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難培養性細菌穫のゲノム完全長配列取得による機能解明
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L はじめに

環境中の大部分の細蕗種は現時点で培養不能である。そ

うした紹窟種の生理・生態は未知のままで，生物資源とし

ての応用も回難である。

1990年代から盛んになったsmallsubunit rRNA配列を分

類マーカーとする分子生態学的研究により，難培養種も含

む環境微生物群集の構造が徐々に明らかとなってきた。特

定の機能だけに着目するならば 関連遺{云子のPCR:T首相や

in situ hybridization， stable isotope probingなどの手法を用い

ての研究も可能である。また近年では，微生物群集全体の

DNAを抽出・断片化して網羅的に配列決定する，メタゲノ

ム解析が普及している。メタゲノム解析により，群集会体

としての機能の解明と，有用遺伝子のスクリーニングが可

能となった。しかし，依然として，個々の難培養微生物種

の詳細な機能は未知のままであるO

そこで筆者は，個々の難培養微生物種の少数の細胞から

ゲノム完全長配列を取得することにより，その微生物種の

機能を解明することを目指してきた。以下にその結来と，

これからの展望を記す。

2.ヤマトシロアリ腸内原生生物細胞内共生細菌
Rs-D17のゲノム解析

シロアリは枯死植物体のみを摂食する社会性昆虫で，木

材の大害虫だが，地球の炭素循環に必須の役割を果たして

いる。近年では，木質由来バイオ燃料開発への応用という

観点からも脚光を浴びているO しかしその高効率な木質

分解能力をもたらす腸内微生物群の大部分は培養成功例が

ほとんどなく，数百種からなる個々の構成種の機能は未知

のままであった 2-5)。
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ゲノム解析の標的としたのは，シロア 1)腸内原生生物

(主詳細組真核生物)の綿脆内にだけ生息する TermiteGroup 1 

(TG1 )細菌の一種であるoTG1は未培養真正細菌円の一つ

で，多様なシロアリ腸内原生生物種の麓特異的な細胞内共

生細菌である 8.14)。しかし 機能については全く未知であっ

た。筆者らは，そのTG1細菌門に属する. Rs一D17と名付

けた培養不能細菌種のゲノムを解読することを日指した(国

1)0 Rs一Dl7の宿主は，ヤマトシロアリ腸内でセルロース

分解を担う培養不能原生生物 TrichOlりnψhaagilisで1.14)複

数系統の混入を避けるため，宿主l細胞のみをマイクロマ

ニピュレーターで物理的に単離して用いた。原生生物細胞

膜を界商活性剤で緩やかに破壊し漏出した細胞内共生Rs

一D17細菌を数百細胞，毛細管で回収した。

細菌ゲノムの完全長配列取得には通常1Of:意個以上の細胞

が必要であるO そこで，組収したRs-Dl7細胞をアルカリ落

解・変性したのち. Phi29 DNA polymeras巴で約l千万倍に

全ゲノム増幅し(回2) . 454-GS20パイロシーケンサーと

サンガー法による配列決定を行なった。その結果. 1.1Mb 

の単一の環状染色体配列の再構築に成功した 6)。

得られた染色体艶列は7611聞のタンパク遺伝子をコード

図1 原生生物TrichonymPhaagilisと網胞内共生細菌Rs-Dl7
(A)ヤマトシロアリ腸内に共生するセルロース分
解性原生生物TrichOlぴmphaagilisの位相羨顕微鏡像。
バーは20[!mo (B)蛍光insituハイブリダイゼーショ
ンによる向原生生物細胞内に共生するRs-Dl7細菌
の検出。パーは20μmo(C) Rs-Dl7細菌の透過型電
顕像。パーは0.5.ltm。文獄6)より改変。
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していたが，それに加えて，フレームシフトやナンセンス

変異を含み，機能を喪失したと考えられる偽遺伝子が， 121 
個も見出された。これは， Rs一Dl7細菌のゲノムが縮小進化
過程にあることを示している。既知の配列との相向性から

