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研究成果の概要（和文）：本研究では、NanoSIMS(Nano-scale Secondary Ion Mass Spectroscopy)による元素同位体分
析を応用し、地球最大級の生命圏といわれる海底下地層中に存在する未知微生物が、「生きているのか？」「機能・役
割は？」「活性は？」という問いに答えることを目標とした。
海底下試料に存在する微生物を分析するための様々な技術開発により、13Cや15Nなどの安定同位体基質を「エサ」とし
て与え、取り込んだ微生物を高い精度で分析することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We employed NanoSIMS(Nano-scale Secondary Ion Mass Spectroscopy) for studying 
eco-physiology of microorganism in subseafloor biosphere, which is largest microbial biosphere on the 
Earth. Through developments of techniques to detect, separate, and purify microbial cells from the matrix 
of subseafloor samples (e.g. sediment grains), we successfully detected substrate incorporation activity 
of subeseafloor microbes.

研究分野：地球微生物学
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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、微
生物細胞の直接計数によって、世界各地の海
洋底（深度 1.6 kmまで）には 1cm3あたり 105

細胞を超える微生物が存在することが明ら
かになってきている 1,2。ここから推算された
海底下全体のバイオマス総数は 3.5×1030で、
全地球バイオマス炭素の 10%を構成する別
世界が地球内部に広がっている可能性が示
されており 3、全地球規模での元素循環や海
底下資源の生成、分解など、環境、エネルギ
ーを含む諸分野から注目を集めている。一方
で、リボソーム RNA 遺伝子配列による分子
系統学的解析によると、海底下には現在の技
術では分離・培養に至っていない多くの未知
系統微生物群が優占種として存在すること
が明らかとなっている 4。 

 しかし、実際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、分子系
統学的解析や極性脂質などの解析では直接
的なデータが得られない。培養による単離が
困難である以上、有機物・硫酸・メタン・鉄・
マンガンなどの化学組成の鉛直プロファイ
ルと群集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。つまり、彼らがどんな基質を代謝、
生命活動を維持しているのかについて追及
するのは従来の手法ではほぼ不可能であり、
新しいアプローチを必要とする状況にあっ
た。 

 

２．研究の目的 

このような閉塞的状況の一つの打開策と
して、我々は超高空間分解能二次イオン質量
分析計（NanoSIMS、図１）による 1 細胞レ
ベルでの炭素源、窒素源の特定と生物活性の
測定を通じ、未知の海底下環境に棲息する微
生物生命活動を明らかにすることを目的と
した。 

図 1: 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。栄養源として与える基
質を構成する元素を安定同位体である 13C や
15N で置換し、一定期間の培養（この場合、
分離を目指す培養ではない為、細胞が増殖す
る必要は必ずしも無い）を行った後に分析を
行えば、基質を代謝する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。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 0.1%分、50ag[10-18g]）
を取り込みさえすれば NanoSIMS によって
検出可能な差（この場合は+100‰）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、近年開発が進んでい
る微生物種の判別ツールについてもアップ
グレードを施した上で利用する。微生物の活
性と共に種類を判別することが出来る FISH 

のプローブにハロゲン原子を付加すること
により、NanoSIMS による元素組成分析で微
生物の種類も同時に判別できる手法が発表
されている 5-7。残念ながら海底下ではハロゲ
ン類元素が多く存在していてこれらを用い
ることが出来ない為、金ナノ粒子を FISH プ
ローブに付加して利用するアップグレード
を施して上記の分析に適用する。この解析に
よって、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 

 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
試料の他、統合国際掘削計画および国際深海
掘削計画による掘削航海に乗船研究者とし
て参画することで新たな試料を獲得した。 

 フローサイトメーター、セルソーターレー
ザーマイクロダイセクション、蛍光顕微鏡シ
ステム、及び NanoSIMS については海洋研究
開発機構高知コア研究所に設置されている
設備を利用した。 

