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研究成果の概要（和文）：酸素が存在しない嫌気環境におけるアミノ酸の分解、特に分解の過程でイソ酪酸等の
分岐鎖脂肪酸を生じる分岐鎖アミノ酸（バリン、ロイシン、イソロイシン）を分解する微生物の実体を解明する
ため、アミノ酸含有食品系廃水を浄化処理するリアクター内部の微生物群を対象とし、最先端のオミクス技術を
駆使してそれらの代謝機能を解析した。その結果、リアクターの内部では多種多様な微生物が有する各種代謝機
能が多段的に機能することで分岐鎖アミノ酸やタンパク質の分解を遂行していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Metagenomic analysis of a methanogenic microbial community in an anaerobic 
bioreactor treating amino acid-containing wastewater revealed synergistic metabolic network of 
syntrophic substrate-oxidizing bacteria, methanogens, and functionally unknown microorganisms. A 
laboratory-scale upflow anaerobic sludge blanket reactor fed with wastewater discharged from soy 
sauce processing manufactory was operated at 20°C. We successfully recovered metagenomic bins of 
dominant microbes in the reactor. Metabolic reconstruction suggested that dominant microorganisms 
perform fermentative and syntrophic degradation of amino acids and catabolic by-products facilitated
 by various energy conservation systems. Thus, diverse anaerobic organisms may unite to form a 
metabolic network to perform complete degradation of amino acids in the methanogenic microbiota.

研究分野：環境微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 メタンガスは地球温暖化に関与する温室
効果ガスとしてその排出の抑制が求められ
る一方、消化汚泥リアクター等の嫌気性廃水
処理プロセスや、油ガス田・メタンハイドレ
ート等の地下環境からも回収が可能であり、
将来的に有望なエネルギー資源として注目
を集めている。生物由来メタンの発生源は、
湿地や地下圏等の自然環境から、水田、ルー
メン、廃水処理プロセス等の人為的環境まで
多岐に渡るが、これまでの微生物学的研究の
成果から、これらのどの環境においても、多
種多様な嫌気性微生物群が「メタン生成共生
系（シントロフィー）」を介してさまざまな
有機物をメタンに分解していることが明ら
かとなっている。そのメタン生成共生系の中
核を担うのが、炭水化物やタンパク質等の高
分子有機化合物を加水分解してプロピオン
酸や酪酸などの揮発性脂肪酸やアルコール
類を生成する「発酵細菌」、生じた揮発性脂
肪酸やアルコール類を水素と酢酸に分解す
る「共生細菌」、さらに水素や酢酸からメタ
ンガスを生成する「メタン生成アーキア」の
3 種の微生物群である。しかし、メタン生成
共生系を構成する中核微生物の多くが未だ
に分離培養されておらず、その生態学的機能
の全貌は明らかにされていない。例えば、環
境中に存在する様々な有機物のうち、タンパ
ク質は発酵細菌によりアミノ酸に分解され、
その大部分はさらなる発酵により水素や酢
酸に分解されるが、分枝鎖アミノ酸（バリン、
ロイシン、イソロイシン）は発酵による分解
が熱力学的に困難であることが知られてい
る。これらのアミノ酸は、ごく限られた種の
嫌気性共生細菌とメタン生成アーキアのシ
ントロフィーにより分解されることが知ら
れているが、その代謝経路や実環境での機能
発現に関する知見は極めて少ない。また、分
枝鎖アミノ酸の分解産物として、イソ酪酸、
イソ吉草酸、2-メチル酪酸などの分枝鎖脂肪
酸が産生されるが、これらの化合物を分解可
能な微生物はこれまでにわずか 2種しか報告

が無く、イソ吉草酸に至ってはその分解の担
い手が未だに発見されていない。 
 
２．研究の目的 
 上記１に記載した背景を受けて本提案課
題では、各種アミノ酸が数種の嫌気性共生細
菌とメタン生成アーキアの共生系によって
分解するという「多段シントロフィー」によ
りメタンにまで完全分解されるという仮説
を提唱し、申請者が有する高度な嫌気培養技
術、および最先端のバイオインフォマティク
ス技術に裏打ちされたゲノム、メタゲノム等
のオミクス技術を駆使することでその解明
を試み、嫌気環境におけるアミノ酸起源のメ
タン生成プロセスの統合的理解を目指した
（図１）。 
 
