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研究成果の概要（和文）：本研究によりアプタマーを用いて生菌状態の微生物をモニタリングできる技術の開発
に成功した。アプタマーは系統学的に狭い範囲での検出も可能であり、また広い範囲での検出も可能である。こ
のような性質を持つアプタマーを用いれば標的の微生物を任意に決定でき、その微生物をDNA抽出を伴わない方
法で追跡することが可能になると思われる。本研究ではreal-time PCR法への応用を検討したが、これらをフロ
ーサイトメトリーへ応用することで未培養微生物の分離培養にもつなげることができると思われる。今後の研究
の進展が期待される。

研究成果の概要（英文）：This study has successfully developed a technique for monitoring viable 
microorganisms using aptamers. Aptamers can be detected in a phylogenetically narrow or broad range.
 Aptamers with such properties could be used to arbitrarily determine the target microorganisms and 
track them in a manner that does not involve DNA extraction. In this study, we examined the 
application to real-time PCR, and we believe that the application to flow cytometry will lead to the
 isolation and cultivation of uncultivated microorganisms. Further progress in this research is 
expected.

研究分野：水環境工学

キーワード： シングルセル解析　遺伝子工学的手法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アプタマーによる生菌検出技術が開発されることで、複数種の微生物同士による競合、共生の様子など、時間を
追って変遷していく微生物の生態をモニタリングですることが可能になる。また、環境中の任意の微生物を生菌
状態でラベル化できれば、マニュピレーター等で回収すれば分離培養につなげることも可能となる。この様なコ
ンセプトで利用できるシングルセル解析技術は今のところなく、本研究はシングルセル解析を次のステージに押
し上げる極めて重要な技術になると思われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
微生物を用いたバイオテクノロジーは、今日の我々の生活の中で欠かすことのできない技術で
ある。また、近年ではバイオマスの有効利用に必要不可欠なセルロース分解酵素や環境衛生の保
全に有用なウィルス吸着タンパク質などの微生物由来の有用遺伝子が環境中から見つかってお
り、環境中にはまだ多くの未利用遺伝子資源が多数存在すると思われる。さらに地球規模の物質
循環の多くは微生物活動が深く関わっており、特に地殻や深海などの極限環境下では未だその
詳細な循環機構は分かっていない。こうした現状から、我々が新たな微生物資源を獲得する、あ
るいは環境動態を把握するには、微生物をより深く理解することが求められている。 
 微生物の生態を調べる方法としてもっとも有効な方法は、標的の微生物を分離培養すること
である。単一の微生物種にすることで、栄養要求性や倍加時間などの詳細な生態を調べることが
できる。しかしながら、これまでの研究から人工的に培養可能な微生物は全体の 1％にも満たな
いという報告があり、分離培養法にも限界があることが広く知られている。このような現状にお
いて、多くの研究者は培養法に依存しない分子生物学的手法を用いた微生物解析方法を利用し
ている。現在では、これまで利用されてきた rRNA アプローチにとどまらずメタゲノム解析や
プロテオーム解析、シングルセル解析などが用いられ、微生物が分離培養できなくても、その生
態が把握できるようになりつつある。申請者は特に微生物を視覚的に検出可能なシングルセル
解析において、その手法開発に力を入れて研究をしてきており、これまで微生物の機能遺伝子を
検出可能な超高感度 FISH 法の開発や細胞壁不要の高感度 FISH 法の開発などを行い、シング
ルセル解析技術の様々な技術的課題を解決してきた。しかし、それでもこれら解析は微生物を一
旦死滅させてから行うものであり、環境中で起きている一連の出来事の一部を切り取った解析
でしかない。特にバイオフィルムの形成などのような複数種の微生物が時間を追って変遷する
場合においては、切り取った一部は理解できてもその後の様子を追跡できないという問題があ
る。また、死滅させた状態での解析では、仮にマニュピレーターやレーザーピンセットなどで
個々の細胞を回収することができても、それを分離培養法につなげることができない。 
 本研究ではこれら課題を解決するために微生物を生きたままの状態でモニタリングできない
かと考え研究を行ってきた。そこで着目したのがアプタマーである。アプタマーは、一本鎖核酸
がより安定的な構造を取るために自分自身で高次構造を形成することで、特定の物質と高い親
和性をもって結合できる機能をもった物質である。アプタマーは、従来の抗原抗体法に比べ小さ
い分子量で作成でき、抗体よりも高い親和性を発揮するなどの利点が報告されている (Bunka 
at al., 2006)。これまでにアプタマーは特定の物質を検出するためのバイオマーカーなどに用い
られてきた。申請者は、このアプタマーを用いて微生物を生きたままシングルセルレベルで検出
する技術開発を目指し、研究を行ってきた。これまでの研究により、アプタマーを用いて微生物
を可視化するところまでは成功したが、系統分類学的に近縁な微生物同士を識別して検出する
までには至らなかった。しかし、2014年に Gediら Cell-SELEX法を用いて高い特異性をもっ
て微生物を検出できるアプタマーを報告した (Gedi et al., 2014)。この Cell-SELEX法は、アプ
タマー製造方法の一つである SELEX 法に非対象の細胞を混ぜ合わせるステップを加えること
で特異性を飛躍的に高めた方法である。この方法を用いれば、これまでの FISH法の様に系統分
類学的に識別して目的の微生物を検出できるアプタマーが合成可能と思われる。 
 
