
1.

カルタヘナ条約国内担保法「遺伝子組換え生物等の使
用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律」，
いわゆるカルタヘナ法に基づいて生物多様性への影響が
評価され，安全であることが確認された組換え微生物は
輸出入が可能となるとともに，環境等開放系での利用
（第 1 種使用）が可能となった。組換え微生物はこれま
で，医薬中間体や酵素などの生産のため，閉鎖系のバイ
オリアクターでは既に長い間利用（第 2 種使用）されて
きた歴史があるが，わが国においては第 1 種使用の例は
まだない。
これは，バイオレメディエーションなどを目的に，開
放系での利用に耐えうる，優れた組換え微生物を創出す
ることがきわめて困難であることも一因と考えられる
が，開放系での利用の際の安全性を科学的に評価するた
めの技術，あるいはリスクコミュニケーションの手法が
まだ確立されていないことが大きな要因となっている。
特にカルタヘナ法の下では，使用する微生物のヒトに対
する毒性や病原性以外にも，生物多様性への影響，すな
わち使用する環境等に生息する動・植物，微生物に対す
る影響も評価した上で，使用することが義務づけられて
いる。また，新規な宿主を使用した組換え微生物を閉鎖
系利用（第 2 種使用）で用いる場合の封じ込めレベルの
評価にも，同様な手法の確立が望まれるところである。
以上のような背景のもと，生物機能活用型循環産業シ

ステム創造プログラム（経済産業省）の中で，「環境中
微生物の高精度・高感度モニタリング技術の開発」が実

施されている。本研究は，組換え微生物の安全性評価に
資するため，組換え微生物を含む特定微生物を定量評価
する技術と，組換え体が導入された環境の微生物相の変
化を定量的に解析する技術の開発を目的としている。ま
た，このような開発された技術を利用して組換え微生物
の環境影響を，モデル微生物生態系を利用することによ
り評価する試験手法の開発も合わせて実施している。本
研究開発には（独）産業技術総合研究所（産総研）生物
機能工学研究部門，および大阪大学薬学研究科が参画し
ているが，ここでは産総研で実施している研究内容を中
心に紹介したい。

2.

組換え微生物を追跡する一般的な方法としては，抗生
物質に対する耐性をあらかじめ付与しておき，抗生物質
を含む培地で出現するコロニー数をもって組換え体の数
とする，という方法や 16S rDNA や特定の機能遺伝子な
ど，その微生物種に固有の遺伝子を標的にして遺伝子増
幅 (PCR) を行い，その存在を確認する方法が考えられ
る。しかし，組換え微生物等が環境に放出された時，そ
の環境中にもともとその抗生物質に対する耐性微生物が
多数存在している可能性があり，決定的な計数法にはな
りえない。また薬剤耐性は他の微生物へ水平伝播する可
能性もある。16S rDNA など，その微生物種に固有の遺
伝子を標的にした PCR 法においても，系統的に近い微
生物が環境に存在する場合，明確に識別することが困難
なことが予想される。
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そこで，このような問題を解決するために微生物を標
識化して検出するための分子遺伝学的手法を検討した。
ここで留意すべき点は，想定される組換え体微生物には
染色体 DNA はもちろんのこと，プラスミド DNA，さ
らには，その生物に新機能を付与するために染色体やプ
ラスミド上に組み込まれた特定構造遺伝子（例えば 
PCB 分解遺伝子といったもの）などが含まれていると
いうことである。このことは，染色体 DNA の挙動を追
跡することが，即ち組換え体微生物を追跡したことには
ならず，挿入されたプラスミドや特定構造遺伝子をも追
跡する必要があることを意味している。プラスミドやプ
ラスミド上（あるいは染色体上）の特定遺伝子が脱落し
たり，他の宿主に伝播する可能性は常にあり，宿主本体
を追いかけるだけでは，組換え体を追跡することにはな
らないからである。
具体的には Eschelichia coli ならびに Pseudomonas 

putida をモデル微生物として，まずこれらの宿主微生
物の追跡モニタリングのために，染色体上に緑色蛍光タ
ンパク質 (gfp) を導入することを試みた。gfp 遺伝子は
オワンクラゲ由来であり，微生物には類似遺伝子は存在
せず，かつ蛍光検出および PCR 検出が可能である。染
色体への導入位置については種々の議論があるが，一般
にマルチコピーで，そのうちのひとつが機能しなくなっ
ても生存を脅かさない遺伝子として rrn（ribosomal 
RNA 遺伝子群）を選んだ。相同組換えによって E. coli 
ならびに P. putida に rrn 中の 16S rRNA 遺伝子内に gfp 
の導入を試みたところ，いずれの菌株も緑色蛍光を発
し，遺伝子の発現が認められた。
プラスミドの標識はサンゴ由来の赤色蛍光蛋白遺伝子 

