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研究成果の概要（和文）：海綿動物内には有用化合物を産生する細菌種が多く共生し、その分離培養が求められ
ている。しかし、海綿動物の細菌叢は多様多種、そして多くは未知・難培養性であるため、従来の技術ではこれ
らの細菌を生細胞そして特異的に分離することが非常に困難である。この問題を解決すべく、本研究では、膜透
過性ペプチドを用いた核酸細胞内導入手法を原理とした新規種特異的生細胞染色識別単離法（LIVE-FISH法）の
開発を行った。さらに、分離した細菌からその遺伝的特性や性質をドラフトゲノムレベルで解明可能な手法も確
立した。本研究成果より、海綿動物の細菌叢から今までアクセスしにくい希少および有用性細菌の分離が大いに
期待できる。

研究成果の概要（英文）：Marine sponges hosts numerous natural compound producing microbes that are 
crucial to industry and pharmaceutics. Although highly diverse, majority of these microbes are 
uncultivable, their genetic features unknown and are inaccessible using conventional methods. To 
overcome this challenge, in this research, we established a live cell species specific staining 
technique, termed as LIVE-FISH targeted to identify and promote the isolation of such microbes. 
Furthermore, we also established a pipeline to elucidate the genetic traits of these microbes. We 
believe that LIVE-FISH will revolutionize the exploitation of natural compound producing microbes in
 the near future.

研究分野：バイオテクノロジー、微生物生態学、生物工学（微生物）

キーワード： 難培養性微生物　微生物の単離

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
産業および医療分野においては、プロセスの高速化・最適化あるいは新薬開発には微生物は不可欠である。また
次世代シーケンサーの解析により海綿動物内を初め、環境にはまだ開拓されていない有用性微生物が多く生息し
ている。しかし、環境微生物の多くは未知あるいは難培養性であることから、従来の技術ではこれらの有用性細
菌はアクセスできない。本研究で開発したLIVE-FISH法は生細胞かつ種特異的にターゲットの細菌を識別できる
ことから、今まで課題とされていた環境微生物の有効利用を解決できると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
海綿動物からは、生理活性の高いそして有望なリード化合物が多く単離されている。しかし、

天然に存在している海綿動物から直接これらの化合物を獲得するには量的に限りがある。さら
に自然環境変化による種絶滅の進行が天然からの採集をますます困難とさせ深刻な問題となっ
てきている。一方で、メタゲノム解析技術により、多くの有用化合物の生合成遺伝子クラスター
が海綿動物の細菌叢から発見され、これらの有用化合物の真の生産者は海綿動物内の共生細菌
であると示唆された。すなわち、これらの化合物の産生菌を単離し、さらに培養が可能となれば、
天然資源に頼らない有用化合物の安定的生産や重要な資源の確保と長期的保存が可能であると
考えられる。 
しかし、海綿動物内の共生細菌は多種多様であり、また多くが未知そして難培養性であるこ

とから、メタゲノム解析技術だけでは、細菌叢から有用化合物産生菌を特定し単離することは困
難である。近年、細菌を単一レベルで解析、そして単離可能、フローサイトメーター（FACS）
を用いた単離法を原理とした単一細胞解析技術が注目をあびている。単一細胞解析技術が応用
され始め、難培養細菌叢からあらゆる有用化合物産生菌の発見やその特性・性質が報告されるよ
うになってきた。またこの技術がより多くの産生菌の発見やゲノム解読に直結するため、ハイス
ループットスクリーニングシステムの開発として研究が勢力的に進められている。 
しかしながら、単一細胞解析技術を含め、従来の技術のほとんどは特異的に生細胞のまま目

的の細菌を単離できないことから、多くの新規有用化合物産生菌の発見はゲノムレベルでとど
まってしまい、その菌の分離培養ができない。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をもとに、海綿動物内の有用化合物産生菌を生きたまま単離・獲得し、さらに培

