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研究成果の概要（和文）：本研究は、地熱環境中で形成されたシリカ沈殿の菌相解析および菌体と過飽和シリカ
との関連性を解析し、シリカバイオミネラリゼーションの機構を解明することを目的とした。
　まず、メタゲノム解析から、地熱熱水とシリカスケール中の微生物相の差異から、シリカスケールに特異的に
生息する菌株を過飽和シリカ含有培地中で培養し、シリカ沈殿能を検討した。この結果、シリカと相互作用する
のはT. thermophilusの菌体表層に存在するペリプラズム局在性ABC transporterであることが分かった。

研究成果の概要（英文）：This work aims to investigate biosilicification mechanism in geothermal 
environment. To complete the study, we carried out metagenomic analysis of microflora in geothermal 
water and silica scale formed in the geothermal water. Comparative genome analysis showed specific 
hyperthermophilc microrganisms habitat in only silica scale. According to the results, we examined 
biosilicification abilities of  T. thermophilus, G. kaustophilus, and P. calidifontis as 
representatives. Among these thermophiles, availability of silica biodeposition of T. thermophilus 
was significant. We conclude that cell surface proteins of T. thermophilus (molecular weight; 45、
57、70 kDa) function to interact with supersaturated silica in environment. These proteins are 
annotated periplasm localized ABC transporters by ESI-MS/MS analysis.

研究分野： 微生物遺伝子資源学
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１．研究開始当初の背景 
高度好熱菌や超好熱アーキアなどが生息す

る地熱環境では、地下深部のマグマによって
加熱された地下水が岩盤、地層の割れ目を通
じ、高温、高圧状態で地上に湧出している。
このような高温の地下熱水中には高 濃度か
つ様々な種類の金属イオンが溶出しており、
原始地球に類似した環境を呈していると考え
られる。このような高濃度金属イオンが存在
する環境も、高温、高塩濃度、強酸・強アル
カリ環境と同様、微生物にとって極限環境で
あると考えられる。ところが、無機金属イオ
ンと微生物の関連についての研究は、常温菌
を対象に進められ、高濃度の金属イオンが存
在する地熱環境に生息する極限環境微生物と
無機金属イオンとの関連性に関する知見は極
めて少ない。シリカ(SiO2)は地殻中に最も多
く存在する物質であり、水にはケイ酸
(Si(OH)4)として溶解し、その飽和濃度は温
度・圧力・pHに依存する。ケイ酸は温度・
圧力の低下により過飽和になると互いに脱水
縮合し、ポリケイ酸を形成することでコロイ
ドとなり水溶液中に安定に存在する。したが
って過飽和シリカの溶液から固体状シリカは
沈降しにくい。地熱地域では、高温・高圧下
でシリカが飽和した地下水が噴出し、地表付
近の熱水中ケイ酸濃度は過飽和に達している
が、上記のシリカの化学状態のため、沈殿は
容易に起こらない筈である。ところが、自然
界ではシリカ沈殿物が普遍的に観察される。
このようなシリカ沈殿は圧力や温度、他の共
存金属イオンとの相互作用を考慮した無機化
学的な形成メカニズムでは説明不可能で、無
機化学分野ではシリカスケール形成が注目の
研究対象であった。 

 
２．研究の目的 
極限環境下でのシリカ-無機金属イオン-微

生物細胞の関連はほとんど知られていない。
そこで本研究では、各環境中で形成されたシ
リカ沈殿中の菌相解析と無機金属種の解析を
行い、両者の関連性を追究する。そして、それ
ぞれの金属イオンと菌の生育を網羅的・経時
的に明らかにし、金属元素応答タンパク質や
応答に関する遺伝子など、各金属元素に対す
る分子応答機構を詳細に明らかにする。これ
らを統合して、シリカバイオミネラリゼーシ
ョンの解明と利用を目指すことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) シリカ沈殿物のメタゲノム解析 
	 長崎県小浜温泉の熱水湧出口に形成された
シリカスケールおよび地熱熱水を採取し、そ
れぞれから DNA を分離・精製した。これを
PCR増幅し、得られた増幅断片をMiSeqを用
いたメタゲノム解析を行なった。得られたゲ
ノム情報から、それぞれのシリカ沈殿物中の
主要菌群を比較検討した。 
(2) シリカスケールに生息する主要微生物の
のシリカ存在下での生育特性解析 

