
1. は じ め に

これまでに，微生物からさまざまな生理活性物質や酵
素がスクリーニングされてきた。しかし自然環境中の微
生物の大部分はいまだ分離・培養されておらず，今後も
単離は困難と考えられる。近年，環境試料から培養過程
を経ず，直接微生物ゲノムを抽出し産業上有用な新規酵
素遺伝子あるいは生理活性物質産生酵素遺伝子を単離す
る試み（本稿ではメタゲノム法と呼ぶ）がなされるよう
になってきた。環境から直接抽出された微生物ゲノムは
メタゲノムや eDNA など 4,10,12）と呼ばれている。過去に
は，多くの夾雑物を含む土壌などの環境試料から純度の
高いメタゲノムを抽出することは困難と考えられていた
が，1980年代に Torsvicら 1）が土壌を遠心分離すること
による微生物ゲノムの回収に成功した。さらにその後，
土壌中で微生物を溶菌させてからゲノムを回収・精製す
る方法がとられるようになり，以降多くの研究者がこの
方法で良質なメタゲノムを抽出するようになってきてい
る。その結果，今までにメタゲノムから微生物の遺伝子
クラスター全体をクローニングした例 9）や，新規抗生
物質を得た例 3）などが報告されてきている。最近では
環境サンプルから微生物ゲノムを抽出するキットが販売
されるなど，ますます簡便にメタゲノムが抽出できるよ
うになり，それに準じてこの分野への期待も増すように
なってきたと思われる。
我々は，微生物集団の機能解析やその中の未知有用遺
伝子の探索を目指したメタゲノムアプローチにおいて，
微生物の遺伝子発現制御（転写制御）を利用した手法の
開発を行ってきた。メタゲノムから有用遺伝子の取得を
試みる場合，メタゲノムライブラリーには非常に多様な
遺伝子が含まれるが，現在の技術ではその全体を把握す
ることはできない。または，現在用いられているスクリー
ニング法ではその中のほんの一部の遺伝子しか回収でき

ない。同様に，メタゲノムを微生物集団の機能解析に利
用する場合には一部優占種微生物のゲノムにしかアクセ
スできないという問題がある。メタゲノム法の有用性を
増すためには，現在の技術では検出することのできない
未知の遺伝子にアクセスする新たな方法が必要になる。
本稿では，未知の遺伝子にアクセスするために我々が近
年開発してきた方法を紹介する。

2. メタゲノム法の問題点

メタゲノム法を行う際の 1 つの目的として，メタゲ
ノムを網羅的に解読することにより微生物集団の機能解
析を網羅することが挙げられる。効率よく微生物ゲノム
が全抽出された場合，微生物存在比および機能の多様性
を理解するための強力なツールとなると期待されてい
る。しかし多くの場合，一部優占種のゲノムにしかアク
セスできず（メタゲノム抽出物には一部優占種ゲノムが
重複して存在する）生態系のポテンシャルを理解するに
は至らないと考えられる。また，普通の（特殊環境のよ
うに一部の微生物のみから形成される生態系を除いた）
生態系にメタゲノム法を適用する場合，得られる遺伝子
配列が多様すぎて，生物としての機能の把握に至らない
とも考えられる。さらに得られる遺伝子の多くがハウス
キーピング遺伝子で，対象生態系の特徴の把握に繋がる
遺伝子情報はごく僅かであろう。また，検出された遺伝
子が環境中で発現し，機能しているとは限らないという
指摘もある。
メタゲノム法は，産業的に有用な遺伝子を獲得するた
めの方法としても期待されている。この方法を用いると，
環境中の難培養性微生物のゲノムから，培養を介した方
法では得られない新規の有用遺伝子が得られる可能性が
あると考えられている。しかし，この場合も前述と同様
にメタゲノム中の一部優占微生物のゲノムにしかアクセ
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スできず，多様な希少種の遺伝子にはアクセスできない
という問題がある。また，この際に用いられるスクリー
ニング法には次のような問題がある。従来のメタゲノム
法では，主に 2つのスクリーニング法が用いられてきた。
その 1 つは，酵素活性を指標にしたスクリーニングで
ある。これは，メタゲノムを制限酵素処理などで断片化
し，適当な遺伝子発現ベクターに連結した後に，大腸菌
などを宿主に形成されたライブラリーから目的の酵素活
性を発現している陽性クローンを選別する方法である。
この方法は，活性を発現しているクローン（つまり活性
発現に必要となる遺伝子断片を含むクローン）を確実に
選別できるという利点がある。一方，膨大なクローンラ
イブラリーからの活性スクリーニングは大変骨が折れる
作業である。発色性のある基質アナログなどが利用でき
る場合には効率のよいスクリーニングが期待できるが，
このようなケースは非常に限定的である。もう一つの問
題は，多くの場合，組換え宿主内に活性型の異種微生物
酵素を発現させることが難しい点にある。したがって，

