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研究成果の概要（和文）：研究を開始した当初、好熱菌Ureibacillus thermosphaericusのリグニン分解能を利
用して遺伝子発現システムを開発することを計画していた。しかしながら、U. thermosphaericusが有するリグ
ニン分解活性は低く、宿主微生物としての利用が困難であった。そこで、自然界より採取した種々の環境土壌を
利用して広範なスクリーニングを実施した。その結果、リグニン分解活性は有していないが、貧栄養条件下で優
れた増殖能を有する細菌を新たに分離した。さらに、本分離株の統学的解析や生化学的解析等を進め、本分離株
が腸内細菌科に属する新属新種細菌であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　To develop a novel gene expression system, we were planning to use 
lignin-degrading capability of Ureibacillus thermosphaericus. However, because U. thermosphaericus 
showed low the degrading capability, it was not suitable as a host bacterium.
　We therefore screened for lignin-degrading bacteria with a high capacity for lignin degradation. 
To obtain the bacteria, filtrates were prepared from several soil samples and then plated onto M9 
plates (pH 7.2) containing alkali lignin as the sole carbon source. When the plate was incubated 
aerobically, individual colony was obtained from the leaf soil filtrate, and which named as strain 
CCA6. Although the degrading capability did not detected, strain CCA6 exhibited cell growth in 
oligotrophic condition. To identify the phylogeny strain CCA6, we performed the phylogenetic, 
phenotypic and biochemical characterization. As the result, strain CCA6 was considered to represent 
a novel species of a new genus in the family Enterobacteriaceae.

研究分野： 応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で新たに単離したCCA6株は、貧栄養条件下でも良好な生育能を示す。また、栄養要求性が低く、廃糖蜜
等の非可食バイオマスを利用して容易に増殖可能なことから、製造コストの大幅な削減につながる等、バイオも
のづくり用の宿主としての資質を有している。
　これまでに20種程度の貧栄養細菌が単離されており、それら細菌の貧栄養適応能が報告されているが、詳細な
メカニズムは解明されていない。今後の研究により、貧栄養適応能メカニズムを分子レベルで解明できれば、知
的財産の取得や学術論文の公表などを世界に先駆けて実施できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 学術的背景 
 近年、石油資源の供給リスクを克服し、低
炭素化に資する技術として、再生可能資源で
あるバイオマスから化学品を生産する技術
が鋭意研究されている。可食性バイオマスを
原料とする化学品生産技術の一部は既に実
用化されているが、非可食性バイオマスを原
料とする場合は、技術・コストなどの問題か
ら実用化された例はわずかである。例えば、
糖化酵素を利用して、非可食性バイオマスの
主成分であるセルロースやヘミセルロース
からグルコースやキシロース等の単糖に糖
化し、得られた糖化液を原料にして酵母を利
用するバイオエタノールの生産や大腸菌を
利用する有機酸の生産が典型的な例として
挙げられる①。これらの方法は、食糧と競合
しない非可食性バイオマスを有効利用でき
る点で優れた方法である。 
 
(2) 問題点 
 その一方で、産業利用されている宿主微生
物の多くは、非可食性バイオマスを直接分解
できないため、発酵の前段階として、糖化酵
素を利用した糖化液の調製が必須とされる。
また糖化酵素は、非可食性バイオマスの約 3
割を占めるリグニンを分解できないため、全
主成分を有効利用できない (図 1)。さらに、
非可食性バイオマスの主成分の１つである
リグニンは、数種のフェノール化合物が高度
に重合しているため分解が難しく、リグニン
を分解できる微生物はキノコなどの木材腐
朽菌を含めた数種の微生物に限られると考
えられてきた②。一方、それら微生物の増殖
速度は低いため、宿主微生物への利用は困難
な状況にある。 
 

 
図 1 本研究と従来法の比較 

 
 

２．研究の目的 
(1) リグニン分解物誘導型外来遺伝子発現
システムの開発 
 上述の問題を解決するため、申請者は、好
気 性 好 熱 性 細 菌 Ureibacillus 
thermosphaericus 内に、従来困難であったリ
グニン利用を可能とするリグニン分解物誘
導型外来遺伝子発現システムを構築し、非可
食性バイオマスの全主成分から発酵生産が
可能な宿主微生物の開発を目指した (図 1)。
本法は、T7 RNA ポリメーラーゼ遺伝子と T7 
プロモーターを菌体に内在させるため、これ
まで外来遺伝子の発現に必要とされていた
プラスミドDNAと高価な遺伝子発現誘導剤を
必要としない。また本システムの応用として、
イソブタノール生産株の作製を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) リグニン分解活性の解析 
 U. thermosphaericus が有するリグニン分
解活性を詳細に解析するため、水熱処理によ
り試薬リグニンを単一炭素原として可溶化
させた培地中で U. thermosphaericus A1 株
を培養し、培養液を分析してリグニン分解物
の同定を行った。分解物の同定は、液体クロ
マトグラフ質量分析の結果と所属研究グル
ープで過去に得られた知見を基に行った。ま
たゲノム DNAの配列情報とリグニン分解活性
の解析結果を基に、U. thermosphaericus が
有するリグニン分解活性について考察した。 
 
(2)新規微生物のスクリーニング 
 より高いリグニン分解活性を有する微生
物を新たに分離するため、自然界より採取し
た種々の環境土壌 1g を滅菌水 10 mL で懸濁
し、それらの濾液をリグニンを主成分とする
寒天培地に塗布し、スクリーニングを実施し
た。 
 