養および長期的保存に向けた新たなブレークスルー技術の開発を目指して、本研究では新規種
特異的生細菌染色識別単離手法、名付けて LIVE-FISH 法の開発に取り組んだ。本手法は培養可
否を問わず、ターゲット細菌を殺さずに染色することができる特長を持っているため、新規、未
知、希少などといったアクセスしにくいそして性質が未解明の細菌の単離を可能にする。この方
法は細菌単離に関わるあらゆる分野に応用ができ、世界に革命的なインパクトを与えられる技
術となることが大いに期待できる。次に、LIVE-FISH法を用いて単離した細菌の遺伝的特性や性
質をドラフトゲノムレベルで解明できる手法を確立した。 
 
３．研究の方法 
(1) LIVE-FISH法の確立 

膜透過性ペプチド（CPP）は細胞を殺さず様々な生体分子のキャリアとして膜を透過できる。
またペプチド核酸（PNA）は低温で安定的に RNAと結合できる特徴を持つ。LIVE-FISH法は CPP
および PNAを組み合わせることで、細菌を生きた状態で簡便に染色できる手法である。本手法
を実現させるために次の研究項目を実行した。 

 
① CPPの細胞内への透過効率の評価 
まず、LIVE-FISH法を多様多種な細菌に対して応用できるために、様々な細菌に対して CPP

の導入効率を評価した。CPP単体を蛍光物質（5,6-Carboxylfluorescein（5,6-FAM））で修飾し、グ
ラム陰性およびグラム陽性細菌のモデル細菌に対し、CPP の膜透過を質的・定量的に評価し、
CPPの導入可能を証明した。本研究では両親媒性の性質を持つ膜透過性ペプチド(KFF)3Kを用い
た。また、グラム陰性細菌やグラム陽性細菌のモデル細菌をそれぞれ Escherichia coli（大腸菌）
と Lactobacillus plantarum（乳酸菌）とした。次に、様々な細菌種を選定し、その透過効率を蛍光
顕微鏡及び FACSで観察・解析した。 
 
② CPP-PNAプローブの 細菌の 16S rRNAとの特異的結合の検証（in vitro） 
本手法では PNA がターゲット細菌種の 16S rRNA に特異的に結合することが必須条件であ

る。そこで、公開された細菌の遺伝子データベースやツールを利用し PNAの配列のデザインを
行った。モデル細菌は Pantoea agglomeransとした。デザインした PNA 配列はペプチドの固相合
成法を用いて CPPに結合させ、CPP-PNAプローブを合成した。合成した CPP-PNAプローブが
特異的に目的の 16S rRNA へ結合することを証明するためには、人工 RNAを用いて行い、リア
ルタイム PCR（RT-PCR）法を用いて評価した。 
 
(2) CPP-PNAプローブでラベル化されたターゲット細菌の検出および応用（in vivo） 
本実験では、②と同様 P. agglomeransをターゲットとした。②で合成した CPP-PNAプローブ

を 3 つのモデル細菌種、P. agglomerans、Acinetobacter radioresistensおよび大腸菌に導入した。プ
ローブインキュベート後、細胞を洗浄し、最終的に蛍光顕微鏡を用いてその特異性を評価した。 

 



(3) 細菌のゲノム解読法の確立 
まず、分離した細菌を凍結保存し、長期的に維持可能であるかどうかの検証を行った。また、

これらの細菌をデータベース化し、カルチャーコレクションとして保管した。次に、保管した細
菌からゲノム抽出を行い、Oxford Technologies 社の Nanopore 次世代シーケンサーを用いてゲノ
ム解読を行った。得られた Nanoporeのリードは情報科学的に処理し、ドラフトゲノムをアセン
ブルした後、遺伝子の同定を行った。最終的に獲得した遺伝子情報をデータベース化した。 
 
