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人の目の限界 光学顕微鏡の限界 電子顕微鏡の限界 

キノコ 植物プランクトン 細菌 ウイルス・ファージ 

微生物とは肉眼で見えず、 

顕微鏡でなければ見えない小さな生物の総称 

微生物の発見－1600後半 レーベンフックによる 
・・・微生物学は300年以上の知の遺産の上に立つ 



微生物の研究法 

１．顕微鏡で拡大する 
  1680年ごろ レーベンフック 

 

２．目に見えるまで増殖 
  1870年ごろ コッホ 

 

３．微生物を制御する 

  1860年ごろ パスツール 



さまざまな顕微鏡 
 
光学顕微鏡 
  明視野顕微鏡 
  位相差顕微鏡 
  微分干渉コントラスト顕微鏡 
 
蛍光顕微鏡 
共焦点レーザー顕微鏡 
 
電子顕微鏡 
  走査型顕微鏡（SEM） 
  透過型顕微鏡（TEM） 
 
 「Essential細胞生物学」を参照のこと 



落射型蛍光顕微鏡 
（Epifluorescence Microscopes） 

水銀ランプ・キセノンランプで励起光を照射する。 
ダイクロイックミラーを用い、励起光の波長のみを試料に照射する。 
試料から発生した蛍光と、試料によって散乱された励起光のみが接眼部
に向かう。 
目的とする蛍光の波長のみを透過する吸収フィルタを用い、 
蛍光のみを取り出す蛍光を観察することができる。 

ダイクロイックミラー 

励起フィルタ 

吸収フィルタ 

光源 



核酸染色剤の種類と特徴 

染色剤 Excitation/emission 
(nm) 

励起波長/蛍光波長 

Target 

Acridine orange 500/526; 460/650 DNA, RNA 

DAPI (4', 6-diamino-2-
phenylindole) 

358/461 DNA 

Propidium iodide 535/617 Double-stranded DNA, 
RNA (Dead cell) 

SYTO® 13 488/509 Double-stranded DNA 
(Living cell) 

SYBR Gold 495/550 DNA/RNA 

<340nm 紫外線 UV 
340-400nm 紫 violet 
400-500nm 青 blue 
500-550nm 緑 green 

550-600nm 黄 yellow 
600-700nm 橙 orage 
700-750nm 赤 red 
>750nm 赤外線 infrared 



環境における細菌の数 
 
 

1970 年代まで 
 寒天培地に生じるコロニー数によって細菌数を計数 
 数十～数百細胞/ml 
 
1977 年 
 Hobbie らによる蛍光顕微鏡を用いた海洋細菌計数法 
 105～106 細胞／mL 
 
圧倒的に過小評価していたことが明らかとなった。 
→細菌の生態への寄与が大きいという認識 



全地球の純一次生産量  
   
陸地：56.4 PgC  
            
海洋：48.5 PgC  
→うち海藻は1PgCで、 
残りは植物プランクトンによる 

P（ペタ）: (103)5=1015 
 

ちなみに、化石燃料の消費とセメント生産に伴う 

二酸化炭素の排出量は6.3 PgC  
    



海洋の有機物のサイズ分布と現存量 
 

 懸濁態・溶存態有機物を合わせた総量 670 Pg 

 

 全海洋生物の炭素量 3Pg（IPCC2001） 
 →そのうち植物プランクトン・細菌がほとんどを占める  

 

 海洋の有機物の90％は非生物体の溶存態有機物 

 →大気の二酸化炭素量に匹敵  

 

 無機の炭酸・炭酸塩量は大気の50倍  

 →地球の炭酸ガスの挙動を大きく左右する 
 

懸濁態有機物と溶存態有機物は、Whatman社製GF/F フィルター（孔径0.7μm）の透
過性で区分される 

 



古典的食物連鎖  

 一次生産はすべて動物プランクトンに消費され、  

 上位の栄養段階へ移行する  

 

微生物ループ 

 溶存有機物を出発点とし、 細菌、原生生物、動物  
 プランクトンへとつながるループ状の連鎖系 

 

 海洋には大気の二酸化炭素量に匹敵する 

 溶存態有機物 

    → 植物プランクトンによる光合成産物の細胞外排出 

            原生生物（捕食者）による排出 

            ウイルスによる細菌・藻類の崩壊 
      
植物プランクトン・動物プランクトンから溶存有機物が排出され、  

それが細菌により消費される。  

さらに細菌はウイルスと原生生物により消費され、 
原生生物は動物プランクトンに消費される。  

  



三方湖湖水＜0.2μm画分のSYBR Gold染色像 



1963 LPP-1   Safferman and Morris  

1969 SM-1  Safferman et al 

1971 N-1          Adolph and Haselkorn 

1972 AS-1  Safferman et al 

1973 S-1          Adolph and Haselkorn 

1976 SM-2       Fox et al 

ファージの宿主に対する生態学的役割 

アオコ抑制因子 
期待 

耐性株の存在 

環境中で低密度        期待はずれ！？ 

淡水におけるシアノファージの研究は衰退！ 

水圏ファージ研究の歴史(初期) 

＝淡水シアノファージ研究の歴史・ 

Suttle 2000, in “The Ecology of Cyanobacteria”  



水圏ファージの研究（現在） 

＝海洋シアノファージ研究 
1989 ウイルス様粒子が大量に存在（＞107粒子/mL） 

Bergh et al. Nature 340:467-468.  

