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研究成果の概要（和文）：本研究では、除菌フィルターを通過するほどに小さな濾過性細菌に焦点を当て、その
種多様性や新生物機能を網羅的に調べた。その結果、これまで看過されてきた極小サイズの細菌群が潜在的に
様々な代謝機能（窒素循環に関わる生態特性や抗生物質の耐性能等）を持つことが判明した。また並行して環境
DNA解析も行ったところ、フィルター濾液画分に新奇系統群が検出されたことから、従来、未培養細菌あるいは
難培養細菌と考えられていたものの少なくとも一部は、環境中で極小微生物として存在することが高い蓋然性で
示された。

研究成果の概要（英文）：The occurrence of ultra-small filterable bacteria capable of passing through
 0.2-micrometer-pore-size filters has been reported recently. In this study, we determined the 
growth characteristics, physiological and biochemical properties, and genomic structures of two 
representative filterable strains (novel alphaproteobacterium IZ6 and Oligoflexus tunisiensis Shr3),
 isolated from terrestrial environments. As a result, functional genes involved in nitrogen cycle, 
such as nitrogen fixation and denitrification, were detected from the genome information, and the 
nitrogen fixation ability was confirmed by a culture experiment using the novel strain IZ6. 
Furthermore, metagenomic analysis of filterable bacterial populations present in environmental 
samples revealed the existence of novel metabolic pathways in uncultured lineages. Thus, it was 
disclosed that microorganisms with novel biological functions exist in the neglected filterable 
fraction.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物の最小サイズは一般に0.2マイクロメートル前後とされ、医薬・食品業界や生物学諸分野において孔径約
0.2マイクロメートルのフィルターを用いた濾過除菌が汎用される。本研究はこの除菌フィルターを通過する新
規な極小細菌群を網羅的に調べたことに学術的意義がある。同時に、そこにユニークな生物機能を有する細菌が
見出されたことから、今後の生物資源・遺伝子資源の探索において、濾過性細菌が有力候補の一つになることが
明確化したことにも意義があると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

（１）私の関心は特殊環境微生物の系統と生態であり、これまでに北極、南極、深海、高温泉
などに生息する微生物を調べてきた。また、環境の極限ではなく、「生物サイズの極限」として
の極小微生物の探索にも取り組んできた。極小サイズの微生物を分離するため、濾過滅菌（除
菌）に汎用される孔径約0.2マイクロメートルのフィルターを用いて様々な環境試料を濾過し、
その濾液からフィルターを通り抜ける程に小さな濾過性細菌の純粋培養を試みた。 

 

（２）その結果、河川水のフィルター濾液から終生を極小サイズで過ごす（細胞体積が大腸菌
の 10 分の 1 程度）アクチノバクテリア門の新種候補を分離した。また一方で、実験室での培養
後には細胞サイズが 10 マイクロメートル以上に大きくなる糸状細菌も砂れき懸濁液のフィル
ター濾液から培養された。この菌株は、顕微鏡下で螺旋状や小さい球状の細胞も観察され、生
活史の一部に矮小化ステージがあると考えられた。さらに、この株は系統学的な新規性が極め
て高く、プロテオバクテリア門の新綱分類群を代表する新種として記載した。これら 2 種の濾
過性細菌の 16S rRNA 遺伝子（系統分類に汎用される遺伝子領域）は、世界各地の様々な環境
から報告されている未培養細菌由来の rRNA 配列と高い相同性を示したことから、濾過性細菌
の広範囲な分布が予想された。 

 

（３）以上のように、環境中の濾過性細菌の存在が確実視されてきたものの、それらが環境中
でどのように振る舞っているのか、その生態学的機能は全くの不明であった。そのため、これ
までに確立した純粋分離株やフィルター濾液画分より抽出する環境ゲノム等を用いて、従来看
過されてきた濾過性細菌の実態を追及する研究を計画した。 

 

２．研究の目的 

 

 先述した研究背景およびこれまでの研究成果をもとに、本研究では、濾過性細菌の持つ新し
い生物機能を解明することを目的とした。環境微生物の多くは難培養であるため、本研究で調
べる純粋分離株の機能情報が自然環境中の濾過性細菌「群集」としての生態機能と関連付けら
れるかは自明ではない。しかし、本研究のような通常微生物が除去された「0.2 マイクロメート
ル通過画分」から取得する生物学的知見は、今後、環境微生物の多様性や機能を評価するうえ
での貴重な基礎情報になると考えた次第である。 

