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研究成果の概要（和文）：本研究では、自然環境において微生物群集の有する異なる代謝機能、すなわち難分解
性有害化学物質「1,4-ジオキサン」の分解および微生物死細胞成分の分解（微生物食物連鎖）に焦点を当て、未
培養微生物の高感度機能同定技術「高感度SIP」を適用することで、これらの代謝過程に関与する未知微生物、
特にレアバイオスフィアを同定した。前者では、多様な分解菌が石油化学工業廃水中の1,4-ジオキサンの安定的
な除去に協働的に関与していることが示された。後者では、堆肥中において微生物死細胞成分を効率的に分解・
利用する様々な微生物が共存することで、病原菌の増殖が抑えられている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, high-sensitivity stable isotope probing was implemented to 
identify the hitherto unknown microorganisms, including rare biosphere, involved in the degradation 
of 1,4-dioxane (recalcitrant compound biodegradation) and the degradation of dead bacterial biomass 
(microbial food web) as the different metabolic functions of microbial communities in natural 
environments. The former research revealed that the co-existence and individually distinct dynamics 
of various 1,4-dioxane-degrading microorganisms played pivotal roles in the maintenance of the 
biological system removing the recalcitrant pollutant. The latter research demonstrated that a 
variety of bacteria were potentially competitive with pathogens due to their preferential 
assimilation of dead biomass in compost.

研究分野： 微生物生態学

キーワード： 遺伝子　生態学　微生物学　環境分析　環境技術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通して、高感度SIPが自然環境中に存在する未知のレアバイオスフィアの機能解明に極めて有効である
ことが明らかになった。高感度SIPは、今回対象とした研究対象のみならず、あらゆる自然環境試料に適用し得
ると考えられる。よって本研究で得られた成果は、普遍的かつ強力な微生物生態系機能の評価・予測ツールを提
供し、さらに生態系機能発現に関わる共通原理の理解に大きく貢献するものとして捉えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
次世代シークエンサーの登場と技術進展は、自然環境試料から大規模な遺伝子情報を直接取

得することを可能にした。中でも 16S rRNA 遺伝子の大規模塩基配列解読により、膨大なデータ
に裏付けられた詳細な微生物群集構造が明らかにされている。特筆すべきは、本技術の適用によ
り見出された、極めて高い微生物多様性である。新たに発見された微生物の多くは、微生物群集
全体の 0.1%にも満たない「レアバイオスフィア（稀少微生物）」として自然界に広く存在し、従
来の微生物群集解析技術の感度では到底検出できないものであった。 
レアバイオスフィアの発見はなぜ重要なのだろうか。それは、環境での微生物の「優占度」と

「重要度」は必ずしも一致しないことに起因する。例えば、嫌気有機物分解の最終反応を担うメ
タン生成菌は、最終電子受容反応である CO2 還元から僅かなエネルギーしか得ることができな
いため生育が遅く（同化代謝活性が低く）、自然環境中で優占化することはほとんど無い。しか
し、エネルギー代謝の回転率を上げる（異化代謝活性を高くする）ことで、環境中の物質動態に
大きな役割を担っている。このように、レアバイオスフィアは生態系機能発現には重要であるが、
その生育の乏しさゆえに培養困難である場合が多い。よって、レアバイオスフィアの代謝機能を
探る手立てはこれまでに存在しなかった。 
未培養微生物の代謝機能を同定する手法として「安定同位体プローブ法（Stable Isotope Probing: 