この方法では比較的活性が発現しやすい酵素しか得るこ
とはできないと考えられる。2 つめのスクリーニング法
は，ゲノム断片のクローンライブラリーまたはメタゲノ
ムそのものを鋳型として，既知酵素遺伝子の保存配列を
もとに設計されたプライマーやプローブを用いて，PCR
やコロニーハイブリダイゼーションなどの手法により目
的遺伝子のスクリーニングを行う方法（遺伝子配列を指
標にした方法）である。しかし，この方法は既知酵素の
遺伝子配列を基にしている以上，既知酵素に類似の酵素
遺伝子をスクリーニングする方法であり，得られてくる
遺伝子配列の新規性に大きな期待を抱くことはできな
い。
以上に示したよう，メタゲノム法は様々な問題を含む
ものであり，その主なものを図 1 にまとめた。そこで
これらの問題をの解決に貢献すべく，筆者らは微生物集
団の機能解析やその中の未知有用遺伝子の探索を目指し
たメタゲノムアプローチにおいて有用な新規手法の開発
を行っている。図 2には，我々が近年開発した手法のメ
タゲノム法における位置づけを示す。本稿でははじめに，
従来のスクリーニング方法では獲得が困難な未知有用遺
伝子を獲得する方法として遺伝子発現活性を指標にした
方法（Substrate Induced Gene Expression: SIGEX法）13）を，
次にメタゲノムから希少種 DNA 配列の周辺領域をク
ローン化するための新規 PCR法（Inverse Affi  nity Nested 
PCR: IAN-PCR）14）を紹介する。さらに，従来のスクリー
ニング方法では見落とされていた希少遺伝子へアクセス
する方法（Preferential Annealing and Removal of Major 
Metagenome fragments: PARM法），微生物集団内で発現
している遺伝子を解析（community transcriptome法）す

図 1．メタゲノム法の問題点。

図 2．本稿で紹介するメタゲノム法の相関関係。
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る方法を紹介する。

3. 遺伝子発現活性に依存したスクリーニング：SIGEX

SIGEX が従来のスクリーニング法と根本的に異なる
点は，遺伝子発現活性をスクリーニングの指標としてい
ることである。これは，「多くの代謝系酵素はその基質
や反応生成物などに依存して誘導的に発現する」，「原核
生物の代謝系遺伝子の多くがオペロンを形成しており，
発現制御因子は代謝系酵素遺伝子の近傍にあることが多
い」という 2 つの知見に基づいている。この方法にお
いては，部分消化したメタゲノムのショットガンライブ
ラリーから目的の遺伝子クローンをスクリーニングする
従来法と同様の流れをとるが，ライブラリーを構築する
際に用いるベクターに特徴があり，またスクリーニング
にはフローソーティングを用いることでハイスループッ
ト化が図られている（図 3）。