(dsr) を選び組み込んだ。こうして宿主は二つの蛍光蛋
白質遺伝子によって標識化されたことになり，充分な菌
密度さえあれば落射蛍光によって，また菌密度が低い場
合には PCR によって検出できるようになった。落射蛍
光顕微鏡による視覚検出においては，もしプラスミドの
脱落が起きれば，緑色蛍光のみをもつ宿主として観察さ
れるし，プラスミドが他の微生物に伝播したときには赤
色蛍光のみをもつ微生物として検出が可能になる。
続いて特定構造遺伝子の標識化を試みた。組換え微生
物の環境導入の可能性は，ひとえに通常の微生物にはな
い機能や活性を微生物に附与する場合に限られるといっ
て良い。もし通常の非組換え微生物で充分機能を果たし
うるならば，組換え微生物の環境導入はもとより不要で
ある。そこで，いくつかのジオキシゲナーゼ遺伝子をモ
デル遺伝子として，酵素活性を失わせることなく，構造
遺伝子内に in frame で短い塩基配列を導入したり，コ
ドンの同義置換などを行う方法を開発している。このよ
うに改変された遺伝子は，改変部分を含むプライマーを
用いた PCR を行うことによって環境中にもともと存在
する類似の遺伝子と識別が可能になる。このため，ビフェ
ニル代謝に関連する bphC 遺伝子をターゲットとし，こ
の配列中，9 箇所に同義置換を入れたものを作成し，特
異的な検出が可能であることを明らかにしている。
図 1 にこうして得られた標識微生物の全体像を示した。

3. PCR

微量にしか存在しない微生物を検出する方法として近
年急速に進展している手法は，細胞から抽出した DNA 
を，PCR によって検出定量するやり方である。定量的 
PCR 法としては，TaqMan 法や SYBR-Green 等のイン
ターカレーターを利用したリアルタイム定量 PCR 法が
知られている。この方法を利用して，細菌相を解析する
場合，それぞれの細菌群に特異的な DNA 配列を利用し
て定量することになるが，類似配列が混じっている群集 
DNA を鋳型にして PCR を行うと，その増幅のされか
たに偏りが出たり，誤りが出たりして正確な定量ができ
なくなる恐れがある。正確な分析を行うためには，この
ような偏りや誤りの原因を明らかにして，その対処方法
を明らかにすることが必要である。PCR の偏りとし
て，もっとも良く知られた問題の一つにいわゆる“1：
 1 バイアス”の問題がある。これは複数種の細菌からの 
DNA を増幅した場合に，PCR 中に増幅の偏りが起こっ
て，それぞれの DNA の存在比率が 1：1 に近づくとい
うものである。さらに，PCR に基づく解析で，誤りを
引き起こす原因の一つとして heteroduplex の生成が挙げ
られる。そこで，この二つの問題についてまず検討を行っ
た。

3.1. 1 1

Suzuki & Giovannoni (1996) は，2 種類の菌の DNA を
混合して PCR で増幅すると，初期のそれぞれの DNA 
の存在比にかかわらず，最終的には存在比が次第に 1：
 1 に近づいてくるという指摘をしている9)。もしもこの
ような偏りが細菌相解析で起こった場合，データの信頼
性が著しく損なわれてしまう。そこで，この偏りの原因
を追究し，その原因と解決策を見出す研究を行った。
モデルとして用いた 2 種類の細菌 Pseudomonas fl uo-

rescence と Agromyses medislanum から抽出した DNA 
を PCR で増幅し，この増幅産物を 1：9，1：3，1：1，3： 
 1，1：9 の割合で混合した。これをさまざまな条件のも
とに PCR で増幅して，増幅産物の偏りを調べた。この
結果，PCR サイクルにおいてdenature (95°C) から an-
nealing (56°C) への温度低下の速度が遅いと，偏りが大
きくでることがわかった3)。アルミブロックを用いるタ
イプの装置での PCR は温度の低下速度が 1 秒につき約 
1°C である。この条件では，Suzuki & Giovannoni が報
告したとおりの偏りが大きくでた。これに対して，熱風
と冷風とを用いるタイプの装置では，温度の低下速度
が 1 秒につき 20°Cであり，この場合は偏りが出なかっ
た。温度の低下が遅い場合は，温度の降下過程で増幅産
物の相補鎖同士の結合が起こり，増幅産物量の多いもの
ほどこの結合確率が高いことから偏りが生じたと推論さ
れる。これに対し，温度低下が速い場合には，温度低下
の途中での相補鎖同士の再結合が少なくなると推論され
た。これらの結果から，PCR バイアスを低減するには
温度低下の速い装置（条件）を使うことが重要であるこ
とが判明した。また，偏りが PCR の後半に起こってい
ることから，偏りが大きくなる前に PCR を終えるとい
うのも有力な方法であるということがわかった。
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3.2. Heteroduplex

