析技術は、細胞が基板表面上
に付着する性質を利用するため、様々な光学
顕微鏡を活用している[1]。しかし微生物は、
基板表面上に一つ一つを付着配置し、一度配

置した微生物を基板表面上から剥離するた
めの制御技術がこれまで存在しなかった。そ
のため、微生物の single cell レベルでの解
析は、おもにセルソーターを利用した技術が
活用されている[2]。 しかし、セルソーター
による微生物の single cell 解析は、土壌中
に生息する微生物を直接解析することが極
めて困難であった。1 個の土壌微粒子に複数
個の微生物が強固に付着しており、土壌微粒
子に付着した微生物を生きたまま剥離する
ことが極めて困難なためである [3]。 
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２．研究の目的 

本研究は、土壌中および培養液中の様々な
微生物を、1）光学的に透明な電極基板上へ
電気的に誘引付着させる技術、そして 2）電
極基板上に付着した微生物を、生きた状態で
剥離回収する技術を開発する。 
 
３．研究の方法 

図１に実験方法のプロトコルを示した。微
生物を電極基板上に付着する手法を以下に
説明する。PBS または人工海水で土壌サンプ
ルを５分間ボルテックスする。その後、５０
マイクログラム／５ｍｌまで希釈した後、３
電極チェンバーに加える。一晩培養した微生
物の場合、微生物を遠心処理後、上澄みを
PBS または人工海水に置き換える。そして、
１×１０６ cells／５ｍｌに希釈した微生物
懸濁液を３電極チェンバーに播種する。３電
極チェンバー内の各種サンプルを、２４時間、
各種定電位にて印加した。２４時間の定電位
印加後、電極上に付着した微生物をデヒドロ
ゲナーゼ活性染色試薬で処理した後、蛍光顕
微鏡で観察した。 

微生物を電極基板上から剥離する手法を
以下に説明する。電極基板上に付着させた微
生物に、±10 mV vs Ag/AgCl、9MHz の三角
波変動電位を１時間印加する。 

変動電位印加前後の上澄みを寒天培地に
播き、形成したコロニーを数えることで、変
動電位印加によって剥離した生菌の回収率
を測定した。 

さらに電極上に残された微生物をバック
ライト染色法で生死判別し、1 時間の変動電
位印加後における微生物の生存率について
も測定した。 

 

 

 

 

図１ 微生物の電極上での吸着剥離法 

 

４．研究成果 
図２は各種定電位を２４時間, ＰＢＳ中、

室温の条件で印加したときの、電極表面上に
おける大腸菌の分布パターンを示したもの
である。四角い部分がガラス基板、その周り
がＩＴＯ電極をそれぞれ示している。 
大腸菌は、＋０．４Ｖの電位印加条件では

ほとんど電極表面上に付着せず、－０．４Ｖ
の電位印加条件で、ＩＴＯ電極表面上に選択
的に付着することが明らかとなった。 
図２右上の写真は、60℃の７０％エタノー

ルで 1時間、固定処理した大腸菌を電極表面
上に付着させようとしたときのものである。 
－０．４Ｖの定電位を２４時間印加しても、
死んだ大腸菌は電極表面上には付着しない
ことが確認された。 
－０．４Ｖの電位印加で電極表面上に付着さ
せた大腸菌を、走査型電子顕微鏡で観察した
結果、大腸菌は繊維状物質を電極表面上に伸
ばして付着していることが確認された。 

 
図２ 大腸菌の電極上への付着 

 
図３は、＋０．６Ｖから－０．６Ｖまでの

各種定電位を２４時間印加したときの、電極
表面上における大腸菌の分布パターンをし
らべたものである。 



 

 