(3)新規分離微生物の同定 
 新規分離微生物を普通ブイヨン培地で好
気的に培養し、遠心分離後に得られる培養菌
体からゲノム DNA を抽出した。次いで、ゲノ
ム DNAを鋳型に利用して 16S rRNA と atpD遺
伝子をそれぞれ増幅した。同様に培養菌体を
利用して、Voges–Proskauer 試験を実施した。
atpD遺伝子の配列相同性と Voges–Proskauer
試験の結果に基づいて系統解析を実施した。 
 新規分離微生物の分子生物学的性質を明
らかにするため、炭素資化性や細胞壁組成、
キノンシステム等の解析を実施した。 
 
４．研究成果 
(1)リグニン分解活性の解析 
 U. thermosphaericus を試薬リグニンを単
一炭素原として可溶化させた培地中で培養
すると、増殖が確認された。しかしながら、
その増殖速度は、リグニン分解能を有する既
知の微生物のそれと比べて、著しく低くなる
こ と が 明 ら か に な っ た 。 そ こ で 、 U. 
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thermosphaericus のリグニン分解活性を酵
素・遺伝子レベルで解析するためゲノムシー
ケ ンス解 析を行 った。 その結 果 、 U. 
thermosphaericus には、リグニン分解に必要
とされる酵素遺伝子群の一部が備わってい
なため十分な分解活性を示さないことを明
ら かにし た。こ れらの ことか ら、 U. 
thermosphaericus 内に、リグニン分解活性を
応用した外来遺伝子発現システムを構築す
ることを断念した。 
 
(2)貧栄養耐性微生物の分離 
 次に、より高いリグニン分解活性を有す

る微生物を新たに分離するため、上述のスク
リーニングを実施した。その結果、リグニン
分解活性は確認されないが、栄養素が乏しい
貧栄養条件下で増殖能を有する細菌を1株分
離し、CCA6 株と命名した。CCA6 株は、アガ
ロース粉末中に含まれる数ppmの脂肪酸やカ
ルシウム、マグネシウム等のミネラルを利用
して増殖可能であった (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 分離株の培養 
 

また、既知の貧栄養耐性細菌の多くは、栄養
源が豊富に存在する栄養条件下では著しい
増殖阻害を受けるのに対し③、CCA6 株は優れ
た増殖能を示した (図 3)。 

 
図 3 CCA6 株と大腸菌の増殖速度の比較 

CCA6 株 (黒塗り)と大腸菌 MG1655 株 (白塗
り)を普通ブイヨン培地 (丸)と LB 培地(四

角)中で培養した結果を示した。 
 
産業利用されている大腸菌や酵母は、機能性
化学品を発酵生産するためには豊富な栄養
源を必要とするが、その生産能は栄養素が欠
乏すると著しく低下する。しかしながら、
CCA6 株は栄養要求性が低いため、発酵生産用
の宿主としての利用可能性を示した。 
 
(3) 分離株の同定 
 CCA6 株の分類を明らかにするため、16S 
rRNA 遺伝子の相同性を確認した。その結果、
本 分 離 株 は 、 腸 内 細 菌 科 に 属 し 、
Enterobacter hormaechei ssp. oharae 
DSM16687T (相同性：97.4%)、E. hormaechei 
ssp. hormaechei ATCC49162T (97.2%) 、 E. 
xiangfangensis LMG27195T (96.9%) 、  E. 
hormaechei ssp. steigerwaltii DSM16691T 
(95.5%)等と類縁であった。より詳細な系統
学的位置を決定するために、atpD 遺伝子の相
同性と Voges–Proskauer試験結果に基づいて、
系統樹を作製した (図 4)。系統解析の結果、
CCA6 株は、Enterobacter 属の公知の基準株
とは明確な差異を示した。 

 
図 4  atpD 遺 伝 子 の 相 同 性 と
Voges–Proskauer 試験の結果に基づいた系統
解析 
 
 CCA6 株と最も類縁性の高いとされた E. 
hormaechei ssp. hormaechei ATCC49162Tと、
同 様 に 類 縁 な E. hormaechei ssp. 
steigerwaltii DSM16691T等の5種の細菌を選
び、各種炭素源に対する資化性の有無を比較
した。その結果、上述の 6種では、D-スクロ
ースと D-ツラノース等の二糖類の資化性が
確認されたのに対し、CCA6 株はそれら糖類の
資化性が確認されなかった。一方で、細胞壁
を構成する飽和脂肪酸 C10:0と C11:0、不飽和脂
肪酸 C15:1ω6c と C17:1ω8c は、CCA6 株のみに
確認された。 
 上述のとおり、CCA6 株は、atpD 遺伝子の
相同性解析及び Voges–Proskauer 試験の結果、
種々の分子生物学的性質の結果から、
Enterobacter 属の公知の種とは区別された。
これらのことから、CCA6 株を腸内細菌科に属
す る 新 属 新 種 の 細 菌 と 判 定 し 、
Oligoenterobacter oligotrophica CCA6 株と
して特許出願した。 
 本 研 究 を 開 始 し た 当 初 、 U. 
thermosphaericus の菌体内にリグニン分解
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物誘導型外来遺伝子発現システムを構築し、
非可食性バイオマスの全主成分から発酵生
産が可能な宿主微生物の開発を目指した。し
かしがら、U. thermosphaericus の有するリ
グニン分解活性が低いため、システムの開発
を断念せざるを得なかった。一方で、新たに
スクリーニングを実施し、新属新種細菌 O. 
oligotrophica CCA6 株 を 分 離 し た 。 O. 
oligotrophica CCA6株は、栄養要求性が低く、
また栄養条件下では大腸菌と同様の優れた
増殖能を示した。これらのことから、O. 
oligotrophica CCA6 株は、食品残渣や廃糖蜜
等の有効利用が進んでいない非可食性バイ
オマスから機能性化学品を発酵生産する宿
主微生物としての利用が期待できる。 
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