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研究成果の概要（和文）：琵琶湖の難分解性有機物の原因の一つに微小シアノバクテリアを由来とする寒天質状の細胞
外代謝産物（EPS）がある。従来法での把握が困難なEPSの軟X線顕微鏡(軟XM)で観察と含有有機物の定量を目指し、以
下の結果を得た。(1)生の微小シアノバクテリアを軟XMで観察し，原核細胞オルガネラの確認と同定を行うことができ
た、(2)試料凍結装置とコンピュータ断層撮影（CT）法を導入し3次元画像を得ることができた、(3)構成元素分析と軟X
M像からSynechococcus sp.のEPSと細胞に含まれる有機物量を見積もることができた。

研究成果の概要（英文）：Phytoplankton typically produces large amounts of extracellular polysaccharides 
(EPS), which is mainly composed of macromolecular heteropolysaccharides. As EPS contains large quantities 
of organic matter, it may be a major contributor to the increased COD in Lake Biwa. To confirm this 
speculation, a method for the accurate evaluation of the organic carbon (OC) content of phytoplankton by 
soft X-ray microscopy (XM) was developed and applied to Synechococcus sp. Soft XM is a non-destructive 
imaging technique that generates images based on differences in X-ray absorption by light elements, such 
as, carbon, oxygen, and nitrogen. Based on the X-ray absorption coefficients and gray levels of the XM 
images, the OC content of EPS-covered cells (0.39-0.47 pg/cell) was found to be 2.0-2.4 times larger than 
that of EPS-removed cells (0.20 pg/cell). These findings suggest that soft XM could be a useful tool for 
evaluating the OC content of picophytoplankton and EPS without pretreatment steps.

研究分野： X線顕微鏡学

キーワード： 軟X線顕微鏡　微細シアノバクテリア　細胞外代謝産物(EPS)　Synechococcus sp. 　有機物量評価　Ｘ
線マイクロCT

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 琵琶湖の内部負荷は、集水域における流入

負荷の削減対策により、1990 年以降徐々に減

少傾向を示している。しかし、有機汚濁の指

標である生物化学的酸素要求量（BOD）は減

少傾向を示しているにもかかわらず、化学的

酸素要求量（COD）は減少傾向を示していな

い（COD とBOD の乖離現象）。これは、湖

内で生産された有機物のうち、生物が分解で

きない難分解性有機物（COD）が増加してい

ることを示している。近年、難分解性有機物

の発生源の一つとして注目されているものに

シアノバクテリアが産生する細胞外代謝産物

（EPS）がある。シアノバクテリアを由来と

する有機物には、細胞を構成している生体高

分子とEPSがある。EPSは寒天質状の無色透明

な物質であるが、大型のシアノバクテリアの

EPSは、バックグランドを墨汁で染め光学顕

微鏡で観察する墨汁標本検査法により、容積

の測定が可能となっている。しかし、細胞径

が光学顕微鏡の分解能程度の微小シアノバク

テリアのEPSの存在は予測さてているにもか

かわらず可視化されていないものも多く、こ

れが「CODとBODの乖離」の原因の一つと考

えられる。 

(2) 軟X線顕微鏡は、主に物質を透過する時の

X 線の吸収量の差をイメージングする顕微

法である。物質のX線吸収率はX線のエネルギ

ーと物質の原子番号に依存する。軟X線は、

生体を構成する軽元素に対し適度な吸収を持

つことから、主に炭素、酸素、窒素などの軽

元素で構成されている生体試料でも、染色な

どの特別な処理を施すことなく良好なX線像

を得ることができる。特に、「水の窓」と呼

ばれる酸素のK吸収端(543 eV、2.3 nm)と炭素

のK吸収端(284 eV、4.4 nm)のエネルギー（波

長）域では、X線の水に対する透過率が生体

試料に対する透過率より1桁以上高いので、含

水試料の観察が可能となる。また、X線は電

子線に比べ高い透過性を持つので、電子顕微

鏡では不可能なバクテリア1個を丸ごと観察

することができる。 
 
２．研究の目的 
琵琶湖に生息している微小シアノバクテリア

を軟X線顕微鏡で観察し、従来からある分析

法や顕微法では把握が困難な微小シアノバク

テリア由来の有機物量を計測すること目的と

する。具体的には、(1) 生きた状態に近い微小

シアノバクテリアの軟X線マイクロコンピュ

ータ断層撮影（CT） 観察と微細構造同定、(2) 

