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研究成果の概要（和文）：本研究では膜損傷が無く、さらにデヒドロゲナーゼ活性を有する生きた状態の共生微生物を
単離回収する技術として、シロウリガイ類の体内に共生する化学合成細菌を、透明なITO電極基板上へ電気的に誘引付
着させる技術。そして電極基板上に付着した化学合成細菌を剥離回収する技術。上記２つの技術を開発した。さらに、
沿岸で容易に捕獲できるカイメンを用い、カイメン共生菌の電気回収を試みた。電気化学的に付着回収された共生菌は
、バクテリア31門、アーキア3門におよぶ事を明らかとした。電気化学的に付着回収された微生物の99%以上が生きた状
態であることを膜損傷の有無および細胞内デヒドロゲナーゼ活性から確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel electrical retrieval method for intact and active symbiotic 
bacteria from gill tissues of deep-sea bivalves Calyptogena okutanii and sponge-associated microorganisms 
from marine sponges. An indium tin oxide (ITO) optically transparent working electrode was placed on a 
chamber device with a counter- (Pt) and a reference (Ag/AgCl) electrode. We obtained 31 and 3 phyla of 
bacteria and archaea from C. okutanii and marine sponges S. insignis and Callyspongia confoederata. The 
electrically attached microorganisms had intact cell membranes and showed intracellular dehydrogenase 
activity. Dead microorganisms were not attracted to the electrode when the homogenized tissues were 
autoclaved before use.

研究分野：電極基板を利用した生きた微生物の電気回収
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１．研究開始当初の背景 
化学合成生物群集は、1977 年、米国の有

人潜水調査艇「アルビン号」によって、東太

平洋ガラパゴス諸島付近の深海底熱水噴出

域で発見され、現在では、干潟、藻場、冷湧

水噴出域の幅広い環境中において存在が確

認されている【1, 2】。この化学合成生物群集

の最大の特徴は、一次生産エネルギー源にあ

る。陸上や浅い海の世界では、太陽の光に依

存する光合成生態系が主流であり、一次生産

エネルギー源として光エネルギーを活用し

ている。一方、これに対して、化学合成生物

群集では、硫化水素やメタンといった還元的

な化学物質の酸化エネルギーを化学合成細

菌が利用することで、一次生産エネルギーを

獲得している。化学合成生物群集を構成する

生物のうち、シロウリガイ類、シンカイヒバ

リガイ類、ハオリムシ類といった体内に化学

合成細菌を共生させる動物群は、栄養の大部

分あるいはすべてを化学合成細菌に依存し

ており、自ら餌をほとんど摂ることが無い

【2】。このような化学合成生物群集における、

宿主-共生微生物間の相互作用や共生微生物

の代謝に関する研究は、宿主細胞と共生微生

物をそれぞれ単離培養する事が極めて困難

な点から、これまでほとんど進められていな

かった。 
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２．研究の目的 
深海性化学合成生物であるシロウリガイ

類の化学合成細菌は、多くがエラ組織に共生

しており、卵を経由して子孫に化学合成細菌

を伝搬させていると考えられている【3】。 

本研究では、シロウリガイ類の体内に共生

する化学合成細菌を透明なITO電極基板上へ

電気的に誘引付着し、化学合成細菌を膜損傷

が無く、かつ、デヒドロゲナーゼ活性を有す

る生きた状態のまま、高純度で大量に剥離回

収する手法を確立する。 

引用文献 
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Evol., 25, 673-687 

 

３．研究の方法 

各種微生物が中性 pHのバッファ中におい

て、マイナスのゼータポテンシャルを有する

ことから、培養された微生物を電気的に分離

する方法として、キャピラリー電気泳動を利

用する手法がこれまでに報告されている【4】。

しかし、微生物を電気泳動分離するためには

120V/cm以上の電場を加える必要がある【4】。

そのため、微生物を電気泳動分離するための

印加電圧が、水の電気分解反応を引き起こし、

微生物は電極表面上に付着できずに死んで

しまう。 

 
図 1  3電極チェンバー模式図 

 

