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研究成果の概要（和文）：本研究では、未培養微生物群の16S rRNA遺伝子と機能遺伝子を簡便かつハイスループ
ッドに両者をリンクづけて解析する技術を創成することを目的とした。まず、純粋細菌のゲノムDNAを用いて、
申請者の研究アイディアの実証を行なった。その結果、微生物ゲノムから２種類の遺伝子を結合することが可能
であった。次に、純粋細菌の細胞を用いて実施したところ、ゲノムを用いた時と実験条件は異なるものの、2種
類の遺伝子結合が可能であった。シークエンス解析の結果からも、2種類の遺伝子配列が結合していることが確
認できた。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated the idea for link between 16S rRNA gene and functional gene.
 The two genes were combined from the microbial genome/cell by fusion PCR. However we found that PCR
 condition is little bit different with the microbial genome and the cell. Sequencing result showed 
that two genes were combined correctly.

研究分野：環境微生物
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  １版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 微生物の分子系統分類には 16S rRNA遺伝
子が広く利用されているが、16S rRNA 遺伝
子による系統推定だけではその生理学的機能
の推定は困難である。特定の生理学的機能を
有する微生物群の遺伝的多様性を評価するた
め、これまでその機能に関連する遺伝子（機
能遺伝子）に着目した解析が実施されてきた。
しかしながら、検出される機能遺伝子を持つ
微生物群（特に未培養微生物）の系統分類学
的位置の推定が難しい場合が多く、16S rRNA
遺伝子とそれらの機能遺伝子を関連付ける技
術の開発が求められている。 
	 現在、未培養細菌の 16S rRNA遺伝子と機
能遺伝子を関連付ける技術に、メタゲノム解
析がある 1) 。この技術は、環境サンプルや培
養サンプルからゲノム DNA を抽出し、抽出
DNAを断片化したのち、シークエンサーで解
析する。コンピューターを用いて配列アセン
ブルを行い、ゲノムの再構築を行う。ゲノム
を再構築できれば、目的微生物の 16S rRNA
遺伝子とそれらの機能遺伝子を関連付けるこ
とが可能である。しかし、存在割合が低い細
菌のゲノム配列が回収されにくい、大容量の
コンピュータが必要である、ハイスループッ
ト化のためにはコストがかかるなどの欠点を
有する。また、デジタル PCRを用いたシング
ルセル微小流路技術は、それぞれ 2 種類のプ
ライマーセットを用いて、16S rRNA 遺伝子
と目的の機能遺伝子を同時に増幅することが
可能である。目的のウェルから遺伝子断片を
回収し、シークエンサーで解析することで、
16S rRNA 遺伝子と機能遺伝子を関連付ける
ことが可能である。しかし、解析は微小流路
チップに依存するためハイスループッド化の
ためにはコストがかかる、ウェルからの DNA
断片の回収が困難などの欠点を有する。 
そこで、よりハイスループッドかつ容易に

16S rRNA 遺伝子と機能遺伝子を関連付ける
ことを目的として、申請者の研究アイディア
を実施する。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、エマルジョン内に微生物細胞
を包埋し、未培養微生物群の 16S rRNA遺伝
子と機能遺伝子を簡便かつハイスループッド
に両者をリンクづけて解析する技術を創成す
ることを目的とした。その第一ステップとし
て、ゲノムおよび微生物細胞から遺伝子結合
PCRが可能かどうか検証を行った。 
 
３．研究の方法 
1) PCRテンプレートの準備 
	 モデル微生物を培養し、培養物を PBSにて
2 回洗浄を行なった。これを微生物細胞から
の実験に用いた。培養物からゲノムを抽出す
るためにフェノール・クロロホルム法を使用
した。抽出によって約 1,000ngのゲノムが得
られた。これをゲノムからの実験に用いた。 
 

2) PCR条件 
16S rRNA 遺伝子のプライマーおよび機能
遺伝子のプライマーを用いて、抽出ゲノムか
ら PCRを行った 3,4)。PCR酵素は、AmpliTaq 
GOLD DNA polymerase（Thermo Fisher 
Science）を用いた。PCR条件は、95℃で 5分
間熱変性を行なった後、94℃：30秒、55℃：
30秒、72℃：60秒を 35-50サイクル実施し、
最後に 72℃で 5分間伸長反応を実施した。 
 
