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研究成果の概要（和文）：本研究では、未培養微生物のゲノムをシングルセル単位で網羅的に取得する技術を高
度化し、生菌特異的なゲノム取得、完全長のゲノム取得、ウイルスゲノム取得への拡張などを達成した。また、
シングルセルトランスクリプトーム解析により不均質な細胞集団の遺伝子発現状態を網羅的に捉える技術も開発
した。加えて、ゲノム情報からファージ分子を探索し、標的細菌を特異的に検出・濃縮する分子ツールを開発し
た。これらの技術を統合することで、戦略的微生物培養プロセスを確立する基盤を形成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we advanced single-cell genomics to acquire genomes from 
uncultured microorganisms, achieving live-cell specific genome acquisition, complete genome 
acquisition, and extension to viral genomes. We also developed a single-cell transcriptome analysis 
technique to comprehensively capture gene expression in cell populations. Furthermore, we explored 
phage-derived molecules from genomic information and developed molecular tools to specifically 
detect and enrich target bacteria. By integrating these methods, we established a foundation for 
strategic microbial cultivation.

研究分野： 生物機能・バイオプロセス

キーワード： シングルセル解析　マイクロ流体デバイス　ゲノム　ファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された一連の手法は、微生物の包括的理解と新規有用微生物の発見を加速する画期的な技術であ
る。未培養微生物のゲノム取得とその情報に基づく戦略的培養は、学術的に微生物叢の多様性解明に貢献するの
みならず、産業的に新規機能開拓や有用物質生産に資する。特に、ウイルスや希少細菌の解析が可能となったこ
とで、将来的には感染症対策や環境モニタリングへの応用も期待される。本研究は、微生物資源の活用に新たな
道を拓く重要な成果である。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
微生物は、産業上有用な酵素や、抗生物質・抗がん剤・免疫抑制剤等に利用される多くの天然
物を産生する。この潜在的価値は、何万もの微生物化合物の単離を動機づけ、その一部で産業的・
臨床的価値が見出されてきた。これらの微生物培養株は、微生物研究の基礎を担う重要なリソー
スである。しかしながら現在、伝統的な微生物培養株を供給源とした天然物の発見数が減少して
おり、有用酵素や薬剤候補物等の供給を継続的に担保するためには、未だ分析されていない微生
物ニッチを探索する必要がある。未知の微生物の培養には依然として試行錯誤が必要であり、多
大な時間と労力を要する。特に、培養条件の検討には、指数関数的に増殖する微生物コロニーを
個別に判別する必要があるため、試行条件が多いほどに労働集約的な作業が求められる。 
微生物の可培養化に向け様々な取り組みの中でも、「環境微生物の内、どれくらいが培養され
ているか？」という問いについては未だ答えがない。未培養微生物の可培養化における条件とし
て、「培養法が確立された微生物に対して 16S rRNA遺伝子の相同性が 97%以上の近縁株につい
ては培養が可能である」と推定する主張と、「16S rRNA遺伝子の配列が同一でも生理特性が異な
るため、培養条件が異なる」とする主張が対立している。一方で、放線菌分離株を対象とした比
較ゲノム解析において、16S rRNA遺伝子配列が完全同一な株間でも全ゲノムレベルの相同性が
低いことや、産生する二次代謝物が異なることがすでに知られており、生理化学的性質の異なる
亜種のバリエーションを幅広く取得することが重要と考えられる。「環境微生物のどれだけが実
際に培養できるのか？」をより詳細に調査できれば、微生物資源を拡張するための新たな戦略立
案や地球環境上の培養可能生物量の推定などにも波及する知見を得ることができる。 
また、産業・医療面への応用を視野に入れた場合、工業的価値や疾病の理解等につながる有用
な微生物情報の拡充が望まれる。このためには、対象試料中にどんな微生物が存在し、どんな遺
伝子を持っているかを事前に把握して標的を選抜し、単離培養にかかるリソースを効率的に配
分することが望ましい。しかしながら、環境試料に含まれる微生物情報（例えば全ゲノム情報）
を網羅的かつ精緻に獲得することは困難であり、微生物資源化のための情報を効率的に取得し、
単離培養を戦略的に行う手段がなかった。特に未培養微生物のゲノムを網羅的に取得する手段
と、ゲノム情報を元に特定の微生物を単離・検出することをつなぐ技術が必要であった。 
 