SIP）」が広く用いられている。本手法は、ある環境試料に安定同位体で標識された化合物を加え
て一定期間培養した後、そこから同位体化合物を取り込んで重くなった微生物核酸を超遠心で
分離して塩基配列を決定し、同位体を取り込んだ微生物種を同定するものである。従来法では、
同位体で標識された核酸を変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis: DGGE）や末端標識制限酵素断片多型分析法（Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism: T-RFLP）などで検出していた。これらの 16S rRNA フィンガープリント法では、
全体の 1%以上の主要な標識核酸しか検出することができず、レアバイオスフィア由来の僅かな
標識核酸を検出するのには感度が不十分であった。ごく最近、SIP に次世代シークエンサーによ
る 16S rRNA 遺伝子の大規模塩基配列解読を融合させることで、従来法の約 500 倍の検出感度を
有する「高感度 SIP」が開発され、レアバイオスフィアの代謝機能を解明に極めて有望と期待さ
れてる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、自然環境において微生物群集の有する異なる代謝機能、すなわち（1）難分解性

有害化学物質「1,4-ジオキサン」の分解および（2）微生物死細胞成分の分解（微生物食物連鎖）
に焦点を当て、未培養微生物の高感度機能同定技術「高感度 SIP」を適用することで、これらの
代謝過程に関与する微生物、特にレアバイオスフィアを同定することを目的とした。これらの微
生物生態系機能の実態解明を通して、未知環境微生物が担う物質・エネルギー循環プロセスのよ
り正確な評価と将来の制御技術創出に資する科学的知見を提供することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）難分解性化合物「1,4-ジオキサン」の分解 

1,4-ジオキサンは、人への発がん性が疑われ、世界的な規制強化が進む人工の有害化学物質で
ある。1,4-ジオキサンの処理方法として、低コスト・低環境負荷型の生物処理が大きな注目を集
めているが、これまで 1,4-ジオキサン分解菌は主に分離培養法によって調べられており、限られ
た数種類の分解菌の情報しか得られていなかった。またモノオキシゲナーゼ遺伝子をバイオマ
ーカーとして利用し 1,4-ジオキサン分解菌の分子生態が調べられているが、モノオキシゲナーゼ
に分解を依存しない分解菌も存在することから、実環境で実際に機能する分解菌を探し出すこ
とは困難であった。ここでは、高感度 SIP を用いて、石油化学工業廃水の生物処理槽における
1,4-ジオキサン分解菌（レアバイオスフィア）を同定した。さらに、同定された分解菌の生物処
理槽での年間動態を 16S rRNA 遺伝子に基づく次世代シークエンサー解析により明らかにし、そ
の 1,4-ジオキサン除去との関連性を評価した。 
 
（2）微生物死細胞成分の分解（微生物食物連鎖） 
  堆肥化過程において、病原菌の大部分は有機物分解で発生する熱により死滅するが、残存する
一部が堆肥中で再び増殖することが問題となっている。病原菌を堆肥化過程において完全に除
去するためには、病原菌の利用する基質や生存をめぐる競合関係を明らかにする必要がある。堆
肥化過程では、微生物群集が劇的に変遷し、微生物の死滅や増殖が頻発していることから、死滅
した微生物の細胞成分が他の微生物の栄養分として利用されることが示唆されてきた。ここで
は、13C 標識化合物で培養したモデル微生物の死細胞成分による高感度 SIP を適用することで、
病原菌による微生物死細胞成分の利用有無（微生物食物連鎖）を検証し、さらに死細胞成分を分
解する新規微生物（レアバイオスフィア）を同定した。 
 