Heteroduplex は，相補的でない DNA が 2 本鎖を形成
したもので，複数種の細菌の混合物から抽出した DNA 
を鋳型にこれらの菌に共通のプライマーを用いて PCR 
増幅した場合，特に PCR の後期に多く生じるといわれ
ている。heteroduplex は相補的な DNA による二本鎖 
(homoduplex) とは電気泳動での移動度が異なるため，
DGGE (denaturing gradient gel elctrophoresis) などの解析
で余分なバンドやピークを生じる原因になる。また，
T-RFLP (terminal restriction fragment length polymor-
phism) においては制限酵素で切断できなくなることが
あるため，本来とは異なったピークが生ずることがある。
そのため，heteroduplex の生成は菌相の解析に誤りを引
き起こす可能性がある。そこで，PCR サイクル数と 
heteroduplex 生成率の関係を調べ，さらに heteroduplex 
の簡便な解消方法として，Reconditioning Cycle (RC) が
有効であることを明らかにした。RC とは heteroduplex 
の Tm が homoduplex より少し低いことを利用して het-
eroduplex だけを解離させて homoduplex への再生をね
らったものである。
モデルとして用いた Thiothrix eikelboomii および 

Thiothrix fl exilis の純粋菌株から抽出した DNA を等量
混合し，16S rDNA の一部を共通のプライマーを用いて 
PCR で増幅した。プライマーの一方には 5' 末端を蛍光
物質の BODIPY FL で修飾したものを用い2)，PCR 後に
産物を制限酵素 BstUI で切断し，断片長を DNA シーク

エンサーを用いて調べて，heteroduplex の生成割合を算
出した。その結果，heteroduplex の存在率は PCR のサ
イクル数が25サイクルのときは PCR 産物の約 6 ％，30
サイクルでは10％，35サイクルでは23％，55サイクルで
は35％であり，PCR のサイクル数が増加するとともに 
heteroduplex の生成量が増加していくことがわかった。
次に，PCR（35サイクル）の後に heteroduplex 解消のた
めに熱変性ステップ (80–88°C, 60 sec) と再会合ステップ 
(74°C, 15 sec) を 1–8 サイクル繰り返す RC を行った。
RC の denature 温度は heteroduplex の解消に大きな影響

gfpgfp

図 1 ．微生物の標識化の概略図。
染色体，プラスミド，組換え遺伝子の 3 つをそれぞれ gfp, dsr, 同義置換等で標識した微生物を構築した。同義置換によって標識
化された遺伝子の一部を図中に示した。この場合，15塩基（ 5 アミノ酸）のうち 9 塩基を置換している。こうして置換した配列
はユニークで類似の既知遺伝子には見られない配列であることから PCR による特異検出を可能にする。

図 2 ．MultiFISH-DC 法により 7 種の標準菌株を 7 色で染め分
けた例。
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を及ぼすことがわかり，denature 温度が 84°C のときに
最も効率的に heteroduplex を解消することができた。ま
た RC のサイクル数が多いほど heteroduplex の解消率が
高かった。一方，denature 時間，再会合時間および再会
合温度を変化させても heteroduplex の解消に大きな差は
見られなかった。このように，PCR 終了後に 5 サイク
ル（10分程度）の RC を付加するだけで heteroduplex の
90％以上を homoduplex へ再生することができた。

4.　

