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研究成果の概要（和文）：環境中の99%以上の微生物は，現在の技術では培養が困難な微生物（難培養性微生
物）とされている．難培養性微生物が産生する酵素は，新たな酵素資源として大きな可能性を秘めている．そこ
で研究代表者は，環境中に豊富に存在する酵素資源への効率的にアクセスする方法として「液滴を利用した微生
物培養を介さない酵素遺伝子取得法」を考案した．本研究を通じて，「液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法」を確立し，その実用性・有用性を実証することに成功した．今後，本法の実践・応用により，
産業上有用な酵素をコードする遺伝子が多数取得され，それが新たな酵素産業の創出に結実すると考えられる．

研究成果の概要（英文）：Environmental microbes are a great source of industrially valuable enzymes 
with potent and unique catalytic activities. Unfortunately, the majority of microbes remain 
unculturable and thus are not accessible by culture-based methods. Then, I envisioned a 
culture-independent method for the identification of microbial enzyme-encoding genes using 
water-in-oil microdroplets. In this study, I established the method and demonstrated its 
practicality and usefulness. This method will facilitate the identification of genes encoding 
industrially valuable enzymes.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 現在産業利用されている酵素の大部分は
微生物由来であり，産業上有用な酵素は新規
の微生物から発見されることが多い．これま
で酵素遺伝子の取得は，環境中に生息する微
生物群集の中から，標的とする酵素を産生す
る微生物を単離・培養することから行われて
きた（以下この手法を，培養法と呼ぶ）．し
かし環境中の 99%以上の微生物は，現在の技
術では培養が困難な微生物（難培養性微生
物）とされている．難培養性微生物が産生す
る酵素は，新たな酵素資源として非常に大き
な可能性を秘めているが，培養法ではそれら
にアクセスすることができない．近年，培養
法に代わる方法として，メタゲノム法が利用
され始めている．メタゲノム法は，微生物の
分離・培養を行わずに，環境中に存在する微
生物群集のゲノムを抽出し，その中から標的
とする酵素遺伝子を取得する方法である．こ
の手法は，培養法では得られない新規の酵素
遺伝子が取得できるという利点を有してい
る．しかし，多大な時間・労力・コストを要
することに加え，それに見合うだけ成果が得
られないことが大きな問題となっている．以
上より，従来とは異なるアプローチで，酵素
遺伝子を取得する手法が必要であると考え
た． 
 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者は，環境中に豊富に存在する酵
素資源への効率的なアクセスを実現する手
法として，「液滴を利用した微生物培養を介
さない酵素遺伝子取得法」を考案した．本法
ではまず，環境中の微生物を一細胞単位で
Water-in-oil（W/O）型液滴（油中に分散した
水滴）に封入し，標的とする酵素活性を示す
微生物をスクリーニングする．次に，活性を
示す微生物を回収してその全ゲノムを増幅，
得られたゲノム情報を利用して標的酵素遺
伝子を取得する．これにより，培養を介する
ことなく，標的の酵素活性を発現する微生物
のスクリーニング・回収が可能となり，「難
培養性微生物にアクセスできない」という培
養法の最大の問題点を解決する．また，取得
するゲノムを標的の酵素活性を発現する微
生物に限定することで，メタゲノム法よりも
はるかに少ない時間・労力・コストで酵素遺
伝子の探索が可能となる．本研究では，「液
滴を利用した微生物培養を介さない酵素遺
伝子取得法」を確立するとともに，この手法
を利用して環境中に生息する微生物に由来
する新規酵素遺伝子を取得することを目指
した． 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 
液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法の概要を，図 1および以下に
示す． 
 
(1) 十字型流路を有するマイクロ流体デバ
イスを用いて，標的とする酵素に対する
発蛍光性基質（それ自身は無蛍光性であ
るが，酵素反応の結果，蛍光を発するよ
うになる基質）とともに環境サンプル中
の微生物を，W/O型液滴内に一細胞単位
で封入する． 

(2) 標的酵素を発現する微生物が存在すれ
ば，微生物あるいは W/O 型液滴内部が
蛍光を放つようになる． 

(3) 蛍光顕微鏡下でマイクロマニピュレー
タを用い，蛍光性の微生物が封入された
W/O 型液滴，あるいは蛍光性の W/O 型
液滴を回収する．遠心により W/O 型液
滴を破壊し，微生物を回収する． 

(4) 微 生 物 を 溶 菌 さ せ た 後 ， Multiple 
displacement amplification（MDA）法によ
り，その全ゲノムを増幅する． 

(5) 次世代シークエンサーを利用してゲノ
ム配列を決定し，標的酵素をコードする
遺伝子を取得する． 

 
まず，各工程の要素技術を確立・統合し，
液滴を利用した微生物培養を介さない酵素
遺伝子取得法を確立することに努めた．次に，
確立した手法を利用して酵素遺伝子の取得
を試みた． 

 
図 1 液滴を利用した微生物培養を介さない酵素
遺伝子取得法の概要 



４．研究成果 
 
(1) 液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法の要素技術の確立 
「発蛍光基質を用いて標的とする酵素活
性を示す微生物を一細胞単位でスクリーニ
ングする」，「W/O型液滴から回収した微生物
のゲノムを MDA 法により増幅する」などの
要素技術を確立・統合し，液滴を利用した微
生物培養を介さない酵素遺伝子取得法を確
立した． 
 
