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Abstract 

 Environmental microbes were encapsulated in water-in-oil microdroplets with a fluorogenic substrate 

for the target enzyme to screen for microdroplets that contain microbially active cells. The genomes from 

the active cells were amplified and sequenced to identify the genes encoding target enzymes. 

Environmental microbes are a great source of industrially valuable enzymes with potent and unique 

catalytic activities. Unfortunately， the majority of microbes remain unculturable and thus are not 

accessible by culture-based methods. Here we present a methodological approach for the identification of 

genes that encode metabolically active enzymes in environmental microbes in a culture-independent 

manner.  
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1. 緒言 

微生物は古くから醗酵食品（お酒，ヨーグル

ト，納豆など）をつくるためなどに利用されて

きた．大村博士のノーベル賞にもみられるよう

に抗生物質などの創薬リード化合物も微生物

から多く発見されている．さらに今後は，二酸

化炭素濃度向上が起因とされている地球温暖

化問題からの解決策として，化石燃料（原油な

ど）に代替する新エネルギーの開発分野に微生

物の能力が大きく期待されている． 
地球上の物質変換の主役は微生物である．地

球上にはおよそ 300 万種類の微生物が存在す

ると推定されている．しかしこれまでにその正

体が明らかになったものは僅か１％であり，残

り９９％はその能力を評価されていない未研

究の微生物である．これらの微生物たちの中に，

人々の暮らしをより豊かにするための”有用な

微生物”が数多く眠っている．それでは，なぜ

残り９９％の微生物はその能力を評価されず

に放って置かれているのか？ 
 これまでの微生物の能力評価は，培養できる

（つまり任意にその個数を増やすことができ

る）微生物だけを対象として進められてきた，

従って，培養できないと判断されている微生物

はその評価を後回しにされてきたことになる．

微生物は一つ一つ，その種類によって増えるこ

とのできる条件に個性がある．従って，その個

性をしっかりと理解すれば培養（任意にその個

数を増やすこと）ができることになる．しかし

ながら，その個性を把握するために費やす時間

と労力は甚大である．その作業を一種一種の微

生物に対して施すとすると天文学的な時間を

要することになる． 
そもそも微生物の発揮する有用な能力を評

価する際に，事前にその微生物個数を増やす必

要があるのはどうしてなのか？その理由は，調

べたい能力を評価（測定）するための測定感度

が，微生物１個体のみの発揮する能力を判定す

るには低過ぎるためである． 
 そこで今回は微生物 1 個体が発揮する能力

を評価できる水準まで測定感度を上げる工夫

を検討してみた．その中でも大きな工夫は次の

３つである． 
 
①マイクロドロップレットの利用 

微生物の１個体の持つ能力を評価するため

に，微生物を（酵素反応基質とともに）1 個体

毎に閉じ込めることのできるカプセルを用意

する必要がある．今回は油液中に少量の水を混

ぜて形成されるマイクロドロップレットをカ

プセルとして利用することとした． 
 

②酵素反応後の生成物が蛍光物質である 
 一般的に，酵素反応速度を測定するには，酵

素反応によって変換される物質（基質）と変換

後に生じる物質（生成物）の反応前後での変化

量を見比べることになる．今回は酵素反応の生

成物として蛍光物質を生成する基質を選んだ．

このことにより検出感度が飛躍的に向上する． 
 
③微生物 1 個体から目的遺伝子の取得 
 微生物 1 個体が有するゲノム DNA を

multiple displacement amplification (MDA)
法により充分に増幅した．さらにこの増幅

DNA を鋳型として目的の活性を有する酵素遺

伝子を PCR 増幅し，新規な有用遺伝子を取得

することとした． 
 
 自然環境に生息する微生物群を対象に目的

の有用活性を有する遺伝子を探索することと

した．二酸化炭素濃度の上昇による地球温暖化

問題が浮上し，「脱化石燃料依存の社会形成」

が求められている．これに向けて，非可食バイ

オマスであるセルロースを原材料としたバイ

オエタノール生産技術が世界中で研究されて

いる．その中でバイオエタノール生産コストを

抑えるために，優秀なβグルコシダーゼ酵素を

開発することが大きな課題となっている．そこ

で今回は，取得を目指す有用遺伝子ターゲット

としてβグルコシダーゼ遺伝子を選択した． 
2. 材料および方法 

マイクロドロップ法を用いた有用微生物のス
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クリーニング 
 本法１）の目的酵素活性を発揮する微生物の