組換え微生物を環境に放出した場合，受け手側として
の環境微生物相はどのように変わるのか？この問いは単
に組換え微生物の導入に限らず，あらゆる外的撹乱要因
（例えば化学物質や有機物の流入，温度変化など）に
よってもたらされる微生物相変化をいかに適確に把握で
きるかと言う普遍的命題につながるものである。残念な
がらこの命題に対する明快な解は依然としてない。加え
て命題そのものに多くの問いが包含されている。第一に
どのような系統分類レベルで微生物相の変化を捉えれば
良いか？種，属あるいはそれ以上のグループ別に捉えれ
ば良いのか？それともヒトにとって病原性のある菌の出
現の有無だけ見れば良いのか？どのような解像度（感
度）で微生物相の変化を捉えれば良いか？ 109/グラム試
料のうちの 1 個の微生物まで検出する必要があるのか，
あるいは 104 レベル（それでも全体の10万分の 1）程度
で存在する微生物群の消長を捉えればよいのか？あるい
は％のオーダーで存在する微生物群だけを見れば良いの
か？第二にもし相変化を捉えようとする場合，どのよう
な分子種を用いて行えば良いのか？ DNA, RNA, 普遍性
の高い化学成分（例えばキノンや脂肪酸など）といった
分子種から特定の遺伝子や化学成分に至るまで多くの選
択肢が存在する。これらの問いはいずれも何をどこまで
知りたいか，あるいは何をどこまで知れば良いのか，と
いう本質的な問題と密接に関わっている。
本研究プロジェクトにおいては，これらの問題をすべ
て網羅することはできないため，以下のようなアプロー
チで研究を行っている。まず，（1）対象分子種を DNA 
ならびに rRNA とする。（2）門レベルあるいは綱レベ
ルの解像度で細菌の系統群別に微生物相を解析する。（3）
FISH のような視覚的解析手法，dot blot hybridization の
ような rRNA を標的にした定量手法，T-RFLP や DGGE 

のような解析と定量を兼ね備えた手法を主に用い，これ
らの手法を微生物相の迅速高精度検出のために改良を加
える。（4）解析の対象とする環境試料は初期段階では，
既知微生物を混合した単純な微生物混合系やそれぞれの
研究者が得意としてきた試料（海洋堆積物や土壌など）
から始め，最終的には実験室内でのハンドリングが容易
な活性汚泥を対象に解析を行う。以下に個々の研究概要
について述べる。

4.1.　FISH dot blot hybridization 

FISH や dot blot hybridization などを微生物相解析に
適用するためには，微生物の系統進化的位置によって，
微生物を大きくグルーピングし，それぞれのグループに
きわめて特異性の高いプライマーやプローブを設計し，
より高精度・高解像度な検出技術の開発を行うことが重
要となってくる。そこで，本研究では，さまざまな環境
中の微生物多様性を可能な限り把握し，その上で新たな
分子系統群別グループ識別プローブ（門や綱レベル）の
開発を行うこととした。本研究の最初期段階においては
2002年に東京湾中央部から採取した表層や近底層水中の
微生物試料をモデル試料として用いて解析を行った。
Eubacteria および Universal プライマーを用いて PCR を
行い，冬期と夏期合わせて129クローンを得た。系統解
析の結果，alpha-Proteobacteria グループに属すると思
われるものが最も多く23％，Cytophaga/Flavobacterium/
Bacteloides グループが16％，gamma-Proteobacteria が
12％，beta-Proteobacteria が 2 ％，Gram positive グルー
プが10％，Planctomycete が 5 ％の割合で出現した。こ
の他，Cyanobacteria グループが夏期試料でのみ23％，
Eukarya が 7 ％，その他が 2 ％であった。また，東京湾
中央部海水より得られた微生物クローンの配列（700～
1500塩基）と，既知の配列との相同性をデータベース上
で調べたところ，Cyanobacteria とEukarya を除くバク
テリア，90クローン中52クローンが相同性97％未満の未
知微生物である可能性が示された（表 1 ）。このように，
得られたクローンの多くが未知のものであることが判明
したため，これらの環境クローンに対し既存のプローブ
（alpha-Proteobacteria には ALF1b4), gamma-Proteobacte-

ria に対しては GAM6006)）が有効であるか否かを検討
した。その結果，プローブ塩基配列内にミスマッチ
が 2 個以上もあり，実際上検出されていない場合がある
ことがわかった（表 2 ）。

表 1 ．東京湾中央部資料から得られた未知微生物の割合。

相同性97％未満 総クローン数 割合（％）

Alpha-Proteobacteria 11 29  38

Gamma-Proteobacteria  8 16  50

Beta-Poteobacteria  2  2 100

CFB group 18 20  90

Gram Positive  5 15  33

Planctomycete  6  6 100

Others  2  2 100

Total 52 90  58
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そこで，これら既存のプローブに代わりうる新しいプ
ローブ塩基配列の検討を行い，alpha-Proteobacteria で
は従来のものより適合率の高い ALFII プローブを新た
に考案した。また，gamma-Proteobacteria に対しては得
られた環境クローンの配列をもとに GamIII と GamIV 
を新たにデザインした。

