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研究成果の概要（和文）：ポリオール添加により大腸菌のフロック形成が促進する機構の解明と，フロックを足
場とした複合微生物化ならびに難培養性微生物の可培養化を目的として検討した．促進機構に関しては，培地の
粘度変化や忌避応答は関与しせず，ポリオール添加により外膜小胞の生産が増加し，フロック内の生細胞数が大
きく減少することから，膜ストレスを介して細胞に損傷が与えられ促進すると結論付けた．さらに，フロック構
造を強化するBacillus licheniformis RK14株や蘇生因子を産生するMicrococcus luteusとの複合微生物化に成
功したが，共培養により難培養性微生物を取得することはできず課題として残った．

研究成果の概要（英文）：In this study, the mechanism of enhanced floc formation of Escherichia coli 
by polyols was elucidated and floc formation was applied to culture unculturable bacteria. Floc 
formation was not promoted by increasing the medium viscosity with glycerol addition. However, the 
addition of ethylene glycol also significantly promoted floc formation. The addition of short-chain 
polyols decreased the number of viable ΔdegP cells in the floc structure and enhanced outer 
membrane vesicle (OMV) production by ΔdegP cells; polyols-induced damage to the outer membrane in 
ΔdegP cells may contribute to the promoted floc formation. As for the culturing of unculturable 
bacteria, Bacillus licheniformis RK14 or Micrococcus luteus was cocultured with E. coli to function 
the floc. However, it failed to culture the unculturable bacteria derived from activated sludge 
using functionalized E. coli flocs. A further trial is required for the culturing of unculturable 
bacteria.

研究分野： 細胞工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，ポリオール類の添加が大腸菌の細胞に物理的なダメージを与え，外膜小胞と呼ばれる細胞外小胞の
生産促進を介して，フロック形成を促進させることを明らかにした．ポリオールが外膜小胞現象を介してフロッ
ク形成に関連することを明らかにしたのは本研究が初めてであり，学術的に意義があるものである．また，難培
養性微生物の可培養化は達成できなかったが，複合微生物化によりフロック構造の強化や機能化に成功した．こ
のようなボトムアップアプローチにより，微生物複合系を構築する内容はこれまでに例が少ないことから，微生
物が関与する分野・産業への波及効果は大きく，得られた研究成果の社会的意義は大きい．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
微生物凝集体であるフロックは，活性汚泥法による水処理技術において，産業的に利用されて

きた．フロック形成能力は活性汚泥の性質を左右するが，その自己凝集メカニズムは明らかとな
っていない点が多い．またフロック形成能力は，活性汚泥等から単離された特殊な環境微生物に
限られ，発酵生産で用いられる工業生産菌に関しては，一部の酵母を除きほとんど報告がない．
一方で大腸菌はアミノ酸や組換えタンパク質生産の宿主として広く利用され，遺伝子組換えお
よび培養工学技術が最も進んだ微生物の１つである．大腸菌のフロック形成を誘導する技術と
しては，カチオン性のポリマーや，ポリ塩化アルミニウムなどの凝集剤が利用されるが，菌体生
存率を著しく低下させ，人体にも有害なものが多く，不要な微生物の回収・除去を目的とするも
のである． 
研究代表者はこれまでに，大腸

菌のセルロース生合成関連遺伝子
bcsB を過剰発現する，もしくは，
ペリプラズムプロテアーゼをコー
ドする degP 遺伝子を欠損すると，
グルコース存在下の懸濁培養にお
いて，図 1 に示すような直径数 mm
程度の大腸菌の自発的なフロック
を形成することを発見した．同時
に，自発的なフロック形成には大
腸菌の細胞外小胞の産生促進が深
く関連していることも明らかにし
た．その後の研究成果で，大腸菌フ
ロックはタンパク質性であり，主
構成タンパク質である Tsf に目的
タンパク質を融合させることで，
フロックの基盤構造体に組換えタ
ンパク質を固相分泌可能であるこ
と，培地中へのグリセロ―ルなどのポリオールの添加でフロック形成が著しく促進することも
実証している．フロック利用はこれまで活性汚泥法による廃水処理などに限定されていたが，以
上の先行的研究成果を受けて，人工的な機能改変により微生物反応場として幅広い目的で応用
できる可能性が見えてきた． 
 そこで本研究では，ポリオール添加によってフロック形成が促進するという新たな結果に基
づき，大腸菌の自発的なフロック形成機構の更なる解明を行うことと，フロックの人工的な機能
化に基づき複合微生物反応場を構築することで，最終的に難培養性微生物の共生培養による取
得を目指す． 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，代表者が世界

