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　総　　説（一般）

1.　は じ め に

地球上の多種多様な環境において，細菌を始めとする
微生物もまた幅広い多様性をもつ。彼らの作り出す酵素
や二次代謝産物は我々の生活に無くてはならないもので
あり，現在使用されている産業用酵素の大部分は微生物
起源となっている。
通常，目的とする酵素等の有用物質を得るには，生産
菌を単離・培養をすることが必要である。しかしながら，
環境中の 99％以上の微生物は現在の技術で培養するこ
とはできない1)。つまり，現在の成果は環境中の 1％未
満の微生物から得られたものであり，培養できない残り
99％ を有効利用できれば，有用物質の収集量ははるか
に増大すると考えられる。この 99％以上の環境微生物
が難培養性であるという事実は，我々に膨大なる未発掘
微生物資源への期待感を募らせ，これらにアクセス可能
な技術の開発を促した。
その手段として開発された技術がメタゲノムスクリー
ニングである。本稿では，メタゲノムスクリーニングの
問題の一つである，「スクリーニング効率の低下」とい
う問題に着目し，その効率化を目指す新規アプローチ法
の開発を報告する。

2.　メタゲノムスクリーニングとは

メタゲノムとは，Wisconsin 大学の Jo Handelsman に
より最初に用いられた用語で「さまざまな複合微生物ゲ
ノムの集合体」を意味する2)。すなわち土壌・海水といっ
た環境サンプル全体から抽出された微生物ゲノムのこと

を示す。
メタゲノムスクリーニングとは，このメタゲノムを元
にライブラリーを構築し，遺伝子配列や機能に基づいた
スクリーニングから，目的とする遺伝子を取得するとい
うものである（図 1）。この手法では従来不可欠であっ
た「培養」操作が必要でないため，環境中の 99％以上
を占めるといわれる難培養性微生物へのアプローチが可
能である。現在までに，さまざまな新規有用遺伝子やそ
こから生じる有用酵素が数多く得られており，今後産業
分野への応用が広く期待されている3–5)。
実際のスクリーニング法としては，遺伝子配列を元に
した方法と活性を指標とした方法の 2つに大別される5)。
遺伝子配列を元とした方法では，メタゲノムに対し
PCR やハイブリダイゼーションを利用しスクリーニン
グを行う。この方法は比較的簡便にスクリーニングを行
えるが，既知の遺伝子配列に依存したスクリーニングの
ため，新規の遺伝子が獲得される確率が低い，PCR で
は全長配列を取得することができないなどの欠点があ
る。一方，活性を指標とした方法はメタゲノムを適当な
サイズに切断した後，フォスミドや BAC といったベク
ターにクローニング，大腸菌等の宿主細胞内でメタゲノ
ム遺伝子を発現させ，その機能を検出する。この手法で
は既知の遺伝子情報を利用しないため，新規な遺伝子を
獲得できる可能性が高く，実際に本研究室においても，
新規ポリ乳酸分解酵素遺伝子の取得に成功している6)。
しかし，宿主細胞内で目的遺伝子が発現しなければなら
ないという問題がある。また近年これらの問題を解決す
る新技術として，遺伝子の発現活性を指標とした
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マティックなスクリーニングなども行われているが，高
価な機器が必要であるなど，誰もが手軽に行える方法で
はない。
これらの手法にいずれも一長一短があるように，メタ
ゲノムスクリーニングには改善する余地のある問題が多
く存在する。その中で，本研究ではスクリーニング効率
の問題に着目した。

3.　メタゲノムスクリーニングの問題点と

新規土壌微生物集積法の開発

メタゲノムスクリーニングの登場により，我々は難培
養性微生物の世界に足を踏み入れることが可能となっ
た。しかし，メタゲノムスクリーニングは，対象が環境
中の全ての微生物に拡大したことによるスクリーニング
効率の問題を抱えている。これまでの報告によると，活
性を指標にしたスクリーニングにおいて，その多くは数
千から数十万クローンについてスクリーニングを行った
が，得られたポジティブクローンは数個から数十個とい
う効率であった。取得することができなかったというネ
ガティブデータが表れていないことを考えると，本手法
は明らかに非効率的であり，スクリーニング効率の向上
こそが最大の課題である8)。
そのため，多くの研究者によって，「目的遺伝子の効

