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研究成果の概要（和文）：環境中で微生物は種同士が混在しながら緊密な関係性を築いており、局所的な微小領域での
物質を介した細胞間相互作用は、生態系の物質循環の基盤であり解明が期待されている。しかし、具体的な物質を微小
量で網羅的に観測する方法は確立されていない。本研究では、環境微生物の例としてシロアリ腸内微生物共生系を対象
とし、共生原生生物１細胞でのメタボロミクス解析が可能となる手法の開発と、共生微生物の生産物質の解析を行った
。

研究成果の概要（英文）：Environmental microbes have tight interaction between many species in regional 
small space and they produce metabolite and exchange it each other. That is the source of matter cycle in 
the ecosystem, therefore detection of slight and small amount of metabolite from environmental microbes 
is important issue. However there are not still enough techniques to detect metabolite comprehensively 
from environmental biological small amount sample. In our research, we used symbiotic microbes living in 
termite gut that is one of good example of complicated environmental microbe system and we tried to 
establish single-cell metabolic analytical techniques. We succeeded in detecting metabolite from small 
amount sample and single microbe cell. It will be helpful to unravel specific materials that may be 
related to develop symbiotic relationship in the ecosystem.

研究分野： 共生進化、システム生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 環境微生物は、複数種の生物が混在する中
で、種の特性を反映した生体物質を消費生産
し、異種間でやり取りしている。例えば、サ
ンゴや軟体動物と渦鞭毛虫、動物の腸内環境、
バイオフィルム中の環境などの共生系では、
局所的微小領域中で隣接する細胞間に複雑
な種間関係性を維持している。 
 
 このような生態系では、混在する局所的微
小領域の集合が生態環境を創り出す源にな
っている事から、各領域での現象観察や解析
が環境微生物の生態進化的理解へつながる。
特に、物質を介した相互作用は最も基本的な
関係性であり、どの種の微生物がどの物質の
生産消費に関わっているのかを明らかにす
る事は、微生物間相互作用の理解に直結する。 
 
 生物間相互作用を物質的側面から観測す
る手法として、細胞集団の核磁気共鳴法
(NMR)を用いたメタボローム解析や 2 次元電
気泳動によるプロテオーム解析の適用が考
えられるが、これらの手法には十分なサンプ
ル量が必要である上に、細胞個々の特性を無
視した細胞集団全体としての解析しか出来
ない。その欠点を克服する為には、シングル
セルレベルでの解析手法の開発が必要であ
る。メタボローム解析については、細胞が大
きい神経細胞や藻類細胞の液胞等や、ごく一
部の培養細胞に限ってシングルセルレベル
での観測が報告されている。 
 
 これに対し環境微生物は、異種の細胞や夾
雑物が混在した状態で存在する上に、培養不
能なものがほとんどであるため、大型の細胞
や単一種から構成される培養細胞での先行
研究をそのまま当てはめた方法によって状
態を解析する事は難しい。環境微生物が生態
系の中で果たす役割りを解明する為には、汎
用的な「シングルセルメタボローム解析手法
の確立」が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
 環境微生物は複数種が混在しており、局所
的微小領域では特定の種が緊密な関係性を
築いている事が多い。しかし微生物集団を集
合体として解析する現行の方法では、微小領
域の細胞間相互作用を観測する事は出来な
い。そこで、本研究では局所的微小領域で環
境微生物の相互作用の本体を担う物質を観
察する為のシングルセルメタボローム解析
手法を確立し、実際に環境微生物のメタボラ
イトを測定することによって、環境中の微生
物間相互作用を明らかにする事を目的とす
る。 
 
 本研究でシングルセルメタボローム解析
結果が得られれば、シングルセルトランスク

リプトーム解析、シングルセルプロテオーム
解析情報と、シングルセルメタボローム解析
情報を合わせることで、シングルセルレベル
で細胞の状態を記述でき、環境中の局所的な
相互作用状態を明らかにできる可能性があ
る。このことは、環境微生物の生態進化を明
らかにする上で最も基本的な相互作用物質
本体を明らかにできるばかりでなく、将来的
に望まれる統合シングルセルオミックス解
析の布石となりうる。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、数十ナノリットルでインジェ
クションできるキャピラリー電気泳動質量
分析計(CE-MS)を使用することでシングルセ
ルメタボロミクスが可能になると考えた。
CE-MS メタボロミクスシステムは連携者・慶
応義塾大学で実用化した技術で、イオン性化
合物の分析に優れ、中心代謝系の代謝系をほ
ぼ網羅して一度に 500 物質まで同時計測で
きる (Soga,et al. 2009)。イオン性以外の糖や
脂質も高速液体クロマトグラフィー(LC-MS)
で分析可能である。この計測システムを統合
すれば、これまで未知であった環境微生物の
メタボライトの特定が可能と考えられた。 
 