4.2. rRNA 
— multi-FISH—

現在，環境中に生息する全微生物の検出および定量化
には，蛍光染色剤と蛍光顕微鏡を用いた視覚化・定量化
技術（直接計数法）が一般的に用いられている。これに
加え，特定微生物群を視覚的に分別検出する技術として
は，特定の構造遺伝子や rRNA に特異的な蛍光標識プ
ローブをハイブリダイズさせる FISH 法が急速に普及し
つつある1,8)。
これら顕微鏡解析を基盤とした手法は，全菌数とその
構成微生物を細胞単位で解析できることから，全微生物
相の解析には極めて優れた手法である。しかし，環境試
料に適用する場合，標的微生物以外の夾雑物からの擬似
蛍光，蛍光プローブの非特異的結合による background 
の上昇，標的 RNA 含量の低い（活性の低い）自然環境
微生物を対象とした場合の検出感度の低下，微生物種や
生育状況による蛍光プローブの膜浸透性の問題などによ
り，結果の信頼性が低下する。また，画像処理技術が未
成熟なこともあり，試料によっては微生物細胞の認識や
計数に多大な時間と労力を要するという問題もある。さ
らに，現行法では一度の処理で解析可能な微生物群
が 3 種程度に限られており，迅速な微生物相解析を行う
上では，より多数の微生物群を効率的に検出するための
技術開発が必要となっている。
そこで本研究では，顕微鏡を利用した細胞レベルでの
検出，解析手法を基盤とし，上記のような自然環境試料
への適用を阻む基本的な問題点の解決に取り組むととも
に，組換え体などの特定微生物と一般環境微生物とを，
定量的に，再現性良く，しかも多数の微生物を同時に
検出できる手法（従来法より信頼性や利便性に優れた 

multi-FISH-DC 法）の開発を目指して研究を行った。
通常の FISH 法では，それぞれに異なる微生物種（ま
たは群）を識別し得るオリゴヌクレオチドを合成した
後，B, G, R の各励起光に対応する蛍光色素（例えば，
FITC, TRITC, Cy5）でラベルし，それぞれの蛍光を検出
することで各々の微生物種を同時に識別する。ここで，
上記蛍光色素の組み合わせを検出しようとした場合，原
理的には「2 （B 励起蛍光物質の有無）×2 （G 励起蛍光物
質の有無）×2 （R 励起蛍光物質の有無）–1 （全部ないもの
は検出できないため）= 7 通り」の識別が可能であり，
最大で 7 種の異なる微生物を識別し検出することが可能
になると考えられる。
考案した上記手法の有効性を検証するため，それぞれ
に異なる系統群に属する微生物 7 種を選別し，それぞれ
の標準菌株を入手した。すなわち，Methylobacterium 
extorquens (alpha-Proteobacteria), Comamonas testoster-
oni (beta-Proteobacteria), Pseudomonas aeruginosa 
(gamma-Proteobacteria), Cellulophaga lytica (Cytophaga), 
Micrococcus luteus (Gram positive High G+C group), 
Arcobacter nitrofigilis (epsilon-Proteobacteria), Aeropy-
rum pernix (Archaea) を入手し，それぞれを培養した後，
おおよそ 1 対 1–4 の割合になるよう細胞を混合し同時染
色・識別用の試料とした。一方，これら微生物7種を識
別するため，それぞれが属する門や綱レベルのプローブ
を合成，上述した原理に基づき上記 3 蛍光色素で標識し
た（表 3 ）。その後の FISH-DC 解析に用いた装置や条
件，手順などは，既報に準じた5)。
実験の結果，図 2 に示したように微生物混合系中
の 7 種類の微生物細胞は，3 種類の蛍光色素の 7 通りの
組合せで標識され，それぞれ白，赤，青，緑，黄色，紫，
水色で表示することが可能であり，画像上での分別計数
も可能であることが実証された。すなわち，標準菌株を
対象に，目標とした微生物細胞 5 種以上の同時識別・計
数に成功した7)。

表 2 ．東京湾微生物クローン等に対する各種プローブのミスマッチ数。

* TKB は今回得られた東京湾からのクローン。

Alpha-Proteobacteria ALF 1b

TKB p06 2

TKB b05 2

TKB b04 1

TKB p03 1

TKB b06 1

TKBS b22 0

TKBS b9 0

TKBS B1 0
Roseobacter litoralis 0
Erythrobacter longus 0
Sphingomonas paucimobilis 0
Methylobacterium extorquens 1