２．研究の目的 
これら背景を受け、本研究では、標的微生物をラベルし生菌状態でその挙動をモニタリングで
きる次世代シングルセル解析技術の開発を目的とした。具体的には、Cell-SELEX法を用いた方
法で標的微生物に特異的に結合するアプタマーを合成し、標的微生物を生菌状態で培養しなが
ら、その挙動を追跡できる技術を開発する。その挙動の追跡には real-time PCR法を用いる。 
 アプタマーによる生菌検出技術が開発されることで、複数種の微生物同士による競合、共生の
様子など、時間を追って変遷していく微生物の生態をモニタリングですることが可能になる。ま
た、環境中の任意の微生物を生菌状態でラベル化できれば、マニュピレーター等で回収すれば分
離培養につなげることも可能となる。この様なコンセプトで利用できるシングルセル解析技術
は今のところなく、本研究はシングルセル解析を次のステージに押し上げる極めて重要な技術
になると思われる。 
 
３．研究の方法 
(1) 短い DNA 断片の適切な PCR 条件の検討 
 新規 SELEX 法を開発するにあたり、既存の SELEX 法のプロトコルを参考に実験条件の検討を
始めたが、PCR 増幅が十分に反応せず、充分量の PCR 産物が確保できなかった。アプタマーは、
プライマーが結合する領域とランダム配列領域の約 80 塩基ほどの短い DNA 断片であり、通常の
PCR の条件では反応が起こりにくいと考えた。そこで PCR の反応温度、プライマー濃度や Mg 濃
度などの諸条件を検討したところ、プライマーの濃度が最も重要であり、濃度を既報の 2倍に上
昇させると PCR 産物の収量が大幅に増加することがわかった。 



(2) 希釈された細菌の最適な DNA 抽出方法の検討 
 新規 SELEX 法では、細菌とアプタマーが結合した状態で如何に少量の状態まで希釈できるか
が重要になってくる。そこでどの DNA 抽出キットを用いて、どのくらいの希釈サンプルで DNA が
抽出可能か検討した。市販されている DNA 抽出キットの中から特に少量の細胞を対象としてい
るものをいくつか選び、105cell から 100cell までの希釈サンプルを作成し、DNA 抽出後、V4 領
域のプライマーペアで PCR を行い、抽出限界を模索した。結果、Macherey-Nagel 社の
NucleoSpin®Tissue を用いることで 102cell のサンプルでも DNA が抽出可能であった。 
 
(3) 微生物の選定 
 DNA 抽出が難しい細菌群であり尚且つ Biosafety Level の低いものを目的微生物とし、独立行
政法人製品評価技術基盤機構（NBRC）で Pseudomonas putida、Staphylococcus epidermidis、
Bacillus sp.の 3 種類の微生物を購入し、培養した。また 3種類の微生物に結合することがわか
っている既報のアプタマ－として STC-03、STC-012 を購入し実験を行った。 
 
(4) 各微生物の PCR 増幅条件について 
 PCR は TaKaRa の TB Green Fast qPCR Mix のプロトコールに準拠した。PCR サイクル条件は以
下に示す方法で行った。まず熱変性を 95℃で 7分行った後、95℃30 秒、60℃90 秒、72℃60 秒の
ステップを 35回サイクル行い、72℃で 10 分の伸長反応を行なった。各微生物の反応条件は PCR
反応のアニーリング温度の条件を変えることで行った。Pseudomonas putida の場合は 60℃で、
Staphylococcus epidermidis、Bacillus sp.の場合は 50℃で行った。 
 
４．研究成果 
(1) Staphylococcus epidermidis の追跡 
 Staphylococcus epidermidis を培養し、段階希釈したサンプルを用いて、それらを DNA 抽出
を行わずにアプタマーで検出する実験系を作成した。結果、Staphylococcus epidermidis をア
プタマーで検出することが可能であった。次に検出限界を調べるために段階希釈のどの段階ま
で検出可能か検討した。結果を図 1に示す。結果、PCR での検出では 101cell/mL のサンプルでも
増幅は見られたが、検量線からは大きく外れる結果となった。これら結果から検出限界は
102cell/mL とした。また検量線から Cp=3.87log(q)+36.56、E=1.813、r2=0.9979 の結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

(2) Pseudomonas putida の追跡 
Pseudomonas putida を培養し、段階希釈したサンプルを用いて、それらを DNA 抽出を行わずに
アプタマーで検出する実験系を作成した。結果、Pseudomonas putida をアプタマーで検出する
ことが可能であった。次に検出限界を調べるために段階希釈のどの段階まで検出可能か検討し
た。結果、PCR 増幅の確認から検出限界は 102cell/mL とした。 

 

(3) Bacillus sp.の追跡 

Bacillus sp.を培養し、段階希釈したサンプルを用いて、それらを DNA 抽出を行わずにアプタ
マーで検出する実験系を作成した。結果、Bacillus sp.をアプタマーで検出することが可能であ
った。次に検出限界を調べるために段階希釈のどの段階まで検出可能か検討した。結果を図 2に
示す。検討の結果から検出限界は 102cell/mL とした。また検量線から Cp=4.77log(q)+46.53、
E=1.621、r2=0.9837の結果を得た。 
 

 

図 1 Staphylococcus epidermidis の段階希釈における Real-time PCR 法での検出 



 

 

 

(4) まとめ 
 本研究によりアプタマーを用いて生菌状態の微生物をモニタリングできる技術の開発に成功
した。アプタマーは系統学的に狭い範囲での検出も可能であり、また広い範囲での検出も可能で
ある。このような性質を持つアプタマーを用いれば標的の微生物を任意に決定でき、その微生物
を DNA 抽出を伴わない方法で追跡することが可能になると思われる。本研究では real-time PCR
法への応用を検討したが、これらをフローサイトメトリーへ応用することで未培養微生物の分
離培養にもつなげることができると思われる。今後の研究の進展が期待される。 
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図 2 Bacillus sp.の段階希釈における Real-time PCR 法での検出 
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