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研究成果の概要（和文）：本研究では、超高空間分解能二次イオン質量分析計（NanoSIMS）による元素同位体分
析や分子生物学的解析等を駆使し、最大で1 億年前に堆積した海底下試料中に存在する未知微生物の姿形を捉え
ると同時に、それら微生物が「生きているのか？」「機能・役割は？」「代謝活性は？」という基本的かつ重要
な問いに答えることを目標とした。多様な海底下環境で採取した試料から申請者が開発した独自の技術によって
微生物細胞を分取し、安定同位体基質取り込み、細胞DNA解析やアミノ酸組成分析等、多面的な解析を実施し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to study microorganisms inhabiting subseafloor 
biosphere, which is one of the largest microbial biosphere on the Earth. Through developments of 
techniques to detect, separate, and selectively separate (sort) microbial cells with cleanest 
possible handling environment, we successfully detected very low biomass in the sediment and probe 
its metabolic activity through NanoSIMS (Nano-scale Secondary Ion Mass Spectroscopy) analysis.

研究分野： 地球微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

20 世紀後半から行われた国際海洋掘削に
よって、世界各地の海洋底（深度約 1.6 km

まで）の地層（泥など）には 1cm3（角砂糖
程度のサイズ）あたり 10 万細胞を超える微
生物が存在することが知られている 1, 2。これ
まで地球上の様々な場所で実施されてきた
微生物検出計測結果を総合し、海底下生命圏
に存在するバイオマスを推計した結果 3,4 に
よると、海底下には 1029細胞以上の微生物が
存在すると推算されており、全地球における
バイオマス炭素（生命由来の炭素原子）の数
～10%にも達することが示されている。これ
は水圏や陸上地下など、地球上の別の場所に
広がる生命圏に匹敵する地球最大級の生命
圏が地球内部に存在しているということを
示し、さらに、それら生命の DNA 解析から
は海底下に存在する微生物の大部分がこれ
まで知られている微生物と系統的に異なる
未知の生物であることが分かってきている 5

など。これら、膨大に存在する反面、未知の部
分が大きい海底下微生物は、全地球規模での
元素循環や海底下資源の生成等に関与して
いると考えられ、環境およびエネルギーを含
む諸分野から注目を集めている。 

実際に微生物を顕微鏡下で計数（数える）
を試み、または細胞内に存在する DNA の塩
基配列を通じて微生物生命の多様性に関す
る測定は多数行われてきた。しかし、実際海
底下に存在する個々の微生物について「どん
な微生物種が」、「どれくらいの割合で活性を
もって生きて」いるのかについては、上記の
解析からは直接的データが得られない。一方、
培養によって微生物を増殖させ、性質を調べ
る単離が海底下微生物の場合は極端に困難
であるという事実もあり、様々な化学物質の
組成を海底下深度に対して測定した深度プ
ロファイルと、微生物群集の多様性構造を突
き合わせて推測するしか手立てがなく、地球
最大の生命圏とも言われる海底下で起こっ
ている元素循環は微生物反応をブラックボ
ックスとして長く議論されてきた。 

図１: 本研究の背景 

２．研究の目的 

このような状況を打開する一つの方法と
して、本研究では超高空間分解能二次イオン
質量分析計（NanoSIMS、図１）を用い、個々
の細胞レベルにおいて微生物が与えたエサ
を取り込む活性、つまり生命活動のシグナル
を取得することを通じ、未知の海底下環境に
おける微生物生命活動を明らかにすること
を目的とした。 