４．研究成果 
(1) CPPの細胞内への透過効率の評価および最適化 

大腸菌および乳酸菌に対して FAM
修飾された(KFF)3K（(KFF)3K-FAM）の
プローブを導入した結果、大腸菌は
48%、乳酸菌は 10%程度の導入効率だっ
た。それぞれの細菌に対して、(KFF)3K-
FAMプローブの導入効率が低かったた
め、その導入効率を高めるために、CPP
の導入条件の最適化を行った。結果、温
度および浸透圧は CPP への細胞の導入
効率に大きく関与することがわかり、
大腸菌においては CPP の導入効率を
48%からほぼ 100%に上昇することに成
功した。さらに、本研究で得られた導入
条件を 10種類のグラム陰性細菌に対し
て行った結果、ほとんどの細菌種にお
いて、高い CPPの導入効率が得られた。
また、いずれの細菌においても CPP の毒性は認められなかった（図 1）。このことから CPP は
様々グラム陰性細菌に対する汎用生が高いことがわかった。一方、(KFF)3K-FAM プローブの最
適化された条件で導入実験を行った結果、その導入効率は 10%のままにとどまっていた。グラム
陰性とグラム陽性細菌は異なった膜構造を持っているため、細胞への導入効率は膜の組成およ
び構造が大きく関与していることがわかった。 
 
(2) グラム陽性細菌への CPPの導入効率の改善 
グラム陽性細菌への CPP の導入効率の向上に向けて、本研究

では新たな CPPの開発を試みた。CPPは膜を透過する過程におい
て、そのカチオン性が重要と言われているため、本研究ではカチ
オン性が高い人口アミノ酸である、オリニチン（Orn）、2,4-ジアミ
ノ酪酸（Dab）および 2,3-ジアミノプロピオン酸（Dap）に着目し
た。Orn、Dabおよび Dapの連鎖配列（n = 6, 9, 12）からなる CPP-
FAM プローブをグラム陽性細菌である Staphylococcus 
saprophyticusに対して導入し、蛍光顕微鏡および FACSで評価したところ、Dab12-FAMにおいて
は最も高い導入効率である 99.7%が得られた（図 2）。ここでは、グラム陰性細菌に続き、グラム
陽性細菌に対する汎用性が高い CPP の開発に成功した。また、Dab12-FAM を乳酸菌に対して導
入評価を行った結果、その導入効率も 99％程度であった。本結果により、CPP は導入しにくい
細菌種への応用も期待できると示唆された。 
 
(3) CPP-PNAプローブの細菌の 16S rRNAとの特異的結合の検
証 (in vitro) 

次に、目的の細菌種を特異的に識別できるためには PNA 配
列の特異性の検討及び評価を行った。合成した P. agglomeransの
16S rRNAの可変領域をターゲットとした CPP-PNAプローブを
様々な細菌の人工 RNA に対して検証を行った結果、P. 
agglomerans のサンプルのみにおいて蛍光が認められ、CPP-PNA
プローブの特異性が確認された（図 3）。in vitroの系において、
LIVE-FISH法が実証されたことから in vivoの系においても同様
な結果が得られることが期待された。 
 
(4) CPP-PNA プローブでラベル化されたターゲット細菌の検
出および応用（in vivo） 

P. agglomerans の特異的 CPP-PNA プローブを 3 つの細菌種に導入した結果、(3)の結果と同
様、P. agglomeransのみからの蛍光が認められ、in vivoの系において目的の細菌を特異的に検出
できることが示唆された（図 4）。得られた in vitroおよび in vivoの結果より、ターゲットの細菌
を生きている状態、識別できることから、LIVE-FISH法の開発を成功したと判断できた。しかし、
in vitroの系に比べ、in vivoの系での再現性が低いことが確認されている。in vivoの系では生細