シリカ沈殿中に生息すると考えられる好熱
性微生物 Pyrobaculum calidifontis、Geobacillus 
kaustophilus、Thermus thermophilusをシリカ含
有培地（600 ppmシリカ含有・非含有）に様々
な濃度で添加し、培養を行い、菌の増殖曲線
を作製すると共にシリカ沈殿の有無を検討し
た。 
(3) 好熱性微生物におけるシリカ凝集の影響
検討 

P. calidifontis、G. kaustophilus、T. thermophilus
をシリカ含有培地でそれぞれ 90℃、55℃、70℃
で振盪培養し、培養液を遠心分離によって回
収した上清の溶存シリカ濃度測定を 
ICP-AES およびモリブデンイエロー法にて測
定した。次に、細菌を EDTA処理することで、
表面金属イオンの除去を行った洗浄後のペレ
ットを 500ppm シリカ溶液に懸濁し、70℃で
24時間振盪した。これらの懸濁液をモリブデ
ンイエロー法でシリカ濃度を測定した。 
(4) シリカ凝集に関与する物質の探索 
	 T. thermophilus 菌体をオートクレーブ処理
したもの、菌体にテトラサイクリン添加した
ものについてシリカ吸着量を計測した。さら
に、T. thermophilus菌体を超音波破砕し、不溶
性画分、細胞質画分、膜画分に分画した後、そ
れぞれを 500ppmシリカ溶液に懸濁し、24時
間後の上清中のシリカ濃度を測定した。 
(5) シリカ凝集に関与するタンパク質の特定 
	 T. thermophilus菌体膜画分を 500ppmシリカ
溶液に懸濁し、24時間後に遠心分離し、沈殿
物を回収した。これを 2% (w/v) SDS と 3% 
(w/v) CHAPS で処理し、シリカと結合してい
ないタンパク質を除去した。残存した画分に
NH4Fを加えてシリカを溶解し、抽出物を得た。
これらを SDS-PAGEに供し、検出されたバン
ドを切り出し、ESI-MS/MSによってタンパク
質の同定を行った。 
(6) シリカ凝集に関与するタンパク質の発現 
	 同定したタンパク質をコードする遺伝子の
うち、TTHA1336 産物の大腸菌による発現を
試みた。T. thermophilusゲノム DNAから PCR
増幅し、pET21aにクローニングした。得られ
た組換えプラスミドを大腸菌 BL21 (DE3) 
Rosetta2に導入し、本菌体破砕液より Ni2+担持
Chelating Sepharose FF によって目的タンパク
質を精製した。 
(7) シリカスケールから分離した Thermus 
thermophilus TMY株のゲノム解析 
シリカスケールから分離した T. thermophilus 

TMY株からゲノム DNAを抽出し、次世代シ
ークエンサーPacBio RS IIを用い、ゲノム配列
を決定した。決定したゲノム情報を、他の分
離株ゲノムや既報の類縁菌株との比較ゲノム
を行った。 
(8) シリカスケール形成機序となるシリカ誘
導性タンパク質をコードする遺伝子の推定プ
ロモーター領域下流に Thermus sp. A4 由来
の β-galactosidase (β-gal)遺伝子をレポーター
としてプロモーター活性を測定した。 
 



４．研究成果	
塩濃度の高い臨海域の小浜温泉の地熱熱水
で形成したシリカスケールおよび地熱熱水か
らそれぞれゲノム DNAを抽出し、次世代シー
クエンサーを用いて地熱熱水およびシリカス
ケール中に存在する微生物の 16SrRNA 遺伝
子配列を解析するための菌体 DNA 抽出法を
検討し、得られた最適方法により DNA を分
離、微生物相を解析した。 
この結果、地熱熱水とシリカスケール中の微
生物相には大きな差異が認められ、地熱熱水
中で最も多く検出されたグラム陰性の好熱性
細菌で温泉や海底火山近傍に生息し、水素を
酸化して増殖することを特徴とする Aquificae
門に属する細菌がシリカスケール中では少な
い 一 方 、 シ リ カ ス ケ ー ル 中 に は γ -
Proteobacteria 門に属するグラム陰性細菌が多
数含まれていることがわかった。また、いず
れのサンプルでも高度好熱性細菌である
Thermus 属、Geobacillus 属が存在することが
わかった。 
	 この結果から、上記の検出菌株のうち、T. 