３．研究の方法 
(1)微生物群集構造解析 
 代表的な嫌気環境である汚泥消化プロセ
スから微生物試料を採取し、汚泥を構成する
微生物群の組成を、MiSeq シークエンサーを
用いた 16S rRNA 遺伝子アンプリコンシーク
エンシングにより解明した。日本各地の都市
下水処理施設から採取した嫌気消化タンク
や、アミノ酸を高濃度に含む食品系工場廃水
を処理する嫌気性リアクターから汚泥試料
を採取し、市販の DNA 抽出キットを用いて全
ゲノムを抽出し、16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領
域を標的として PCR による増幅を行った。得
られた PCR 産物を精製し、イルミナ社 MiSeq
シークエンサーを用いてシークエンシング
を実施した。シークエンサーからの出力デー
タは QIIME ソフトウェアにより処理し、嫌気
汚泥試料に存在する微生物の存在量と系統
学的所属を解析した。 
 
(2)ゲノム解析 
 嫌気環境において多段シントロフィーを
形成すると考えられる純粋分離菌の代謝機
能を解析するために、酪酸等を分解すること
が知られているSyntrophomonadaceae科の共
生細菌である Syntrophomonas wolfei subsp. 
methylbutyratica 、 お よ び 、
Methanomicrobiaceae 科に属するメタン生成
ア ー キ ア で あ る Methanoculleus 
horonobensis、Methanoculleus thermophilus、
Methanofollis ethanolicus のドラフトゲノ
ム塩基配列を決定した。各菌株から抽出した
ゲノムDNAのショットガンシークエンシング
はイルミナ社MiSeqシークエンサーを用いて
実施した。出力された遺伝子リードを SPAdes
ソフトウェアによりアセンブルし、Prokka ソ
フ ト ウ ェ ア や KEGG BlastKOALA 
(http://www.kegg.jp/blastkoala/) 等 を 活
用してアノテーションと代謝経路の推定を
実施した。 
 
(3)メタゲノム解析 
 アミノ酸を高濃度に含む食品系工場廃水



を処理する嫌気性リアクターから採取した
汚泥試料を対象とし、多段シントロフィーに
よるアミノ酸分解を担う嫌気性微生物群の
代謝機能をメタゲノム解析により明らかに
することを試みた。市販の DNA 抽出キットを
用いて抽出した全ゲノムDNAのショットガン
シークエンシングを、イルミナ社 MiSeq シー
クエンサーを用いて実施した。前項のゲノム
解析と同様にアセンブルやアノテーション
を実施した。さらに、MaxBin ソフトウェアを
用いて、単一の微生物から由来すると考えら
れるコンティグを抽出するビニングを実施
してドラフトゲノムを再構築した。 

４．研究成果 
(1)微生物群集構造解析 
 嫌気環境のモデルとして都市下水処理施
設の消化タンクから採取した汚泥試料を対
象とし、それらの微生物群の組成を MiSeq シ
ークエンサーを用いた 16S rRNA 遺伝子アン
プリコン解析により調べた。微生物の高次系
統群である門レベルで見たときの存在量を
図 2 に示す。解析の結果、Bacteroidetes、
Proteobacteria、Firmicutes、Chloroflexi、
Spirochaetes、Thermotogae、Euryarchaeota
等の既知の門に属する微生物群に加え WWE1
グループとして知られる“Ca. Cloacimonetes”
が高頻度で検出された。アミノ酸を高濃度に
含む食品系工場廃水を処理する嫌気性リア
クターから採取した汚泥においては、上記消
化汚泥で見られた系統群に加え、アミノ酸分
解菌が属するSynergistetes門が検出された。
さらに詳細に科・属レベルで見てみると、
Firmicutes 門では Syntrophomonas 属や
Pelotomaculum 属、Proteobacteria 門では
Deltaproteobacteria綱の Syntrophorhabdus
属 に 近 縁 の 嫌 気 共 生 細 菌 の 一 群 、
Euryarchaeota門ではMethanobacterium属や
Methanospirillum 属等の水素利用メタン生
成 ア ー キ ア 、 Methanosaeta 属 や
Methanosarcina 属の酢酸利用メタン生成ア
ーキアが検出されていた。 
 