3) 電気泳動 
	 PCR産物のサイズ確認のために、アガロー
ス電気泳動を実施した。2-3%アガロースを
1xTAEに溶解し加熱・冷却によって固化した。
電気泳動は、1xTAEバッファーを用い、135V, 
20分間行なった。 
 
4) クローニング 
	 回収 DNAバンドを精製し、TAクローニン
グを実施した。pT7 Blue Vectorを用いて、回
収バンドのインサートを行いプラスミドの作
成を行なった。 ECOS Competent E.coli	
DH5a にプラスミドを導入させ形質転換を行
なった。LBプレートで培養を行なった後、コ
ロニーをピックアップし、インサートチェッ
クを実施した。 
 
5) シークエンス解析 
配列の全長を解読するために、サンガー法
にて解析を実施した。サイクルシークエンス
には BigDye Terminator Ready Reaction 
Mixを用いた（Thermo Fisher Scientific）。
精製を行なった後、ABI 3500シークエンサー
（Thermo Fisher Scientific）を用いて、塩基
配列の解読を行なった。 
 
４．研究成果 
1) ゲノムを用いた実験 
	 培養した純粋微生物の鋳型 DNA を元に
16S rRNA 遺伝子と機能遺伝子をターゲット
にそれぞれの PCRを実施したところ、それぞ
れの PCRが検出された。そこで、2種類のタ
ーゲット遺伝子のプライマーを入れてマルチ
プレックス PCRの実施を試みたところ、片方
の遺伝子断片しか検出されなかった。すなわ
ち、双方の遺伝子で増幅効率が異なることが
分かった。 
	 そこで、双方の遺伝子の PCR増幅効率を高
め、同程度の増幅効率を得るために、いくつ
かのプライマーを設計し、マルチプレックス
PCRを実施した。その結果、双方の遺伝子が
同程度の効率で増幅できるプライマーセット
を見出した。そして、マルチプレックス PCR
の結果を元に、16S rRNA 遺伝子と機能遺伝
子の結合 PCRを実施した。その結果、双方の
遺伝子が結合したと思われるサイズの DNA
が生成されていることを電気泳動から確認し
た。電気泳動の結果から目的のサイズの DNA
バンドを回収し、塩基配列を解読したところ、
16S rRNA 遺伝子と機能遺伝子が結合した配



列であることを確認した。 
	 遺伝子結合 PCRの効率を比較するために、
4 プライマーと 3 プライマーの双方の実験を
実施したが、3プライマーでは、目的バンドが
検出されず、うまく出来なかった。この原因
に関しては今の所不明であるが、恐らく遺伝
子結合領域の配列が、ゲノム上の全く異なる
領域にマッチし、増幅したのではないかと考
えられる。 
 
2) 微生物細胞を用いた実験 
	 純粋微生物の細胞を DNA テンプレートと
してダイレクト PCR が可能かどうか確認を
行ったところ、純粋細菌からのダイレクト
PCRが可能であった。しかしながら、DNAテ
ンプレートと比較すると PCR 効率が低下す
ることが分かった。そのため、PCRのサイク
ル数を増やすことで、対策を行った。 
次に、純粋微生物を用いて、マルチプレッ

クス PCRを実施したところ、DNAテンプレ
ートと同様の条件では 16S rRNA遺伝子と機
能遺伝子のマルチプレックス PCR が行えな
かった。しかし、プライマー濃度をコントロ
ールすることで、純粋微生物細胞から 2 種類
の遺伝子のマルチプレックス PCR が実施で
きることが判明した。したがって、微生物か
らのダイレクト PCRでは、プライマーの濃度
設定が非常に重要なファクターであることが
分かった。 
そして、純粋微生物細胞を用いて、16S 

rRNA 遺伝子と機能遺伝子の結合 PCR を実
施した。その結果、双方の遺伝子が結合した
と思われるサイズの DNA が生成されている
ことを電気泳動から確認した（図 1）。また、
DNA断片を回収し、シークエンス解析を行っ
たところ、16S rRNA 遺伝子と機能遺伝子が

結合した塩基配列であることも確認できた。 
	 今後は、エマルジョン内での PCR の実施、
シングルセル環境での実施、環境サンプルを
用いた未培養微生物への適用などが必要であ
る。 
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図 1：遺伝子結合 PCRの実験結果 
（レーン 1：マーカー、レーン 2：
16S rRNA遺伝子アンプリコン
PCR、レーン 3：機能遺伝子アンプ
リコン PCR、レーン 4：遺伝子結合
PCR） 
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