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研究成果の概要（和文）：　本研究の最終目的は、ゲノム解析と網羅的表現型解析“フェノーム解析”を統合し
た次世代型スクリーニング系「ゲノム・フェノーム統合スクリーニング」の開発である。それには、1細胞の分
離法、培養法およびスクリーニング系が必要不可欠である。そこで比較的難易度の低い「真核微生物の1細胞ス
クリーニング系の確立」の試み、油脂生産酵母の高油脂変異体のスクリーニングに成功した。次に、比較的難易
度が高い「真正細菌の培養・スクリーニング系の確立」を試み、water-in-oilエマルション（油相内に水相が分
散）を用いた微生物培養法を用いて、モデル生物の培養とスクリーニングならびに環境微生物の培養と菌叢解析
に成功した。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this study is the development of a next generation 
screening system "genome-phenome integration screening system" that integrates genome analysis and 
comprehensive phenotypic analysis. For this study, one cell separation, cultivation and screening 
system are essential. Therefore, we attempted "establishment of a cell screening system for 
eukaryotic microorganisms" relatively easy . We succeeded in screening of higher lipid production 
oleaginous yeast strain. Next, we attempted "establishment of screening system for eubacteria" 
relatively difficult. We succeeded in cultivation and screening of model organisms, cultivation of 
environmental microorganisms and microbial flora analysis.

研究分野： 生物資源工学

キーワード： 微生物スクリーニング　エマルション
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 自然界において、人類が明らかにしている

微生物は約１％に過ぎない。ゲノム解析技術

の発展から、創薬および有価物などを微生物

資源から生産する動きが活性化しており、高

精度かつハイスループットなスクリーニング

系（選択・取得系）が求められている。従来、

自然界からの有用微生物のスクリーニングは、

１種類の表現型を評価軸に莫大な労力と時間

を投入して行われてきており、１つの表現型

が優れた株しか単離出来ない（図１）。環境微

生物の DNA スクリーニングであるメタゲノム

解析は、遺伝資源を取得できるがその由来と

なる微生物やその表現型は取得できない。研

究開始当初から現在まで、哺乳類細胞を対象

とした１細胞ゲノム解析が加速しているが、

１細胞における表現型の網羅的解析（フェノ

ーム解析）は、極めて困難である。これらの課

題を解決するために、多数の細胞が持つ表現

型を同時に解析することが可能な次世代型ス

クリーニング系が必要である	

 
２．研究の目的 
	 本研究の最終目的は、ゲノム解析と網羅的

表現型解析“フェノーム解析”を統合した次

世代型スクリーニング系「ゲノム・フェノー

ム統合スクリーニング」の開発である。この

次世代型スクリーニング系の基盤となる「膨

大な微生物を低コストで再現性よく培養する

技術開発」を目指し、ナノサイズの立体成型

技術を用いて、バイオミメティック加工され

たマイクロサイズかつ並列化された培養系を

確立し、ハイスループット培養技術が必要で

ある。そこでまず環境微微生物を 1 細胞を分

離した後に培養すると共に、スクリーニング

法を確立する。そこで比較的難易度の低い「真

核微生物の 1 細胞スクリーニング系の確立」

および難易度が高い「真正細菌の培養・スク

リーニング系の確立」を試みた。	

 
３．研究の方法 
(1)	真核微生物の 1細胞スクリーニング系の

確立	

油脂酵母のスクリーニング：油脂を染色する

ことができる試薬 Nile	 red を用いることで

酵母菌体内の脂肪球を染色したのち、染色し

た菌体群をセルソーター（細胞や染色体を連

続的に移動する小さい液滴の中に閉じこめ、

それに主にレーザー光を利用した励起光を照

射して生じる回折光や蛍光の大きさと波長か

ら、特定の細胞の分布の調査や特定の細胞を

分取することができる装置）を用いて分取し

た。	

	