粘質鞘を含めた細胞構成元素の分析とX線吸

収率の算出、(3) 細胞容積とX線吸収率から細

胞とEPS由来の炭素量を換算する方法の確立、

を行い軟X線顕微法を用いた新しい『水分析

法』として提案する。 
 
３．研究の方法 
試料として、琵琶湖から分離した微小シアノ

バクテリア Synechococcus sp.、 Phormidium 

tenueおよび小型ケイソウSkeletonema potamos

を用いた。目的を達成するため、4つのサブテ

ーマを設け研究を進めた。 

(1)シアノバクテリアの軟X線CT法観察： CT

法により、琵琶湖より分離した微小バクテリ

アの3次元観察法の開発を目指した。 

試料懸濁液を極細のガラスキャピラリィに入

れ、風乾試料の場合は水を乾燥させ内壁に付

着した試料で、含水試料の場合はビーズワッ

クス等でキャピラリィの口を封じた試料で3

次元観察を目指した。試料の放射線損傷の軽

減と試料固定のため、新クライオ装置を試料

ステージに導入することとした。 

(2)シアノバクテリアの微細構造同定：軟X線

顕微鏡でSynechococcus sp.とPhormidium tenue

を詳細に観察し、確認できた微細構造につい

て、透過型電子顕微鏡、低真空クライオ走査

型電子顕微鏡、間接蛍光抗体法などで同定を

行った。 

(3)細胞の構成元素分析：EPSを持つことが蛍

光顕微鏡観察から推定され、軟X線顕微鏡で



も存在が確認できたSynechococcus sp. のピン

ク株のEPSと細胞を分離し、それぞれについ

て化学組成分析を行った。EPSの分離の確認

は、軟X線顕微鏡で行った。 

(4)細胞容積から炭素量換算する式の構築：

Synechococcus sp.の細胞とEPSの構成元素分析

の結果から、それぞれの線吸収係数を算出し

た。X線像からEPSと細胞を識別後、それぞれ

の容積とX線吸収率を求めた。線吸収係数、

容積、X線吸収率から細胞とESPに含まれる有

機物量の比率を求めた。 

Synechococcus sp.の細胞に含まれる有機物量

を細胞容積と構成要素から見積もり、その値

と「細胞とESPに含まれる有機物量の比率」

からEPSに含まれる有機物量を算出した。こ

の値の検証を、従来法で求めた粒状有機炭素

(POC)と全炭素量(TOC)との比較で行った。 
 
４． 研究成果 

(1)微小シアノバクテリアの微細構造同定：未

処理のP. tenueの緑株と茶株を軟X線顕微鏡で

観察し、いくつかの原核細胞オルガネラを確

認した。透過型電子顕微鏡、低真空クライオ

走査型顕微鏡、間接蛍光抗体法による観察結

果から、これらの構造体は、ポリリン酸顆粒

体とカルボキシソーム様態体であることが分

かった。さらに観察を続けたところ、緑株と

茶株の微細構造には大きな違いがあることを

分かり、これまで同種とされていた緑株と茶

株は異なる種である可能性を得た。さらに詳

細な微細構造観察を行い、緑株が新種である

という結論に至るデータを提供することがで

きた (Fottea in press.)。 

(2) X線マイクロCT法による観察：新たに導入

したクライオ装置は、冷却時の熱振動と試料

の霜対策として、冷媒で十分冷却したアルミ

ニウム製のクライオハウス内を冷却ガスで満

たす設計とした。この装置の導入により、試

料を-100 ℃以下の温度で安定に保持するこ

とができるようになった。このクライオ装置

を用い3次元観察を行った。風乾試料の場合は

波長2.0 nmを、含水試料の場合は波長2.33 nm

を用いた。投影像は試料回転角4度毎に計45

枚取得し、露光時間は一画像当たり180秒とし

た。断層像の再構成はFiltered Back-projection

法で、Shepp-Loganフィルターを用いて行った。

風乾したS. potamosとP. tenueの緑株と含水

Synechococcus sp.とP. tenueの緑株の3次元像

を得ることができた。 

(3) 細胞由来の炭素量換算方法の検討： EPS

に含まれる糖類の構成元素の分析結果（表1）

からEPSの化学組成をC60H123O57 と推定した。

EPSには多くの酸素が含まれていた。これよ

りX線画像でEPSを識別するには酸素のK吸収

端より低エネルギー（620 eV、2.0 nm）での観

察が最適と判断し、風乾軟X線透過法で観察

した軟X線顕微画像からEPSと細胞の含有有

機物量の見積もりを行うこととした。観察に

用いるX線によるEPSに含まれる糖類の線吸

収 係 数 は 1.72 /μm と な る 。 こ の 値 と

Synechococcus sp.の構成要素（表2）から、EPS

には細胞の約1 - 1.4倍の炭素が存在している

ことが分かった。この結果から、Synechococcus 

sp.に含まれる炭素量0.39 - 0.47 pg/cellのうち、

EPSに由来する炭素は0.19 - 0.27 pg/cellと見積

もることができた。従来法で求めたTOCは

0.47 - 0.95 pg/cell、POCは0.16 pg/cell (フィルタ

ーサイズ 0.45 μm)と0.12 - 0.15 pg/cell（フィル

ターサイズ 0.7 μm）であった。EPSを剥離し

た細胞がPOCとして検出されたとすると、軟X

線顕微法で求めた炭素量は妥当な値であると

判断できた(Geomicrobiology Journal, in press)。  

以上の結果より、本手法を新しい『有機物

分析法』として提案することができた。 

 

表1 含有糖類の構成 
糖類 EPS 

Rhamnose 18.1  
Fucose 14.3  

Arabinose 1.5  
Xylose 10.0  

Mannose 26.0  
Galactose 8.5  
Glucose 21.6  

 



表2 バクテリアの構成要素 
 構成率 (%) 
 糖類 タンパク質 灰分 

Synechococcus sp. 36.4 ± 1.2 54.5 ± 0.3 6.9 ± 1.5 
細胞のみ 25.2 ± 2.7 68.5 ± 0.9 7.0 ± 2.2 
EPSのみ 52.1 ± 2.5 40.1 ± 0.6 7.8 ± 1.8 
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