２．研究の目的 
未培養微生物の全容解明と有用微生物の効率的な発見が求められている。この課題に対し、本
研究では 1 細胞ゲノミクスによる網羅的なゲノム取得と、得られた情報を活用した培養技術の
開発という、新たなアプローチを採用した。本研究では、1 細胞ゲノミクスを活用して、環境試
料に存在する微生物の素性を明らかにし、最適な単離法や培養法を設計する「ゲノムデータに基
づく戦略的微生物培養プロセス」を提唱し、これを実現するための基盤技術開発に着手した。「単
離培養を繰り返し、新規・有用微生物のヒットを期待する」という古典的・労働集約的な方法に
対し、我々が提唱する新法では、「新規・有用種の存在・特性を事前に検知し、培養条件を事前
に最適化して対象物を釣り上げる」という合理的な流れを採用する。対象試料中の微生物種の推
定と培養法の最適化には、未培養微生物の全ゲノム情報の網羅的取得が求められる。そこで、代
表者が開発した網羅的なシングルセルゲノム解析技術(SAG-gel)を基盤技術として用いた
(Chijiiwa et al. Microbiome 2020) (図 1)。 

SAG-gel は、多種多様な微生物集団から 1 細胞ごとに全ゲノムを解読する技術である。全塩
基配列情報が 1 細胞に由来するため、メタゲノム解析に比べて複雑な計算処理を必要とせず、
短時間でドラフトゲノムを決定できる。全遺伝子のアノテーションを行うことにより、標的の機
能を持つ微生物種の特定や代謝予測、二次代謝物産生遺伝子の推定、薬剤耐性評価等までが一挙
に可能となる。 
本研究ではまた、微生物トランスクリプトーム解析技術の開発も進めた。トランスクリプトー
ム解析は遺伝子群が活性化されうる培養条件・共発現遺伝子群を探索する上で有効である。トラ
ンスクリプトーム解析には、リ
ファレンスとなるゲノム情報が
必要であるが、そもそも未培養
微生物ではリファレンスが存在
しない。本研究でのゲノムデー
タ蓄積は、恒久的な情報資源と
しての価値を有し、ゲノム情報
の拡充とトランスクリプトーム
解析の高度化を同時に進行させ
る手段は極めて戦略的なアプロ
ーチである。 

 
 

図 1シングルセルゲノム解析技術(SAG-gel)のワークフロー 

の概要 



３．研究の方法 
本研究では、上記目的の達成を目指し、３年間の研究期間中に、下記の技術開発と実証実験を
行った。特に、研究代表者がこれまでに開発した SAG-gelの技術拡張と得られたデータを活用し
た応用技術開発を進めた。 
 
(1)シングルセルゲノム解析技術の進歩 
1-1. シングルセルゲノムデータ出力数の改良 
研究開始時点では、SAG-gelを用いて一度に数百個の微生物シングルセルゲノムデータを取得
するプラットフォームが確立していた。本研究では、試料中の細菌を網羅的に解析する事を主眼
とし、１試料当たり千個を超えるデータ取得を目指した。スループットとコストを改善したゲノ
ムデータ解析を可能とすることを目的に、反応プロセスの改良を行った。 
 
1-2. 生菌特異的なゲノム情報の取得 
本項目では、生菌選択的シングルセルゲノム解析法「PMA(プロピジウム モノアジド)-SAG-gel」
を開発した。PMA-SAG-gelでは、まず環境サンプル中の死菌や遊離 DNAを PMA 処理によって不活
化し、続く SAG-gel プロセスでゲル中の単一細胞に由来する DNA のみを選択的に増幅すること
で、生菌のゲノム情報を選択的に取得することを可能とした。 
具体的な方法として、以下の実験を行った。 
① PMA 処理が死菌の DNA 増幅を抑制できることを確認するため、加熱処理した大腸菌をモデ