 測定方法の確立では、難易度の高い極小の
生物ではなく、一般的な原生生物に近い大き
さで代謝産物を十分含むサンプルを用いる
必要がある。本研究では培養細胞ではなく環
境微生物を用いて方法開発を行い、主にシロ
アリ腸内共生微生物群や特定の原生生物を
対象とした。シロアリ腸内共生原生生物は多
重共生体としても注目されており、その細胞
表面や細胞内にはバクテリアやスピロヘー
タが複数種共生している点で、シングルセル
レベルでの状態解析が望まれており、本研究
の対象として望ましいと考えられた。 
 
 対象とするサンプル(ごく少量の微生物群
や１細胞)から代謝産物を抽出し、キャピラリ
ー電気泳動質量分析計(CE-MS)によってイオ
ン性化合物の計測を、高速液体クロマトグラ
フィー質量分析計(LC-MS)によって非イオン
性化合物の計測を行い、それぞれのステップ
でプロトコルを確立し、最良の条件を求めた。
シングルセルメタボローム解析手法の確立
と併せて、環境微生物の実際の代謝産物状態
を解析した。 
 
４．研究成果 
 
 イオン性化合物は CE-MS、非イオン性化合
物は LC-MS を用いた測定と条件検討を行っ
た。 
 CE-MS を使用したシングルセルメタボロ
ームの簡易的な測定では、シングルセルでの
測定は無謀ではないかという当初の予想を
裏返す良い結果が得られ、シングルセルでも



メタボローム解析が可能である事が明らか
となった。 
 
 環境微生物の例として、シロアリ腸内に共
生する原生生物で検討を行ったところ、マイ
クロマニピュレーションで取得した原生生
物１匹のメタボローム解析から、20 種類の
アミノ酸を含む約 70 種類以上のメタボライ
トの検出に成功した。さらに、抽出法やイン
ジェクションシステムを改良する事で、検出
感度を上げてより多くの物質の計測が可能
であることからこの検討を進めた。多変量解
析により種ごとや共生体の有無の違いによ
る代謝プロファイルを分析することによる、
共生関係の状態を局所的微小領域ごとに観
察する事を目的としている。 
 
 複数のシングルセルでの測定情報は、細胞
ごとの個性、細胞集団内に存在するばらつき
を表す事になる事から、細胞集団内の遺伝子
発現レベルでのばらつきは代謝産物のばら
つきとどのような関係があるのかといった
問題に答える事が可能となる事から、現在測
定結果の解析をすすめている。 
 
 本研究では、これまで一定サイズ以上の集
団として観察せざるを得なかった局所的微
小領域における個々の細胞の振る舞いを、物
質の動きまで含めて包括的に眺め渡す事が
可能となる足がかりを築いた。その一方で現
状では、同一のシングルセルから同時に遺伝
子発現情報と代謝産物情報を抽出する事は
出来ないため、そのような実験・解析方法の
開発は次の研究課題として取り組む事を予
定している。 
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ト・みんなでモリモリサイエンス@伊仙中学
校(徳之島)・3 年生課外授業； 2013 年 5 月
14 日 
 
⑱ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@わくわく
クラブ・ほーらい館(徳之島)； 2013 年 5 月
13 日 
 
⑲ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@伊仙小学
校(徳之島)・5 - 6 年生課外授業； 2013 年 5
月 13 日 
 
⑳ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@伊仙小学
校(徳之島)・3 - 4 年生課外授業； 2013 年 5
月 13 日 
 
㉑ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@沖縄こど
もの国(沖縄)・ワンダーミュージアム(沖
縄)； 2013 年 5月 5日 
 
㉒ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@浦添大公
園(沖縄)； 2013 年 5月 4日 
 
㉓ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@浦添大公
園(沖縄)； 2013 年 4月 20 日 
 
㉔ 木原久美子；水と森のエコプロジェク
ト・みんなでモリモリサイエンス@沖縄こど
もの国・ワンダーミュージアム(沖縄)； 2013
年 4月 6日〜７日 
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