 また、試料の確保と並行し、目的を実現す
る為に必要な要素技術の確立を実際の試料
も用いながら遂行した。海底下試料中に存在
する微生物分析において、堆積物試料に含ま
れる泥の粒子など非生物粒子を如何に排除
しながら分析を実施するのかが分析の成否
を左右する。その為、蛍光顕微鏡で観察した
視野に紫外線レーザーで印を付けて
NanoSIMS 分析視野を事前に特定することを



含む、装置分析以外の試料準備について必要
な様々な改善、技術の標準化や、金ナノコロ
イドを結合した FISH プローブの導入などの
海底下微生物の解析に適合した技術の確立
を目指した。 

 

４．研究成果 

（１）海底下試料の獲得 

 海底下堆積物試料として、本研究を開始す
る時点において南太平洋中央部に広がる南
太平洋還流域から統合国際掘削計画第 329次
航海によって採取した試料の培養を実施し
ていた。これに加え、平成 24 年 7 月～9 月に
渡って統合国際海洋掘削計画(IODP)第 337次
航海に乗船研究者として参画し、科学掘削と
しては世界最深部となる海底下 2460m から
の試料を含む複数の試料を取得した。これら
について、9 つの異なる深度から得られた試
料に 13C や 15N を含む安定同位体基質を添加
し、約 900 本のバイアルで培養を開始した。
2 か月の培養の後に経時サンプルの第一段目
を終了した。試料取得後に実施した細胞数カ
ウントから、極めて少数の細胞しか存在せず、
活性が低いことが予想されたため、第二段目
の培養は最終的に 1年半の間実施したうえで
培養を終了した。 

 

（２）解析対象試料準備に際しての技術開発 

 NanoSIMS による試料分析では、固定倍率
の CCD カメラによってのみ分析位置の探索
を行う。CCD カメラでは、試料表面の凹凸を
基本とした反射光による濃淡しか見分ける
ことが出来ないため、微生物が試料上に存在
しても、堆積物中に存在する非生物微粒子と
見分けることが不可能である。一般的には微
生物を検出するためには SYBR Green I など
の核酸染色試薬によって細胞を染色し、蛍光
観察することによって微生物の局在を特異
的に解析するが、NanoSIMS における超高真
空分析チャンバーの中ではこの観察を行う
ことが出来ない。そこで、事前に蛍光顕微鏡
で観察した視野に紫外線レーザーで印を付
けて NanoSIMS分析視野を事前に特定するこ
とを実施したが、特に微生物数の少ない試料
について分析を行うと、事前に特定した分析
位置に細胞が 1 つしか存在しないなど、分析
の効率上の問題が顕在化した。そこで、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の開発、および濃縮試料
から微生物細胞のみを選択的にソーティン
グする手法をそれぞれ開発した。これにより、
例え試料中に少数の細胞しか存在しなかっ
たとしても数百マイクロメートルの極小領
域に多数の細胞を集めることが可能となり
（図２）、分析の効率が劇的に向上した。さ
らに、紫外レーザーで試料上にミクロンレベ
ルのマーキングを施すことにも工夫を施し、
これまで試料位置の特定に要していた時間
を数時間から 10 分以内に削減することに成
功した。 

図２：南太平洋還流域海底下試料（安定同位体基

質による培養後）からソーティングによって選択

的に分取した微生物細胞 

 さらに、微生物の種類に関する情報も同時
に得られるよう、既存の手法をアップグレー 

ドすることにも挑戦した。微生物の体内に存
在する 16S rRNAに対し、その配列情報を元
に特異的に対合するように合成した核酸塩
基配列をプローブとして染色操作を行う
Fluorescence In situ Hybridization(FISH)は、細
胞ごとに活性の指標である RNA の存在と微
生物の種類を判別することのできるツール
として広く用いられている。しかし、前述に
もある通り、NanoSIMS の分析チャンバー内
で蛍光シグナルを観察することは不可能で
ある。近年では NanoSIMS における FISH シ
グナルの取得を念頭に、用いる核酸プローブ
にハロゲン原子を付加することにより、
NanoSIMS による元素組成分析で微生物の
種類も同時に判別できる手法が発表されて
いる(1, 3,6)が、海底下堆積物中にはハロゲン
元素が多く含まれることが分かっており、こ
れらの方法を用いることが出来ない。そこで、
金ナノ粒子を FISH プローブに付加して利用
する Gold-ISH 法を考案した。プローブには、
手法の有効性を確認するため、従来通りの蛍
光分子を結合し、それに加えて NanoGold と
呼ばれる直径 1.4 nm の金ナノ粒子を化学結
合によって付加した。このプローブを用いて
FISH による染色を実施したところ、蛍光シグ
ナルによって事前に確認した標準微生物試
料において、NanoSIMS によって金原子の局
在が確認され、また、模擬環境試料として用
いた嫌気糖蜜処理汚泥試料においては、13C