ルサンプルとして用い、PMA 処理の有無による比較実験を行った。 
② PMA 処理した大腸菌とバチルス菌の混合サンプルを SAG-gelによってシングルセル解析し、

生菌選択性を評価した。 
③ ヒト糞便サンプルに PMA-SAG-gelを適用し、生残菌のゲノム解析を試みた。 
 
1-3. シングルセルからの完全長ゲノムの取得 
本項目では、未培養腸内細菌の完全ゲノム取得を目的として、シングルセル長鎖読取りシーク
エンス(scLRs)から環状シングルセルゲノム(cSAGs)を構築するパイプライン scALA (single-
cell amplified genome long-read assembly) を開発した。 
具体的な方法は以下の通りである。 
① SAG-gel を用いて、ヒト糞便サンプルから特定の細菌株の短鎖読取りシークエンス(scSRs)

と長鎖読取りシークエンス(scLRs)を数百取得した。 
② scALAを用いて、バイアス低減とコンティグアセンブリを繰り返し行うことで、scLRsから

cSAGsを構築した。 
③ 12 人分のヒト糞便サンプル(うち 2 グループは同居者)から、Anaerostipes hadrus、

Agathobacter rectalis、Ruminococcus gnavusの 3菌種の cSAGsを取得し、ゲノム構造比
較解析を行った。 

 
1-4. ウイルス１粒子のゲノム解析 
本項目では、SAG-gelの対象範囲の拡張性を評価することを目的に河川水中のシングルウイル
スゲノム解析を行った。 
具体的な方法は以下の通りである。 
① SAG-gelによりウイルス粒子を 1粒子ずつカプセル化し、カプシド溶解と WGAを行った。 
② WGA後、DNAが増幅されたゲルビーズを FACSで分離し、次世代シークエンスに供した。 
③ 東京の都市河川から採取した河川水サンプルを本手法で解析し、得られた vSAG(viral 

single-amplified genome)と vMAG(viral metagenome-assembled genome)の比較を行った。 
④ 大規模なシングルウイルスゲノム解析により異なる VC(viral cluster)間で共通して検出

されるタンパク質クラスター(PC)を同定し、遺伝子の伝播を追跡した。 
⑤ 同一ウイルス種内におけるゲノムの比較解析から、各株のメチルトランスフェラーゼ

(MTase)のプロファイルを評価した。 
 
(2)シングルセルトランスクリプトーム解析技術の開発 
本項目では、シングルセル RNA-seq (scRNA-seq) を細菌に適用するため、RamDA-seqと Cas9
ベースの rRNA除去を組み合わせたアプローチを開発した。 
具体的な方法は以下の通りである。 
① E. coliの total RNAの希釈系列を用いて、RamDA-seqと Cas9ベースの rRNA除去を評価し

た。シークエンス読取り率、遺伝子検出感度、遺伝子発現パターンの相関を解析した。 
② 固定および未固定の E. coli細胞を単離し、本手法を適用した。処理条件を最適化し、遺

伝子検出感度を評価した。 
③ 増殖段階や熱ショック処理の異なる E. coli集団に本手法を適用し、細胞状態の違いによ

る遺伝子発現の違いを解析した。 
 
(3)シングルセルゲノム情報を基盤とした特異的細菌単離技術 
本項目では、シングルセルゲノミクスを用いて未培養口腔細菌のゲノムを網羅的に取得し、得



られたゲノムからファージ由来の細胞壁結合ドメイン(CBD)を探索することで、未培養細菌の検
出・分離に利用可能なファージ由来分子の開発を試みた。 
具体的な方法は以下の通りである。 
① 健常者の唾液サンプルから SAG-gelを用いて、口腔細菌のシングルセルゲノムを取得した。 
② 取得した大量の口腔細菌ゲノムから in silicoでファージ配列を探索し、複数のレンサ球