４．研究成果 
（1）難分解性化合物「1,4-ジオキサン」の分解 
石油化学工業廃水を安定的に処理している生物処理槽から活性汚泥を取得し、バイアル瓶に



封入した後、13C 標識 1,4-ジオキサンを加えて好気的に 8 時間振とうした。その結果、1,4-ジオキ
サンの減少に伴って 13CO2が生成した。滅菌汚泥を用いた処理区では 1,4-ジオキサン濃度の顕著
な減少は見られなかったため、1,4-ジオキサンが活性汚泥微生物により分解されたことが示され
た。次に、活性汚泥から抽出した RNA を超遠心に供し、13C 標識 1,4-ジオキサン由来の 13C を取
り込んで重くなった RNA を分離・回収した。重い RNA 画分に含まれる 16S rRNA を RT-PCR に
より増幅し、次世代シークエンサーによる大規模塩基配列解読を行ったところ、13C 標識 1,4-ジ
オキサンを取り込んだ微生物 9 種を同定することに成功した。このうち、1 種は既知 1,4-ジオキ
サン分解菌（Pseudonocardia dioxanivorans）と同種であったが、残りの 8 種はこれまでに 1,4-ジ
オキサン分解能が報告されていない新規分解菌であった。さらに、最も重い RNA 画分と 2 番目
に重い RNA 画分でのみ検出された分解菌 4 種は、1,4-ジオキサン分解だけで得られる僅かなエ
ネルギーで生存すること、3 番目に重い RNA 画分で検出された残りの分解菌 5 種は、1,4-ジオキ
サンだけではなく、生物処理槽に共存する他の化学物質（モノエチレングリコールやアルカン類
など）を共代謝的に利用して比較的高い存在量で生存することが強く示唆された。さらに、生物
処理槽の 1,4-ジオキサン分解菌の動態を、約 1 年にわたり、次世代シークエンサーを用いた 16S 
rRNA 遺伝子解析により追跡した。同定された 1,4-ジオキサン分解菌は、いずれも年間平均の相
対存在量 0.001 %～1.523 %を示す微生物であり、その多くはレアバイオスフィア（稀少微生物）
として定義された。驚くべきことに、これらは常に一定の割合で存在しているのではなく、年間
を通してその割合を劇的に変化させていることが明らかになった。例えば、分解菌のうち存在量
が大きい 5 種の変遷に着目すると、7〜8 月の除去率が急激に低下する時期には、5 種全ての 1,4-
ジオキサン分解菌が減少したが、その後、ある 2 種の分解菌が増加に転じ、除去率の迅速な回復
に貢献した。定期メンテナンスのためのシステム停止期間後の 10 月の除去率回復時期には、1
種の分解菌が一旦増加してから減少した後、それを補うように続けて、他の 3 種の分解菌が増加
し、除去率の回復・安定化を支えた。以上から、これらの多様な分解菌（レアバイオスフィア）
が石油化学工業廃水中の 1,4-ジオキサンの安定的な除去に協働的に関与していることが示され
た。 
 
（2）微生物死細胞成分の分解（微生物食物連鎖） 

13C 標識グルコースで培養したモデル微生物を 90℃、30 分の条件での不活性化することで、高
感度 SIP の基質である微生物死細胞成分を用意した。この死細胞成分を堆肥に添加して 3 日間
培養したところ、堆肥の 13C の存在比が 1.21%から 1.17%に低下した。よって、培養期間中に微
生物死細胞成分の分解・無機化が起きていることが示された。病原菌モデルである大腸菌は純粋
培養時には死細胞成分を利用して旺盛に増殖したが、死細胞成分を添加した堆肥中では大腸菌
数の有意な上昇は観察されなかった。培養後の堆肥から RNA を抽出し、超遠心により分離・回
収した重い RNA 画分を調べたところ、大腸菌による 13C の取り込みは検出されなかった。この
ことから、堆肥中において大腸菌などの病原菌は、死細胞成分を利用していないことが強く示唆
された。さらに、堆肥中において死細胞成分を優先的に分解した微生物を同定するため、重い
RNA 画分を次世代シークエンサーにより解析した。その結果、Sphingobium 属、Myxococcales 目、
Bacillales 目、Rhizobiales 目に属する多様な細菌群が、微生物死細胞成分に由来する 13C を有意に
取り込んでいることが明らかになった。その中でも Myxococcales 目細菌は、土壌などに生息し、
生きた微生物細胞を栄養源にする捕食細菌として知られている。このことは、同定された新規微
生物が細胞成分を基質とする食物連鎖に深く関与していることを強く支持するものである。以
上から、堆肥中において微生物死細胞成分を効率的に分解・利用する様々な微生物（レアバイオ
スフィア）が共存することで、病原菌の増殖が抑えられている可能性が示された。 
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