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研究成果の概要（和文）： 

ヒトの外界に接する部位には無数の細菌が常在しており、常在菌叢と呼ばれる生態系を形成し

ている。ヒトにおける最大の常在菌叢は腸内菌叢であり 1,000種に近い細菌が約 100兆個も存

在している。腸内菌叢は食物の消化、ビタミンなどの微量栄養素の合成や病原細菌の腸管への

定着阻害など宿主にとって有益な生理作用を及ぼしている。しかしながら腸内菌叢の大部分は

難培養性細菌で構成されており、腸内菌叢の持つ宿主への有益作用の分子メカニズムを解明す

るためにはこれら難培養菌の生物性状を明らかにする必要がある。本研究では segmented 

filamentous bacteria と呼ばれる腸内難培養性細菌の全ゲノム塩基配列を解読した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Human harbors the numerous microbes at environmentally exposed anatomical sites. 
These microbes constitute the unique ecosystem called resident microflora. Gut 
microflora is the largest microbial ecosystem in human, which contains over 100 
trillions of microbes of nearly 1,000 species. Gut microflora provides beneficial 
effects to the host through digestion of nutrients, synthesis of essential vitamins, 
and colonization resistance to enteric pathogens. However, the molecular mechanism 
of host-microbe symbiosis in the gut is largely unknown due to the fact that the 
majority of gut microflora is unculturable bacteria. It is important to disclose the 
biology of the unculturable populations to address the molecular interaction between 
the host and intestinal microbes. Herein, we determined the whole genome sequence 
of segmented filamentous bacteria that are representative gut unculturable microbes. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの外界に接する体表面には無数の微生
物が常在しており、常在菌叢と呼ばれる独特
の生態系を形成している。それぞれの常在菌
叢の菌種構成は個々の解剖学的位置におけ
る微小環境の特性に依存して異なっている。
常在菌叢における微生物間および微生物・宿
主間の相互作用の分子メカニズムは感染症
の制御やヒトの疾病の予防に関する新たな
知見を数多く含んでいることは間違いない。
ヒトの常在菌叢において腸内菌叢は最大の
微生物叢であり食物の消化、ビタミンなどの
微量栄養素の合成や腸管病原性細菌の定着
阻害など多くの有益な作用を宿主に与えて
いる。一方でこのような正常な腸内菌叢の代
謝機能をはじめとする腸管恒常性維持のた
めの様々な機能の破綻は炎症性腸疾患、大腸
がんやアレルギーなどの疾患の誘因および
増悪因子となり得る。近年では腸内菌叢の変
化が肥満の発症や精神活動に影響すること
が報告され、益々腸内菌叢の有する生理機能
に大きな関心が寄せられている。しかしなが
ら近年の 16S rDNA メタゲノム手法を用い
た菌叢解析により明らかになってきた重要
な点はヒト腸内菌叢を構成する菌群の大部
分は未同定の細菌種であり、またその大部分
が現在の培養技術では分離が困難な難培養
性細菌であることである。腸内菌叢における
代謝ネットワークや医学的に重要な有益作
用を理解するためにはこれら難培養菌の生
物性状を如何に把握するかが重要なポイン
トである。細菌の生物性状をうかがい知る有
用な手法として全ゲノム塩基配列解読があ
る。しかしながら全ゲノム塩基配列解読には
純培養した細菌からゲノム DNA を抽出する
必要があるため、従来の培養法を用いて純培
養をすることが困難な難培養性細菌につい
てはゲノム DNAを得るための手法の開発が必
要である。 

 