菌(Streptococcus)由来 CBDのアミノ酸配列を同定した。 
③ 同定された CBD配列を基に、CBDと蛍光タンパク質の融合タンパク質を組換え発現した。 
④ 得られた CBD 融合タンパク質の Streptococcus 属細菌への特異的結合能を、磁気分離法と

フローサイトメトリーにより評価した。 
 
４．研究成果 
(1)シングルセルゲノム解析技術の進歩 
1-1. シングルセルゲノムデータ出力数の改良 
試料中の細菌を網羅的に解析するため、作業プロセスを再設計し、効率化を図った。その結果、
１試料当たり 2000 から 3000 個のシングルセルゲノムデータ解析が可能となった。本技術によ
り、１微生物ゲノムの解析コストを削減し、他者の追随を許さないゲノム解析技術へと改良した。
本技術を以下の項目の研究の基盤とした(Hosokawa et al. Biophys. Rev. 2024)。 
 
1-2. 生菌特異的なゲノム情報の取得 
図２に示す PMA-SAG-gelによって、死菌や遊離 DNAに由来するシグナルを除去し、生菌のシン

グルセルゲノム解析が可能となった。本手法をヒト糞便サンプルに適用し、酸素耐性のある
Bacteroides 属や Phocaeicola 属の高品質ドラフトゲノムを取得した(Hosokawa et al. Sci. 
Rep. 2022)。同一宿主内に複数の Phocaeicola vulgatus株が存在し、株間で代謝経路の違いが
見られた。本研究で開発した PMA-SAG-gelを用いることで、環境中や検体処理過程での生残菌の
単離が効率化されるだけでなく、その特性理解や生菌製剤・糞便移植のクオリティ評価、抗菌剤
処理の影響把握などへの応用が期待される。 

図２ 生菌特異的なシングルセルゲノム解析を実現する PMA-SAG-gel 
 
1-3. シングルセルからの完全長ゲノムの取得 
scALAにより、ヒト腸内細菌叢由来の 3菌種 16株の cSAGsを取得した(図３)。同居者間で共
有される株特異的な構造変異が見られた一方、同一菌種内の cSAGs はゲノム配列の相同性が高
かった。A. hadrusの cSAGsでは、10 kbpのファージ挿入、糖代謝能力の違い、各株に固有の
CRISPR-Casシステムが確認された。A. hadrusゲノムの配列類似性は、直交する機能遺伝子の保
有と必ずしも一致せず、宿主の地理的地域性が遺伝子保有と強く関連していた。本手法により、
ヒト腸内細菌叢から標的未培養細菌の完全ゲノムが得られ、ファージなどの可動遺伝因子とホ
ストのリンクを含む種内多様性の理解につながった(Kogawa et al. Front. Microbiol. 2023)。
完全長ゲノムはより深く正確な微生物機能の理解に欠かすことができないため、本手法は高精
度なゲノムを微生物機能利用に要する際に有用な手段となる。 

図３ 腸内細菌から取得した完全長１細胞ゲノムの解析事例 
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環状ゲノムの⽐較により、ファージ配列の挿⼊などの遺伝⼦構造の
違い、遺伝⼦保有の差異がよりクリアに観察可能

Carbohydrate-Active enZymes CRISPR

株特異的な配列領域はウイルス由来と推定
多くはファージ感染によることが⽰唆された

同居関係にあるヒト間では機能/配列がよく似た株が存在
Kogawa et al. 2023 Front. Microbiol.



1-4. ウイルス１粒子のゲノム解析 
SAG-gelを用いたシングルウイルスゲノミクスにより、河川水サンプルから 1431の vSAGが得
られ、同等のシーケンス深度のウイルスメタゲノム解析では 100の vMAGが得られた(Nishikawa 
et al. bioRxiv 2024)。 99.5%の vSAGは種レベルで新規であり、そのほとんどはメタゲノムア
センブリでは検出できなかった。  
大規模なウイルスゲノム取得により、異なるウイルス株間で共通して検出される PCが同定さ
れ、そのうち補助代謝遺伝子(AMG)を含む PC は、他の PC に比べ有意に高い割合で複数の VC か
ら検出された。 同一ウイルス種のゲノム比較から、各株で MTase サブタイプのプロファイルが
多様であることが明らかになり、宿主細菌の内的防御機構の回避に関与している可能性が示唆
された。本方法により、環境中の DNA ウイルスのドラフトゲノムの蓄積が加速し、ウイルスの実
態解明に貢献すると期待される。またこれらのデータは、後述する項目(3)におけるウイルス由
来細胞認識ツールの開発にも有用なデータとなる。 
 