(2) 液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法の実践 
液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法を利用して，海水中の微生物
由来 β-グルコシダーゼ（BGL）遺伝子の取得
を試みた．表層および深海の海水を BGL の
発 蛍 光 基 質 （ Fluorescein 
di-β-D-glucopyranoside）とともに液滴に封入
した．蛍光性の微生物（図 2）を，表層の海
水より 4種，深海の海水より 5種回収し，そ
のゲノムを増幅した．このうち 6種（表層海
水: 2種，深海海水: 4種）のゲノム増幅産物
から，small subunit rRNA（16S rRNA）遺伝子
を増幅することに成功した（図 3）．それぞれ
の配列をもとに分類学的帰属を行ったとこ
ろ，いずれも海洋性バクテリアに由来すると
推定された．またこのうちの 3種は，これま
でに単離されていないバクテリアであると
考えられた（表 1）． 
 

 
図 2 BGL活性を示す微生物の検出 
左は明視野像，右は蛍光像．矢頭で示した輝点が
BGL活性を示す微生物．スケールバーは，20 μm． 
 

 
図 3 ゲノム産物を鋳型にした 16S rRNA遺伝子
の PCR増幅 
Lane M, 分子量マーカー（λ/EcoT14 I）; lane 1–4, 表
層海水から得られたゲノム増幅産物; lane 5–9, 深
海海水から得られたゲノム増幅産物．表層海水か
らは 2種，深海海水からは 4種の 16S rRNA遺伝
子が増幅した． 
 

表 1 16S rRNA配列に基づく SAGの分類学的帰
属 
 

Lane SAG Taxonomy 
Sequence identity to the 

closest relatives (%) 

2 A 
Planctomycetaceae 

bacterium D2 
96 

4 B OM182 bacterium D4 96 

5 C Colwellia sp. D5 99 

7 D Colwellia sp. D7 99 

8 E 
Colwelliaceae 

bacterium D8 
96 

9 F 
Flavobacteriaceae 

bacterium D9 
98 

 
分類学的帰属は，SILVAを用いて行った． 
 
 6 種類のゲノム増幅産物（それぞれを
SAG_A, SAG_B, SAG_C, SAG_D, SAG_E, 
SAG_F と呼ぶ）のシークエンス解析を行い，
14 種類の BGL 遺伝子を同定することに成功
した（表 2）．このうち 12種類は既存の BGL
配列との同一性が 52–74%であり，本手法の
利用により新規性の高い遺伝子配列の取得
が可能であることが示された． 
 
表 2 BGL遺伝子産物の特徴 
 

BGL Origin Most homologous protein 
Identity 

(%) 

BGL1B1 SAG_B 
BGL from Arthrobacter 

chlorophenolicus* 
56 

BGL3B1 SAG_B 
BGL from Caulobacter sp. 

URHA0033 
52 

BGL1C1 SAG_C 
BGL from Colwellia 

psychrerythraea 
74 

BGL3C1 SAG_C 
BGL from 

Pseudoalteromonas rubra 
63 

BGL3C2 SAG_C 
BGL from Colwellia 

psychrerythraea 
67 

BGL1D1 SAG_D 
BGL form Colwellia 

psychrerythraea 
74 

BGL3D1 SAG_D 
BGL from Colwellia 

psychrerythraea 
68 

BGL1E1 SAG_E 
BGL from Colwellia 

piezophila 
70 

BGL1E2 SAG_E 
BGL from 

Pseudoalteromonas marina 
72 

BGL3E1 SAG_E 
BGL from Colwellia 

psychrerythraea 
68 

BGL3F1 SAG_F 
BGL from Polaribacter sp. 

Hel1_33_49 
95 

BGL3F2 SAG_F 
BGL from Polaribacter sp. 

Hel1_33_49 
99 

BGL3F3 SAG_F 

BGL from 

Phaeodactylibacter 

xiamenensis 

63 

BGL3F4 SAG_F 
BGL from Polaribacter sp. 

Hel1_33_49 
73 



相同性解析は，BLASTP を利用して行った．
*Functionally characterized 
 
(3) 液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法の深化 
難培養性バクテリアであるChloroflexi門の

CL500-11系統バクテリアは，稀有な酵素遺伝
子を多数有しているとされている．そこで
Fluorescence in situ hybridization法により染色
した CL500-11 系統バクテリアを，先と同様
の方法で回収し，そのゲノム情報から様々な
酵素遺伝子を得ることを試みた．その結果，
新規性の高い制限・修飾酵素，ペプチダーゼ，
非リボソーム型ペプチド合成酵素などの酵
素遺伝子の部分配列が見出された． 
液滴を利用した微生物培養を介さない酵
素遺伝子取得法を，高分子分解酵素のように
発蛍光性基質が存在しない酵素の探索にも
適用できるよう，液滴の物性を指標にした酵
素活性の検出法を開発した． 
 
本研究を通じて，液滴を利用した微生物培
養を介さない酵素遺伝子取得法を確立し，そ
の実用性・有用性を実証することに成功した．
また，液滴を利用した微生物培養を介さない
酵素遺伝子取得法を深化させ，その適用範囲
を拡大させることに成功した．今後，本法の
実践・応用により，産業上有用な酵素をコー
ドする遺伝子が多数取得され，それが新たな
酵素産業の創出に結実すると考えられる． 
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