SIGEX に用いるベクターは，p18GFP である。これ
は大腸菌で一般的に用いられる pUC18 のマルチクロー
ニングサイトに green fl uorescent protein（gfp）遺伝子を
挿入したものであるが，二つの工夫を施してある。一つ
は，インサートがクローン化されていない状態のベク
ターでは，lac プロモーターによって GFP の発現がコン
トロールされるように構築したことである。二つめは，
gfp 遺伝子の上流にクローン化された遺伝子と GFP が
融合タンパクを形成しないように，gfp 遺伝子上流のす
べての読み枠に終止コドンを入れたことである。SIGEX
法では，対象とする基質を遺伝子発現誘導基質として
GFP を発現するクローンを，フローサイトメーターを
用いたソーティングにより分取する（図 2）。フローソー
ティングを用いることで，毎秒約 5000 個もの細胞から
GFP 発現細胞を選別できる。これにより，例えば
1,000,000 細胞を含むライブラリーのスクリーニングが
僅か数分で終了するように，かなりのハイスループット
化が図られている。

SIGEX 法を環境メタゲノムに適用した例として，以
下に石油汚染地下水メタゲノムから新規代謝系オペロン

を取得した例 13）を概説する。この実験においては，ま
ず地下水からゲノムを抽出し，インサートの平均長が
7 kb のメタゲノムライブラリー（152,000 クローン）を
構築した。このライブラリーから芳香族炭化水素分解系
オペロンを得るために，芳香族分解系の重要な中間代謝
産物である安息香酸などを基質に用いた SIGEX 法によ
りスクリーニングを試み，62個の陽性クローンを得た。
これらは，制限酵素切断パターン解析から 35 種類の遺
伝子断片に分類された。これらの塩基配列を決定し，そ
れぞれにコードされている ORF を予測した結果，得ら
れた遺伝子断片には代謝系酵素をコードすると予想され
る ORFが数多く含まれていることが示された 13）。
安息香酸により発現が誘導された遺伝子断片の一つ，

Bzo71には細菌のシトクロム P450に低い相同性（29％）
を示す ORF（Bzo71-8）が含まれていた 13）。P450 は活
性部位にヘムを持つ水酸化酵素ファミリーの総称であ
る。P450 は生物に幅広く存在し，その大きな特徴とし
て基質が非常に多岐にわたることがあげられる。最近で
はゲノムプロジェクトにより数多くの P450 様遺伝子が
発見されているが，その機能がわかっているものは非常
に少ない。つまり従来の遺伝子配列や酵素活性に依存し
たスクリーニング方法では新規機能をもつ P450 を得る
ことは非常に困難であるといえる。Bzo71-8 にコードさ
れる P450 様遺伝子はその後の解析の結果，4-ヒドロキ
シ安息香酸の 3 位をヒドロキシル化する酵素をコード
することがわかった 13）。このような反応を触媒する
P450の報告はなく，全くの新規酵素といえる。
新規 P450 の機能が判明したのは，SIGEX スクリー
ニングの際に用いた誘導基質である安息香酸の類似化合
物の変換を調べることができたからである。P450 は，
活性発現に電子伝達タンパク質を必要とすることなどか
ら，酵素活性を指標にしたスクリーニング法を適用する
のが極めて困難な酵素である。また，メタゲノム中に新
規配列の P450 が含まれることが分かっても，その基質
を解明することは極めて困難である。このようなことが
原因で，新規性の高い P450 がメタゲノム法により得ら
れた例は過去にない。このような状況を総合的に考える

図 3．SIGEX 法のスキーム。
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と，SIGEX 法は新規機能をコードする遺伝子を取得す
るための強力なツールであると言える。ただし，SIGEX
にも長所・短所があるので，それらを十分に把握したう
えで使用していくことが必要である。

