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研究成果の概要（和文）：硝化は，アンモニア酸化菌と亜硝酸酸化菌によって反応する，窒素循環の一部であ
る。硝化細菌は，実験室で分離培養することが難しく，その生理生態は不明な点が多い。そこで本研究では，硝
化細菌を対象とした分離培養技術を開発し，新規な硝化細菌を獲得することを目的とした。さらに，獲得した硝
化細菌を特徴付けし，生理学的性質・ゲノム特性を明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：Nitrification is a key reaction of biogeochemical nitrogen cycle and 
catalyzed by ammonia oxidizers and nitrite oxidizers. Generally, nitrifiers are difficult to 
cultivate and isolate under laboratory conditions resulting that their eco-physiological 
characteristics are still unknown. In this study, we aimed to develop novel cultivation and 
isolation methods for uncultured nitrifiers and obtain novel nitrifiers. Isolates were characterized
 physiologically and genomically.

研究分野： 環境微生物学，微生物生態学，微生物工学

キーワード： アンモニア酸化　亜硝酸酸化　分離培養　ゲノム　代謝物　セルソーター　バイオリアクター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された分離培養技術は，工学的な培養技術と分光技術をベースとした独創的な手法である。本手法
は，硝化細菌をはじめとする環境微生物全般に広く一般化できるポテンシャルを持っている。また，本研究によ
って，系統学的に新規な硝化細菌を特徴付けることができた。硝化細菌の生理生態を明らかにすることで，過剰
な窒素化合物の流出や温室効果ガスの抑制など環境問題の解決に向け，微生物学的知見を拡充することができ
た。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
環境中には細菌や古細菌などの多種多様な微生物が雑多に存在し，複合微生物系を形成して

いる。新規で有用な微生物の獲得や個々の微生物の詳細な生理・生態機能を解明するためには，
環境中から微生物を純粋培養することが必須である。しかし，分離培養技術は今もなお，大きな
技術革新には至っておらず，地球上に生息する 99%以上の微生物は未だ培養できていない。した
がって，菌株保存機関等で保存されている純菌株コレクションは，環境中の微生物の多様性を反
映していない。 
培養が困難な微生物として，硝化細菌が挙げられる。硝化細菌は環境中の硝化反応（アンモニ

ア酸化と亜硝酸酸化；NH3 ⇒NO2- ⇒NO3-）を担う唯一の生物であるにも関わらず，実験室で分離
培養することが難しい。硝化細菌の分離培養は，平板プレート（固体培地）や限界希釈法（液体
培地）などの古典的な培養手法を用いて盛んに試みられてきた。しかし，易培養性の偏った系統
グループばかり獲得されてきた。近年，硝化反応を触媒する機能遺伝子（amoA遺伝子，nxrB遺
伝子）やメタゲノム等の遺伝子解析により，環境中には系統学的に新規な硝化細菌が豊富に存在
している可能性が示唆されている。新規な硝化細菌が遺伝子ベースで次々と検出されているに
も関わらず，古典的な培養手法への依存が純菌株の獲得を制限している。 
 
２．研究の目的 
本研究では，環境を模擬することが可能な連続流入式バイオリアクターと高効率に純菌株を

獲得することが可能なマイクロコロニー（数細胞〜数 10細胞から構成される凝集体）分取法を
用いた新規な分離培養技術を導入した。新規な培養技術によって，個体（細胞）ベースで環境中
の硝化細菌の生理生態，ゲノム特性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）連続流入式バイオリアクターのセットアップ 
硝化反応が活発に起こっている茶畑の土壌（静岡県島田市），アマモ群落の砂泥（静岡県下田

市）をサンプルソースとし，基質を連続的に供給した。微生物固定化担体として不織布を用いた。
培養期間に応じて，段階的に流入基質濃度と流速を上げ集積化を図った。培養中，蛍光 in situ ハ
イブリダイゼーション法により，定期的に細菌数を測定する。集積サンプルからDNAを抽出し，
16S rRNAおよび機能遺伝子（amoA，nxrBなど）に基づいたクローン解析，アンプリコン解析を
行った。 
 
（2）集積サンプルからの硝化細菌マイクロコロニーの分取 
集積サンプルに含まれる不純物を除去するための調製方法を検討した。調製したサンプルを

セルソーターに適用し，硝化細菌のマイクロコロニーが存在するフラクションをドットプロッ
ト上で探索した。前方散乱光（大きさ）と側方散乱光（複雑さ）を指標とした。分取後の純粋培
養の操作性を踏まえ，マイクロコロニー分取効率は 30-50%程度を目標値とした。 
 