２．研究の目的 

難培養菌の生物性状の解析には全ゲノム塩
基配列解読が有用である。しかしながら難培
養菌は従来の分離培養による純化が困難な
ため、純化したゲノム DNAを得るための新た
な開発の手法が必要である。本研究では難培
養菌のゲノム DNAを得るための手法としてマ
イクロマニピュレーターを用いた検体から
の難培養菌の選択的回収法の開発およびマ
ウス腸管での in vivo cultivation による難
培養菌の純化とゲノム DNA の精製を試みる。
また、純化したゲノム DNAを用いてショット
ガンライブラリーを作製し、マウス腸内難培
養性細菌として広く知られている segmented 
filamentous bacteria (SFB)の全ゲノム塩基
配列解読を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では腸内難培養菌として広く知られ
ている SFB を研究対象とした。SFB の腸管
への定着が腸管 IgAの産生や腸管粘膜固有層
における T ヘルパーリンパ球サブセットの
Th17 を分化誘導することが知られており近
年大きな関心を集めていることから、その生
物性状を明らかにすることが重要であると
考え SFB を本研究における解析対象難培養
菌とした。 

(1)マイクロマニピュレーターを用いた難培
養菌の選択的回収とゲノム精製：マイクロマ
ニピュレーターは細胞に核酸を注入するた
めに用いられる機器であるが、我々はこれを
SFBを含む検体から選択的に本菌を採取する
ために使用した。径 20 m のガラスキャピラ
リーを装着した eppendorf 社の NK-2型マイ
クロマニピュレーターを使用した。まず、8
週齢の雄性 BalB/c マウスの回腸を摘出し、
30 mM EDTA 処理後、27Gの注射針を用いて回
腸粘膜上皮をシート状に剥離した。剥離した
回腸粘膜上皮には多数の SFBが付着している
ことをグラム染色で確認した。この粘膜を 3%
のクロロホルムで処理し、SFB以外の腸内常
在菌や宿主粘膜上皮細胞を溶解した後、遊離
した DNA を DNase I 処理により除去した。こ
のサンプルを位相差顕微鏡観察下で１視野
（20倍）に 10-20個程度の SFBが確認できる
ようにリン酸緩衝液で希釈し、SFBの菌体を
10、50 または 100個マイクロマニピュレータ
ーを用いて選択的に吸引した後、新たに用意
したリン酸緩衝液中に回収した。回収サンプ
ルを再度 DNase Iで処理した後、rolling 
circle amplification法により SFBゲノムを
増幅した。増幅したゲノムを鋳型に 16S rDNA
を増幅し、ダイレクトシークエンスを行った。
また、増幅 DNAを用いてショットガンライブ
ラリーを作製し、392クローンについてテス
トシークエンスを行った。 
 (2)ノトバイオートマウスを用いた難培養
菌の in vivo cultivation と純化：上記のよ
うに処理した BalB/cマウスの回腸粘膜のク
ロロホルム処理サンプルを無菌の BalB/cマ
ウスに接種し、SFB のノトバイオートマウス
を作製した。経時的に糞便を採取し、グラム
染色と 16S rDNAの PCRダイレクトシークエ
ンス法により DNAの純度を評価した。 
 (3)難培養菌の全ゲノム塩基配列決定 
上記のように作製した SFBノトバイオートマ
ウスの盲腸内容物から純化された SFBのゲノ
ムを精製し、ショットガンライブラリーを作
製した後、Sanger sequencing 法と 454 pyro- 
sequencing法を組合せることにより SFBの全
ゲノム塩基配列を決定した。得られた配列を
解析し、SFB の生物学的特徴を調べた。 
４．研究成果 
(1)マイクロマニピュレーターを用いた難培
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養菌の選択的回収とゲノム精製：腸内難培養
菌である SFBは極めて長い連鎖を形態的特徴
とするため、顕微鏡観察下で他の菌種との鑑
別が可能であり、マイクロマニピュレーター
を用いた選択的回収を試みた。8 週齢の雄性
BalB/cマウスの回腸から調整した SFBの浮遊
液から径 20 m のガラスキャピラリーを装着
した eppendorf 社の NK-2型マイクロマニピ
ュレーターを使用して SFBの菌体を 10、50
または 100個選択的に吸引し、新たに用意し
たリン酸緩衝液中に回収した（図 1）。 

図 1. SFB の選択的回収 
 

回収した SFBの菌体を鋳型として rolling 
circle amplification法により SFBゲノムを
増幅した結果、いずれのサンプルからも十分
量のゲノム DNA を増幅することに成功した
(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2.SFB ゲノムの増幅 
 