に先駆けて発見した現象である大
腸菌の自己集合体(フロック)形成
に関して，これまで明らかにして
きた知見を基に，さらなるフロッ
ク形成機構の解明と機能化による
複合微生物化を通じて，人工的な
微生物反応場の構築を提案する．
具体的には，①グリセロールなど
ポリオールの添加によるフロック
形成機構の解明，②フロックの複
合微生物化による難培養性微生物
の共生と取得，の項目について検
討する．フロック形成機構につい
ては，これまで外膜小胞と呼ばれ
る大腸菌の細胞外小胞の産生促進
がトリガーとなることを報告して
きたが，最新の研究成果でグリセ
ロールなどのポリオールを培地中

 

図 1 大腸菌フロックの形成機構の解明ならびに 
複合微生物化による難培養微生物の取得 

 

図 2 本研究の目的および流れ 



に添加した場合だけ，劇的な形成促進が確認されたため，形成機構との関連性について明らかに
する．また，フロック表面上に組換えタンパク質を提示する技術や他種の微生物を共培養する手
法を開発してきた．そこで，ヘルパー微生物と呼ばれる蘇生因子を産生する微生物を大腸菌フロ
ック上で共培養し，環境中の難培養微生物との共生を可能にすることで取得し，環境中に眠る微
生物資源の有効活用ツールを開発する． 
 
３．研究の方法 
(1)フロック形成機構ならびにポリオールによる形成促進機構の解明 
グリセロールによるフロック形成促進の機構に関して，明らかとなっている点として，図 2 に

示すようにフロック形成には，グルコースを十分量添加した LB 培地と呼ばれる一般的な天然培
地を用いている．培養前後の培地成分の分析により，①グリセロールやエチレングリコールなど
のポリオール類は基質として消費されず，培地中にそのまま残存していること，②残存するグリ
セロールが培地粘度を増加させることは関与していないことを，同等の粘度を与える高分子化
合物を用いた実験で確認している．そこで，下記の観点に着目しポリオールによるフロック形成
促進機構の解明を目指した． 
③忌避物質としての影響 
 グリセロールやエチレングリコールなどのポリオールは，大腸菌の忌避物質として知られて
おり，べん毛を用いた遊泳によりポリオールから遠ざかる行動(化学走化性)をとる (参考文献 J 
Bacteriol, 157(2), 576-581, 1984)．この忌避行動をとる際にメチル基受容化学走性タンパク質の脱
メチル化などのストレス応答反応が誘導されることがわかっている．そこで degP 遺伝子欠損株
に忌避応答に関連する遺伝子(tar, cheA, cheW, cheZ, fliG, fliM, fliN)の欠損を重ねることで，フロッ
ク形成量を評価した． 
④外膜小胞の産生に与える影響，⑤フロック中の生細胞数の評価 
 代表者の先行研究により，フロック形成には外膜小胞と呼ばれる細胞外小胞が重要な役割を
果たすことを報告している(AEM, 81, 5900-5906, 2015)．そこで，フロック形成後の培養液から超
遠心分離によって回収した外膜小胞をタンパク質量ならびに脂質量基準で定量評価し，グリセ
ロールなどポリオール有無の条件で外膜小胞の産生量を比較した．さらに，degP 欠損株に GFP
を発現させ，フロック構造中の生細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察すると同時に，ATP 基準で
のフロック単位重量当たりの生細胞数を算出した． 
 
(2)大腸菌フロックの複合微生物化と難培養性微生物の取得 
微生物においても動物細胞におけるサイトカインと同じカテゴリーのタンパク質が存在する

ことが発見されている(PNAS. 95:8916, 1998)．この微生物サイトカインは，細胞表面の受容体を
刺激することで，ピコモル濃度で休眠状態の難培養性微生物の増殖能や代謝活性を促進するこ
とがわかっている．微生物サイトカインである蘇生因子を産生する Micrococcus luteus をヘルパ
ー細胞としてフロック中に共培養した．また，プロテアーゼで分解されやすい問題点がある大腸
菌フロックに関して，当研究グループが土壌より単離したポリグルタミン酸生産菌である
Bacillus licheniformis RK14 株と共培養することで，フロックの分解が抑制され，構造安定性を増
加させることを試みた．さらに，複合微生物化で機能や構造安定性が向上した大腸菌フロックを
足場として，難培養性微生物との共培養を行い，共生による取得を試みた．具体的には，前培養
で大腸菌とヘルパー微生物である M. luteus や RK14 株の共培養により形成したフロックを回収
し，民間工場排水処理施設の曝気槽に含まれる細菌群との共培養を行った．この曝気槽の活性汚
泥中には，未培養系統群 OD1 が存在することが事前のアンプリコンシーケンス解析により明ら
かになっていた．OD1 は，ろ過膜を透過する細胞サイズを持ち，ゲノムサイズは大腸菌の 10 分
の 1 程度で，遺伝子は 400 ほどしか持たないため，アミノ酸，ヌクレオチド，脂肪酸などの生合
成が欠けているものが多く，他の生物に寄生もしくは細胞外共生体として生活していると推測
されている．そこで，各種フロックとの 1 週間の共培養を行った後に，16SrRNA の V3/V4 領域
を対象にしたアンプリコンシーケンス解析により存在比率を確認した． 
 
