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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、実用レベルの現場型遺伝子解析システムを完成させた上で、実際に深海も含めた
海洋の現場において、真性細菌に代表される微生物の遺伝子を検出できる装置を運用すること
に成功した。また、マイクロ流体デバイスを応用することでサンプル前処理機能の集積化や活
性測定機能も実現した。同時に米国モンタレー湾水族館研究所（MBARI）との共同研究につ
いても進展させ、その結果赤潮藻類の現場検出に向けた基礎的な評価試験を実施することがで
きた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we developed an in situ gene analysis system that can be applied to 
oceanography. The system was successfully deployed in deep-sea environments to analyze 
microbial communities. By utilizing microfluidic devices, sample pre-treatment function 
was integrated. In situ microbial activity assay method was also established in this study. 
Corroborative work was carried out with Monterey Bay Aquarium Research Institute 
(MBARI) and it resulted in a successful evaluation of the system for red-tide plankton 
monitoring. 
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2008年度 13,200,000 3,960,000 17,160,000 

     2009年度 11,100,000 3,330,000 14,430,000 

総 計 70,200,000 21,060,000 91,260,000 
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らのグループでは、深海の熱水
地帯等に生息する微生物の遺伝子解析を現
場で行うことのできる装置の実現を目指し

て、研究開始当初までに実験室環境において
評価を行うことのできるプロトタイプシス
テムの構築に至った。その結果、深海環境を
模擬した環境下において実験室レベルでの
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性能評価を行う段階に達した。しかし実際の
現場環境で装置システムを稼働させ、その評
価を行うためには、さらなる機能の集積化と
高度化が必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では実用レベルの現場型遺伝子解
析システムを完成させた上で、実際に深海無
人探査機や定点設置型サンプル処理装置な
どに搭載し、実海域における現場計測を試み
る。また、特にサンプルの前処理機能につい
て改良を加えることで、マイクロ現場遺伝子
解析システムの機能を高度化することを目
的とする。また、米国モンタレー湾水族館研
究所（MBARI）において開発が行われてい
る 「 Environmental Sample Processor 
(ESP)」に搭載し、海洋の現場において長期
間の装置運用を目指す。 
 
３．研究の方法 
 現場型遺伝子解析システムの開発には、ス
パッタ装置、蒸着装置、ドライエッチング装
置等を用いて、研究代表者及び共同研究者ら
がこれに従事した。製作した装置の評価を行
うため、リアルタイム PCR装置及び、紫外
可視分光光度計、高感度光電子増倍管等を備
品として購入した。また、本研究を円滑に遂
行するためポスドクを雇用した。 
 装置の実海域展開については主に（独）海
洋研究開発機構所有の無人探査機（ROV）を
利用して実施した。 
 
４．研究成果 

(1) まず 2005 年度には、マイクロ現場遺伝子
解析システム（IISA-Gene: Integrated In Situ 

Analyzer – Gene）の機能の高度化に向けて、
環境中の微生物細胞から DNA を精製する方
法やデバイス内部を洗浄するための洗浄バ
ッファやそれを用いた処理法についての検
討及び基礎的な評価試験を行った。その結果、
主にカオトロピック試薬及びガラスビーズ
を用いて DNA を精製する方法、及び次亜塩
素酸ナトリウム水溶液によるデバイス洗浄
が有効であることを確認した。その成果を基
に、実際に深海等の極限環境下で使用可能な
装置のプロトタイプシステムを完成させた。
製作した IISA-Gene について深海環境での動
作試験を行うため、海洋研究開発機構
（JAMSTEC）の調査船「なつしま」および無
人探査機「ハイパードルフィン」を用いた調
査航海を 2005 年 5 月に実施し（NT05-04）、
南西諸島・石垣島沖海底の熱水噴出地帯（鳩
間海丘・水深約 1400m）に実際にシステムを
投入した。真性細菌特異的な遺伝子（16S 

rDNA 遺伝子）の試験的な現場解析の結果、
目標とした明瞭な増幅シグナルを得ること
はできなかったが、現場海水の導入から目的

とした遺伝子断片の PCR による増幅・光学検
出まで、一連の動作が可能であることが確認
することができた。 

 

