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研究成果の概要（和文）：

近年の分子生物学的手法の進展により、環境中の微生物群の生態学的な情報が蓄積しつつある。

しかし、個々の微生物が環境中でどのような働きや代謝機能を行っているのかはあまり分かっ

ていない。そこで本研究課題では、微生物の生理活性を細胞レベルで検出するために、環境中

の微生物群が発現している機能遺伝子を局在と共に検出する手法の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：

Molecular biological approaches have provided a wealth of information regarding the genetics and

ecology of microbial populations. At the cellular level, however, information on the function of

individual microorganisms in the natural environment is scarce. In this study, therefore, metabolic

activities of individual cells and localization of expressed gene in microbial community were

investigated.
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１．研究開始当初の背景

近年の自然環境微生物群のメタゲノム解

析により、培養困難な新規微生物群の配列情

報が蓄積しつつあり、新しい機能を有する微

生物の存在や環境に対する役割が明らかに

されてきている。一方で、これら環境微生物

の機能を実際に捉えることは、遺伝子配列か

ら得られる情報が限られたものであること、
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生物の機能発現には様々な環境因子の関与

があることなどから、未だ多くのハードルが

あるのが現状である。

これまでに自然環境中の微生物の生理活

性を検出する方法として、安定同位体標識し

た化合物を用い、環境中で化合物を代謝・利

用する微生物種を推定するという手法（SIP）

が考案、実施されている。この方法では主に

炭素 13 で標識された化合物を用い、標識化

合物を利用する微生物の核酸が重たくなる

ことを利用し、利用できない微生物の核酸と

超遠心により分離する。その後、PCR 法で 16S

rRNA 遺伝子等のマーカー遺伝子の増幅、遺伝

子配列の決定と分子系統解析により標識化

合物の利用微生物を推定するというもので

ある。この手法はマーカー遺伝子による群集

構造解析から生物種を推定し、機能を間接的

に予想するのみであり、また核酸の抽出が必

要なために微生物の局在に対する情報が得

られない等の問題があった。SIMS は試料にイ

オンビームを照射し、出てくる 2次イオンを

質量分析することで、試料に含まれる極微量

元素の深さ方向への分布、定量分析を行う分

析装置であるが、近年生物試料に対しての応

用が期待されている。微生物生態学の分野に

適用された例はほとんどないが、SIP 法の次

のステップとして注目されている手法の一

つ で あ る 。 こ の 分 析 法 は MAR-FISH

(Microaoutoradiography -FISH)等の放射性

同位体を用いた方法が、窒素に適用できない

のに対し、ほぼ全ての元素の分析が可能であ

ること、高解像度でその局在についての解析

が可能であるという点が特徴である。

FISH 法による微生物の検出については、す

でに多くの報告がなされているが、その多く

は 16S rRNA を標的としている。rRNA に比べ、

機能遺伝子の mRNA は含量が少なく、通常の

FISH 法ではその検出が難しい。しかし、環境

微生物の個々の機能を局在とともに検出す

るには機能遺伝子 mRNA を標的とした FISH 法

の改良が必須と考えられる。

２．研究の目的

自然状態にある多くの微生物生態系は物

理化学的、生物学的に均質ではなく、特異的

な空間分布を持ち微生物間の相互関係を維

持している。そのため、微生物の生理機能を

局在とともに検出できる系の開発が強く望

まれている。そこで、本研究課題では環境微

生物の“機能を指標としたイメージング”に

向けて、二次イオン質量分析計(SIMS)を用い

た単一細胞での生理活性の検出系の構築並

びに in situ hybridization (FISH)法による

機能遺伝子の発現の可視化について検討す

る。

３．研究の方法

本研究では食材性昆虫のシロアリの腸内

共生系をモデルとして開発を進めた。シロア

リ腸内には真核単細胞生物である原生生物

や原核生物が高密度に棲息している。原生生

物の細胞内外にはさらに原核生物の共生が