スクリーニングの流れを Figure 1 に示す． 
 

 

 
 

Figure 1， Schematic workflow for identifying 
microbial enzyme-encoding genes by 
activity-based single-cell sequencing using 
microdroplets. 

(a) The workflow includes single microbial cell 
isolation in W/O microdroplets (step 1) ， 
activity-based single-cell screening and recovery of 
target cells (step 2)， whole genome amplification 
(step 3) and genome sequencing (step 4). Genes 
encoding the target enzymes are identified based on 
genomic information (step 5). The entire process 
could be completed in 4–5 days. 

(b) Schematic representation of single microbial cell 
isolation in W/O microdroplets using a microfluidic 
device. 

(c) Schematic representation of activity-based 
single-cell screening and recovery of target cells. 
 

※Figure 1 は Sci Rep. 2016; 6: 22259１）から引用 

 

交差するマイクロ流路装置を用いてピコリ

ットルサイズのドロップレットを調製した．よ

り具体的には，Figure 1(b)に示した通り，縦方

向には水溶液を横方向には脂溶性溶液を流し，

脂溶性溶液中に水溶液の水滴を生じさせた．水

溶液中には酵素反応の基質と微生物群を混在

させておいた．微生物濃度は１つのドロップレ

ットに平均して１個体の微生物を含む水準ま

で希釈した．その後ドロップレット群を 30℃
で保温して酵素反応を進めた．数時間後，ドロ

ップレットを蛍光顕微鏡で観察した．酵素反応

が進行したものは蛍光物質を生成するので光

って見える（Figure 1(c)）．ドロップレット群か

ら，蛍光によって光っている（微生物を含む）

ドロップレットを回収した．エッペンドルフチ

ューブに予め滅菌した食塩水（0.8％）を入れ

ておき，ここに回収したドロップレットを入れ

た．この際にドロップレットに付着していた脂

溶性成分は上層に集まる（Figure 1(c)）．下層（水

層）には目的活性を示した微生物が含まれる．

今回は脂溶性成分としてミネラルオイル（シグ

マアルドリッチ社製）を用いた． 
 
取得微生物からの有用遺伝子の取得 

取得した微生物個体が保有するトータル

DNA を phi29 DNA ポリメラーゼ２）（キアゲ

ン社製）を用いて増幅した（増幅 DNA がアガ

ロース電気泳動で検出できる水準まで）．さら

に DNA シークエンサー（イオントレント

PGM：ライフテクノロジー製）によって，上

記の増幅したゲノム DNA 配列を解読した．続

いて，バイオインフォマティクス的手法により，

解読したゲノム DNA 配列中から，目的活性を

持つ酵素をコードしていると推定される遺伝

子配列から成る候補遺伝子を探し出した．続い

て，候補遺伝子を PCR で増幅し，プラスミド

ベクターDNA に連結して大腸菌に導入した．

得られた大腸菌形質転換体の酵素活性を評価

することで，目的の活性を有する酵素をコード

する遺伝子を探り当てた． 
 

3. 結果と考察 
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βグルコシダーゼ活性を示す微生物の取得 
マイクロドロップレット法によって，βグル