(2) 続いて 2006 年度は、前年度に製作した改
良型の IISA-Gene について、現場で運用する
ための装置構成を検討し、製作した（図 1）。
その結果、加圧状況下における装置の安定性、
運用性を飛躍的に向上した。 

 また，IISA-Gene の PCR 部を用いて、メタ
ン酸化細菌等の有する機能酵素遺伝子
(particulate methane monooxygenase; pMMO)の
検出を試みた結果、卓上型の PCR サーマルサ
イクラと同程度の感度を示した。さらに、マ
イクロデバイスを用いた場合、PCR に要する
時間は約 20 分と非常に高速・高感度な解析
が可能であることが明らかになった。 

 さらに、カオトロピック試薬及びガラスビ
ーズを用いた DNA 精製を行うための前処理
デバイスについて、IISA-Gene 用マイクロデ
バイスへの集積化を行い、主に大腸菌細胞及
びゲノム DNA をサンプルとして，DNA の精
製から PCR といった遺伝子解析に必要な一
連の操作が可能であることを確認した。 

 

(3) 2007 年度は、前年度までに完成させた
IISA-Gene プロトタイプをもとに、実海域投
入可能な前処理機能付きの現場遺伝子解析
システムを製作し、性能の評価及び安定性の
向上に取り組んだ。評価には 2008 年 1 月に
実施された研究航海（NT08-03）で採取した
サンプルを使用した。 

 また、前年度までにおいて開発・評価を行
った IISA-ATP に関しても、実海域投入が可
能なシステムのプロトタイプを構築し、実験
室環境においてその評価を行い、十分に実海
域で用いることができる感度を達成した。ま
た、IISA-Gene との機能的な集積化について
の机上検討を実施した。 

米国モンタレー湾水族館研究所（MBARI）と
の共同研究については、2009 年度からの本格
実施に向けた基礎実験に関する検討と打ち
合わせを行った。 

図 1 IISA-Gene 改良型 



 

 

〔４．これまでの成果（続き）〕 
 
(4) 2008 年度は、これまでに製作した装置を
2008 年 6 月に実施された研究航海（NT08-11）
において南西諸島沖・鳩間海丘海域にて運用
し、水深約 1500m の熱水噴出孔近傍にて真性
細菌特異的 16S rRNA およびメタン酸化酵素
(pMMO)遺伝子の検出を試みた（図 2）。その
結果、pMMO については検出限界以下であっ
たが、16S rRNA 遺伝子については陽性反応
を得ることが出来た。以上の結果により、こ
れまで本研究課題において開発に取り組ん
できた現場型遺伝子解析装置の基本的な性
能が実証され、世界初の深海現場遺伝子解析
を実現することができた（図 3）。 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
   図 2 IISA-Geneを搭載した ROV 

図 3 IISA-Gene で得られた現場遺伝子解
析の結果（青: 16S rRNA遺伝子、 
緑: pMMO遺伝子） 

 
 加えて、現場運用試験の結果を解析すると
共に、さらなる機能高度化の為の課題抽出に
取り組んだ。その結果、現場において得られ
た陽性反応は非特異的増幅による擬陽性で
はないことが明らかとなった。また、本装置
を現場で運用する際の信頼性を確保するた
めにサンプル回収機構の再検討が必要であ
ることを明らかにした。また、2008 年 12 月
実施の研究航海（NT08-24：相模湾初島沖）
に参加し、今後のメタン酸化酵素(pMMO)遺
伝子の高感度検出に向けた評価試験に必要