Rickettsia rickettsii 3

Gamma-Proteobacteria GAM660

TKB B13 0
TKB b12 3
TKB b11 3
TKB B04 2
TKB B25 4
TKB B29 4
TKBS b02 5
TKBS s01 6
Escherichia coli 3
Spirillum volutans 5
Alteromonas macleodii 2
Colwellia psychroerythaea 2
Pseudomonas aeruginosa 2
Vibrio vulnifi cus 3
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4.3. dot blot hybridization

増幅エラーの問題をかかえた通常の PCR 法に立脚せ
ず，環境中に存在する多様な微生物相の解析を行う手段
として，微生物 RNA 抽出試料を対象とした blot hybrid-
ization macroarray 解析手法がある。この手法は，FISH 
での蛍光検出や PCR 反応に阻害的な要因を有した試料
にも適用することが可能であり，各種標準菌株やユニ
バーサルプローブなどを用いた補正を行うことで全微生
物群集内での構成微生物群の相対的な割合を算出するこ
とも可能であるため，これら原理の異なる解析手法の有
効性を検証する目的にも活用されている。そこで，制約
の多い放射性同位体 (RI) を用いた従来法の欠点を見直
し，一連の手法を RI を使用しない蛍光 dot blot hybrid-
ization (FDBH) 法の開発にいち早く成功している。
本研究では，FDBH 法を用いた構成微生物群の定量
化手法の確立を目的とし，FDBH 法を基盤とした相対
分子定量解析に基づく定量的ハイブリダイゼーション法
を，これまで解析が困難とされていた堆積物や土壌試料
へ適用するための方法について検討を行った。
まず，東京湾中央部にて採取した海底堆積物を試料と
して，本手法の解析の精度や利便性の向上を進めるため
に，蛍光イメージアナライザーの定量性，リハイブリダ
イゼーション効率等に関わる検討を行った。その結果，
0.05–50 ng/dot（大腸菌の rRNA 換算）の広い範囲での
直線性，10回以上補正可能なリハイブリダイゼーション
を実現した。これらの結果を踏まえ，様々な堆積物試料
や土壌試料を対象に本手法の適用を行った。その結果，
一部の土壌試料を除き，海底堆積物試料と同様に湖沼堆
積物や水田土壌，蓮田土壌等の試料でも各微生物系統群
の割合を定量的に見積もることができ，本手法が微生物
相解析に有効であることがわかった。一方，バイオマス
の少ない環境試料では多量の試料から核酸試料を調製す
る必要性があること，また，環境試料中の微生物多様性
を事前にある程度把握し適切なプローブセットを用いる
必要性があることなどを明らかにした。

4.4. QPrimer-PCR  T-RFLP 

環境中に存在する多様な微生物を一度に解析する方法
として，現在，最も一般的に用いられている方法は 
DGGE 法である。しかし本法は既に述べたように，基
本的に定性解析であり，微生物の存在比を正確に定量す

る技術ではない。DGGE 法は，一方のプライマーの端
に20個程度のグアニン塩基を付加して用いるために，プ
ライマーの特異性が低くなり，目的外の遺伝子を増幅す
る危険性がある。このために，電気泳動で 1 つのバンド
しか生じないはずの試料で 2 つ以上のバンドが現れるこ
ともある。また電気泳動で生じるバンドのパターンを比
較する際に，同一位置のバンドかどうかの判断が難しい
ケースもあって，データの信頼性が必ずしも高くない。
また，バンドそのものから直接微生物の種類を推定する
ことはできない。
そこで，現在 T-RFLP 法と定量的 PCR 法（ここでは
末端に蛍光ラベルされた増幅産物が得られる QPrimer-
PCR 法を採用した）を組み合わせた手法で，構成微生
物種とその量を解析する新たな技術の開発を行ってい
る。QP-PCR 法では特定の微生物グループを定量するこ
とはできるが，そのグループを構成する個々の微生物種
を定量することはできない。新たにプライマーを設計し
て種ごとに個別に定量することも可能であるが，QP-
PCR に限らずどの定量的 PCR 法でも 1 回の測定ごとに
検量線が必要になって手間がかかるので，種ごとに定量
的 PCR を行うよりは，増幅産物を T-RFLP で分別定量
する方がはるかに手間が少ない。QP-PCR 法では蛍光色
素がついた PCR 増幅産物が生成するため，この増幅産
物を T-RFLP にそのまま利用して，種類ごとの存在比を
出すことが可能になると考えられる。そこで，これを検
証するために，モデル菌株群として Thiothirx discifor-
mis, T. eikelboomii, T. fl exilis, T. unzii, T. nivea を選び，
それぞれの菌株から抽出した DNA を等量混合したもの
で QP-PCR を行い，その増幅産物について 3 種類の制
限酵素 Hinf I, Hpy188III, BST UI をそれぞれ個別に用い
て処理し，T-RFLP を行った。その結果，各菌株に固有
のピークが示され，そのピークの比率から各菌株の存在
比を計算したところ，T. disciformis : T. eikelboomii : T. 
fl exilis : T. unzii : T. nivea=12 : 20 : 29 : 20 : 19 となり，
ほぼ等量ずつという結果が得られた（図 3 ）。さらに，T. 
disciformis と T. eikelboomii の 2 者について，比率を変
えて混合し，QP-PCR の後に，制限酵素 HinfI で処理し
て T-RFLP を行った結果，初期の比率を反映した結果が
得られた（図 4 ）。これらのことから QP-PCR に続く 
T-RFLP によって Thiothrix 属細菌の種別定量が可能で
あることがわかった。現在本手法が実際の微生物相解析
に適応可能かどうか検討中である。

