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研究成果の概要（和文）：原核生物と真核生物をつなぐ形態を有する生物は見つかっていないので，進化の過程
において既に淘汰されてしまったか，あるいは，採取困難な場所に生息しているか，であろう。本研究は，後者
の可能性を見込み，伊豆・小笠原沖水曜海山深海底から採取した微生物を用いて当該生物を見出すこと，さら
に，当該生物の単離において極微小領域を摘出可能な実験手法を新規に構築すること，を目的とした。透過型電
子顕微鏡観察による網羅的なスクリーニングにより，採取した深海ウロコムシに付着する微生物が当該生物であ
る可能性を見出した。また，これらの解析のために，極微小領域の単離が可能なレーザーマイクロダイセクショ
ン装置を構築した。

研究成果の概要（英文）：Since no organisms linking prokaryotes and eukaryotes have been found, it is
 likely that they have already been culled in the process of evolution or live in places difficult 
to collect. In this research, we anticipate the possibility of the latter, find out the organisms 
using microorganisms collected from the deep-sea floor of the Izu-Ogasawara offshore Seamount. 
Through comprehensive screening by transmission electron microscopy, we found the possibility that 
microorganisms attached to deep sea weed beetle collected are such organisms. Furthermore, for the 
experimental analysis, we have developed an advanced system of the  laser microdissection system 
(Advanced-LMD) which easily cut microscopic region of less than 1 μm in diameter. In addition, we 
constructed a system to recover a large number of samples at once by the capillary phenomenon of the
 glass capillary.

研究分野：生化学，細胞生物学

キーワード： レーザーマイクロダイセクション法　深海微生物
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報は通常親から子へと伝達され, 
進化の原動力となる変異も親から子へと垂
直に受け渡される。ゆえに進化は祖先から
子孫へと向かって展開するために生物の進
化は系統樹にて表される。生物が共通に持
つ遺伝子の多くはこうして一貫して親から
子へと垂直に受け渡されていると考えられ
る一方で, ミトコンドリアや葉緑体が共生
によって生じたとする細胞内共生説では, 
生物個体丸ごとの水平移動が進化の一時期
に起き定着したと主張する。この過程が真
核生物を生じたと考えられているが, 現在
のところ, 原核生物と真核生物をつなぐ生
き物が地上に存在した痕跡は見つからない。  
しかしながら, 地上における激しい生存
競争とは異なる環境である深海は, もし生
物がその環境に適応することができれば捕
食者の少ないきわめて安泰な生活環境であ
り, そこにいる生き物の一部には一定の段
階で進化をとめてしまったか, 若しくは, 
地上と比較してきわめて遅い進化の速度で
移行しており見かけ上進化を止めてしまっ
たかのような生物が存在することが予想さ
れる。小笠原沖水曜海山付近の深海底は比
較的生物の多様性に乏しく, シチョウシン
カイヒバリガイやユノハナガニおよびウロ
コムシなどが熱水鉱床付近に生息している
がその他の生き物に出会うことはまれであ
ることから,当該生物の生存の可能性を期
待し，平成 19 年に海洋研究開発機構深海
調査に参加し,無人潜航艇「ハイパードルフ
ィン」により伊豆・小笠原沖水曜海山にて
潜航調査を行い（平成 19 年  伊豆・小笠
原海域水曜海山 海洋研究開発機構調査潜
航 NT07-08），生物試料採取装置スラープ
ガンを用いて試料を採取したところ，深海
ウロコムシの体表部分および筋肉層に付
着・共生する, 核酸を包む膜系が不完全に
もかかわらずミトコンドリアが存在する未
同定の深海微生物を見出した。このことは
形態学上の観察からは, これまでに見出さ
れていない原核生物と真核生物をつなぐ生
き物が水曜海山における深海に現存する可
能性を示唆していた。 
  
２．研究の目的 
国内外において原核生物と真核生物をつ
なぐ生物の存在の可能性を示した先行研究
はまだ発表されていない。そこで本研究で
は，伊豆・小笠原沖水曜海山深海底 1,800
メートルで採取されたウロコムシに付着し
ていた深海微生物が原核生物と真核生物を
つなぐミッシングリンク微生物であるとい
う作業仮説を証明することを全体の目的と
する。また，本仮説を証明するために，極
微小領域をレーザー摘出可能な新規のレー
ザーマイクロダイセクションシステムを確
立することで，コンタミネーションのない
方法で目的微生物や，さらには微生物中の

ミトコンドリアや核などのオルガネラを正
確に単離し，遺伝子および生化学的解析や
微細構造観察をより高精度に行うことがで
きる新たな解析手法を確立することを，併
せて本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
採取生物の生存環境と同じ条件にて形態
学的観察標本を作製するべく, 一部は深海
中でグルタルアルデヒド, オスミウムによ
り電顕用固定を行った。これらの標本は，
詳細な透過型電子顕微鏡(TEM)観察のため
に，すべてのサンプルについて，包埋後，
薄切切片を作成して，微細構造形態観察に
よる当該生物のスクリーニングを行った。 
また，細胞内の構造物を単離可能とする極
微小領域からの標的物の摘出をおこなうた
めの改良型レーザーマイクロダイセクショ
ン装置を開発すべく，倒立蛍光顕微鏡に深
紫外レーザーを積載し，適切な切削が可能
になるよう調整を行った。切削後のサンプ
ル回収においては，ガラスキャピラリーを
用い，毛細管現象で吸引して回収する短時
間で効率的な回収方法を検討した。 
 
４．研究成果 
透過型電子顕微鏡(TEM)にて微細構造形
態観察を行ったところ，採取生物の深海ウ
ロコムシには，数種類の深海微生物が付着, 
共生していることを見出した。なかでも, 
体表および筋層内に局在していた長さ 2～
10 ミクロン, 直径 1～3 ミクロンのベジア
トア様の一種類の微生物における細胞内構
造は特異であり, 核酸を包んでいる膜系が
閉鎖しておらず電子顕微鏡観察用切片上に
おいて顕著な不連続性を示していた。さら
に高角度試料傾斜法により詳細な微細構造
観察を行ったところ, この開放膜系に囲ま
れた領域には核小体類似の構造も観察され
た。ところが一方, この未知の深海微生物
は細胞内に明確な構造をしたミトコンドリ
アを持っており, 微細形態学上の観察から
は, 「核酸を包む膜系が不完全にもかかわ
らずミトコンドリアが存在する」, いわば
進化上のミッシングリンクに相当する生物
である可能性が非常に大きいものであるこ
とが判明した。ミトコンドリアの細胞内共
生説は現在既に定説となっているが, その
共生の時期やしくみは特定できてはいない。
しかしながら, この深海微生物においては, 
核膜が完全に形成される以前にミトコンド
リアとなる原核生物が共生した可能性が考
えられ, その共生時期を検討するうえで大
変興味深いものであった。 
さらに，標的物の単離のために，改良型レ
ーザーマイクロダイセクション装置の開発
を行った。既存のダイセクションシステム
での単離では，シングルセル，あるいは細
胞塊に相当する直径数十μm 程度の大き
さの摘出までは実現していたところ，本研



究の成果により，オルガネラ程度の直径数
μm程度の細胞「内」の構造体についても，
その単離・摘出が初めて可能になった。 
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