4. 希少遺伝子の全長を回収：IAN-PCR

前述の SIGEX 法ではメタゲノムを部分消化しショッ
トガンライブラリーを作製しているため，得られたク
ローンがオペロン全長をクローン化しているとは限らな
い。得られた既知 DNA 配列を基にメタゲノムから周辺
領域をクローン化する方法として IAN-PCR を行うこと
でオペロン全体を得ることが可能となる。既知 DNA 配
列の周辺領域をクローン化する方法として Inverse PCR
が知られているが，一般に多様なメタゲノム中の低コ
ピー遺伝子からの増幅は困難である。Inverse PCR に
Nested PCR を組み合わせると比較的低コピーの遺伝子
の増幅が可能となるが，これにも限界がある。そこで筆
者らは，affi  nity tag をつけたプライマーで Inverse PCR
を行い，affi  nity 精製により侠雑 DNA を除去した後に
Nested PCR を行った。この方法のスキームを図 4 に示
す。その結果，Inverse PCRのみでは存在比が 10–1コピー，
また Inverse PCRと Nested PCR を組み合わせた方法で
は 10–3 コピーが増幅の下限であるのに対し，affi  nity 精
製を組み合わせた場合では 10–5 コピーの遺伝子からも
増幅できることが確認された 14）。このことから，従来
の PCR 法では得ることのできなかった低コピー遺伝子
を増幅することが示され，この方法を用いれば多様な遺
伝子が得られると期待されている。

5. 希少遺伝子へアクセス：PARM 法

メタゲノム法を用いた新規遺伝子の探索は，近年急速
に普及してきている。通常のメタゲノム法では，メタゲ
ノムを何らかの方法でクローニングし，有用遺伝子を含

むクローンをスクリーニングする。この方法ではメタゲ
ノムをランダムにクローニングするため，ライブラリー
におけるクローンの種類は環境中の微生物の存在比に影
響される。例えば，ある環境中で少数の微生物が優占化
している場合，この環境から作成されたメタゲノムライ
ブラリーには，少数の優占化微生物由来のゲノム断片を
含むクローンで占められてしまうことになる。一方，多
様な未知遺伝子資源にアクセスしたければ，優先種由来
の反復ゲノム断片を排除し，希少種由来のゲノムを多く
含むメタゲノムライブラリーを作成する必要がある。そ
こで筆者らは，優占種由来の重複ゲノム断片を排除し希
少ゲノムにアクセスする方法として PARM（Preferential 
Annealing and Removal of Major Metagenome fragments）
法を開発した。

PARM 法は，メタゲノム中に大量に存在するゲノム
断片を選択的に除去することにより，相対的に希少微生
物由来のゲノム断片の存在比（割合）を高める方法であ
る。この処理を行った後のメタゲノムライブラリーから
スクリーニングを行うことで，希少微生物由来の多様な
未知遺伝子にアクセスできるようにするものである。こ
の方法は，Cot 解析の理論 1）に基づく。この理論ではコ
ピー数が多い DNA ほど変性後の 2 本鎖形成が速いた
め，メタゲノムを適当な条件で 1 本鎖にした後に 2 本
鎖を再形成させ，形成した 2 本鎖 DNA を適当な方法で
分離・除去すれば，元来のメタゲノム中で少数派であっ
た DNA の割合が高まる。この点は従来の標準化法と同
様である。しかしこの場合，多数派微生物由来遺伝子と
少数派微生物由来遺伝子の存在比が逆転することは無
く，最高にうまくいっても同程度になるのみである。そ
こで PARM 法では，多量微生物由来と少数微生物由来
の遺伝子の存在比を逆転するために，以下のテクニック
を導入した（図 5）。まず，メタゲノムを少量と多量に
2 分し（1：9 程度），制限酵素処理によって少量画分は
長い DNA 断片に，多量画分は短い DNA 断片にする。
前者をターゲット DNA，後者をドライバー DNA とし，