コシダーゼ活性を示す微生物が検出された結

果を現すした写真を Figure 2 に示す．取得さ

れた微生物の 16SrRNA 配列（微生物の分類を

行う際に指標となる配列）を解析した結果，今

回取得できた微生物は，これまでの研究報告で

は難培養性グループ（培養する方法が確立され

ていないグループ）に所属するものが多数見ら

れた．従って，過去に評価されていない微生物

をマイクロドロップレット法を用いることで

初めて評価できたということを示す結果であ

る． 

 
Figure 2， Detection of a microbe possessing 

₋beta glucosidase activity. 
Bright-field (left) and fluorescence (right) images of 
W/O microdroplets encapsulating environmental 
bacteria with fluorescent-glucose. The white 
arrowhead shows a fluorescent bacterial cell in a 
W/O microdroplet. Scale bar represents 20 μm. 
（※Figure 2 の一部は Sci Rep. 2016; 6: 22259１）

から引用した） 
 
新規βグルコシダーゼ遺伝子の取得 
マイクロドロップレット法によって取得さ

れた微生物（βグルコシダーゼ活性を示したも

の）のトータル DNA をMDA 法により増幅し，

さらにDNAシークエンサーによって各々のト

ータル DNA 配列を解読した．続いて，バイオ

インフォマティクス的手法により，解読したゲ

ノム DNA 配列中から，βグルコシダーゼをコ

ードする遺伝子配列（候補遺伝子）を探し出し

た．さらに候補遺伝子を PCR で増幅し，プラ

スミドベクターDNA に連結後，大腸菌に導入

した．得られた大腸菌形質転換体のβグルコシ

ダーゼ活性を評価し，βグルコシダーゼ遺伝子

が狙い通り，取得されていることを確認した．

それらの推定アミノ酸配列と報告済みのβグ

ルコシダーゼ酵素アミノ酸配列との相同性を

調べた．その解析結果を Table 1 に示す．その

中でも最も新規性の高いものは報告済み酵素

とのアミノ酸配列の一致性が僅か 52％であり，

新たなβグルコシダーゼ遺伝子が取得できて

いると判断された．今回の一連の実験で，新規

性がとても高い酵素遺伝子が取得できた理由

としては，これまでの研究報告では難培養性グ

ルプに所属するもの（培養できないと判断され

ている微生物）でもマイクロドロップレット法

を用いることによって，新規酵素遺伝子探索の

対象と成りえていることが第一に挙げられる． 
 

 

 
 

天然ポリマー分解微生物の探索に向けて 
 今回は酵素活性測定の検出感度を上げるた

めに検出対象物質として蛍光物質を用いた．し

かしながら，全ての酵素活性測定（評価）時に

蛍光物質が利用できるわけではない．その例が

天然ポリマー分解酵素活性測定の場合である. 
非可食性の天然ポリマーを炭素源としてバ

イオエタノールあるいはバイオブタノールを

生成する技術が求められている．しかしながら，

天然ポリマーを均一に蛍光物質でラベルする

ことは難しい．もし天然ポリマーを微生物が分

解する速度を測定する感度の高い方法が見出

させれば，その方法をマイクロドロップレット

法に引用することで天然ポリマー分解微生物

Accession number of the most similar sequences (their origin) Identity (%)
BGL1 WP_015935647* (Arthrobacter chlorophenolicus ) 56
BGL2 WP_028040971 (Caulobacter  sp. URHA0033) 52
BGL3 WP_010381006 (Pseudoalteromonas rubra) 74
BGL4 WP_011044492 (Colwellia psychrerythraea) 63
BGL5 WP_019026132 (Colwellia piezophila ) 67
BGL6 WP_010557357 (Pseudoalteromonas marina) 70
BGL7 KGJ93128 (Colwellia psychrerythraea ) 72
BGL8 KGL60449 (Polaribacter  sp. Hel1_33_49) 68

Table 1， New beta-glucosidase (BGL) genes 
acquired by microdroplet method 
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のスクリーニングが可能となると考えられる. 
予備検討のために先ずは，培養法を用いて，