(2)ゲノム解析 
 2-メチル酪酸を分解することが知られて
いる嫌気性共生細菌である Syntrophomonas 
wolfei subsp. methylbutyratica およびイソ
酪酸を分解することが知られている
Syntrophothermus lipocalidusの分枝鎖脂肪
酸分解経路を特定するために、同じ
Syntrophomonadaceae 科の酪酸分解菌である
Syntrophomonas wolfei subsp. wolfei との
比較ゲノム解析を実施した。その結果、2-メ
チル酪酸およびイソ酪酸の分解に関連する
代謝経路を遺伝子レベルで初めて特定する
ことに成功した（図 3）。 
 

 



 さらに、Syntrophomonadaceae 科等の嫌気
性脂肪酸分解菌と共生関係を形成するメタ
ン生成アーキアのうち、嫌気性廃水処理プロ
セスで高頻度に検出されることが知られて
いる Methanoculleus 属の比較ゲノム解析を
実施するために、新たに Methanoculleus 
horonobensis、Methanoculleus thermophilus、
Methanofollis ethanolicus の 3 株のドラフ
トゲノムシークエンスを決定した。これらの
3 株を含む 11 株の Methanoculleus 属ゲノム
を対象に比較解析を実施した結果、
Methanoculleus 属は、他のメタン生成アーキ
アでは見られないトレハロース合成経路や
ストレス応答システムを保有していること
が明らかとなった。これらの機能遺伝子が、
嫌気性共生細菌との相互作用において重要
な役割を果たしていることが示唆された。 
 
(3)メタゲノム解析 
 アミノ酸含有食品系工場廃水処理リアク
ターから採取した汚泥を対象としてメタゲ
ノム解析を実施したところ、上記 4(1)の実験
項目で見出された優占微生物群のドラフト
ゲノムを再構築することに成功した（表 1）。
これらのメタゲノムライブラリを対象とし
て各種微生物の代謝機能を詳細に解析した。
その結果、Bacteroidetes 門、Spirochaetes
門、Thermotogae 門に属する微生物が廃水中
に含まれるタンパク質の分解によりアミノ
酸 を 生 じ 、 Synergistetes 門 や
Syntrophorhabdaceae 科に属する微生物が分
枝鎖アミノ酸（ロイシン、イソロイシン、バ

リン）を酪酸や分枝鎖脂肪酸（イソ酪酸、2
メチル酪酸、イソ吉草酸）に分解し、さらに
酪酸・分枝鎖脂肪酸は Syntrophorhabdus 属
微生物によりプロピオン酸、酢酸、水素に分
解される。分枝鎖アミノ酸以外のアミノ酸も
Synergistetes門、Syntrophorhabdaceae科、
Ruminococcaceae 科、Clostridiaceae 科等の
嫌気性微生物によりプロピオン酸、酢酸、水
素に分解される。一方、Bacteroidetes 門、
Spirochaetes 門 、 Thermotogae 門 、
Actinobacteria 門、Chloroflexi 門は糖等の
炭水化物を発酵的に分解し、プロピオン酸や
酢酸を生じる。さらに、プロピオン酸は
Pelotomaculum 属により酢酸、水素に分解さ
れ、最終的に Euryarchaeota 門に属する各種
メ タ ン 生 成 ア ー キ ア （ Methanosaeta, 
Methanosarcina, Methanospirillum, 
Methanobacterium）によりメタンと二酸化炭
素に分解されることが示された（図 4）。これ
らの結果から、アミノ酸分解処理リアクター
内部では、多種多様な微生物による多段的な
分解反応が進んでいることが明らかとなっ
た。 
 

 本研究で得られた成果から、嫌気環境にお
ける微生物のアミノ酸分解が、複数種の微生
物による多段的な共生関係によって支えら
れていることが明らかとなった。今後、他の



嫌気環境においても同様の微生物生態シス
テムが形成されているのかどうかを明らか
にすることで、地球規模の物質循環の解明に
向けた知見を得ることができると考えてい
る。また、応用的な展開として、アミノ酸分
解や脂肪酸分解等の微生物の代謝機能と相
互作用に基づいたリアクターの最適化を目
指すことも考えている。 
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