図 4．IAN-PCR（赤の部分）のスキーム。
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ドライバー DNA はビオチンで標識する。どちらも熱処
理で 1 本鎖にした後ターゲット DNA とドライバー
DNA を混合し，ハイブリダイズさせる。ドライバー
DNA およびドライバー DNA とハイブリダイズした
ターゲット DNA をビオチン-アビジン相互作用を利用
して除去する。その後，残りのターゲット DNA 再度 1
本鎖にした後，再びドライバー DNA を混合してハイブ
リダイズさせ，同様にドライバー DNA およびドライ
バー DNA とハイブリダイズしたターゲット DNA を除
去する。これを繰り返すことにより，メタゲノム中の多
量微生物由来遺伝子を除去し，希少微生物由来のゲノム
断片の割合を高めることができる（図 5）。
ターゲット DNA とドライバー DNA をハイブリダイ
ゼーションさせる場合，多量微生物の持つ遺伝子と少数
微生物の持つ遺伝子間の塩基配列相同性が重要になる。
相同性が高い場合，多量微生物遺伝子と少数微生物遺伝
子との間で異種 2 本鎖が形成され，少数微生物遺伝子
まで除去されてしまう可能性がある。例えば，16S 
rRNA 遺伝子は保存性が高いために PARM 法により希
少種を残すのが難しいが，代謝系酵素遺伝子などは効率
良く希少種が集積される。つまり，PARM 法により or-
thologous な遺伝子は除去されやすく，機能的に珍しい
遺伝子は残存しやすい。また，G+C 含量の高い遺伝子
断片は残されやすい。現在，環境メタゲノムを用いて
PARM 法を適用し，本方法の有効性を示すとともに新
規遺伝子の取得を目指し検討を行っている。

6. 環境中で発現している遺伝子を検出：community 
transcriptome 法

DNA をターゲットとしたメタゲノム解析では，現場
で機能（発現）していない遺伝子が存在するために，微
生物群集の機能を正しく理解できない可能性がある。そ

こで我々はメタゲノム解析と同様の観点により，環境中
の mRNA をターゲットとした網羅的解析（Community 
transcriptome）をおこなうことで，環境中で実際に機能
している遺伝子の特定，取得が可能になると考えた。し
かし環境微生物群集の発現遺伝子の網羅的解析において
は，（1）十分な質・量を有する RNA の取得が困難，（2）
全 RNA 中に含まれる mRNA の割合が低い（一般的に
数％程度），（3）（RT-）PCR に使用するプライマーに依
存したバイアスの存在，といった克服すべき課題が存在
する。微生物をターゲットとした Community transcrip-
tome に関する報告は，現在まで非常に限られている。
Poretsky ら 7）は海洋微生物群集に Community transcrip-
tome を適用し，得られた cDNA クローンライブラリの
シークエンス解析をおこない様々な系統の微生物に由来
する転写産物を取得している。しかしこの方法には大腸
菌の SD 配列をもとに設計したプライマーが PCR に使
用されたなど，問題点も見受けられる。そこで我々は原
油分解海洋性細菌群集を対象として，既知の配列情報に
非依存的でバイアスの少ない Community transcriptome
法の構築を試みた。
今回適用した方法の概要を図 6 に示す。全 RNA から
の mRNA の効率的な濃縮法として，磁性ビーズ結合オ
リゴヌクレオチドプローブをもちいたハイブリダイゼー
ション法を適用した（ステップ 3）。このプローブは細
菌の 16S および 23S rRNA の保存領域に対して相補的
な配列を有しており，全 RNA の大部分を占める rRNA
の除去が可能である。また抽出した RNAの 3'末端に対
してポリ A 付加反応をおこない，逆転写反応にオリゴ
dT プライマーを使用することで，プライマー配列に依
存したバイアスの軽減を図った（ステップ 2 ＆ 4）。ま
たポリ A を付加することにより，少量の RNA サンプ
ルから in vitro transcription による RNA の増幅反応 2）

