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１  はじめに
　環境分析技

術の分野にお

いては，種々

の高精度分析

技術が開発さ

れ，環境中に

放出された化学物質を精度良く測る

ことが可能になってきた。一方で，

環境の主役として存在する微生物の

分析に目を向けてみると，残念なが

らその技術はまだまだ未熟であると

言わざるを得ない。「近年の分子生物

学的手法の発展でその問題は解決さ

れているのでは？」と思う方々も多

いかも知れない。名前がついた既知

の微生物についての分析では，こう

した分子生物学的手法も威力を発揮

する。このことは抗原抗体反応を利

用した種々の分析方法にも当てはま

る。しかし，近年認知されている「環

境中に実際存在する微生物種のほと

んど（99%以上）が培養困難な微生

物」から考えるに，本当の意味での
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環境微生物解析の技術開発はこれか

らとも言える。

　環境微生物の解析とは，わかりや

すく表現するならば「どんな微生物

が何匹いるか？」を知ることである。

生活環境（食品を含む）や医療の現

場では，有害無害有用を問わず微生

物の検査手法の必要性が高い。検査

と言っても，微生物の場合，複数の

他の微生物と複合系を構築して存在

している場合が多い。また，医療の

現場における有害菌の場合にはその

微生物は（遺伝子が残っていても）

死んでいれば問題ないが，食品生産

における主役を担う微生物では生き

ていてもらわなければならない。す

なわち，その診断には「どんな微生

物が何匹いて，それは死んでいるの

か生きているのか？」までを提示で

きる能力が要求される。

　これまでも，また現在も微生物計

測技術として培養法が利用されてい

る。これは，培養できる菌がそもそ

も 1%以下しか存在しないことから
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図１　キャピラリー電気泳動を用いた微生物分離の概念図
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考えれば，残り 99%以上の微生物

は本法での計測対象になり得ない。

また，分子生物学的手法として微生

物の持つ特定遺伝子配列を測定する

方法では，前出の培養法とセットで

行われるケースも多いが，その場合

には測定結果に２つの大きなバイア

スがかかる。一つは培養であり，ひ

とつは遺伝子増幅反応である。前者

は生死判別の根拠にはなるが，生死

の割合の議論ができない。後者は増

幅反応の設計図の書き方にも依存す

るが，共存物質の影響も生じるバイ

アスの大きさを左右する。また，微

生物の細胞表層を抗原として，抗原

抗体反応に基礎を置く測定方法が各

種開発されている。

　これらの技術はすでにいろいろな

場面で活躍しているが，未知微生物

の解析にまで踏み込んだ手法とはな

り得ない。我々はこれまで，こうし

た手法とは異なる原理に基づく解析

法の構築を目指してきた。微生物を

分離する技術，そして同定する技術，

さらにそれらを組み合わせた方法に

ついて検討してきたことの一部をこ

こで紹介したい。

２  微生物細胞の分離技術
　微生物の表層には各種糖タンパク

質ポリマーが存在しており，生理的

環境下においてはマイナスの電荷を

帯びている。キャピラリー電気泳動

（CE：Capillary Electrophoresis）

が持つイオン化学種に対する高効率

分離技術をそのまま微生物細胞のよ

うな生きた荷電粒子に適用してみて

はどうだろう（図１）。最初の我々の

試みは分離効率という意味ではあま

り芳しくなく，実験モデルの大腸菌

と他のモデル微生物を分離するには

至らなかったが，キャピラリー内部

で電場の中を泳動する微生物細胞の

生命活動を同時に観察することに成

功した１）。

　その後，微生物細胞の分離効率を

向上させるために種々検討したとこ

ろ，泳動液に微量の陰イオンポリマー

を添加することにより飛躍的に分離

効率を高めることができることを見

出した２）。ただし，これらのポリマー

の添加効果も万能とは言えず，効果

が認められる微生物とそうでない微

生物がある。図２に実験室で準備し

た 10 種類のモデル微生物を混合し

たサンプルを分離した例を示す。こ

のエレクトロフェログラムからわか

るように，ピーク形状がシャープな

ものもあれば，非常にブロードでポ

リマー添加前と比べて変化のないも

のもある。この条件では，10 種類

の微生物のうち 6 種類くらいは分離

できているが，残りの 4 種類程度は

ピークが完全に重なっているものと

考えられる。

　小さなガラス板などに溝をつくっ

てこれを電気泳動の分離場として

用いるマイクロチップ電気泳動の

技術も，多くのアプリケーション

が蓄積されてきている。我々もマ

イクロチップでの微生物の迅速分

離を試みた３）。マイクロチップでは

注入エリアに導入された微生物の

混合物が分離されるプロセスを顕

微鏡下で観察することができるが，

ここではわずか１秒間で，乳酸菌

（Streptococcus thermophilus 
510，Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus B-5b）と酵母
細胞（清酒酵母 K-9）が完全分離さ

