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研究成果の概要（和文）：本研究では、電子顕微鏡により観察される微生物の遺伝情報を獲得するための方法論
を構築することを目的とした。具体的には、微生物様構造の存在を確認した電子顕微鏡観察用の超薄切片から核
酸を抽出し、そのドラフトゲノム配列を決定するまでのプロトコールの開発を目指した。本研究によりin situ
ゲノム解析法の方法論構築という目標の各段階をおおよそ達成することができた。今後は本研究で構築された方
法論を用いて、さまざまな環境由来試料および臨床由来試料を検討していく予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a methodology for obtaining 
genetic information of microorganisms observed by electron microscopy. Specifically, we aimed to 
develop a protocol for extracting nucleic acids from ultrathin sections for electron microscope 
observation that confirmed the presence of microbial-like structures and determining their draft 
genome sequences.Through this research, we were mostly able to achieve each step of the goal of 
methodological construction of in situ genomic analysis method. We are planning to analyze various 
environmental and clinical samples using the methodology constructed in this study.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、電子顕微鏡による細胞構造解析と次世代シークエンサーによるゲノム解析を同時に行う新たな方法論
「in situ ゲノム解析法」を構築し、これまでアプローチの難しかった微生 物の遺伝情報の入手を行うもので
ある。本研究の成果により、これまで知られていなかったさまざまな生物が見出される可能性があり、生物学、
特に分類学や生物多様性の分野に大きなインパクトを与えるとともに、これまで病原的意義が不明であった微生
物の実体や性状が明らかになり、医学や獣医学の領域への大きな貢献が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

深海を含む地球環境には、いまだ同定されていない微生物が無数存在している。また、ヒト臨 

床検体において、形態学的には微生物らしきものが組織中に観察されるが培養や核酸の検出が

できず正体が不明なケースがある。  

2012 年に研究協力者の山口らは、伊豆諸島の深海から得たサンプルを電子顕微鏡観察すること

により、原核生物と真核生物の中間の細胞構造をもった微生物様構造を発見し、「パラカリオン・

ミョウジネンシス」と命名した(J Electron Microsc 61:423-431,2012)。この微生物様構造の発

見は、原核生物から真核生物への進化の謎を解く重要な知見と考えられる。また、同様の深海調

査により、形態学的に新規生物と考えられる数多くの微生物様構造を見出している(JSM 

Mycotoxins 65:81-99,2015)。このような発見は、山口が長年の経験により培ってきた凍結置換

/連続超薄切片法(70nm 毎の連続超薄切片の作製が可能)という職人技なしにはありえなかった。

しかしながら、これら微生物様構造のリボソーム DNA の塩基配列はわかっておらず、それらの進

化的位置は不明のままであった。この点について明らかにするためには、電子顕微鏡で観察した

個体そのものの核酸を解析する新規技術が不可欠である。  

飯田はこれまでに腸炎ビブリオのゲノム解析(Lancet 361:743-749,2003)をはじめ多くの微生

物ゲノム解析を行ってきたのに加え、さまざまなメタゲノム解析(Emerg Infect Dis 14:1784-

1786,2008, ISME J 8:52-62,2014,Nat Commun 5:3704,2014, Nature 532:117-121,2016, 他)に

も取り組んできている。本研究で飯田と山口のこれまでの経験、技術、知識を駆使することによ

り、これまでアプローチの難しかった微生物の遺伝情報の入手が可能となり、生物学に新たな展

開がもたらされることが期待でき、本研究を開始した。  

 

２．研究の目的 

深海を含む地球環境には、いまだ同定されていない微生物が無数存在している。また、ヒト臨

床検体において、形態学的には微生物らしきものが組織中に観察されるが培養や核酸の検出が

できず正体が不明なケースがある。本研究では、電子顕微鏡により観察される微生物の遺伝情報

を獲得するための方法論を構築することを目的とした。具体的には、微生物様構造の存在を確認

した電子顕微鏡観察用の超薄切片から核酸を抽出し、そのドラフトゲノム配列を決定するまで

のプロトコールの開発を目指した。  

 