 
図３ 各電位印加条件での大腸菌の付着 
 
大腸菌は－０．３Ｖから－０．５Ｖまでの

電位印加条件で電極表面上に付着し、－０．
４Ｖで最も多く付着することが確認された。 
上述した範囲以外の電位印加条件では、電

位印加しない条件と比べ、大腸菌の付着密度
に差が見られなかった。 
続いて、枯草菌や、バチルスハロデュラン

ス、シュワネラバイオラセア、コクリアロゼ
ア、シュワネラオネイデンシスについても、
定電位印加による電極基板上への付着の影
響を調べた（図４）。その結果、シュワネラ
バイオラセアでは人工海水中で－０．３Ｖ，
それ以外の微生物は大腸菌と同様ＰＢＳ中
で－０．４Ｖの定電位を印加した電極上に強
く引き寄せられることが明らかとなった。 
電極基板上に付着した各種微生物を走査

電子顕微鏡で観察すると、大腸菌と同様、繊
維状物質を電極表面上に伸ばして付着して
いることが確認された。 

 
図４ 各種微生物の電極上への付着 

 
 図２から図４でそれぞれ示した、電極上に
付着した微生物は、セルスクレイパーで２-
３回ひっかいても電極上から剥がすことが
できなかった。そこで、次に電気を利用した
微生物の剥離回収法について検討した。 
 著者は高周波変動電位を印加することに
よって、電極上のタンパク質を剥離したり、
動物細胞を剥離回収後、継代培養することに
も成功している。そこで、電極表面上に付着
した微生物も、高周波変動電位を印加するこ
とによって、生きた状態で剥離回収できるか
検討した。 
図５は、－０．４Ｖの定電位を２４時間印

加することで、グラム陰性菌である大腸菌と
グラム陽性菌である枯草菌を電極表面上に
それぞれ付着させた後、±１０ｍＶ、９ＭＨ
ｚの三角波変動電位をさらに１時間印加す
ることで、電極上の微生物を剥離回収した時
の結果をしめしたものである。 
大腸菌と枯草菌、ともに三角波変動電位を

１時間印加することで、電極上に付着した微
生物を９９％以上、剥離することに成功した。 
変動電位印加後の菌体の生存率は、

Baclight 染色から大腸菌では９３％、枯草菌
では４０％であることを明らかとした。 
三角波変動電位印加前後の上清をそれぞ

れ回収し、変動電位印加によって剥離した生
菌の回収率を測定した結果、大腸菌で８０％、
枯草菌で５４％と、グラム陰性菌である大腸
菌の方が生存率および生菌回収率が良いこ
とが明らかとなった。 
 

 
図５ 変動電位印加による大腸菌および 
枯草菌の剥離率と生存率 

 
図６に JAMSTEDC の庭園土壌サンプルから

微生物を回収した時の結果を示した。 
PBS 中に分散させた庭園土壌サンプルを室

温で２４時間、－０．４Ｖの定電位を印加し
た結果、土壌中の微生物を電極表面上に誘引、
付着させることに成功した（図６）。 



 

 

 
図６ 高周波変動電位印加による 
電極上に付着した微生物の剥離回収 

 
さらに±１０ｍＶ、９ＭＨｚの三角波変動

電位を１時間印加することで、電極上に付着
した９９％以上の土壌微生物を電極表面上
から剥がすことにも成功した。三角波変動電
位を1時間印加した後の電極上に残された微
生物の生存率は 91％であることを明らかと
した（図６）。 
相模湾初島沖の深海底泥サンプルから電

気的に回収した微生物について、１６ｓ－ｒ
ＲＮＡ遺伝子による系統解析の結果を図７
に示した。 

図７ 相模湾初島沖の深海底泥サンプル 
から電気的に回収した微生物についての 
１６ｓ－ｒＲＮＡ遺伝子による系統解析 

 
人工海水中に分散させた深海底泥サンプ

ルへ、4℃にて２４時間、－０．３Ｖの定電
位を印加した結果、電気的に回収できた微生
物には、図７のような 18 門、35 綱の微生物
が含まれることを明らかとした。これらの微
生物のうち、太線で囲われた、96％の門およ

び 85％の綱に属する微生物は、深海底泥サン
プルから直接ＤＮＡを抽出したものと同一
の門および綱に属することが明らかとなっ
た。 
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