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第一章 緒論 
 バイオテクノロジーは現代社会に医薬品や食品など有用物質をもたらしてきただけでなく、近

年は持続可能な開発目標（SDGs）の多くの目標達成に貢献することが期待されている。従来の微

生物研究は培養に基づいて発展してきたが、一方で環境中の微生物は 99%以上が難培養性である

ことが知られている。これらの微生物資源は未知機能の宝庫であることが予想され、培養に依存

しない手法で多様な微生物を解析し、利用可能な微生物資源・遺伝子資源を拡充することは、今

後のバイオ戦略と持続可能な社会の実現に貢献し得る。近年、次世代シーケンサーを用いたメタ

トランスクリプトーム解析による培養非依存的な微生物コンソーシアム解析が可能になり、環境

微生物の機能や微生物間相互作用の推定が行われている。しかし、メタトランスクリプトーム解

析では抽出した mRNA を解析するため、得られる配列データの持ち主は実際には不明である。そ

のため、有用機能の担い手の解明や、単菌分離できたとしても元の機能を示すとは限らない微生

物が、コンソーシアム内でどのように機能しているのかを正確に把握するには、mRNA を微生物

細胞内で可視化し、個別に解析することが必要となる。本研究では、メタトランスクリプトーム

データを元に mRNA を細胞内で可視化する技術を開発し、微生物機能や微生物間相互作用の推

定に有用であるかどうか検証することを目的とした。 
 本章では、メタ解析を利用した微生物コンソーシアム解析と、細胞内核酸検出技術に関する既

往の知見をまとめ、現状の技術的課題と本研究の意義を明らかにした。 
 
第二章 微生物細胞内 mRNA直接検出法 RHa-RCA-FISH 法の開発（参考論文 1） 
 筆者らはこれまでに RNA直接検出法 RNase H-assisted rolling circle amplification（RHa-RCA）法

を開発した。RHa-RCA では、φ29 DNAポリメラーゼによる RCA反応をシグナル増幅に利用して

いるため、1 fmol という微量の RNA 分子も検出可能である。また、RNA を直接プライマー化す

るため、RNA 中の任意の位置を検出標的とすることができ、原理上 DNA を検出しないという利

点がある。そこで、ゲノムや細胞質成分が混在する細胞内で mRNA を高感度かつ特異的に検出す

ることを目的とした。グラム陰性菌のモデルには大腸菌を、グラム陽性菌のモデルにはブレビバ

チルスを用いて、プラスミドで標的遺伝子を導入し、発現誘導させた mRNA を標的とした。菌体

内で RHa-RCA を行い、RCA産物を fluorescence in situ hybridization（FISH）で可視化した。顕微

鏡観察の結果、視野中の 80%〜90%の細胞内から特異的蛍光が得られ、mRNA を細胞内検出する

ことに成功した。また、プラスミド上の遺伝子（DNA）からのノイズは発生しなかった。さらに、

2 種細菌の混合物での特異的同時検出にも成功した。以上の結果より、広範な細菌種に適用し得

る in situ mRNA 検出技術 RHa-RCA-FISH の開発に成功した。 
 
第三章 単純菌叢ヨーグルト中の乳酸菌を用いた RHa-RCA-FISH 法の微生物コンソーシアム解

析への利用可能性の検証（参考論文 2） 
 モデル細菌に強制発現させた遺伝子とは異なり、実際の微生物コンソーシアムでは個々の細菌



の遺伝子発現は不均一に起こり、細胞内の mRNA量も少ないことが予想される。そこで、バルク

での遺伝子発現解析が既知のコンソーシアム「ヨーグルト」中の乳酸菌に対して RHa-RCA-FISH
を適用し、細菌の自然な遺伝子発現を本方法により可視化できるか検証することを目的とした。

市販のヨーグルトを無脂肪乳に添加して 42℃で 3.5~8.0時間培養したのち、生育した乳酸菌を取

得した。この際、多量のタンパク質を含む乳成分が菌体取得の妨げとなったが、RNAprotect® 
Bacteria Reagent を添加することでタンパク質を分散でき、遠心分離により容易に菌体を回収でき

ることを見出した。ヨーグルト内での乳酸菌 Streptococcus thermophilus と Lactobacillus bulgaricus
の遺伝子発現を可視化するため、トランスクリプトーム解析により培養前期での高発現が報告さ

れている S. thermophilus のピルビン酸-ギ酸リアーゼ活性化酵素遺伝子 pflA と、恒常発現が報告

されている L. bulgaricus の D-乳酸デヒドロゲナーゼ遺伝子 ldhD1 の mRNA を標的に反応を行っ

た。その結果、2 種の乳酸菌の遺伝子発現を既報の培養フェーズで特異的検出することに成功し

たため、RHa-RCA-FISH により実際に微生物が機能する際に発現する mRNA を可視化できるこ

とが示唆された。よって、本技術は微生物コンソーシアムの機能解析に利用可能であると結論し

た。 
 
第四章 結論 
 本研究では、微生物コンソーシアム解析のための mRNA 特異的可視化技術を開発した。標的

mRNA を高発現させたモデル細菌ではほぼ全ての細胞を検出でき、新たな微生物 mRNA 特異的

可視化技術の開発に成功した。また、ヨーグルト中の乳酸菌のトランスクリプトームデータに基

づき、RHa-RCA-FISH を適用したところ、標的 mRNA が持ち主の微生物の細胞内で発現している

様子を可視化することに成功した。本研究で開発した技術は、バルク解析で推定した微生物コン

ソーシアムの個々の微生物の機能を明らかにし、相互作用を個々の微生物単位で検証することを

可能にする。これにより、本技術は微生物コンソーシアムでのみ発現する有用機能の分子メカニ

ズムを解明する手法としての利用が期待され、複合微生物系での利用のみならず、単菌分離培養

に向けた重要知見を提供する。以上のことから、本研究は利用可能な微生物資源・遺伝子資源の

拡充に貢献することが期待され、学術及び社会的意義のある研究である。 
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