観察され、複雑な多重共生系を構築している。

しかしながら、共生細菌の機能に関する報告

はほとんどなく、どのような生理機能が共生

系で働いているのかという知見は非常に少

ない。

そこで、シロアリ共生微生物の持つ重要な

役割の一つとして知られている窒素固定に

着目し窒素固定遺伝子の mRNA を標的とし

た FISH 法を適用して、機能遺伝子の局在を

検出する系の確立を行った。まず、食材性昆

虫の腸内共生微生物から RT-PCR 法で実際に

発現している窒素固定遺伝子の断片を増幅

し、DNA 断片をクローン化した。このプラス

ミドベクター上の RNAポリメラーゼ認識サイ

トから、in vitro transcription により

150mer 程度の RNA を合成した。合成された

RNA は化学的に Cy5, Cy3 の蛍光色素でラベル

し、未反応の色素を除いた後プローブとして

使用した。また、酵素抗体法で検出するため

にジゴキシゲニンでもラベルした。この場合

にはジゴキシゲニンラベルされた NTPを使用

して標識 RNA を合成した。Cy5,Cy3 標識プロ

ーブ使用時は蛍光顕微鏡で観察してシグナ

ルを検出し、DIG ラベルしたプローブ使用時

は酵素抗体法で基質に NBT(ニトロブルーテ

トラゾリウム塩)と BCIP(5-ブロモ- 4-クロロ

- 3-インドリル-ホスフェイト，トルイジニ

ウム塩)を使用し、生成する不溶性の沈殿の

生成を顕微鏡で観察する事によって行った。

ついで、安定同位体（15N・重窒素）を用

いた窒素固定活性の検出を試みた。サンプル

は窒素固定活性測定用緩衝液に懸濁し、アセ

チレン還元活性及び、窒素取り込み活性を測

定した。反応系に 14N が存在していると同位

体効果により 15N の取込みが極端に低下する

ため、系内の窒素は脱気を行った後 15N を吹



き込む操作を数回繰り返し、完全に置換した。

重窒素（15N）存在下で反応させた後、遠心

分離で回収した細胞の安定同位体自然存在

比を質量分析で測定した。その後、二次イオ

ン質量分析計(SIMS)等を用いて、安定同位体

標識された細胞の検出系について検討した。

４．研究成果

環境サンプルは自家蛍光物質のバックグ

ラウンドが高く、さらに rRNA に比べ機能遺

伝子の mRNA 含量が少ないことから、20mer 程

度のオリゴヌクレオチドに 1分子の蛍光色素

を付加したプローブで行う通常の FISH 法で

はその検出が難しい。そこで、150〜300mer

程度の RNAプローブを合成して検出感度をあ

げることを試みた。プローブは Cy5, Cy3 の

蛍光色素に加え、酵素抗体法で検出するため

にジゴキシゲニンでもラベルした。Cy5, Cy3

ラベルしたプローブで FISH を行った所、自

家蛍光との S/N 比が低く、シグナルを検出す

ることが難しかった。ジゴキシゲニンでラベ

ルしたプローブを発色法で検出した場合に

は、解像度が低下して小さいバクテリア等の

識別が難しくなるが、蛍光色素でラベルした

ものに比べ感度はかなり高くなった。

in situ hybridization 法では、シグナル

を増感することで検出感度をあげることが

できたが、対象とする微生物の環境中での存

在量が少ないため、活性を指標にして検出す

るためには個々の細胞の生物活性が高くな

るような条件の設定が必要であると考えら

れた。食材性昆虫に共生する原生生物は培養

が非常に難しいため、できるだけ長く生物活

性を保ったまま維持ができるような培養条

件の検討を行った。また、窒素固定細菌によ

る窒素の取り込みが効率的に行われる反応

条件についても検討した。窒素固定活性は他

の利用可能な窒素源の存在により抑制され

るので、アンモニア等の窒素源を与えたとき

の代謝活性についても比較するため、窒素源

を宿主昆虫の餌や原生生物の培養液に添加

し、生存率や窒素固定活性の変化等をアセチ

レン還元法によって評価した。営巣している

木材から取ったシロアリと、その後濾紙で飼

育したシロアリのアセチレン還元活性を比

較した所、数日間の濾紙による飼育で 2〜4

倍程度活性の上昇が見られた。次に、これら

のシロアリサンプルから共生微生物が生息

している後腸を取り出し、窒素固定活性測定

用緩衝液にてアセチレン還元活性及び、窒素

取り込み活性を測定した。窒素の取り込み量

は濾紙で飼育したシロアリサンプルを用い

た方が多く、アセチレン還元活性と比例して

いた。また、遠心分離で細胞を分画し、窒素

取込み活性を測定した所、細胞の画分ごとに

活性に違いが見られた。このことから、特定

の微生物種が窒素を取込み同化しているも

のと推定された。

Cs+イオンをサンプルに照射し、2次イオン

質量分析計で元素分析を行った。検出器の感

度やスリット幅を調整し、ある程度の大きさ

の細胞を用いることで12C14N,12C15N等の各

cyanide ionの検出・分離が可能であった。
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