そこで図 1のような 3電極培養系を構築し、

水の電気分解反応が生じない微弱電位条件

において、共生微生物の好む電位を印加する

ことにより、シロウリガイ類のエラ組織中に

おける、共生微生物を光学的に透明な ITO 電



極基板上へ誘引付着させる。さらに電極上に

吸着した共生微生物の嫌う電位を印加する

ことで、共生微生物を電極基板上から剥離、

回収する。 

実験方法について簡単に説明する。シマイ

シロウリガイは、大気圧、4℃海水条件下で

約 3日間生存させる事ができる。この生存期

間内にエラ組織を切り出し、粘液をペーパー

タオルで拭き取った後、70％エタノールで 10

から 30 秒間殺菌する。エタノール殺菌後、3

種抗生物質含有人工海水中で 1mm3 以下にな

るまで、エラ組織片を切り刻む。エラ組織断

片を石英乳鉢に移し、5分間すりつぶした後、

3電極チャンバーに移し、-0.3V vs. Ag/AgCl

の定電位を 2 時間 4℃にて印加する。定電位

印加 2 時間後、電極表面を 4℃人工海水で洗

い流し、±10ｍV vs. Ag/AgCl、9MHｚの三角

波電位を 20 分間印加することで、電極基板

上に付着した微生物を剥離回収する。この電

気的な微生物の吸着剥離プロセスを再度繰

り返した後、得られた微生物の系統解析およ

び FISH 解析を試みた。三浦半島沿岸で採取

された各種カイメンサンプルの共生菌につ

いても同様に検討した。 

引用文献 
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４．研究成果 

 

図 2 -0.3V vs Ag/AgCl 印加した ITO 電極で

二回付着させたシマイシロウリガイ共生菌 

 

図 2は、すりつぶしたシマイシロウリガイエ

ラ組織中の共生菌を、-0.3V 定電位を印加し

た ITO 電極上に 2回付着させた後、位相差顕

微鏡で観察した結果を示したものである。シ

マイシロウリガイのエラ組織中に存在する

共生菌が、ITO 電極上に付着することを、

16S-rRNA 遺伝子による系統解析の結果から、

確認した。一方、70％EtOH 60℃で 1h 固定

処理したエラのサンプル、および共生菌が存

在しないシマイシロウリガイの足組織をす

りつぶしたサンプルからは、菌体そのものが

マイナス電位を印加した電極基板上に付着

しないことも確認した。次に、電極基板上に

付着した微生物のうち、共生菌がどれくらい

の割合で存在するのか、FISH 解析により確認

した（図 3）。 

 

図 3 シロウリガイ共生菌の FISH 染色 

 

FISH 解析の結果から、DAPI で染色された電

極基板上の微生物のうち98.6％、207個中204

個がシマイシロウリガイの共生菌であるこ

とを確認した。以上の結果から、シマイシロ

ウリガイのエラ組織中に存在する共生菌が、

-0.3V の定電位を印加した ITO 電極上に付着

することを明らかとした。 

次に、-0.3V vs. Ag/AgClの定電位を印加し

た電極基板上には、どのような種類の微生物

が付着できるのかを、16S-rRNA遺伝子を指

標とした次世代シーケンスで調査した。底面

積が 58.5ｃｍ2の 2枚の 3電極チャンバーを



用い、三浦半島沿岸で採取された各種カイメ

ンサンプル由来の共生微生物について、付着

と剥離のプロセスを 2 回繰り返した後、

16S-rRNA遺伝子を指標とした菌叢解析を試

みた。この結果、バクテリア 31 門

(Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, 

Bacteroidetes, BD1-5, Candidate division OD1, 

OP3, OP11, SR1, TM7, and WS3, Chlamydiae, 

Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, 

Deferribacteres, Deinococcus-Thermus, 

Elusimicrobia, Fibrobacteres, Firmicutes, 

Fusobacteria, Lentisphaerae, Nitrospirae, 

Planctomycetes, Proteobacteria, SM2F11, 

Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes, TM6, 

and Verrucomicrobia)、そして、アーキア 3門

(Crenarchaeota, Marine Group I, and 

Thaumarchaeota)を本手法で付着回収するこ

とに成功した。また、電気化学的に付着回収

された微生物の 99%以上が生きた状態である

ことを膜損傷の有無および細胞内デヒドロ

ゲナーゼ活性、そして各種培養実験から確認

した。 
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