thermophilus、G. kaustophilusを選抜し、対象株
として超好熱性アキーアの P. calidifontisを対
照として、それぞれ過飽和シリカ含有培地中
で培養し、それぞれの培養時にシリカ沈殿を
生じるか否かを判定しシリカ沈殿能を比較し
たところ、T. thermophilus、G. kaustophilusでは
有意なシリカ沈殿が認められたが、 P. 
calidifontis では菌株由来の沈殿は認められな
かった(Fig. 1)。 
	 次に、T. thermophilus菌体をシリカ溶液に添
加し 70℃で 24 時間振盪後、沈殿を除去し上
清中のシリカ濃度を測定した。また、菌体を
オートクレーブ処理したもの、および、菌体
にテトラサイクリンを添加したものについて
も同様の操作を行った。さらに、 T. 
thermophilus菌体を超音波破砕し、不溶性画分、
細胞質画分、膜画分に分画した後、それぞれ
をシリカ溶液に懸濁し、24時間後の上清中の
シリカ濃度を測定した。培地成分を含まない
模擬地熱水と菌体を反応させたところ、上清
のシリカ濃度は 70℃におけるシリカの飽和濃
度 (約 300ppm) にまで低下しており、過飽和
分のシリカと菌体が反応した事が示唆された。
また、静菌作用を示すテトラサイクリンを加
えた反応系でも同様にシリカ濃度の減少が見
られたが、オートクレーブによって変性させ
た菌体では、シリカ濃度の減少は菌体そのも
のを加えた反応系と比べ 69%にとどまったこ
とから、シリカと相互作用しているのは、菌
体が細胞外に放出する代謝物質ではなく菌体
そのものであり、且つ、熱によって変性する
物質であると推察された(Fig. 2)。 

さらに、細菌の構成成分がシリカ凝集に関与
するか検討するため、菌体破砕液を分画し、
各画分をシリカ溶液と反応させたところ、膜
画分が最も多くのシリカを凝集した。 
	 膜画分成分のうち、まずタンパク質に着目
し、シリカと相互作用するタンパク質の抽出
を試みた。界面活性剤による洗浄を経て、
NH4F でシリカを溶解させた後に抽出される
タンパク質は、シリカ沈殿物に内包されてい
るか、シリカと非常に強い相互作用を示す分
子であると考えられるため、抽出したタンパ
ク質を SDS-PAGE で確認したところ、約 45、
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57、70 kDaの位置にバンドが検出された(Fig. 
3)。これらの ESI-MS/MSの結果、57 kDaと 70 
kDa のバンドは、ペリプラズム局在性 ABC 

transporterであることが確認された。 
	 また、八丁原地熱発電所内の滞留槽中に形
成されたシリカスケールから分離された T. 
thermophilus TMY 株のゲノムは 2,121,526-bp 
の環状ゲノムで G+C 含量 69.0%、2,500 個の 
遺伝子が推定された(Fig. 4)。また細胞中には
19,139-bp からなるプラスミド pTMY (G+C 
含量 67.4%) が存在し、本プラスミドは 28個
の遺伝子が推定できた。 
	 さらに、シリカ誘導タンパク質の推定プロ
モーター領域(Psip)および His-tag をプラスミ
ドベクタ〜pYK596 に挿入した組換えプラス
ミド pSixを構築した。pSixのクローニングサ
イトに Thermus sp. A4 由来の β-gal遺伝子を
クローニングし、β-galactosidase活性を測定し
た。その結果、 400ppm 及び 600ppm シリカ
添加による発現誘導が確認された。この発現
誘導は、 培養 2 時間後には確認され、本プ
ロモーターはシリカ添加に迅速に応答すると
考えられた。 
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