代謝系を予測したところ， Rs-Dl7細菌は，グルコース-6
リン酸を主な炭素・エネルギー源とする，絶対嫌気性の発

酵性細菌であることが明らかとなった。宿主原生生物によ

るセルロース分解産物であるグルコースは，豊富に宿主細

胞質に存在するはずであり，またリン酸化物を取込むこと

で，自身の ATPを節約している(図3)。

一方，窒素源については，アンモニア輸送体AmtBとグ

ルタミン合成酵素GlnAの遺伝子が偽遺伝子化しており，宿

主からのグルタミン供給が必須で、ある O しかし， 15種類の
アミノ酸と数種のビタミン類の合成系は保持していた。こ

のことは，細胞壁成分のリポ多糖合成系や多数の制限酵素

ユニットなどの防御系，各種輸送体などの遺伝子の多くが

偽遺伝子化していたことと対照的である。

シロアリは窒素分をほとんど含まない枯死材のみを餌と

しているため，シロアリも腸内原生生物も，餌の木材・木

片から必須窒素化合物を補給できない。それらを合成し，

一/七医
図2 Phi29 DNA polymeraseによる多重置換増幅
ランダムプライマーとの組み合わせにより，ゲノム
全領域を多重に複製し， 30oC，数時間で数千万倍以
上に増幅可能。シングルセル・ゲノミクスの中核技
術である。

供給するのがRs一Dl7細菌だと考えられる。 Rs-Dl7細菌で

は，染色体複製開始因子DnaAの遺伝子まで偽遺伝子化し

ており，宿主細胞外での増殖能を既に失っている可能性が

高い。つまり， Rs一Dl7細菌は窒素化合物合成に特化した，
原生生物のオルガネラのような進化を遂げてきたと考えら

れる。

3.イエシロアリ腸内原生生物細胞内共生細菌
CfPt1・2のゲノム解析

上記手法を用い，イエシロアリ腸内原生生物品eudotridωnylゆha
grassiiの細胞内共生細菌である CfPt1-2についても(図4)， 

ゲノム完全長配列取得を試み，1.1Mbの環状染色体配列再

構築に成功した7l

CfPtl-2細菌は，分子系統学的に Bacteroidetes門

Bacteroidales目のシロアリ腸内由来未培養細菌クラスターに

属し 12，13)水素を消費すること以外は，全く機能未知であっ

た9)。ゲノム解読の結果， Rs-Dl7同様に，細胞壁合成系や

制限酵素などの防御系，膜間輸送系など多くの遺伝子を消

失している一方で、， 19種類のアミノ酸合成系と数種のビタ

ミン合成系を保持していた。さらに注目されるのは，空中

窒素固定遺伝子群 (nifオベロンなど)を保有していたこと

である。これは， Bacteroidetes門からは初めての発見である。

ニトロゲナーゼをコードする何百遺伝子の発現も， RT-
PCRにより確認した。また，原生生物の窒素老廃物と予想、

される尿素とアンモニアを取込んで再利用する系も存在し

た。

イエシロアリはPgrassiiを失うと，他種の原生生物が健
在でも，木片分解能力を失うことが知られており，必須の

K+ ト1+K+ ト-1+Na+ NH4+ Phosphate a-D-Glucoseぬ6P [-l-D-Fructose? 

図3 原生生物 Tric.加ゆゆhaagi1isの細胞内共生細菌Rs-Dl7の予想、代謝図
細胞壁合成系，制限酵素，膜間輸送体など多くの遺伝子群が存在しないか偽遺伝子化 (xで表示)している一方，
アミノ酸とビタミン合成系は豊富に残されていた。文献6)より改変。
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図ヰ 原生生物Pseudotriclzonynψhagrassiiと細胞内共生細菌
CfPtl-2 
(A)イエシロアリ腸内共生原生生物
PseudotriclzonYJゅhagrassiiの位根差観察{象。同シロアリ
の木質分解に必須。 培養不能。バーは 50~lmo (B)蛍
光insituハイブリダイゼーションによる同B誕生生物
細胞内に共生する CfPtl-2細菌の検出(小紋)。本研
究で“白ndidatusAzobacteroides pseudotrichonymphae" 
と命名した。培養不能。パーは 10umo文献7)よ
り改変。