な海水・底泥サンプルを採取した。これまで
に得られたサンプルの解析の結果、pMMO 遺
伝子をはじめ、多くのバイオマーカ遺伝子が
底泥中に多く存在することが明らかとなっ
た。このことから、底泥間隙水中からの分析
サンプル採取機構の必要性が明らかとなっ
た。さらに、IISA-Gene の機能高度化に向け
て、遺伝子の検出に加えて定量機能の付加に
ついて検討を行い、基礎的な評価を実施した。
その結果、マイクロヒータの ON/OFF といっ
た非常に簡便な方法によって DNA 特異的蛍
光色素を用いた定量 PCR が可能であること
が示された。 

 また、ATP 定量に基づく微生物活性現場分
析装置の開発を実施し、NT08-24 航海及び平
成 2009 年 3 月実施の石垣島・竹富島海底温
泉海域調査において同装置の性能を評価し
た。その結果、深海及び浅海の現場において
それぞれ微生物の活性を現場計測できるこ
とが明らかとなった。 

 米国モンタレー湾水族館研究所（MBARI）
の現場型サンプル処理装置(ESP)との機能集
積化に向けて、標的とする赤潮藻類（H. 

akashiwo）の培養体制を確立し、また定量 PCR

法による H. akashiwo 特異遺伝子の検出に関
する評価に着手した。 

 

 (5) 本研究の最終年度となった 2009 年度に
は、これまでに基本的な製作と評価を実施した
前処理機能付きマイクロ現場遺伝子解析システ
ム（IISA-Gene）について、さらにその安定性及
び感度を向上するための改良を行った。具体的
には、試薬導入法の改良や流体マニホルドの設
計変更、及び装置全体の運用性向上に関わる
改良を行った。また、2009 年 9 月から 10 月にか
けて（NT09-17）及び 2010 年 3 月（NT10-05）航
海において、海洋調査船「なつしま」及び無人
探査機「ハイパードルフィン」による深海での計
測実験をそれぞれ南西諸島沖、鹿児島湾内に
て実施した。その結果、深海環境における動作
を確認し、また PCR 産物の回収にも初めて成功
した（図 4）。 

図 4 回収された PCR 産物の電気泳動結果
レーン 1〜6：回収された産物 

      その他 ：コントロール実験の結果 
 
 



 

 

〔４．これまでの成果（続き）〕 
  

 また、遺伝子の検出だけでなく、定量分析を行
うための機能要素について検討し、評価試験を
実施した。その結果、高感度の光電子増倍管
（PMT）を用いる事で、TaqMan PCR 法に代表さ
れる定量 PCR 法を用いた微生物の遺伝子定量
が可能であることを明らかにした。同時に遺伝子
解析の信頼性を向上させるためにより純度の高
いマイクロ流体デバイス材料の使用について評
価・検討を行った。 

 微生物 ATP 定量分析装置（IISA-ATP）につい
て、主に得られるデータの信頼性向上に向けた
改良を行った。また、分析に用いる試薬の混合
による沈殿物の発生とその対策法について検討
した。 

 米国 MBARI にて開発中の ESP と IISA シリー
ズ装置については、その機能集積化に向けた
具体的な検討・技術的な打ち合わせを行った。
赤潮藻類遺伝子の検出については、それに必
要となるプライマー配列などの情報提供を受け、
評価試験を行った結果、IISA-Gene を用いて検
出可能であることが明らかとなった。また、実際
の集積化及び実海域運用についてスケジュー
ル調整を試みたが、本年度中の実施が困難で
あった。そこで今後も協力体制を維持し、可能な
限り早期に計画を実現することで合意した。 

 

(6) 以上、5 年間の研究によって、マイクロ流
体デバイスを用いた現場型微生物遺伝子解
析装置の実用的な運用と、さらなる機能の高
度化を世界に先駆けて達成し、また実際の現
場においてその性能を詳細に評価すること
ができた。また、海外研究期間との共同研究
についても今後の継続的な展開が期待する
ことがきる。本研究によって得た基礎・応用
に渡る広範な技術要素は、深海環境探査のみ
でなく、赤潮藻類などの社会問題を対象とし
た浅海・沿岸環境のモニタリングへの応用も
期待できる。 
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