増幅したゲノムを鋳型に 16S rDNAを増幅し、
ダイレクトシークエンスを行った結果、クロ
マトグラムは単一の明確なピークを示し、得
られた配列はマウス SFBの 16S rDNAと 99.4%
の相同性を示したことから、増幅された DNA
は純度の高い SFB由来のゲノム DNAであると
考えられた。また、増幅 DNA を用いてショッ
トガンライブラリーを作製し、392クローン
についてテストシークエンスを行った。クオ
リティーの高い 271本の配列について解析し
たところ、以下で決定した SFBのゲノム配列
に 70%の配列がマッピングされ（図 3）、宿主
マウス DNAに由来する配列の混入はわずか 2
本であった。このことから、マイクロマニピ
ュレーターを用いた顕微鏡観察下での選択
的菌体回収とゲノム増幅の組合せにより、形
態的特徴を有する難培養性細菌のゲノム解
析を行うことが可能であり、本手法は難培養
性細菌の生物性状に関する情報収集に有用
であると考えられる。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. SFB ゲノムへのリードのマッピング 
 
 (2)ノトバイオートマウスを用いた難培養
菌の in vivo cultivation と純化：BalB/c マ
ウスの回腸粘膜のクロロホルム処理サンプ
ルを無菌の BalB/c マウスに接種し、SFBのノ
トバイオートマウスを作製した。経時的に糞
便を採取し、グラム染色にて純度を確認した
結果、SFBのみが腸管に定着したノトバイオ
ートマウスが作製できていると考えられた
（図 4）。また、このマウスの盲腸内容物から
抽出した DNAを鋳型にして 16S rDNA の PCR
ダイレクトシークエンスを行った結果、クロ
マトグラムは単一の明確なピークを示し、得
られた配列はマウス SFBの 16S rDNAと 99.4%
の相同性を示したことから、SFB のノトバイ
オートマウスが作製できていることを確認
した。 

図 4. SFB ノトバイオートマウスの作製 
 
(3)難培養菌の全ゲノム塩基配列決定 
上記のように作製した SFBノトバイオートマ
ウスの盲腸内容物から純化された SFBのゲノ
ムを精製し、ショットガンライブラリーを作
製後、Sanger sequencing 法と 454 pyro- 
sequencing法を組合せることにより SFBの全
ゲノム塩基配列を決定した。SFB のゲノムは
1,600,005 bpより成る 1本の環状染色体によ
り構成されており、染色体の GC 含量は 28.8%
であった（図 5）。染色体上には 1,515個の遺
伝子が同定され、70%は Clostridiales 由来
の遺伝子産物と最も高い相同性を示すタン
パク質をコードしていると考えられた。同定
された遺伝子産物を COG分類に従い機能解析
を行った結果、アミノ酸の合成(E)、ビタミ 
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図 5. SFB のゲノムマップ 
 
ンおよび補酵素の合成(H)、核酸の合成(F)に
関与する代謝経路を構成する遺伝子の大部
分が欠損しており、SFBは多くの栄養素を宿
主や腸内環境に依存しており、この事が本菌
の難培養性に密接に関与していると考えら
れた（図 6）。 

図 6. COG 分類による機能解析 
 
また、SFBのゲノム上には走化性と運動性に
関わる遺伝子領域が存在し、鞭毛の構成蛋白
質であるフラジェリンをコードする遺伝子
が 4個同定された（Fla1-4）。これらのフラ
ジェリンのうち Fla1を除く 3つについては
TLR5を介して細胞内にシグナルを伝達し、
NF-b 経路を活性化した（図 7）。 

 
図 7. TLR5 発現細胞におけるレポーター解析 
 
これらの結果から、SFBの栄養要求性に起因
する宿主への強固な付着と定着部位への遊
走に関わる分子の発現が腸管粘膜固有層に
おける Th17 の分化誘導に密接に関連してい
ると考えられた。本研究により得られた成果
は腸管内難培養性細菌の生物性状に関する
新たな知見と難培養性細菌の新たな解析手
法に関する情報を提供するものである。 
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