共生体である 11)0 CfPtl-2細菌は，そのPgJぜssiiの1細胞

あたりに数万個も共生しており，合計で，腸内細菌細胞総

数の6-7割をも占めている 12)。それが空中からの窒素補
給能力を持っていたのである。 CfPtl-2細菌の炭素源は，原

生生物によるリグノセルロース分解産物のグルコース，キ

シロース，ウロン酸であり，解糖系によるこれらの発酵と，

水素を電子供与体とするフマル酸呼吸によってATPを生成

すると予想された。これら単糖と水素は原生生物細胞内に

豊富に存在するはずである。つまり，シロアリと原生生物

が窒素分に乏しい枯死材を貧食するのに連動する形で，原

生生物細胞内共生細菌が空中から窒素を補給して，アミノ

酸などを合成・供給するという，極めて高震に進化した多

重共生系の存在が初めて明らかになったのである(図5)。

4.おわりに

~シングルセル・ゲノミクスを目指して~

上記のように，培養不能細菌種であっても，数百個以上

の細胞があれば，ゲノム完全長配列を取得できるようになっ

た。現在ではDNAシーケンス技術がさらに進歩しているた

め，より少ない細胞数からでも完全長を取得できるであろ

つ。
しかし土壌，海洋，腸内など様々な環境中の多様な難

培養微生物種のゲノムを解説するには，単一の細胞を出発

点にする必要がある O そのためには.DNAコンタミネーショ

ンとゲノム DNAへのダメージを最小にするような，細菌l

縮胞単離系と，コンタミ，プライマー由来の非特異的増幅，

そしてゲノム領域間の増幅バイアスを最小化した，全ゲノ

ム増幅反応系の構築が必要であるO

現在，筆者の研究室を含め，米国のスタンフォ…ド大や].

Craig Venter Institute.マサチューセッツ工科大などいくつか

の研究グループが，この「シングルセル・ゲノミクスjと

いう新分野に挑戦しているO しかしまだ方法論は確立さ

れていない。細胞単離を蛍光セルソーターやマイクロマニ

ぜュレーター，微細流路系などで行う手法が考案されてい
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図5 イエシロアリにおけるシロアリー原生生物一細菌の
多重共生機構

るが 10，11， 15， 16 )一長一短がある。いずれにしても，完全長の

配列を取得するのは現実的にはかなり困難であるため，得

られたゲノム断片が襟的細菌種由来かを証明するための，

情報解析学的手法の開発も必要である。

シングルセル・ゲノミクスが確立すれば，個々の難培養

微生物穫の基本機能を解明でき，また遺伝子資源として応

用研究に用いることもできる。メタゲノミクスで群集全体

を僚搬しシングルセル・ゲノミクスで偲々の構成種の詳

細な研究が可能となれば，我々の微生物生態系への理解は

飛躍的に高まり，これまで利用困難であった難培養微生物

種の産業応用への道も大きく関かれるであろう。

要 と:::.
日

環境中の大部分の微生物種は難培養性であり，それらの

生理・生態は未知である。そうした難培養微生物種の機能

を解明するために，少数の細胞からのゲノム完全長配列解

析系の確立を試みた。標的としたのは，シロア 1)腸内共生

原生生物の細胞内に，さらに共生する培養不能細菌2種 (Rs

-Dl7， CfPtl-2)である。各々 の宿主JJl(生生物種の l細抱を

単離し細胞内共生細菌を数百個漏出させて閤収した。そ

れら細菌細胞をアルカリでj容解・変性して， Phi29 DNA 

polymeraseで等温全ゲノム増ijJi¥';を行った。その結果，共に1.1

Mbの完全長の環状染色体配列再構築に成功した。これら

の全代謝系を予測したところ，宿主原生生物によるリグノ

セルロース分解の産物を炭素とエネルギー源とする，多様

なアミノ駿やビタミン類の合成に特化した，オルガネラの

ような進化を遂げてきた細菌であることが判明した。特に，

CfPtl-2は空中窒素を固定する能力を持つことが初めて明ら

かとなった。今後は. I可手法を進化させ，単一の微生物細

抱から会ゲノム配列を解読する，シングルセル・ゲノミク

スの確立が期待される O
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