 

３．研究の方法 

 

（１）私が保有する濾過性細菌ライブラリ（様々な分離源に由来する菌株を含む）を活用して、
その生理・生化学的性状を精査した。特に、陸上環境から単離したプロテオバクテリア門の新
規細菌 2 種（novel alphaproteobacterium IZ6 および Oligoflexus tunisiensis Shr3）を重点的に調べ
た。具体的には、嫌気性・好気性、代謝基質の資化性、生育至適な温度・塩分・pH 等、生態学
的特性を考究するうえで重要な情報を収集した。 

 

（２）生理・生化学的性状試験と並行して、各菌株のゲノム概要配列を取得した。菌体から十
分量のゲノム DNA を抽出した後、illumina 社シークエンサー（HiSeq）や PacBio 社シークエン
サーを用いてそのゲノム情報を解読した。次に、遺伝子機能付与（アノテーション）を行うと
ともに、ゲノムワイドな分子系統樹も構築することで、濾過性細菌株の系統的位置および代謝
特性を特徴付けた。 

 

（３）本研究では、培養法に依存しない環境 DNA 解析（メタゲノム解析等）によって濾過性
細菌の多様性と機能を網羅的に調べることにも挑戦した。具体的には、環境試料を孔径約 0.2

マイクロメートルのフィルターで濾過し、その濾液中の濾過性細菌を孔径 0.1 マイクロメート
ルのフィルターで捕集した。フィルターからの DNA 抽出条件を最適化してプロトコールを確
立するとともに、メタゲノム解析、ゲノム再構築法（ビニング）およびアノテーションを行い、
新規な濾過性微生物が有する潜在機能を推定した。 

 
４．研究成果 
 
（１）国内土壌から頻度高く分離される濾過性細菌系統から菌株 IZ6 を選抜し、その代謝基質
の資化性や酵素活性に関するデータを取得した。また、その 16S rRNA 遺伝子の塩基配列にも
とづく分子系統解析より、本菌株がアルファプロテオバクテリア門において少なくとも新属を
代表する新規分類群であることがわかった。また、そのゲノム解析の結果、ゲノムサイズは約
3.1Mbp と比較的小さく、そのうちタンパク質をコードする領域は 3,022 個、また、タンパク質
の合成に関わる rRNA オペロンは 1 個のみが存在した。さらに、ゲノム中に窒素固定に関わる
機能遺伝子見出されたので、その機能活性を培養実験で確認した。 

 



 
（２）砂漠産砂礫から分離した濾過性細菌
Oligoflexus tunisiensis Shr3Tを用いて、バイ
オログ社のオムニログシステムを活用し
ながら、増殖特性や基質資化性・酵素活性
に関するデータを網羅的に取得した。また、
そのゲノム解読の結果、ゲノムサイズは約
7.6 Mbp と比較的大きいことがわかった
（右図 1）。ゲノム中には好気呼吸に関わる
複数の末端酸化酵素や、異化型硝酸呼吸に
関連する酵素をコードする機能遺伝子群
が見いだされ、多様なエネルギー獲得機構
を持つことが明らかとなった。加えて、多
剤薬剤耐性に関わる RND 型異物排出シス
テムをコードする領域も見られた。これら
の結果を整理し、各種雑誌で論文公表した
（後述の雑誌論文⑥等）。 

 

（３）前述の O. tunisiensis Shr3T と近縁細
菌の比較ゲノム解析を行ったところ、ゲノ
ムワイドな比較により、幾つかの既知系統、 

具体的には捕食細菌を含むことで有名な
Bdellovibrionales 等が Oligoflexia グループ
（O. tunisiensis Shr3Tをもとに記載提案したプロテオバクテリア門内の新綱）に帰属することが
明らかとなった。その成果の一部は、国際共同研究として論文を公表した（後述の雑誌論文③）。 

 

（４）濾過性細菌を標的としたメタゲノム解析の結果、推定上候補門（candidate division）や未
培養系統群に属する新規微生物のゲノムを複数獲得するとともに、その遺伝子機能を推定した
結果、中にはユニークな生体物質合成系および代謝系を有するものが見出された。成果の一部
は、国際学術誌に投稿し、現在その査読対応を行っている。新奇系統群がフィルター濾液画分
から複数検出されたことから、従来、未培養細菌あるいは難培養細菌と考えられていたものの
少なくとも一部は環境中で極小微生物として存在することが高い蓋然性で示された。 
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