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研究成果の概要（和文）：本研究では、アンプリコンPCRベースで16S rRNA遺伝子と機能遺伝子をリンクづけて
解析する技術の開発を行い、環境サンプルに存在する未培養メタン酸化細菌の系統を明らかにすることを目的と
した。純粋菌株を用いた実験では、エマルジョンを用いた遺伝子結合PCRを実施し、その精度を評価した。環境
サンプルの調査では、土壌サンプルにおいて未培養メタン酸化細菌の割合が多いことがわかった。遺伝子結合
PCRをそのサンプルへ適用し、1種類の未培養メタン酸化細菌の系統（16S rRNA遺伝子）を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed an emulsion fusion PCR to link between 16S rRNA gene and 
functional gene. The fusion PCR was evaluated using a pure cultures experiment. And an uncultured 
methanotroph is discovered in forest soils as high population. We applied the developed tool to the 
sample and determined the phylogeny of the uncultured methanotroph.

研究分野： 微生物生態学、環境工学

キーワード： 16S rRNA遺伝子　pmoA遺伝子　メタン酸化細菌　遺伝子結合PCR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
温室効果ガスであるメタンは地球上の至るところから発生している。一方で、メタンを温室効果ポテンシャルの
低い二酸化炭素に変換する微生物（メタン酸化細菌）も地球上に数多く存在する。このメタン酸化細菌の多くは
未知微生物として知られている。本研究では、これらの微生物を検出し、その生態系を解明することを目的とし
ている。本研究の成果は、未知微生物の生態を明らかにし、地球上の未だ不明なメタン循環の理解に貢献でき
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 原核微生物の生理学的機能と分子系統分類は基本的かつ重要な情報であるにも関わらず、分
離培養やゲノム解析などを介さないと、その両者を関連付けて把握することはできない。しかし
ながら、大規模メタゲノム解析のコストが高い、分離培養が困難などといった問題がある。その
ため、微生物の分子系統分類と生理学的機能を容易に解析する技術の開発が求められている。生
理学的機能と分子系統分類を把握すべき微生物のひとつにメタン酸化細菌がある。メタン酸化
細菌は、メタン酸化酵素遺伝子（pmoA遺伝子）を保有しているが、その系統が明らかでない種
が多く存在している。したがって、このメタン酸化細菌の系統分類を明らかにすることは、地球
上のメタン循環の解明に重要である。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究で、生理学的機能と分子系統分類を容易かつ網羅的に解析するために、機能遺
伝子と系統（16S rRNA 遺伝子）を結びつけるアイディアの創成を行ってきた。そこで本研究で
は、純粋菌株を用いて開発技術の検証を行い、本技術を環境サンプルに適応し、未培養メタン酸
化細菌の系統を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
３．１ 純粋菌株の準備 
 実験にはメタン酸化細菌（Methylomonas、Methylosarcina、Methylothermus）を用いた。それぞ
れの純粋細菌を所定の培地で培養した。顕微鏡を用いて培養した微生物の菌数カウントを行っ
た後、それぞれを均等数に混合した。標的遺伝子はそれぞれの細菌の 16S rRNA 遺伝子と pmoA
遺伝子とした。 
 
３．２ エマルジョン PCR 
 シングルセルで実施するために、エマルジョン PCR の検討を行った。ドロップレットの作成
にはバイオラッド社の ddPCR エマルジョンオイルと ddPCR バッファー用いた（Biorad）。DNA
ポリメラーゼは AmpliTaq Gold DNA ポリメラーゼを用いた（ThermoFisher Scientific）。16S rRNA
遺伝子をターゲットしたプライマーは EUB338F/515R を用い、pmoA遺伝子をターゲットとした
プライマーは 189F/682R を用いた。16S rRNA 遺伝子の 515R と pmoA遺伝子の 189F の 5’末端に
は 20 塩基程度のリンカーを付加した。PCR 条件は、95℃で 5 分間熱変性を行なった後、94℃：
30 秒、55℃：30 秒、72℃：60 秒を 50 サイクル実施し、最後に 72℃で 5 分間伸長反応を実施し
た。エマルジョンから PCR 産物の回収にはクロロホルムでエマルジョンブレイクを用い、フェ
ノールクロロホルム法によって精製を行った。 
  
３．３ 環境サンプルの解析 
 15 箇所の環境から微生物のサンプルリングを行った。サンプルを 1×PBS で洗浄し、遠心分離 
（10,000g、5 分 、室温）した後、約 0.20g の微生物ペレットを DNA 抽出用のサンプルとした。
DNA の抽出には、FastDNA SPIN Kit for Soil（MP Biomedicals）を使用し、抽出方法は付属のマニ
ュアルに従った。 