れることが確認できた（図３）。この

ように，分離条件を最適化すること

で目的微生物の迅速分離を達成でき

る。一方，おそらく表面構造が似て
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図２　10種類のモデル微生物サンプルの分離エレクトロフェログラム
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図３　マイクロチップ電気泳動による乳酸菌と酵母の分離の様子
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いる乳酸菌同士の分離はなかなか困

難であり，これらを分離するために

は細胞表層の電荷だけでなく他の特

徴を利用した分離技術の導入が必要

となる。

３  微生物細胞の同定技術
　このように何らかの形で分離でき

た微生物細胞が，どんな微生物なの

かをできる限り簡便に知ることはで

きないだろうか。顕微鏡での形態学

的観察からは，その微生物を完全特

定することはまず不可能である。そ

の微生物を特徴づけるものとして，

あらゆる微生物がその細胞内に大量
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に保有するリボソームタンパク質が

着目されている。これらのタンパク

質は細胞を破砕すれば細胞外に取り

出すことができる 4 ～ 20kDa の

塩基性タンパク質である。株間でも

保存性の高いタンパク質と変異があ

るタンパク質の混合物として，サ

ブユニットを形成しタンパク質工

場として機能している。これらのタ

ンパク質をマトリックス支援レー

ザー脱離／イオン化飛行時間型質量

分 析 法（MALDI-TOFMS：Matrix 

Assisted Laser Desorpt ion 

Ionization-Time Of Flight-Mass 

Spectrometry）で分析することで，

高い精度で微生物を同定することが

できる。

　MALDI-TOFMS で得られるスペ

クトルのピークパターンは，既知微

生物から予め取得して蓄積したスペ

クトルライブラリーのスペクトル群

と比較して，類似度の高いパターン

を探すことにより同定する方法が

主流である。現在市販されている

MALDI-TOFMS を用いた微生物同

定システムもこの方法が採用されて

いる。既知微生物の解析においては，

迅速かつ簡便な技術である（図４）。

　我々はこの技術の簡便性を継承し

つつ，より高い同定精度と未知微生

図４　培養微生物のMALDI-TOFMS同定の測定手順と大腸菌のスペクトル
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物への適用性を獲得す

るために，上述のリボ

ソームタンパク質の解

析手法にゲノム情報か

ら得られる翻訳タンパ

ク質情報を有効利用す

る方法を導入した。こ

れにより，破砕した微

生物細胞から得られる

ピークのほとんどがリ

ボソームタンパク質で

あることを証明した４）。

このことは，図４の

大腸菌の質量ピーク

にマークした L36 や

S22 などのリボソー

ムタンパク質の割り当

てからも確認できるが，観察される

ほとんどのピークを特定できる。こ

れらのスペクトルパターンから微生

物の分類も可能であり，この方法で

分類した系統樹はこれまで汎用され

ている特定領域の DNA 配列や特定

酵素活性の有無などから得られる結

果と高い相関性を示した５）。

　こうしたポテンシャルは，未知の微

生物への適用性を示しており，ゲノム

解読されていない微生物の解析だけで

なく，培養不可能な微生物を分類する

ための簡便な方法と期待される。解析

に必要な細胞数が現状よりも飛躍的に

少なくなることが，この技術の発展に

おいて大変重要である。

４  分離同定技術へ
　微生物の CE 分離技術と MALDI-

TOFMS 同定分類技術は，組み合

わせることで両技術の可能性を大

きく高めることができる。例えば，

分離が不十分な微生物も MALDI-

TOFMS により解析できるようにな

ると期待できる。両技術をつなぎ合

わせる方法論としてはさほど難しく

はない。図５に示すように，キャピ

ラリーの出口をアースした MALDI

の基板に置き換え，さらに泳動して

くる細胞はマトリックス試薬と混和

されるように準備する。マトリック

ス試薬の溶媒に泳動してきた細胞が

接すると，細胞が崩壊して内部のリ

ボソームタンパク質が細胞外に漏出

し，同時にプレート上で塗布乾燥さ

れる６）。

　しかし，問題は上記溶剤と混和す

るだけで細胞を崩壊できるのは，微

生物の中でも比較的細胞壁がやわら

かいグラム陰性菌などに限られ，グ

ラム陽性菌や酵母などの硬い細胞に

は適用が難しいことである。硬い微

生物にも適用可能な，簡便かつより

汎用性の高いインターフェースを構

築することが次の課題になっている。

５  おわりに
　土の中の微生物を一個つり上げて

きて，10 分後にはその微生物が何

であるかを知ることができる。これ
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は現時点ではまだ夢の話かも知れな

い。こうした環境微生物の次世代解

析技術は，医療や衛生，産業技術な

どの幅広い分野における夢のプラッ

トフォーム技術でもある。まだまだ

克服すべき課題は山積みであるが，

少しでも少ない細胞数で，少しでも

短い時間で解析できる技術へ発展さ

せていきたい。

図５　迅速微生物解析用に構築したキャピラリー電気泳動とMALDI-TOFMS
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