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研究成果の概要（和文）：環境中の99%以上の微生物は，現在の技術では培養が困難な微生物（難培養性微生
物）である．難培養性微生物が産生する酵素は新たな酵素資源として大きな可能性を秘めているが，培養に依存
した探索ではそれらにアクセスすることは難しい．研究代表者は，培養を介さずに液滴内で微生物一細胞の酵素
活性を評価し，その遺伝子を取得する方法を開発してきた．本研究では，この方法の適用範囲を拡大すべく，液
滴の変形能を利用した多糖類ハイドロゲル分解微生物のスクリーニング法を確立した．またこのスクリーニング
法を利用し，海水中から新規アガロース分解酵素遺伝子の取得に成功した．

研究成果の概要（英文）：Environmental microbes secrete enzymes capable of degrading macromolecules, 
such as agarose, into smaller molecules for cell growth. These enzymes can benefit the effective use
 of renewable natural resources such as biomass. However, most microbial cells remain unculturable 
and thus are inaccessible by culture-based methods. We then developed a culture-independent method 
for screening microbial cells that secrete polysaccharide hydrogel-degrading enzymes using 
deformability-based microfluidic microdroplet sorting. In this method, microbial cells are 
encapsulated as single cells in water-in-oil (W/O) microdroplets with hydrogel, whose shape becomes 
deformable as the hydrogel is progressively degraded into smaller molecules. Screening is achieved 
using a microfluidic device that passively sorts the deformed W/O microdroplets. Using this method, 
we successfully isolated single bacterial cells that hydrolyze agarose from seawater to identify 
agarase genes. 

研究分野： 生物物理学，タンパク質科学，バイオマイクロナノデバイス

キーワード： 液滴　マイクロ流体デバイス　酵素　スクリーニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界で6番目の広さの海洋に囲まれる我が国では，安定的に大量供給が可能で食糧と競合しないリグノセルロー
ス系バイオマス（セルロース，ヘミセルロース，リグニンなど）とともに，海藻バイオマス（アガロース，アル
ギン酸，フコイダンなど海藻多糖類）の有効利用が重要である．海藻多糖類はエタノールなどのエネルギー原料
のみならず，付加価値の高い生理活性分子に変換可能である．しかし，海藻多糖類を効率よく分解できる酵素の
報告は少ない．本研究で確立したスクリーニング法を駆使することで，優れた海藻多糖類分解酵素の取得が可能
となる．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
昨今，循環型社会の実現のため，再生可能資源であるバイオマスから燃料アルコールやプラス
チックなどの化成品，生理活性分子を生産する産業の創出が世界的な課題となっている．世界で
6番目の広さの海洋に囲まれる我が国では，安定的に大量供給が可能で食糧と競合しないリグノ
セルロース系バイオマス（セルロース，ヘミセルロース，リグニンなど）とともに，海藻バイオ
マス（アガロース，アルギン酸，フコイダンなど海藻多糖類）の有効利用が重要である．海藻多
糖類はエタノールなどのエネルギー原料のみならず，付加価値の高い生理活性分子（血圧上昇抑
制作用・免疫賦活作用を示すオリゴ糖や希少糖など）に変換可能である．しかし，海藻多糖類を
効率よく分解できる酵素の報告は少ない． 
これまで酵素の探索は，環境中に生息する微生物群集の中から，所望の活性を示す微生物を分
離培養することから行われてきた（この手法を，培養法と呼ぶ）．しかし，環境中の 99%以上の
微生物は難培養性であり，顕微鏡下で観察できるものの，培養することはできない．難培養性微
生物が有する酵素は，新たな酵素資源として大きな可能性を秘めているが，培養法ではそれらに
アクセスすることができない．近年，培養法に代わる方法として，メタゲノム法が利用されてい
る．メタゲノム法は，微生物の分離培養を行わずに，環境中に存在する微生物群のゲノムを抽出
し，その中から標的とする酵素遺伝子を取得する方法である．この方法は，培養法では得られな
い酵素遺伝子が取得できるという利点を有するが，多大な時間・労力・コストを要することに加
え，それに見合うだけ成果が得られにくいことが大きな問題となっている．また原理的に，存在
割合が小さな微生物の遺伝子情報が得られにくい．以上より，従来とは異なるアプローチで酵素
遺伝子を取得する手法が必要であると考えた． 
 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は，環境中に豊富に存在する酵素資源への効率的なアクセスを実現する手法とし
て，「液滴を利用した微生物培養を介さない酵素遺伝子取得法」を開発した（Nakamura et al., 2016）．
本法ではまず，環境中の微生物を一細胞単位で Water-in-oil 型液滴（以下，液滴と呼ぶ）に封入
し，標的とする酵素活性を示す微生物をスクリーニングする．次に，活性を示す微生物を回収し
てそのゲノムを増幅，得られたゲノム情報を利用して標的酵素遺伝子を取得する．これにより，
培養を介することなく，標的の酵素活性を発現する微生物のスクリーニング・回収が可能となり，
「難培養性微生物にアクセスできない」という培養法の最大の問題点を解決することができる．
また，取得するゲノムを標的の酵素活性を発現する微生物に限定することで，メタゲノム法より
もはるかに少ない時間・労力・コストで酵素遺伝子の探索が可能となる． 
水溶性多糖類の多くは，ハイドロゲルを形成する．水を封入した液滴は小さな外力でも大きく
変形するのに対し，多糖類ハイドロゲルを封入した液滴は外力による変形を受けにくい．液滴内
で多糖類ハイドロゲルが酵素により分解されれば，液滴は変形しやすくなる．よって，液滴の変
形能を指標にすれば，多糖類ハイドロゲル分解微生物のスクリーニングが可能となり，その酵素
遺伝子が取得できると考えた．そこで本研究では，液滴の変形能に基づく多糖類ハイドロゲル分
解微生物のスクリーニング法を確立するとともに，それを利用して環境中よりアガロース分解
酵素遺伝子を取得することを目指した． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 液滴の変形能に基づくソーティングによる多糖類ハイドロゲル分解微生物スクリーニング
の原理実証実験 
 