図２: 超高空間分解能二次イオン質量分析計

（NanoSIMS） 

NanoSIMS は、非常に細く絞った一次イオ
ンビームによって微小領域を分析すること
を目的としてデザインされた走査型二次イ
オン質量分析計である。NanoSIMS における
最小 50 nm の一次イオンビーム径は、通常の
SIMS では対応できない数百 nm のサイズで
ある海底下微生物の解析に十分適用可能で
あり、ナノスケールでの元素同位体組成測定
を行うことが出来る。栄養源（エサ）として
与える基質（例えばブドウ糖など）を構成す
る元素を安定同位体（天然に安定して存在す
る重さの異なる元素）である 13C や 15N で置
換し、一定期間の培養（取り込みを検出する
ためには必ずしも細胞が大量に増殖する必
要は無い）を行った後に分析を行えば、基質
を代謝する（与えたエサを取り込む）微生物
を同位体組成の異常として細胞単位で検出
することが出来る（重たいエサを食べるので
微生物の細胞を構成する元素が少しだけ重
くなる、つまり細胞単位の体重測定のような
もの）。また、NanoSIMS による高精度な同
位体比測定を用いれば、海底下に多数存在し
ている「培養困難な」微生物でも、ごく少量
の 13C、15N 基質（微生物の炭素含量を 50 

fg[10-15g]とするとその 1%分、500ag[10-18g]）
を取り込みさえすれば NanoSIMS によって
十分識別可能な差が生じ、たとえ増殖速度の
極めて遅い微生物であっても基質の取り込
みを定量的に捉えることができる。これに加
え、細胞から抽出する DNA の配列解析も併
せて実施することで、微生物細胞の種類とそ
の代謝活性、すなわち、「どの微生物が」「ど
の物質を消費、生成して」いるのかという問
いに答えを与え、これまでのバルク分析では
手に入らなかった情報にアクセスできるよ
うになり、海底下生命圏のさらなる理解を深
めることが期待される。 



３．研究の方法 

（１）本研究においてはまず、研究対象とす
る海底下試料として、開始前に取得済みであ
った試料（統合国際掘削計画第 337 次掘削航
海、下北半島沖海底下掘削試料）を用いたほ
か、研究初年度の平成 27 年度に国際深海掘
削計画第 357 次掘削航海、アトランティス岩
体蛇紋岩生命圏掘削に乗船研究者として参
画、平成 28 年度には第 370 次航海、室戸沖
限界生命圏掘削調査（T-limit）の共同首席研
究者として参加し、新たな試料を獲得した。
獲得した試料は後述する超高度クリーン環
境において地上微生物の汚染を排除しつつ
さらに掘削によって海水の影響を受けた部
分を除去し、地層由来の微生物のみが含まれ
るよう、表面部分を削ぎ落してから培養液を
添加し、基質取り込み実験を行った。 

（２）海底下掘削試料中の微生物細胞数は海
底下の深度が深くなると減少することが知
られている。これに対し、人間の手を含む陸
上実験環境には多数の微生物が存在し、元々
細胞数が少ない試料への汚染が起こること
が懸念された。そこで、ISO クラス１（1m3

に 0.1m の粒子が 1 個以下）の超高度クリー
ン環境、さらに徐電機によって静電気による
粒子の飛散を抑える実験環境を構築し、分子
生物学的手法を用いて検証を実施した。 

（３）上記実験品質管理を徹底的に施したう
えで、極小バイオマスを NanoSIMS 解析に供
するため、密度勾配を利用して海底下試料中
から効率的に細胞を濃縮する手法、および微
生物細胞内に存在する DNA を染色する試薬
（SYBR Green I）によって染色し、生じる蛍
光とその色の違いによって高速分取する方
法 5 を用いた。これにより海底下堆積物の大
半を構成する非生物粒子と微生物細胞とを
分画し、0.1mm 程度の微小領域に細胞を濃縮
した。上記のように調製した試料について
JAMSTEC 高知コア研究所に設置されている
NanoSIMS を用いて各細胞の基質取り込みに
ついて調べた。 

 

４．研究成果 

（１）微生物細胞数の少ない海底下試料を地
上微生物によって汚染させることなく、かつ
掘削による海水微生物の影響も排除するた
めに、超高度クリーン実験空間における試料
処理技術の確立、および実験環境のバリデー
ションを実施した。実際の海底下堆積物試料、
及びでの海底下堆積物処理、及び陰性対照実
験（ネガティブコントロール）の結果から、
海底下堆積物中において 6-10 細胞/cm3 の微
生物検出感度（世界最高感度）を達成するこ
とに成功した（雑誌論文①、⑥、⑫、学会発
表②、③など）。これは、人間が見えるスケ
ールに置き換えると、オリンピックで用いら
れる水泳プール中にミリメートルサイズの
砂粒が 6-10 粒存在している状態に相当し、現
在においてもこれに匹敵する検出感度を実
現した研究者は他に存在しない。これにより、