(2)真正細菌の培養・スクリーニング系の確立	

エマルション形成：数種類の培地、油、界面活

性剤を組み合わせ、ドロップレット生成圧力

を変化させてエマルションを生成した。エマ

ルションに封入される生物数は、ポアソン分

布を用いた数値計算により、最適な菌体濃度

を算出して調節した。	

エマルションのスクリーニング：蛍光基質で

ある EnzChek	Peptidase/Protease	Assay	Kit	

(Thermo社)を用いてペプチダーゼ活性による

スクリーニングを試みた。	

菌叢解析：ビーズ破砕した菌体をフナコシ社

のセラミック／シリカ複合材により安定化と

精製を行った後、シリカカラムによって最終

精製した。PCR で増幅した 16s-rRNA 領域を

MiSeq（illumina 社）で配列解析を行い、

MacQiime によりデータ解析した	

	
４．研究成果	

(1)	真核微生物の 1細胞スクリーニング系の

確立	

真核微生物のスクリーニング系を確立する

ために、油脂生産酵母のスクリーニング方法

の検討・確立を試みた。我が国は油脂自給率

がカロリーベースで約 3%と低いため、輸入に

依存しない安定した油脂供給プロセス開発が

必要とされている。現在、新たな油脂供給源

として細胞内に大量の油脂を蓄積する微生物

が注目されている。そこで、「核微生物の１細



胞スクリーニング系」の目的の微生物機能を

「油脂生産」とし、油脂生産酵母を題材とし

た油脂生産微生物のスクリーニング方法の検

討・確立を行った。その結果、油脂を蓄積して

いる酵母細胞のみを取得することに成功した。

これより、環境微生物サンプルを Nile	red で

染色し、セルソーターを用いることで分離す

る方法を確立した。さらに、油脂酵母を紫外

線処理して突然変異を誘発させた変異株群を

スクリーニングした（図１）。	

	

	

図１	 油脂高生産変異油脂酵母株のスクリー

ニング	

	

セルソーターを用いた一次スクリーニング

（FACS 解析）の後、52 株を 96 穴プレートを

用いた二次スクリーニングに供した結果、油

脂生産性が26%向上した株が得られた。（図２）。	

	

	

図２	 油脂高生産変異株の油脂生産性	

	

この株は、生成バイオマス量を意味する乾燥

菌体重量は変わらず、油脂生産量だけが向上

していた。このことから、油脂構成関連酵素

への変異が示唆される。	

	 以上より、真核生物の１細胞スクリーニン

グ系が確立できたことから、より難易度の高

い真正細菌の培養・スクリーニング系の確立

に着手した。	

	

(2)真正細菌の培養・スクリーニング系の確立	

	 近年、water-in-oil エマルション（油相内

に水相が分散）を用いた微生物培養法が注目

を浴びている（図３）。	

	

	

図３	 エマルションを用いた微生物培養	

	

本培養法には、オイルで区切られた数万単位

の微小区画「ドロップレット」を扱えること、

ハイスループットであることおよびガス透過

性が高い等の利点がある。しかし、微生物が 1

細胞ずつ単離されたドロップレットの形成か

ら培養、解析までのメソッドが確立されてお

らず、あまり普及していない。そこで、本研究

課題の目的である「環境微生物の単離培養」

に活用するため、本法の確立を試みた。	

	 はじめに、界面活性剤、オイルの種類、培地

成分やドロップレット形成条件の検討を試み

た。その結果、直径 30〜360	µm の間でのドロ

ップレットサイズ制御と一ヶ月以上安定的な

ドロップレット形成に成功した。続いて、モ

デル微生物である大腸菌および偏性好気性細

菌Pseudoxanthomonas	mexicanaを含むドロッ

プレット形成と培養に成功した。さらに、封

入微生物数の制御および培養に成功した（図

４）。	



	
図４ドロップレット中で生育した大腸菌と P	 .	
mexicana。１ドロップレットあたり１細胞になる
ようにエマルションを形成し、1日培養。	

	

次に、側方散乱光やペプチド系蛍光基質を用

いたスクリーニング系の確立も試みた。側方

散乱光については問題なく利用できた一方、

ペプチド系蛍光基質については、酵素分解に

よって生成した蛍光物質が油層へ移行してし

まう問題が生じ、困難であった。何種類かの

基質検討した結果、酵素活性での分離（ソー

ティング）に成功した（図５）。	

	

	

図５	 蛍光ペプチド基質を用いたソーティング	

モデル微生物のドロップレット形成と培養

に成功したため、次に実際の環境微生物解析

を試みた。まず、土壌等から採取したサンプ

ルから微生物を抽出し、ドロップレット形成

と培養を試みた。培養に従いドロップレット

の崩壊する等の問題が生じたが、条件検討に

よりこの問題の克服に成功した。	

土壌微生物の培養に成功したため、エマルシ

ョン培養を用いた菌相解析の基盤構築を目的

として、土壌微生物の菌相解析を行った。培

養を介さずに土壌サンプルを直接解析した物

をコントロールとして、プレート培養、液体

培養およびエマルション培養サンプルの解析

データを比較して菌叢解析を行った。その結

果、エマルション培養は、それぞれの培地で

プレート培養・液体培養両方と異なる傾向を

示した（図６）。	

	
図６	 菌叢解析	

土,	土壌;	プレートプレート培養;		
液,	液体培養;	エ,	エマルション培養	

	

エマルション培養では、それ以外の培養法で

はほとんど成育しない微生物も複数観察され

た。例えば、ある属の微生物は、土壌中で 5.5%

の割合で存在しており、エマルション培養法

では 1.5%検出された一方で、エマルション培

養以外の培養法では多くても 0.01%程度しか

検出されなかった。エマルション培養は、他

の培養法と比べて培地成分に対する感受性が



高い傾向があるため、培地成分の調節によっ

て単離微生物を調節可能だと考えられる。こ

の解析により、サンプルの採取場所や培養条

件や、ドロップレット形成条件による菌叢の

際を明らかにできた。	
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