果的な集積法9)」，「宿主・ベクター系の改良10,11)」，「スク
リーニングシステムの改良12–14)」，といった技術開発・改
良が成されてきた。
本研究では，「目的遺伝子の効果的な集積」を目的に，
土壌環境をターゲットとした，「新規土壌微生物集積法」
を開発した。この手法では，多孔質構造素材で作成した
鏃（やじり）を用いる。この鏃を土壌に埋設し，試料を
添加することにより，鏃表面及びその周囲のみに試料特
異的な微生物を集積できる（図 2）。イメージとしては，
童話ヘンゼルとグレーテルにおけるお菓子の家と思って
いただきたい。そこから抽出したメタゲノム中には目的
遺伝子が多く含まれていると考えられ，スクリーニング
効率の向上が見込まれる。
これまで行われてきた目的遺伝子の集積法の多くは，

環境サンプルに基質となる化合物を添加して培養すると
いった古典的な集積培養であり，対象はその培養条件に
適した微生物に限定される。また，いわゆる「生き残り
ゲーム」となるため，培養中に特定の微生物の優先化が
起こり，サンプル内の多様性を失わせる。すなわち，目
的とする微生物全が集積される訳ではなく，目的微生物
のうち，ごく一部の微生物のみが増殖すると考えられる。
しかし本手法は，実環境中で利用でき，鏃の細孔それ
ぞれに微生物が住み着くので，サンプルの多様性を失わ
せること無く，その環境中でターゲットとなる微生物を
効果的に集積できる。さらに，添加試料の拡散も鏃表面
までに抑えられると考えられ，試料が引き起こす環境負
荷も最低限に抑えられるなど，数多くのメリットを有し
ている。
土壌環境にはたった 1 g の中に 103～ 104「種」の微
生物が生息していると言われており2)，メタゲノムスク
リーニングを行うには最適である。

4.　鏃の作成

本研究により開発された鏃は，土壌微生物をターゲッ
トとしたものである。まず，土壌微生物を対象とするこ
とから，使用する素材による微生物への影響がないとい
うことが前提となる。そのため，素材には余計な有機物
を含まない，かつ土壌に近い組成・物理構造を持つこと
が望ましい。さらに，土壌に埋設する前に乾熱滅菌を行
うことが可能ならば，素材由来の微生物による影響も取
り除くことができる。
そこで本研究では，陶磁器などの作製に用いられる土
壌由来の粘土を素材の原料として使用することにした。
形状は土壌に埋設する際に，容易に埋め込められるよう，
円錘状の鏃型に成形し，より多くの微生物を回収するた
めに，成形した素材表面に溝をいれることで土壌と接す
る表面積を広げた。さらに，その素材に染み込ませた試
料を資化する微生物の集積を可能とするために，鏃型の
内部を空洞にすることで試料の添加を可能にした（図 3
左）。
また，微生物の住処として定着しやすくするため，さ

図 1．メタゲノムスクリーニングの概略
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らには，添加した試料の土壌への拡散を最小限に抑える
ために，「焼き締め」という手法で焼き上げた。通常，
陶磁器の作製には作品の素地に釉薬を掛けて表面を覆う
ガラス質の層を形成させる。しかし，本手法では釉薬を
掛けずに固く焼き上げるため，素材表面の多孔質構造化
を図ることができる。
作製された鏃の中から無作為に 5本の鏃を選び，それ
ぞれのサイズ（高さ・外径・内径・深さ・幅）および重
量を測定した。その結果より鏃の表面積（細孔を含まな
い）を求め，1 g 当たりの表面積を算出した。また，デ
ジタルマイクロスコープ（KEYENCE）を用いて鏃表面
の拡大写真を撮影した（図 3右）。
鏃はひとつひとつが手造りであるため，各鏃には多少
のバラつきが存在した。サイズのバラつきに比べると各
鏃の間で重量と表面積の差が多少大きかった。鏃表面の