図 1細菌へのCPPの導入検証。a. 多種な細菌に対するCPP
の導入確認、b. CPPの細胞に対する毒性評価。 

図 2 Dab12-FAM を用いた S. 
saprophyticus への導入。BF: 
明視野、G: 緑蛍光 

図 3 in vitro での CPP-PNAプロ
ーブの配列特異性の検証。ター

ゲット分子は多細菌種の 16S 
rRNAの人工 RNAを用いた。 



胞を対象に特異的染色を行っているた
め、細胞内の環境の違い、ターゲット
分子（16S rRNA）の立体構造などが考
えられ、これらの要因を考慮したプロ
ーブの設計が今後必要となる。 
 
(5) LIVE-FISH 法の応用に向けた取
り組み 
本研究の当初の計画では環境サン

プルに対して LIVE-FISH 法を実証す
る予定だったが、新型コロナウイルス
の影響により、サンプルの採集が不可能になったため、モデル細菌での実証にとどまってしまっ
た。ここで、LIVE-FISH法の最適化に向けて新たな取り組みとして、LIVE-FISH法の利用性をさ
らに高めるために、CPP-PNAプローブのモジュール化の可否を試みた。 
上記の (1)と(2)で得られた研究成果から CPPの導入効率はグラム陰性およびグラム陽性細菌

によって異なっていることがわかった。環境サンプルには多様多種な微生物が生息しているた
め、つまり、一つの CPP 配列のみを利用してしまうと、利用した CPP-PNAプローブは必ずしも
ターゲットとなる細菌を染色できるとは限らない。そこで、一つの PNA 配列（ターゲット細菌
に結合可能なもの）に対して複数の CPPの組み合わせ、例えば CPPA-PNA1、CPPB-PNA1など
を作成すれば、多様多種な細菌のプピュレーションからより簡便そして迅速に識別できると考
えられる。本研究では、ペプチド固相合成法を用いて CPP および PNA を分けてモジュール化
し、ネーティブケミカルライゲーション（NCL）法を用いて結合させた。その結果、CPPおよび
PNAの結合が可能であることが示唆された。そして作製した CPP-PNAプローブをモデル細菌の
P. agglomeransに導入したところ、(4)と同様に P. agglomeransから蛍光が確認された。このよう
に CPP-PNAプローブをモジュール化することで LIVE-FISH法の利用性を高めることができた。
しかし、NCL法で作製した CPP-PNAプローブの回収率が悪いため、本手法の最適化あるいは新
たな結合方法の検討が必要と考えられた。 
 
(6) 細菌のゲノム解読法の確立 
こちらの検証、本来は LIVE-FISH法を利用し、海綿動物から分離された細菌に対して行う実

験だったが、本研究期間中でのサンプルの採集ができなかったため、本研究課題開始以前、すで
に研究室で保管された単離細菌株を利用した。本実験はクロイソカイメン（Halichondria okadai）
から分離した新規 Streptomyces sp.AKML14 株に対して行った。Streptomyces sp.AKML 株のゲノ
ムを Nanoporeによりシーケンスし、Flye v2.8.2およびMedaka v1.2.1を用いてドラフトゲノムを
アセンブルした。得られたゲノムサイズは 7.8Mbpであり、遺伝子数は 7,700 程度だった。また
ゲノムの完成度を調べるために細菌のコアの遺伝子セットを BUSCOにより確認したところ、約
97%の完成度が示唆された。さらに獲得した遺伝子から二次代謝産物生合成遺伝子クラスターを
antiSMASHより探索した結果、23 個のクラスターが確認できた。このように、本研究より環境
から単離された新規微生物の信頼が高いドラフトゲノムおよび遺伝子情報の獲得が可能となっ
た。今後、実際に LIVE-FISH 法を用いて海綿動物から様々な新規、難培養性微生物の分離が可
能になった場合、本研究で確立したゲノム解読法をこれらの分離細菌に対して応用し、その特性
および性質を解明する。 

図 4 細菌種別、細胞内での CPP-PNAプローブの特異性の
検証。赤枠は P. agglomerans。 
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