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In situ HCR法による細胞浸透性の低い海洋性細菌の検出 
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1. はじめに	
 
	
 海洋に生息している微生物の中には、我々が未遭遇の有用微生物群が数多く存在していると思われる。近年、報告さ

れた例として、海洋中からリン回収が見込まれる海洋性ポリリン酸蓄積細菌 1)や、高塩濃度排水の硝化脱窒を担う可能

性がある海洋性アナモックス細菌 2) などが挙げられる。このような有用微生物群を有効に利用するためには、それら微

生物の生態を把握する必要がある。微生物の分離培養が困難を極める中、近年では、パイロシーケンシング解析、環境

メタゲノミクス解析など遺伝子網羅的な解析の進展が目立つ。しかし、個々の微生物の生態を把握するには、細胞を破

壊せず標的微生物を原位置かつ視覚的に検出することが可能である fluorescence in situ hybridization (FISH) 法が有効であ
る。FISH法は、菌体形状やニッチェを確認できるだけでなく、近年では標的微生物のみを回収しゲノム解読を行う解析
方法が報告され、微生物生態解明に利用されている。しかし、FISH法で得られる蛍光強度は細胞内に存在する rRNA含
有量に強く依存するため、主に貧栄養下で生息し rRNA含有量が少ない海洋性細菌群の検出には不向きである 3)。この

問題に対し、高感度FISH法の一つである catalyzed reporter deposition (CARD)-FISH法が広く用いられている。CARD-FISH
法は分子量が大きい horseradish peroxidase (HRP) 酵素 (約 40 kDa) を利用するため細胞壁処理を施す必要がある。しかし
ながら、これまで報告されている細胞壁処理方法ではすべての微生物に効果を示さず標的微生物ごとに最適な細胞壁処

理方法を検討しているのが現状である。従って、有効な細胞壁処理方法のない微生物が存在した場合、これまでの技術

ではそれら微生物を検出することは困難である。 
	
 我々の研究グループは、酵素触媒反応を利用しない遺伝子検出技術である hybridization chain reaction (HCR) 法をFISH
法に応用させた in situ HCR法を報告した 4)。In situ HCR法は、標的領域に交雑する connectorプローブ及び connectorプ
ローブの一部である伸長起点から伸長を示す蛍光標識した二種のプローブ (約 1 kDa) を用い、プローブのネットワーク
形成を人為的に制御した高感度FISH法である。In situ HCR法は、FISH法よりも高感度であり、また 50塩基程度のプ
ローブを用いるため細胞浸透性も極めて高いと思われる。本研究では、in situ HCR法が海洋性細菌群の検出に有効な方
法であるかを確認することを目的とした。海水中に生息する海洋性細菌を標的として FISH法、CARD-FISH法、in situ 
HCR法の各手法を適応させ、海洋性細菌の検出率を比較することで in situ HCR法の細胞浸透性の評価を行った。さらに、
各手法による検出率に影響を及ぼした要因を確認するため、16S rRNA遺伝子に基づくクローニング解析を行った。 
2. 実験方法 
2.1 サンプルの調整 
	
 海洋サンプルは新潟県柏崎市の海岸において海表面の海水を浜辺より採取した。サンプルの回収後、4%パラホルムア
ルデヒド溶液で固定し、メンブレンフィルター (pore size : 3 µm) を用いて砂利等を除去し、さらに、メンブレンフィル
ター (pore size : 0.2 µm) を用いて集菌後、-20˚Cで保存した。 
2.2 プライマー及びプローブの選定 
	
 Table 1に本研究で用いたプライマー及びプローブを示す。本研究では、バクテリアの代表的な交雑部位であるEUB338
領域を標的とした connectorプローブを設計した。FISH法及びCARD-FISH法には 5’末端にCy3もしくはHRP酵素を標
識させた。 
2.3 FISH法、CARD-FISH法 
	