液滴の変形能に基づく多糖類ハイドロゲル分解微生物のスクリーニングには，流路の天井に 2

本のレールを配した液滴ソーティングチップを用いた（図 1）．多糖類ハイドロゲルと微生物を
1 細胞単位で封入した液滴を一方のレールに沿わせて流す．あるところで幅の広いレールが現れ
ると，液滴に対し流体抗力が働く．この時，変形を受けにくい（多糖類ハイドロゲルが分解され
ていない）液滴は同じレール上にとどまり移動するのに対し，変形を受けやすい（多糖類ハイド
ロゲルが分解された）液滴は幅の広いレールに乗り移って移動する． 
まず，アガロース（Ultra-low gelling temperature agarose）を封入した液滴を用い，その濃度に応

じたソーティングが行えるよう，チップの流路構造を最適化した．次に，アガロースとアガロー
ス分解酵素（β-アガラーゼ）またはアガロース分解菌を液滴に封入し，ソーティングを行った．
アガロース分解菌を封入し，ソーティングした液滴については，1 つずつ分取した後，液滴より
菌を回収，そのゲノムをMultiple displacement amplification（MDA）法により増幅した．得られた



 

 

MDA産物を次世代シーケンサーに供し，アガロース分解酵素遺伝子を探索した．また MDA産
物を鋳型にし，アガロース分解酵素遺伝子を増幅した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 液滴の変形能を利用したソーティングの原理 
 
 
(2) アガロース分解菌のスクリーニング・分解酵素遺伝子の取得 
 
アガロースとともに，表層および深海の海水中の微生物を 1 細胞単位で液滴に封入し，一晩イ
ンキュベーションした．その後，変形能が増大した液滴を 1 つずつ分取した．液滴内の菌を回収
し，そのゲノムをMDA法により増幅した．次世代シーケンサーを用いてその配列を解読し，既
知酵素との相同性をもとにアガロース分解酵素遺伝子を探索した． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 液滴の変形能に基づくソーティングによる多糖類ハイドロゲル分解微生物スクリーニング
の原理実証実験 
 
アガロースおよびアガロース分解酵素・分解菌を用い，液滴の変形能に基づくソーティングに
よる多糖類ハイドロゲル分解微生物スクリーニングの原理実証実験を行った．まず，流路構造を
最適化したソーティングチップに，0, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5% アガロースを封入した液滴を流し
た．アガロース濃度が 1%以下の液滴は，幅の広いレールに乗り移った（ソーティングされた）．
一方，アガロース濃度が 1.25%以上の液滴は幅の広いレールに乗り移らなかった（ソーティング
されなかった）（図 2）．次に，アガロースとアガロース分解酵素（β-アガラーゼ）を液滴に封入
してソーティングチップに流したところ，酵素量依存的に液滴がソーティングされた（図 3）．  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

図 2 アガロース濃度とソーティング

された液滴の割合の関係 
プロットは 3 回の試行の平均値．エラ

ーバーは標準偏差． 

図 3 β-アガラーゼ添加量とソーティ

ングされた液滴の割合の関係 
値は 3 回の試行の平均値．エラーバー

は標準偏差． 



 

 

また，アガロースとともに，海水より単離したアガロース分解菌を 1 細胞単位で液滴に封入した

ところ，その封入率とソーティングされる液滴の割合がよく一致した．ソーティングされた液滴

に封入された菌のゲノムをMDA法により増幅し，その産物のシーケンス解析を行った．その結

果，アガロース分解酵素遺伝子を見出すことに成功した．また MDA 産物を鋳型にした PCR に
より，アガロース分解酵素遺伝子を増幅するができた．以上より，考案した方法でアガロース分

解菌を 1 細胞単位でスクリーニングできること，またその分解酵素遺伝子が取得できることが

実証された． 
 

 
(2) アガロース分解菌のスクリーニング・分解酵素遺伝子の取得 
 
アガロースとともに，表層および深海の海水中の微生物を 1 細胞単位で液滴に封入し，変形能
が増大した液滴を分取した．内包される菌はいずれも，海洋性バクテリアであると推定された．
MDA産物のシーケンス解析を行い，既知酵素との相同性検索から，新規のアガロース分解酵素
遺伝子を複数取得することに成功した．併せて，新規のセルラーゼ様遺伝子の同定にも成功した．
今後，本スクリーニング法を駆使することで，優れた海藻多糖類分解酵素の取得が可能となると
思われる． 
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