（3）純粋培養と純菌株の同定 
分取したマイクロコロニーから純粋培養を行った。顕微鏡観察と基質濃度の変化から増殖の

有無を判断した。獲得した純菌株は，16S rRNA遺伝子および機能遺伝子に基づき系統・多様性
解析を行い，新規性を評価した。 
 
（4）純菌株の性状解析 
新規性の高い純菌株から優先的に生理・生化学的性質（基質親和性，増殖速度，ゲノム等）を

明らかにした。得られたデータとサンプル元の環境データを照合し，実際の環境中における硝化
細菌の生態を考察した。 
 
４．研究成果 
（1）亜硝酸酸化細菌 Nitrotoga の分離培養と特徴付け 
海洋沿岸域に生息するアマモ群落の砂泥サンプルについては，バイオリアクターによる連続

培養とフラスコを用いた回分培養を繰り返したことで，Nitrotoga 属に分類される新規な亜硝酸
酸化細菌 Nitrotoga sp. AM1集積株を獲得することに成功した。AM1集積株を特徴付けしたとこ
ろ，16℃で最も高い亜硝酸酸化活性を示し，従来知られている亜硝酸酸化細菌の中でも比較的低
温域で機能していることが明らかになった。AM1集積株の倍加時間はおよそ 54 時間であった。
また，アンモニア濃度による感受性を調べたところ，30 mM 以下のアンモニアでは，亜硝酸酸
化活性が向上したことから，AM1 集積株は窒素源としてアンモニアを取り込む可能性が示唆さ
れた。塩化ナトリウムが 0.5%以上の濃度で含まれる培地では AM1集積株は増殖阻害を受けた。
アマモ群落をサンプルソースとしているにも関わらず浸透圧によって活性を失ったことは，環
境中において AM1 は他の海洋微生物と相互作用することで塩耐性を獲得していた可能性があ
る。 
続いて，AM1 集積株に共存する従属栄養細菌を除去するための方法論を構築し，純菌株を獲

得した。具体的には，セルソーターを用いて Nitrotoga の細胞を含む凝集体を分取し，複数種の
抗生物質を用いて従属栄養細菌の増殖を抑制させた。また，Nitrotogaの増殖を促すために，アン



モニアとピルビン酸を培地に添加したところ，亜硝酸酸化活
性の上昇を確認し，純化することに成功した（図 1）。 
さらに，DNA を抽出し，シークエンス解析により得られ

たリード情報に基づいて，ゲノムを再構築した。ドラフトゲ
ノム中のタンパク質コード領域の同定とアノテーション作
業を経て，保有している遺伝子情報に基づいて，代謝経路を
予測した。AM1純菌株の代謝経路から，細胞の増殖活性を促
す可能性を持つ有機物を推定し，その有機物が細胞に与える
影響を評価した。AM1株の増殖活性を促す物質として，ピル
ビン酸が有力な候補として挙げられた。ピルビン酸は，亜硝
酸酸化の過程で発生する過酸化水素を分解するポテンシャ
ルを持ち，一方で炭素源・エネルギー源として利用できる可
能性も合わせ持っていることから，AM1 株の増殖活性を促
していることが示唆された。 

 
（2）亜硝酸酸化細菌 Nitrobacter の分離培養と特徴付け 
茶畑の土壌サンプルについては，バイオリアクターを用いて複数種の亜硝酸酸化細菌を集積

培養することに成功した。pHの変化に伴い，優占する亜硝酸酸化細菌の種類も変動することを
見出した。続いて，集積サンプルを対象にセルソーターで亜硝酸酸化細菌の形成するマイクロコ
ロニーを分取した。一定の培養期間を経て，増殖が確認されたウェルについてシークエンスを同
定したところ， Nitrobacter vulgarisに近縁な株（NbAS株）を獲得することに成功した。 
続いて，獲得した NbAS 株を対象にゲノム解析を実施した。データベースに公開されている

Nitrobacterのゲノム情報と比較したところ，NbAS株は脱窒反応関連遺伝子を複数保持しており，
特に亜酸化窒素還元酵素をコードする遺伝子 nosZ を保持していたのは，NbAS 株のみであった
（図 2）。nosZ遺伝子に基づいた系統解析により，Bradyrhizobium属，Rhodopseudomonas属など
の Alphaproteobacteria 綱の細菌と近縁であることがわかった。したがって，NbAS 株は硝化細
菌として，温室効果ガスの亜酸化窒素を除去する唯一の株であることが期待される。 
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