(2)シングルセルトランスクリプトーム解析技術の開発 
RamDA-seqと Cas9ベースの rRNA除去を用いることで、

1 細胞分に相当する 0.2 pgの細菌 RNAから、再現性が高
く偏りのない遺伝子発現情報が得られた。固定 E. coli 1
細胞から、E. coliゲノムの約 24%に相当する 1000以上
の遺伝子が検出され、従来法と比較して少ないシークエ
ンス量で高感度の遺伝子検出が可能となった。本手法に
より、対数増殖期、定常期、熱ショック処理した E. coli
集団の 1 細胞レベルでの遺伝子発現の違いが明らかにな
った(図４)。本手法は、これまで検出できなかったレベル
で 1 細胞内の遺伝子発現のバリエーションを捉えること
ができる実用的なアプローチである。本研究で開発され
た高感度な細菌 scRNA-seq 法(Nishimura et al. J. 
Biosci. Bioeng. 2023)は、希少な細菌サンプルの解析に
特に適しており、スループットの改善によって環境中や
宿主内の細菌叢の不均一性解析への応用が期待される。 
 
(3)シングルセルゲノム情報を基盤とした特異的細菌単離技術 
2 名の健常者由来唾液サンプルから 742 の口腔

細菌ゲノムを取得し、そのうち 437 がレンサ球菌
属細菌のゲノムであった。レンサ球菌ゲノムから
23の CBD候補配列を同定し、最終的に 6種類の CBD
配列を融合タンパク質発現に使用した。各 CBD 融
合タンパク質は、図５に示すようにレンサ球菌属
の特定の種に対して特異的に結合した。中でも
ST1192 CBDは幅広い種に強く結合した。唾液由来
細菌懸濁液から、ST1192 CBDを修飾した磁気ビー
ズを用いてレンサ球菌属細菌を選択的に分離・濃
縮し、分離後の細菌を培養できることを示した
(Hosokawa et al. J. Biosci. Bioeng. 2023)。本
研究のアプローチにより、未培養グラム陽性細菌
を選択的に捕捉・検出する分子を人工的にデザイ
ンするプロセスが加速すると期待される。本手法
で得られる分子は、有益菌や病原菌の分離や生体
内検出への応用が期待される。 
 
本研究では、未培養微生物のゲノムをシングル

セル単位で網羅的に取得する技術を高度化し、生
菌特異的なゲノム取得、完全長のゲノム取得、ウ
イルスゲノムへの拡張などを達成した。また、シ
ングルセルトランスクリプトーム解析により不
均質な細胞集団の遺伝子発現状態を網羅的に捉える技術も開発した。加えて、ゲノム情報からフ
ァージ分子を探索し、標的細菌を特異的に検出・濃縮する分子ツールを開発した。これらの技術
を統合することで、戦略的微生物培養プロセスを確立する基盤を形成した。本研究で開発した一
連の手法は、１細胞ゲノミクスの技術的発展に大きく貢献するのみならず、未知の有用微生物の
発見を加速し、学術および産業分野に広くインパクトを与えうるものである。今後、本手法のさ
らなる改良と環境サンプルへの適用を進めることで、微生物由来の新規機能開拓につなげてい
きたい。 

図４ 細菌 scRNA-seqと他法の
検出遺伝子数の比較と各細胞集団
の遺伝子数発現パターンの比較 

図５ 口腔細菌ゲノム中にコードされるフ
ァージ分子(CBD)のレンサ球菌属細菌への
結合性の評価。GFP融合 CBDを利用。 
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