表 3 ．検出しようとする微生物系統群と標識した蛍光色素の組み合わせおよび画像解析上割り当てた色。

FITC TRITC Cy5 Synthesized color Formamide (%)*
α-Proteobacteria + + + White 20
β-Proteobacteria + + – Yellow 35
γ-Proteobacteria + – + Cyan 35
Cytophaga-Flavobacterium – + + Magenta 35
Gram Positive High GC + – – Green 20
ε-Proteobacteria – + – Red 20
Archaea – – + Blue 20

　* プローブ識別の特異性を実現するハイブリダイゼーション時のフォルムアミド濃度条件。
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5

環境中に放出された組換え微生物の挙動や，組換え微
生物が環境に与える影響を事前に評価するには何らかの
モデル微生物生態系が必要となる。モデル微生物生態系
の構築にあたっては，組換え微生物が実際に利用される
環境に近い環境を再現することが望ましいが，全ての環
境を代表したモデル系の構築は事実上不可能である。ま
た，我が国では現時点までに組換え微生物が開放系で利

用された例がないことから，現在広く利用されている閉
鎖系での利用に係わる組換え微生物の安全性評価にも対
応することを念頭に，モデル微生物生態系の構築を試み
ている。すなわち産業界において閉鎖系で使用した組換
え微生物が環境に漏出するとすれば，排水溝から排水処
理施設に入る経路や，下水道から下水処理施設へ入る経
路が最も多いと考えられる。これらの処理施設では活性
汚泥法が広く利用されているが，多様な微生物から構成
される活性汚泥は，モデル微生物生態系として有用であ
ると考えられる。そこで，各種排水処理施設や下水終末
処理場で中心的に利用されている活性汚泥をモデル微生

図 3 ．等量混合した 5 種の Thiothrix 属 (T. unzii (TU), T. nivea (TN), T. fl exilis (TF), T. disciformis (TD), and T. eikelboomii (TE)) の 
T-RFLP の結果。
用いた制限酵素は，(A) Hpy 188III, (B) Bst UI, (C) Hinf I。

図 4 ．T. disciformis と T. eikelboomii の 2 者混合系の T-RFLP。
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物生態系として選定し，ここにモデル組換え微生物を投
入し，投入微生物の消長を追跡するとともに，活性汚泥
微生物相の変化を動的に解析する実験を開始している。
解析にはこれまでに述べたさまざまな要素技術を用
い，その有効性を検証しながら行っているところであ
る。なお本実験は，「遺伝子組換え生物等の使用等の規
制による生物多様性の確保に関する法律」や文部科学
省・環境省令「研究開発等に係る遺伝子組換え生物等の
第二種使用等に当たって執るべき拡散防止措置等を定め
る省令」などに基づき，組換え微生物が外界へ拡散しな
いような条件下（物理的封じ込め）で行われている。こ
れらの点に留意しつつ，組換え体環境影響評価の実験は
以下のように行った。
合成排水で運転馴養した活性汚泥を取りだし，マー
カー遺伝子として bphC 遺伝子を付与した組換え微生物 
(P. putida) を添加，三角フラスコで振とう培養した。三
角フラスコの上部には組換え微生物の封じ込めが可能
で，かつ通気性を有するシリコンスポンジ栓を装着し
た。1 日 1 回，振とうを止め三角フラスコを安全キャビ
ネット内に移し，汚泥試料を採取した。さらに，三角フ
ラスコを15分間静置し，上澄みの一部を引き抜き，代わ
りに合成排水を添加した。組換え微生物の消長は定量的 
PCR 法 (Qprimer-PCR) 法により追跡した。また，微生
物相の解析は FDBH 法により行った。
定量的 PCR の結果を図 5 に示した。組換え体を接種
した直後はマーカー遺伝子である bphC 遺伝子が 2.0×
106（copies/ng 抽出 DNA）検出されたが，次の日には
10％になっていた。さらに 4 日目には初日の 1 ％にまで
減少した。その後は増減を繰り返しつつ実験終了日まで
検出された。さらに FDBH 法により微生物相の変遷を
モニタリングした。組換え体接種系と接非接種系の微生
物相を比較してみると，組換え体接種直後は組換え体 
(P. putida) と思われる gamma-Proteobacteria の割合が一
時的に上昇したが，1 日経過後には減少した。それ以降
は接種系と非接種系の微生物相に大きな違いは見られな
かった。
このように定量的 PCR 法と FDBH 法を用いること
で，組換え微生物のモデル微生物生態系における消長と
微生物相全体の動的変化を追跡することができた。今後
はさらに複数の手法を組み合わせて多面的に組換え微生
物の消長と微生物相の動的変化を追跡する実験を行う予
定である。

