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研究成果の概要（和文）：単一細胞のゲノムDNAを解読するシングルセルゲノミクスは、微生物の系統および機
能に関する情報を網羅的に得ることができるため、環境中の微生物生態を解析する上で非常に有効なツールであ
る。しかし、微生物細胞一つに含まれるDNAは非常に微量でありそこから遺伝子解析をするために十分な量のDNA
を増幅することは容易ではなく、海底下深部堆積物に生息する微生物への適用は限られいている。本研究では、
新たにタンパク質分解酵素を用いた溶菌プロセス、メタルプレートを用いた遺伝子増幅反応を取り入れること
で、コンタミネーションを排除するとともに効率的に海底下堆積物中の単一細胞から遺伝子を増幅する新たな方
法論を確立した。

研究成果の概要（英文）：Single cell genomics is an effective tool for understanding microbial 
ecology in the natural environment because it can provide comprehensive information on microbial 
phylogeny and metabolic function. However, application of single cell genomics to microbial cells in
 subseafloor environment is hampered by the fact that DNA content in a single cells is very little 
to be amplified to enough amount for sequencing. In this study, we developed a procedure where 
proteinase K is used for lysis of cells and a metal plate is used for multiple displacement 
amplification of genomic DNA. As a result, we successfully amplified genomic DNA from sorted single 
cells isolated from subseafloor sediment. 

研究分野： 環境微生物学

キーワード： 微生物　DNA増幅　遺伝子解析
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目的で金属の表面をシリコン
コートした。その結果、反応後の溶液の回収

に改善された。 
丸底のメタルプレートを用いて実サンプ

ルによるテストを行った。サンプルは、
海洋調査船「なつしま

および NT12-
、与那国海丘および上越沖から得ら

排除することが可能であり正確に細胞をウ
ェル内部にソートできることが確認された。 

を用いるこ
抽出では一般的である。しかしな

は生体由来の酵素なの
で、これをシングルセルゲノムからの DNA

phi29 DNA 
と同様、内因性のコンタミネーシ

本研究では、
プロテナーゼ K

を処理することで内因性コンタミネーショ
プロテナーゼ K、

を室温で２時
の分解が確認され、
により分解されない

を失活させ
を加えたところ分解

が確認されなかったため、このプロテナーゼ
グルセルからの遺伝子増幅の前処理

に適用可能であることがわかった。国内外に
おけるこれまでのシングルセルゲノミクス
では、アルカリ処理による溶菌のみが行われ

しかしながら、この方法単独ではゲ
ノムの増幅が確認されない細胞が多く存在
し、ゲノム増幅の成功率が非常に低くなって

本研究の成果によ
り、シングルセルからのゲノム増幅の最初の
反応ステップである溶菌に、プロテナーゼ K

な選択肢を加えるこ
とができ、今後、シングルセルゲノミクスの

 

メタルプレートにシングルセルを分取後、
を行う一連の

メタルプレート内での
の際は溶液の蒸発を防ぐために、ミネ

ウェル底から
平底のメタルプレート

では、反応後の溶液の回収率が
％を切ることが多く、増幅効率も低くなる

この問題点を解決
丸底のメタルプレートを新たに設
さらに、ウェル内に導入した反応溶

金属表面に広がることがロスに繋がっ
水溶液の接触角
表面をシリコン

コートした。その結果、反応後の溶液の回収

丸底のメタルプレートを用いて実サンプ
ルによるテストを行った。サンプルは、平成

なつしま」
-13 航

、与那国海丘および上越沖から得ら



れた堆積物試料を用いた。試料から細胞を分
取し、メタルプレートにソートした後ゲノム
増幅を試みた結果、10 および 100 細胞を分
取したウェルからは 100%増幅が確認された。
さらに、１細胞ずつ分取したウェルからの増
幅成功率は 10%以上となり、これまでの堆積
物へのシングルセルゲノム増幅適用例に匹
敵する成功率を達成した。 
 増幅された MDA 産物を希釈後、16S rRNA
遺伝子を増幅し、シーケンスを行ったところ
全て単一細胞由来の増幅産物であることが
確認され、本研究で行った一連の方法論の有
効性が示された。 
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