３．研究の方法 

（１）電子顕微鏡観察用包埋樹脂からの微生物ゲノム回収法の確立  

① まず、電子顕微鏡観察用に微生物を包埋した樹脂からの、微生物ゲノム回収のための条件検

討を酵母をモデル生物として行った。通常、透過型電子顕微鏡による観察にはサンプルをオスミ

ウムアセトン液等で固定するが、微生物核酸(DNA および RNA)への影響を考慮し、エタノール、

メタノール、アセトン等での固定を試み、核酸回収効率を調べ最適な方法を検討した。また通常、

透過型電子顕微鏡による観察のための包埋にはエポキシ樹脂が用いられることが多いが、エポ

キシ樹脂を用いて包埋した場合、その後の可溶化が困難である。そこでかわりにアセトンでの可

溶化が可能なアクリル樹脂を用いた包埋を行った。これらの方法により得た酵母包埋樹脂から

の微生物核酸の抽出条件を、化学的手法 (アセトン処理等)および物理的手法(包埋樹脂の物理

的破壊等)を用いて最適条件を検討した。回収効率の検討は、酵母の ITS(internal transcribed 

spacer)領域および rRNA 遺伝子領域に対する定量 PCR により行った。  



② 回収される微生物核酸は微量であることが想定されたので、ドラフトゲノム解析にまでもっ

ていくためは、回収核酸の増幅が必要である。これまで飯田らがゲノム解析において行って来た

いくつかの全ゲノム増幅法を検討することにより、回収核酸を次世代シークエンス解析にまで

もっていくために最適な増幅法を検討した。  

③ 超薄切片からの微生物核酸の回収方法について検討を行った。本研究では電子顕微鏡観察用

の包埋樹脂から連続超薄切片を作成し、互いに隣接した一方の切片を用いて電子顕微鏡で微生

物構造の存在を確認し、もう一方の切片から微生物核酸の抽出を試みた。連続超薄切片の作製は、

山口のもつ高度な切片作製技術であり、これにより電子顕微鏡で観察している細胞そのものか

らの核酸の回収を試みた。  

 

（２）環境由来およびヒト臨床由来試料を用いた微生物ゲノム解析法の検討  

① 上記により検討した微生物ゲノム回収法を、環境由来およびヒト臨床由来試料に応用するこ

とで、本法の有効性について検討した。  

 

４．研究成果 

（１）電子顕微鏡観察用に微生物を包埋した樹脂からの微生物ゲノム回収のための条件検討を、

まず酵母をモデル生物として行った。通常、透過型電子顕微鏡による観察にはサンプルをオスミ

ウムアセトン液等で固定するが、微生物核酸への影響を考慮し、エタノール、アセトン等での固

定を試み、核酸回収効率を検討し最適な方法を決定した。回収効率の検討は、酵母の ITS 領域お

よび rRNA 遺伝子領域に対する定量 PCR により行った。いくつかの全ゲノム増幅法を検討するこ

とにより、回収核酸を次世代シークエンス解析にまでもっていくために最適なゲノム増幅法を

決定した。また、超薄切片からの微生物核酸の回収方法について検討を行った。以上により、酵

母をモデル生物として用い、電子顕微鏡観察用に微生物を包埋した樹脂からの微生物ゲノムの

回収について、ほぼ条件を確定できた。また全ゲノム増幅法のプロトコールも決定した。 

 

（２）（１）で検討された微生物ゲノム回収法を環境由来およびヒト臨床由来試料に用いること

で、本法の有効性について検討した。その結果、モデル生物としての酵母に加え、環境から採集

した微生物およびヒト臨床検体由来検体からの微生物ゲノム回収について知見を得ることがで

きた。ゲノム増幅に関しては、増幅を行うことにより非特異な配列の増幅がみられたものの、ド

ラフトゲノムを得ることが可能であった。以上のように、本研究により in situ ゲノム解析法の

方法論構築という目標の各段階をおおよそ達成することができた。ただし、当初の計画であった

海洋由来試料の解析については、平成 29 年度に海洋由来試料の入手はでき検討を開始したが、

入手できた試料が少量であり、十分な検討を完了する前に試料を使い切ってしまいゲノム解析

を行うに至らなかった。さらなる検討には追加の試料の入手が必要であったが、本研究期間中に

新たな試料の入手に至らなかった。これついては本研究において達成できなかった点であり、今

後、継続研究が必要である。 

 

今後は本研究で構築された方法論を用いて、さまざまな環境由来試料および臨床由来試料を検

討していく予定である。  
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