 FISH法はSekiguchiら方法 5)に準拠し、CARD-FISH法はKubotaらの方法 6)に準拠し行った。 
2.4 in situ HCR法 
	
 in situ FISH法は以下の手順で行った。まず、固定したサンプルに対して connectorプローブを交雑させた。その後、伸
長反応を示す蛍光標識した二種のプローブを用いて蛍光増幅を行い顕微鏡に供した。 
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2.5 16S rRNA遺伝子に基づいた系統解析 
	
 海洋性細菌の菌叢解析は、細菌を標的としたプライマーセット (EUB8f/U1492r) を用いたクローニング解析により行
った。得られた塩基配列は、Ribosomal Database Projectを用いて細菌群の特定を行った。 
3. 実験結果 
3.1 海洋性細菌の検出 
	
 細胞壁処理の有無による各手法の検出率の結果をTable 2に示す。ま
ず、細胞壁処理を施した結果、FISH 法の検出率は 64.8%を示し、
CARD-FISH法では 87.6%を示した。一般的に海洋性細菌は rRNA含有
量が少ない場合が多く 3)、本研究で標的とした海洋性細菌も rRNA含有
量が少ない微生物群であり高感度 FISH 法を必要とするサンプルであ
った。そこで、in situ HCR法を適応したところ、検出率は 88.1%を示
しCARD-FISH法と同等の検出率を示した。従って、in situ HCR法は、
CARD-FISH法と同様にrRNA含有量が少ない海洋性細菌の検出に有効
であることを示した。さらに、古細菌に特異的なプライマーセットを

用いてPCR法を行った結果、増幅が確認された (データ非表示)。従っ
て、検出されなかった 10%程度の微生物群については古細菌の存在や
EUB338では検出が困難である微生物群集の存在が考えられる。 
	
 次に、細胞壁処理を施さず海洋性細菌の検出を行ったところ、FISH
法では 57.6%、CARD-FISH法では 68.5%を示し、CARD-FISH法の検
出率は細胞壁処理を施した検出率と比較して検出率が低下した (Table 
2, Fig. 1)。この結果より、本研究で用いた海洋性細菌は、CARD-FISH
法では細胞壁処理を必要とする微生物が存在していたことが示唆され

た。一方で、in situ HCR法を適応した結果、検出率は 80.1%でありそ
の他の手法と比較して高い検出率を示した。このことは、in situ HCR
法が CARD-FISH 法では細胞壁処理を必要とする微生物群に対して細
胞壁処理を施さずとも検出できる可能性を示唆するものである。以上

の結果より in situ HCR法は、CARD-FISH法よりも細胞浸透性が高く
細胞浸透性の低い微生物群に対して有効な手法であると思われる。 
3.2 海洋性細菌の微生物群集構造解析 
	
 各手法による検出率の差異に影響を及ぼした要因について確認する

ため、クローニング解析よる微生物群集構造解析を行った。その結果

をTable 3に示す。クローニング解析の結果、主にProteobacteria門と
Actinobacteria 門が海水中に存在していた。特に Actinobacteria 門は
CARD-FISH 法を適応する際、細胞壁処理に lysozyme の他に
achromopeptidaseを必要とする微生物群集であることが知られている 7)。

従って、Actinobacteria 門の存在が検出率に影響を及ぼしたのではない
か考えられる。 
4. まとめ 
	
 In situ HCR 法を海洋性細菌に適応した結果、in situ HCR 法は
CARD-FISH法と同様に高感度FISH法として利用することが可能であ
り、さらに CARD-FISH 法よりも細胞浸透性が高かった。また、クロ
ーニング解析の結果、海水中には細胞浸透性の低いActinobacteria門な
どに属する微生物も存在していた。したがって、本手法は、環境中に

生息している Actinobacteria綱などに属しているポリリン酸蓄積細菌や Planctomycetes門に属しているアナモックス細菌
8)などの rRNA含有量が少なく細胞浸透性が低い微生物群に対して有効な手法であると考えられる。近年の遺伝子網羅的
解析の進展をみても新規な微生物群の発見が期待される。細胞浸透性が高い本手法は細胞壁構造が未知である未培養微

生物に対して有効な手法である。したがって、本手法は有用微生物のモニタリングや微生物の生態解明に多いに寄与す

ると期待される。 
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