天然ポリマーを分解できる微生物の探索を試

みた．将来的には，天然ポリマーの分解活性を

感度良く評価できる新たなドロップレット法

の検討を進めるためのポジティブコントロー

ルとして今回培養法で得られる天然ポリマー

分解微生物を用いる.今回は分解対象の天然ポ

リマーとしてセルロース（セルラーゼ酵素によ

り分解）とアガロース（アガラーゼ酵素３）に

より分解），アルギン酸（アルギン酸リアーゼ

酵素などにより分解）を選んだ．  
 
天然ポリマー分解微生物の探索 
 アガロースは海藻（主に紅藻類）の細胞壁に

存在する多糖であり，ガラクトースとアンヒド

ロガラクトースが交互に並んだユニークな構

造をしている（Figure 3）．アガロースはお菓

子つくりなどにも用いられる寒天の主成分で

ある．紅藻類などの海藻（Figure 4）を分離源 
 

Figure 3, Structure of agarose 
 
 

Figure 4, Sea weeds as screening source for 
agarase-producing bacteria. 

 

として，集積培養法(アガロースを唯一の炭素

源とした培地を用いた)によってアガロースを

分解する微生物の取得を試みた．その結果，

Figure 5（寒天で固めた培地に微生物を生育さ

せた後，ヨウ素液を重層し，寒天を染色した.
アガラーゼ生産菌であれば微生物の周辺は寒

天中のアガロースが分解を受け，染色され難い

状態になる）に示した通り，強いアガロース分

解活性を示す微生物が数種類取得できた. 
 

 

Figure 5, Degradation of agarose by an 
agarase-producing bacteria. 

 

セルロースは，グルコースがβ-1，4-グルコ

シド結合をした多糖であり，植物体の細胞壁の

主成分である．地球上で最も存在比率の高い天

然ポリマーでもある．非可食性の天然ポリマー

であることから，バイオエタノール生産のため

の原料として様々な研究がセルロースを対象

として世界中で進められている.バイオエタノ

ール生産のコストを下げるためには，強い活性

を持ったセルロース分解酵素（セルラーゼ）が

求められている.セルロース自体は水に不溶性

であるため，本実験にはカルボキシメチル化し

たセルロースを酵素反応の基質として用いた．

その結果，落ち葉が体積してできた土壌などか

ら Figure 6 に示す通り，カルボキシメチルセ

ルロース（CMC）の分解活性を示す微生物を

数種類獲得できた． 
アルギン酸は ß-D-マンヌロン酸 とα-L-グ

ルロン酸の 2 種（いずれもカルボキシル基をも

つ単糖）が (1-4)-結合した直線状のポリマーで

ある．アルギン酸はコンブなど海藻（褐藻類）

に多く含まれる多糖である．アルギン酸もバイ

オエタノールの原材料となる多糖として期待

されている．集積培養法(アルギン酸を唯一の
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炭素源とした培地を用いた)によってアルギン

酸を分解する微生物の取得を試みた．その結果，

Figure 7（アルギン酸を含有した固体培地に微

生物を生育させた後，塩化セチルピリジニウム

溶液を重層し，アルギン酸を染色した.アルギ

ン酸分解酵素生産菌であれば微生物の周辺は

固体培地中のアルギン酸が分解を受け，染色さ

れ難い状態になる）に示した通り，強いアルギ

ン酸分解活性を示す微生物が数種類取得でき

た. 
今後は今回培養法で得られた天然ポリマー

分解微生物をポジティブコントロールとして

用いることで，蛍光物質を用いないでも天然ポ

リマーの分解活性が感度良く識別できるドロ

ップレット法を構築するための検討を進めて

いく予定である． 

 

Figure 6, Degradation of CMC by a 
CM-cellulase-producing bacteria. 
 
 

 
Figure 7, Degradation of Alginate by an 
Alginate -producing bacteria. 
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