6.　

組換え微生物の開放系利用を促進するためには，組換
え微生物の導入が生物多様性へ及ぼす影響の評価を行う
技術整備が必要不可欠である。そのような視点に立って
実施されてきた「環境中微生物の高精度・高感度モニタ
リング技術の開発」プロジェクトでは，環境に導入した
組換え微生物を高感度・高精度にモニタリングする技術
を開発するとともに，導入された環境の微生物相の動的
変化を高精度にモニタリングする技術の開発を行ってき
ている。特定微生物を検出・定量する技術は，組換え微
生物の利用を促進するための生物多様性影響評価試験へ
の適用のみならず，食品の微生物汚染検査，病原性微生

物の感染経路の解明などにも応用することが可能といえ
る。さらに，微生物相の動的変化を解析するために開発
された技術は，微生物生態学の発展に大きく寄与すると
ともに，複合微生物系を利用した各種水処理プロセスの
微生物診断，土壌中の汚染物質除去を目的としたバイオ
レメディエーションの経過観察，農業用地の微生物診断
などへの応用が可能である。このように本プロジェクト
で得られた成果は幅広い分野での応用が見込まれてい
る。
また，本プロジェクトでは活性汚泥をモデル微生物生
態系として用い，組換え微生物の消長と微生物相へ及ぼ
す影響を評価する研究を行ってきている。本研究により
一定の成果は得られつつあるものの，実際に組換え微生
物を使用する環境は，活性汚泥のみならず土壌，海水，
淡水など多岐にわたる。今後は，これらの点を踏まえ，
様々な環境ごとに適正なモデル微生物生態系を構築し，
それらを用いた環境影響評価手法を確立することが急務
であるといえる。
これまで，大学等の研究機関において組換え微生物を
作製するための研究は数多く行われてきたが，それを開
放系で利用することを前提としたモニタリング技術や生
物多様性への影響評価技術を開発するための研究はほと
んど行われてこなかった。しかしながら，作製した組換
え微生物の開放系利用を目指してゆく場合，今後はさま
ざまな環境を想定した生物多様性影響評価手法の確立を
行うことが重要となってくるであろう。また，分子生物
学は日進月歩で進化しており，微生物のモニタリング技
術についてもさらに簡便・迅速・ハイスループットな手
法の開発が可能となってきている。そのため，モニタリ
ング技術開発においても現状で満足することなく，たゆ
みない研究開発を推進することが肝要であるといえる。
本プロジェクトは本年度（平成17年度）をもって終了と
なるが，組換え微生物の開放系利用が産業的に波及効果
の高い課題であり，さらには一研究室が行うことのでき
る規模の研究課題ではないことから，引き続き政府機関
等が主導となって研究開発を推進していくことが望まれ
る。さらにこのような研究は世界的にも例が少ないこと
から，わが国が先駆けて成果を出すことで，組換え微生
物の開放系利用を目的とした生物多様性影響性評価手法
の世界標準化が達成されることを望んでやまない。

本稿で紹介した大部分の研究は NEDO「環境中微生
物の高精度・高感度モニタリング技術の開発」プロジェ
クトの一環として行ったものである。本研究の遂行にあ
たって，以下の研究員に厚く御礼いたします。北川航，
三朝千稚，北村恵子，諸野祐樹，白政優子。また定量的 
PCR の技術面で指導頂いた蔵田信也博士に御礼申し上
げます。
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