をおこなうことが可能になり，十分な RNA 量の確保が

図 5．PARM 法。
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困難なサンプルに対しても適用が可能になる。さらに 2
本鎖 cDNA 合成後に制限酵素処理およびアダプター付
加をおこない，クローニングの際の PCR にアダプター
配列由来のプライマーを使用することで，プライマー配
列に依存したバイアスを軽減した（ステップ 5–8）。
はじめに海洋性アルカン分解細菌 Alcanivorax borku-

mensis SK2 株 15）純粋培養系による原油分解過程をモデ
ルとして使用し，上記手法の妥当性を評価した。rRNA
除去（ステップ 3）をおこなわずに作成した cDNAクロー
ンライブラリではそのほとんど（20/21）が rRNA 由来
であったが，図 6 の方法で作成したライブラリでは，
rRNA 由来の配列は約 29％（13/45）にまで抑えられて
おり，rRNA 除去の効果が確認された。また原油分解時
のライブラリーからは，アルカン分解産物の代謝経路（プ
ロピオニル CoA 経路）の遺伝子，プロテオーム解析 7）

でアルカン分解時に発現が上昇することが確認されてい
るトランスポーターの遺伝子，電子伝達経路の遺伝子（キ
ノン酸化還元酵素，キノン合成系遺伝子）が検出された。
次にこの Community transcriptome 法を原油分解海洋

性細菌群集に適用した。cDNA クローンライブラリの解
析の結果，rRNA 由来配列が約 45％（32/70）と純粋培
養でのモデル系と比較して高頻度で検出された。これは
RNA 分解などによりサンプル RNA の純度がいくぶん
低下したためと考えられる。残り 38 の mRNA 由来ク
ローンに関してデータベース検索をおこなった結果，約
71％（27/38）が A. borkumensis SK2株の遺伝子と最も
相同性が高かった。A. borkumensisは海水での原油分解
過程において優先化する細菌であることが既に報告され
ている 6,8）が，同時に抽出した DNA ベースによる
rRNA 遺伝子のクローンライブラリ解析結果では A. 
borkumensis と近縁なクローンは約 36％（5/14）にと
どまった。この結果は Community transcriptome 法によ

り活性の高い細菌由来の遺伝子が DNA ベースの方法に
比べて高頻度に検出できることを示唆している。ここで
検出された遺伝子の中には A. borkumensis SK2 株の原
油乳化に関連すると予想されるリポ多糖合成系遺伝子，
アルカン分解条件下で発現が上昇すると報告されてい
る 15）トランスポーター，malic enzyme の遺伝子も含ま
れていた。
以上により，本研究で構築した Community transcrip-

tome 法が生態系内で発現されている遺伝子の解析法と
して有効であることが示された。ただしまだいくつかの
課題も存在する。環境中での低い微生物活性による
RNA の量・質の低下は，本方法の rRNA 除去の効率低
下につながると予想される。今後 rRNA 除去方法の改
変などをおこなっていく必要がある。また検出された遺
伝子には核酸合成，DNA 複製，翻訳などのハウスキー
ピング遺伝子も多く含まれており，微生物群集の機能推
定や有用遺伝子の取得を可能にするためには，本方法で
構築したライブラリーからハウスキーピング遺伝子を除
去するような方法を適用することが重要であると考えら
れる。

7. お わ り に

メタゲノム解析に関する論文が最初に発表された当時
は，環境中に潜む未知機能を発掘できるものとしてメタ
ゲノムが注目された。しかし，ゲノム解析から膨大な情
報が抽出されてくればそのなかに一つや二つ興味深い遺
伝子情報がふくまれているのは当たり前であり，なんら
驚くことはないのである。逆に機能の分らない遺伝子配
列がデータベースを占有し，分子生物学的解析の妨げに
なるという危惧もある。メタゲノム法が真に有用なもの
になるためには，解読された配列の大部分の機能が責任
もって解明され（現状ではアノーテーションが怪しいも
のも非常に多い），それにより生態系内の機能的連携な
どに関する示唆が得られるようにならなければならな
い。これはかなり先になりそうで，そのような意味から
筆者らは，現時点において網羅的配列解読のメタゲノム
解析を行うことに否定的である。ただし，そのコンセプ
トは極めて重要であり，実りあるものにするための技術
開発を怠ってはいけないと思う。
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