16S rRNA 遺伝子 V3 領域および pmoA遺伝子アンプリコンシーケンス用のライブラリーは、2
ステップ PCR プロトコルを使用して調製した。1st PCR には、AmpliTaq Gold DNA ポリメラーゼ
を用いた（ThermoFisher Scientific）。 16S rRNA 遺伝子をターゲットしたプライマーは
EUB338F/515R を用い、pmoA遺伝子をターゲットとしたプライマーは 189F/682R を用いた。PCR
条件は、それぞれ 95℃で 5 分間熱変性を行なった後、94℃：30 秒、55℃：30 秒、72℃：60 秒を
25-30 サイクル実施し、最後に 72℃で 5 分間伸長反応を実施した。1st PCR 産物は、AMPure XP
で精製した。2nd PCR には、1×KAPA HiFi HotStart ReadyMix（Roche）と 300 nM の i5 および i7 
Nextera XT index adapters（Illumina）を用いて行った。PCR 条件は、95℃で 3 分間熱変性を行な
った後、98℃：20 秒、60℃：15 秒、72℃：60 秒を 8 サイクル実施し、最後に 72℃で 5 分間伸長
反応を実施した。2nd PCR 産物を AMPure XP で精製し、2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）
を使用して定量した。調製したライブラリーは、Illumina MiSeq（Illumina）にて配列決定した。 
読み取られた配列の生データは、Trimmomatic でクオリティコントロールを行い（Bolger et al., 

2014）、Cutadapt でプライマー配列を除去した（https://omictools.com/cutadapt-tool）。USEARCH v9
によって（Edgar, 2013）、リード 1 とリード 2 のマージを行った。QIIME v1.9 を用いて各リード
を 97％の配列相同性でクラスタリングした（Caporaso et al., 2010）。クラスタリングされた各 OTU
は、Greengene database v13_5 を用いて種の同定を行った。pmoA遺伝子も同様に各リードを 98％
の配列相同性でクラスタリングを行い、クラスタリングされた各 OTU は、pmoA データベース
を使用して種の同定を行った（Dumont et al., 2014）。 
 
 
 



４．研究成果 
４．１ エマルジョン PCR による遺伝子結合率 
 ポアソン分布に基づき、λ 値が 2.0、0.5、0.1 になるように混合したメタン酸化細菌の濃度を調
整した。理論的な正しい遺伝子結合率は、それぞれ、44%（λ=2.0）、84%（λ=0.5）、96%（λ=0.1）
となる。その濃度に準じて、エマルジョン遺伝子結合 PCR を実施したところ、正しい遺伝子結
合率は、それぞれ 44%、52%、78%であった。濃度が低くなるにつれて、結合率は上昇したもの
の、理論値と若干離れていた。微生物の分散が十分でなく、1 つのエマルジョンに複数の異なる
種のメタン酸化細菌が入っていたこと、一部のエマルジョンが崩壊したためと考えられた。 
 
４．２ 環境サンプルの解析 
 15 箇所の環境からメタン酸化細菌の検出を行った結果を図 1 に示す。サンプルに含まれるメ
タン酸化細菌の多くは、未培養クラスターに属した。中でも USCa と AOB-like クラスターに属
することがわかった。USCa クラスターに属するメタン酸化細菌に着目すると、土壌サンプルで
その割合は最大 95%であった。一方で、少数ながら、Methylocystis に属するサンプルも見られた。
この結果を元に、最も USCa クラスターに属するメタン酸化細菌が豊富な土壌サンプルを次の実
験に用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．３ 環境サンプルを用いた 16S rRNA 遺伝子の回収 
 USCa クラスターが最も豊富なサンプルを用いてドロップレット遺伝子結合 PCR を行った。
通常の PCR 容量では、十分回収量が得られなかったため、PCR 容量を 10 倍にして行った。その
結果、環境サンプルから、目的の遺伝子断片を確認することできた。回収遺伝子断片の 16S rRNA
遺伝子を解析し、その微生物種の存在割合とアンプリコン解析から得られた 16S rRNA 遺伝子の
存在割合の相関を取った（図 2）。OTU431460 の種は、環境サンプルには約 1%存在し、ドロップ
レット遺伝子結合 PCR によって pmoA遺伝子とリンクした割合は約 20%であった。検出された
16S rRNA 遺伝子は、Alphaproteobacteria に分類された。したがって、この種は pmoA遺伝子を有
している可能性が非常に高いことがわかった。 
 今後は、サンプルのゲノム解析を実施し、本開発技術が目的の微生物から 16S rRNA 遺伝子を
回収できているか確認する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 1 15 箇所の環境から検出したメタン酸化細菌群 

ドロップレット遺伝子結合 PCR から得られた 16S rRNA 遺伝子の存在割合とアン
プリコン解析から得られた 16S rRNA 遺伝子の存在割合との関係 

図 2 
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