地球上で最も貧栄養環境だと考えられてい
る南太平洋環流域の堆積物には、海底下岩盤
に至るまで微生物生命が存在すること（雑誌
論文⑫）や下北半島沖の海底下約 2.5km まで
微生物生命が存在すること（雑誌論文⑥）、
または、アトランティス岩体域の蛇紋岩生命
圏における超高感度微生物検出を実現した。 

（２）海底下堆積物中の大半を構成する非生
物粒子（泥粒子や微小鉱物、固形有機物粒子
など）と微生物細胞を分画し、さらに微生物
細胞中の DNA を染色して高速選別・分取（セ
ルソーティング）することで、海底下に生息
する微生物細胞を取り出して分析すること
を可能とした。具体的には、室戸沖の限界生
命圏掘削調査において、世界で初めて、海底
下堆積物に存在した微生物細胞を培養を介
さず、そのままの状態で透過電子顕微鏡観察
することに成功した（図２、雑誌論文①、及
び NHK サイエンスゼロ出演）。また、海底下 

図３: 室戸沖海底下 303m より取り出した微生物

細胞の透過電子顕微鏡写真 

に生息する微生物細胞のアミノ酸含量の測
定（雑誌論文④、⑤、学会発表④、⑤など）
等、これまで、堆積物中に埋もれていること
で実現できなかった微生物細胞に対する分
析を実現した。海底下環境では、海底面付近
の表層堆積物で 1cm3あたり 10 億細胞程度の
微生物細胞が存在するが、そのような膨大な
数が存在していても、微生物細胞が堆積物に
占める堆積割合は 0.1%程度に留まり、99.9%

は非生物粒子に占められている。微生物細胞
の数が減少する深部に至っては、密度による
細胞分離操作を行っても非生物粒子の方が
多く、細胞を見つけ出すことが困難となって
いる。このような海底下試料において微生物
細胞を特異的に取り出す技術を確立したこ
とは、今後様々な分析への応用が期待でき、
海底下生命の包括的理解へのブレークスル
ーをもたらすと期待している。 

（３）上記の細胞分離、セルソーティング技
術を安定同位体基質をエサとして与えて培
養した海底下堆積物試料に適用し、一細胞レ
ベルでの微生物基質取り込み活性の検出を
実施した。2012 年に地球深部掘削船「ちきゅ
う」により八戸沖の水深 1,180 m の海底から
採取された海底下約 1.6 km の泥岩層（頁岩）
と 2.0 km 付近の石炭層（褐炭）試料について
実施した培養から、泥岩層や石炭層に含まれ
る成分であるメチル化合物を代謝し、メタン
や二酸化炭素を排出する地下微生物生態系
の機能を確認、それらの微生物細胞の倍加時



間が、少なくとも数十年から数百年以上であ
ることを明らかにした。また、石炭層に生息
する微生物群の方が泥岩層に生息する微生
物群よりメチル化合物の 13C を同化しやすい
傾向が認められた。さらに、直接ゲノム DNA

を抽出し、16S rRNA 遺伝子断片の網羅的な
解読により微生物の種類を調べた結果、それ
らの多くが約 2000 万年前の陸域の森林土壌
や浅海の堆積物環境に由来する固有の地下
微生物であることが確認された。また、長期
生存のための内生胞子（細胞内に作られる胞
子のこと）を作る微生物種や、好熱性細菌と
推測される微生物種が検出された（雑誌論文
②）。この成果は、カリフォルニア工科大学
との共同研究の成果であり、2017 年コザレリ
賞を受賞した（コザレリ賞：2017 年に米国科
学アカデミー紀要[PNAS]に掲載された 6 分
野[物理学および数理科学、生物科学、エンジ
ニアリングおよび応用科学、バイオメディカ
ルサイエンス、行動科学および社会科学、応
用生物・農業および環境科学]中の論文のうち、
科学的卓越性と独創性を反映した各 1 論文に
のみ授与される。本研究は応用生物・農業・
環境科学部門で受賞した）。 
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