1990 Synechococcusに感染するファージの発見 
Suttle et al.Nature 347:467-469. 

1993 Synechococcusに感染するファージの分離 
      高密度の感染性シアノファージ（＞105感染単位/ｍL） 

Suttle and Chan. Mar.Ecol.Prog.Ser.92:99-109.   
Waterbury and Valois. Appl.Environ.Microbiol.59:3393-3399. 

Wilson et al. Appl.Environ.Microbiol.59:3736-3743. 

2002 シアノファージのゲノム解読 
Chen &Liu Appl. Environ. Mirobiol. 68:2589-2594. 

2003 シアノファージゲノムに光合成関連遺伝子 
Mann et al. Nature 424:721. 

2003 様々な宿主域を持つ多様なシアノファージ 
Sulivan et al. Nature 424:1047-1051. 

 

2005以降 さまざまなシアノファージのゲノム解読 
     ファージの遺伝子プールとしての機能 

Sulivan et al.PLoS Biol 3:e144など 



Suttle. Nature  2005. 

DOC 

Primary producer 

Bacteria 
Viral shunt 

Protist 

Viral shunt 

ウイルスは感染・溶菌を通じて、炭素、栄養塩といった
地球科学的物質循環に影響を及ぼす 



Viral genetic diversity is extremely high !  
     Suttle. Nature  2005. 

 “Every time we sequence it,  

  we run into the unknown.” 
—Forest Rohwer 

   Hamilton  Nature 441: 683-685(2006) 

The Third Age of Phage  
Mann PLoS Biol. (2006) 

Viruses also may represent  

the greatest potential genetic resource  

in the biosphere. 

ウイルスは巨大な遺伝子プール 



ファージの増殖戦略 
  
自ら代謝しないがゆえに、 
 宿主の複製機能・代謝機能の利用の仕方は 
  多様である  

→T4や他のシアノファージの情報が 
 当てはまらない   

Host-like gene の存在   



アロフィコシアニン 

フィコシアニン 

チラコイド膜 

PSII 

PBSが分解 

Ma-LMM01ゲノムにnblAが存在する 

PBS：光をPSIIに取り込む色素アンテナ 

・過剰な光エネルギーの吸収を抑える（PSIIの保護） 
・新たな環境に順応するために必要な 
         タンパク質合成の際のN源となる 

nblA (non-bleaching): 

・フィコビリソーム（PBS）を有するラン藻、紅藻に存在 
・栄養塩制限時のPBS分解に関与（bleaching, chlorosis) 

  （分解過程については未解明） 



既知のシアノファージとMa-LMM01の増殖戦略 
→PSIIの保護(光合成系の維持）  

光量が小さい環境 

強光環境 

深 

浅 

psbA：PSIID1タンパク質 
代謝回転の速いD1を補う 

海洋 湖・池 

ガス胞による浮上能 

Yoshida et al. J. Bacteriol. 190,1762-1772(2008).  

Synechococcus 
Prochlorococcus 

宿主の環境 

ファージの戦略 

nblA：PSII色素アンテナの分解 
捕捉する光エネルギーを抑制 

Microcystis 



Myoviridae: long contractile tail 
→T4 

Siphovirae : long non-contractile tail 
→λ 

Podoviridae : short non-contractile tail 
→T7 

5100 bacterial viruses 
    4950 phages (96%) are tailed 
        186 phages (3.6%) are not tailed  

Ackermann HW. Arch Virol. 2001;146(5):843-57. 

シアノファージの形態 



DNAを構成する塩基はアデニン、グアニン、シトシン、
チミンの四種類あり、それぞれ A, G, C, T と略す。 
 
2本の逆向きのDNA鎖は、相補的な塩基 （A-T, G-C）
による水素結合を介して、全体として二重らせん構
造をとる。この相補的二本鎖構造をとることが複製
を可能とし、遺伝情報を伝えていく上で決定的に重
要な点である。 

DNA（デオキシリボ核酸）ヌクレオチドの繰り返し 
ヌクレオチド：デオキシリボース+塩基+リン酸 

DNAは遺伝情報の担い手 



ゲノム (genome)  
「ある生物をその生物足らしめるのに必須な遺伝情報」 
＝その生物の遺伝子の総和 
＝全染色体を構成するDNAの全塩基配列 

遺伝子 
遺伝情報の最小単位=1つのタンパク質の情報 
（ただし蛋白質をコードしない遺伝子も） 
タンパク質のアミノ酸配列情報 
タンパク質の発現時期と生産量を制御する調節遺伝子 