拡大写真から表面には細かい割れ目のような溝があり，
非常に細かい凹凸が形成され，多孔質化が実現できたと
示唆された。

5.　鏃による微生物集積効果の評価

はじめに，鏃が土壌生態系に与える影響を評価するた
め，土壌に鏃を埋設後，16s rRNA 遺伝子をターゲット
とした T-RFLP法15) により，土壌と鏃の微生物群集構造
を比較した。その結果，鏃表面の微生物生態は土壌と同
様のピークを示し，鏃自体が土壌に与える影響は限りな
く少ないと考えられた（data not shown）。
次に，鏃による微生物集積効果を示すため，つくば市
畑土壌に鏃を埋設し，試料としてラードを添加した。コ
ントロールとして，土壌に直接ラードを添加した区，試

図 2．新規土壌微生物集積法

図 3．鏃の詳細
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料無添加の鏃区を作成した。10日後，鏃，土壌を回収し，
同様に微生物群集構造解析を行った（図 4）。図 4に示
すように鏃区において，目的微生物と思われるピークが
多く確認でき，鏃中でラード分解能を持つ微生物が優先
していることが示唆された。土壌にラードを直接添加し
た系に比べ鏃を用いることで数多くのピークが確認でき
た理由としては，土壌環境にラードを直接添加すること
で，ラードは速やかに拡散・分解されてしまうためであ
ると考えている。一方鏃区では試料は毛細管現象により
徐々に内側から鏃表面に染み出していくため，長期的に
目的微生物を集積できるのではないかと考えた。
そこで，それぞれのサンプルを NB ＋ラードエマル
ジョン重層培地に散布し，培養法によるラード分解菌の
割合を比較した（図 5）。図 5から，鏃にラードを添加
した区では土壌に直接ラードを添加した区，試料無添加
の鏃区と比較して強く優位差が示された。これは，上記
の理由に加え，土壌中にラードを直接添加した系では
ラードが染み出した土壌のみを回収するのは非常に困難
であるため，通常の土壌も多量に混ざってしまった為で
あると考えられる。一方鏃区では，試料の拡散は鏃表面
で抑えられるため，確実に目的微生物を含むサンプルを
回収することができる。
これらの結果から，本研究で作成した鏃を用いること
で，メタゲノムスクリーニングの前段階として効果的な
微生物ゲノム集積が可能であることが示唆された。

6.　終 わ り に

本研究ではメタゲノムスクリーニングの効率化を目指
し，鏃を作成した。その微生物集積効果はまだはっきり
と示されたわけではないが，今後，本手法の有効性を示
すとともに，新規有用遺伝子の取得を行っていきたい。

また，鏃の応用方法として，通常の微生物スクリーニン
グや，実環境中で化学物質や石油などが土壌生態系に与
える影響を解析する手法としても用いることができるの
ではないかと考えている。
メタゲノム技術は環境微生物学の最先端であるが故
に，その技術開発は高価な機器や大規模な研究組織，機
材を必要とする方向に向かいやすく，本手法のような単
純な手法には目が行かないきらいがある。しかし，この
分野の発展のためにも，若手や個人研究者が独創的な発
想を手軽に実行に移せる環境が必要であるのではない

図 4．各サンプルにおける微生物群衆構造解析
 ラード添加後 10日目，16srRNA 遺伝子をターゲットとした T-RFLP プロファイル。鏃＋ラードの区では他の 2区より多種類，

高蛍光強度のピークが確認できた。

図 5．培養法によるラード分解菌割合
 各サンプル希釈液を NB ＋ラードエマルジョン重層培地に

植菌。30°C，72時間培養し，培地上にラードを分解した
クリアゾーンが形成されたものを分解菌とした。
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か。今後，本手法のような安価かつ手軽なメタゲノム技
術が開発されることを期待している。
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