酪酸を取り込んだ硫酸塩還元菌を特異的に
検出することに成功した（図３）。さらに、
本方法を海底下微生物など、活性の著しく低
い微生物に適用するために、オートメタログ
ラフィーを利用したシグナルの増幅を試み
た。その結果、プローブで染色された細胞（す
なわち細胞内に金ナノ粒子が存在する細胞）
においては、十分なシグナル増強が短時間で
得られ、手法の有効性を示すことが出来た。 

 

（３）海底下微生物の NanoSIMS による活性
測定 

 上記の技術基盤を活用して、海底下堆積物



中に存在する微生物の代謝活性を検出する
ことを試みた。 

12C14N    197Au    13C/12C 

図３：嫌気糖蜜処理汚泥において実施した

Gold-ISH、硫酸還元菌を特異的に検出する SRB385

プローブに金ナノ粒子を化学結合したものを用い

た 

（１）で既に述べた海底下試料において、13C、
15N でラベルされた基質（グルコース、酢酸、
アミノ酸、重炭酸、ピルビン酸、メタンなど）
を添加し、数週間から１年ほど培養を行った。
培養後、試料全体を化学固定（ホルムアルデ
ヒド）した後に、堆積物中の非生物粒子と微
生物細胞を選別するため、前項で開発した密
度による細胞と非生物粒子の分離を実施し
た。この操作が終わっても、細胞画分には微
生物細胞以外の粒子も多く含まれていたた
め、セルソーターを用いた特異的高速分取を
行い、南太平洋還流域から取得された超貧栄
養環境試料や下北半島沖海底下 2460m 付近
を含む深部環境から採取された試料など、非
常に細胞の数が少ない試料においても、
NanoSIMS による分析を問題なく実施できる
試料を作成することが出来た。実際に分析を
行ったところ、南太平洋還流試料において堆
積してから数千万年以上が経過したとみら
れる堆積物試料の中から数の少ない微生物
細胞を分取、NanoSIMS 測定用の試料を作成
することが出来た。これらの試料に対し、
NanoSIMSによって基質として与えた 13C、15N 

の取り込みを調べたところ、南太平洋還流試
料、および下北半島沖双方の試料において、
微生物体内に 13C、15N が蓄積される現象を確
認することに成功し、超貧栄養環境、または
大深度海底下においても微生物が生存状態
を維持して存在していることを示す直接的
な証拠が得られた。 

 

（５）今後の展望 

 本研究では、人間の生息環境とはかけ離れ
た極限環境である海底下環境に存在する微
生物細胞を研究の対象とし、謎に包まれたそ
の生態や生理活性を検出して海底下生命圏
に関する理解をさらに深めることを目指し
た。海底下生命圏には地球全体の微生物バイ
オマスの数～数十％が存在している、地球最
大級の生命圏であると考えられ、近年ではメ
タンハイドレートやレアアースなど、海底資
源の生成などとの関わりについても注目さ
れている。しかし、前述のように、海底下生
命圏においては、地層を構成する非生物粒子
が大量に存在し、微生物の解析を効率的に実
施することが出来なかった。 

 本研究では上記の問題を解決し、目的を達
成するために様々な技術開発を実施した。そ
の成果として、海底下堆積物試料から効率的
に微生物細胞のみを取り出す方法などを構
築することに成功した。これらの手法は国際
的にも高く評価され、様々な国際共同研究が
進行する礎となっている。今後は、構築した
手法を活用し、様々な環境における生命活動
の理解へ繋げることが期待される。 
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