→ 

ある生物に特徴的な遺伝子配列があれば、 

遺伝子配列から生物を特定できる 



（微生物は肉眼で見えない生物の総称） 

顕微鏡で拡大 増殖を制御する 純粋分離 

コッホ パスツール レーベンフック 

微生物研究法の基礎 

DNAを標的とした分子生物学的手法 
→DNAが遺伝子の実体 
 



→1993年ノーベル化学賞 キャリー・マリス   

ある2本鎖DNAを熱で1本鎖に分離し、 
その1本鎖DNAとプライマーを相補的に結合させる。 
DNAポリメラーゼはプライマー以降の配列を伸長させる
ので、1本鎖DNAはこの反応によって2本鎖DNAになる。
このような操作を繰り返すとDNA分子の数が繰り返すた
びに2倍に増える。 

プライマー：増幅の対象となるDNA配列の先頭と終端に対応す
る2つの短い配列 

PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）とは 

目的のDNA断片を 
百万倍のオーダーに増幅する技術 



PCR法を応用した遺伝子コピー数の定量化 

PC
R産

物
量
 

サイクル数 

PCR産物量は、反応とともにプライマー・基質の枯渇とともに、 
一定の値に収束する。 
増幅産物の量は初期型量を反映しないため、 
PCR法では初期鋳型量を定量することはできない 

A 
B 

初期鋳型量 B＞A 
サイクルXでの産物量 
A=B X 

リアルタイムPCR法で目的のDNA濃度が測定できる 
PCR反応液に蛍光試薬を加えて反応産物をモニターする。 



淡水域でラン藻のブルーム→アオコ（青粉） 
                   表面集積 

・飲料水のカビ臭 
 
・浄水場の濾過閉塞 
 
・魚類の斃死 
 
・観光地の景観の低下 

様々な問題点を持つ 

2003年8月 福井県三方湖 



ミクロキスティス・エルギノーサ 
Microcystis aeruginosa  

日本を含む世界各地の湖沼で普通に見られる 

（日本では関東から九州・沖縄まで分布） 
 

球形単細胞、群体を作る 
 

アオコを形成する 
 

いくつかの形態種→一種に統合  
 

ミクロシスチン産生能 

細胞が集まって群体をつくる 

ミクロキスティスによるブルーム 



 Head 86 nm, Tail 90-227 nm 

 Myoviridae 

 Burst size 50-170 

   Latent period 6-10 hr 

 Strain specific  

 dsDNA, 162 kbp 

  (Microcystis aeruginosa – Lake Mikata Myoviridae) 

(Yoshida et al., Appl. Environ. Microbiol. 72:1239-47, 2006) 

50 nm 50 nm 

contracted elongated  

phage-infected cell 

Cyanophage Ma-LMM01 

500 nm 

Infected cell 

→新規アオコ防除技術の開発に向けたシーズ 

Control 

Lysis 

Infection 



ラン藻が作る毒素 

ミクロシスチン    Microcystis, Anabaena,      
肝臓毒、ペプチド   Planktothrix, Nostoc            
 
ノジュラリン   Nodularia       
肝臓毒、ペプチド 

 
シリンドロスパーモプシン Cylindrospermopsis,  
肝臓毒、アルカロイド   Aphanizomenon 
            
サキシトキシン   Anabaena, Aphanizomenon,  
神経毒、アルカロイド   Cylindrospermopsis            
 
アナトキシン   Anabaena, Aphanizomenon,  
神経毒、アルカロイド   Cylindrospermopsis,  
     Planktothrix    

毒の種類 原因となる藍藻 



ミクロシスチンとは 

７つのアミノ酸からなる環状ペプチド 
毒性  肝臓毒 
  発ガンプロモーター活性 
ヒトへの被害(透析患者60人, ブラジル,1996) 
家畜・野生動物の死亡事例 
魚介類への蓄積      
植物の成長阻害   
WHO 水質基準勧告<1 mg/L 
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・M. aeruginosa の定量 
 ①全M. aeruginosa 細胞数の定量 
   フィコシアニンオペロン内スペーサー領域（PC-IGS）  
   (Kurmayer R et al., Appl Environ Microbiol, 2003) 
 

 ②有毒細胞数の定量 
   ミクロシスチン合成遺伝子（mcyA） 
   （Yoshida M et al., FEMS Microbiol Lett, 2007） 

 
 
 

・シアノファージ（M. aeruginosa 感染性）の定量 
    鞘構造タンパク質遺伝子（g91） 
   (Takashima Y et al., Microbes Environ, 2007) 
 

PMIC: potentially Microcsyts aeruginosa infecting cyanophage 

鞘構造タンパク質 