４．研究成果 
(1)フロック形成機構ならびにポリオールによる形成促進機構の解明 
これまでに，大腸菌 ΔdegP 株が形成するフロックについて，温度，pH などの種々の培養パラ

メータや炭素源，窒素源など培地成分の検討を行ったところ，唯一グリセロールを培地中に添加
したときのみ，飛躍的にフロック形成量が増加することを明らかにしていた．その際に，添加す
るグリセロールの濃度とフロック形成量との間には，はっきりとした濃度依存性が確認され，
10%の濃度で添加した際に最大のフロック形成量を示した．そこで，フロック形成前後で培地中
のグリセロール濃度を測定したところ，グリセロールは大腸菌によって消費されておらず基質
として利用されていなかった。この結果から，グリセロール添加による培地の粘度上昇がフロッ
ク形成を促進した可能性が考えられた．増粘剤として用いられるカルボキシメチルセルロース
（CMC）とポリビニルピロリドン（PVP）を添加することで，グリセロールを添加した培地と同
等の粘度を再現しフロック形成を行ったところ，粘度の増加に伴うフロック形成の促進は確認
できなかった．続いて，グリセロールと同じ低分子のポリオールであるエチレングリコールを添
加した培地でフロック形成を行ったところ，図 3 に示すようにグリセロールと同様に濃度依存



的な形成量の増加が確認された．また，
2 つのポリオール添加時に共通して，最
もフロック形成量が増加した濃度までは
細胞は正常に増殖したが，それより高い
濃度では増殖阻害が見られた．このこと
から，フロック形成は増殖阻害が起こら
ない上限の添加濃度において最も促進さ
れることがわかった．よってフロック形
成促進効果は，2 つのポリオールが持つ，
細胞の増殖阻害作用と関係している可能
性が考えられた． 
次に，忌避応答に関連する遺伝子を

ΔdegP 株に重ねて欠損させフロック形成
量を評価したところ，欠損の重ね合わせ
によるフロック形成量の変化は確認され
ず，忌避応答は直接的に関与していない
ことが判明した．さらなる検討では，先
行研究においてフロック形成との関連が
示唆されている外膜小胞(OMVs)に着目
した．ポリオールを添加した培地で培養した
ΔdegP 株の OMVs 分泌量を評価したところ，
5~10 倍程度の OMVs 分泌量の増加が見られた
(図 4)．OMVs 分泌の生理的役割として，外部環
境からの膜ストレス応答に関与することが報
告されており，ポリオールの添加によって大腸
菌細胞に膜ストレスが生じていることが考え
られた． 
続いて，これらポリオールの添加によって，

形成したフロックにどのような性質の変化が
見られるかを調べた．緑色蛍光タンパク質 GFP
を発現させた大腸菌にフロックを形成させ，共
焦点レーザー顕微鏡で観察したところ，ポリオ
ール存在下で形成したフロック内では生細胞
数が減少している様子が確認された．ATP 量を
指標としてフロック中の生細胞数を定量的に
評価したところ，図 5 に示すように顕微鏡観察
の結果と一致してポリオール存在下で形成し
たフロックに含まれる生細胞数は 100 分の 1 程
度に減少していた．さらにフロックの表面構造
を走査型電子顕微鏡で観察したところ，潰れた
形状の大腸菌細胞が多数確認され(データ省
略)，ポリオールは大腸菌細胞に物理的なダメ
ージを与え，ΔdegP 株のフロック形成を促進したと結
論付けた． 
最後に，ポリオールが引き起こすストレスについて

さらに詳しく検討を行った．浸透圧ストレスなどの先
行研究で報告されているポリオールの作用について
の検討を行ったが，これらはフロック形成の促進に関
与していないことがわかった．そこで DNA マイクロ
アレイ解析を実施し，グリセロール添加の有無におけ
る大腸菌の網羅的な遺伝子発現の比較を行った．その
結果，グリセロールの添加によって大腸菌の遊泳運動
を行う鞭毛に関する遺伝子発現量が顕著に増加して
いることが明らかとなった．この応答は，フロック形
成の促進とは無関係であることが確認されたグリセ
ロールに対する大腸菌の忌避応答を反映するもので
あると考えられ，グリセロールの大腸菌細胞に対する
直接的な作用に関しては，現在も引き続き解析を進め
ている． 
以上の結果より，グリセロールによる大腸菌フロック形成の促進は，低分子のポリオール特異

的且つ，外膜小胞の分泌増加などこれまでに報告されていない膜ストレスによって引き起こさ
れた可能性が高いと考えられる． 
 

 
図 3エチレングリコールの添加が大腸菌フロックの

形成量に与える影響 

図 5 ポリオール添加時の大腸菌  
フロック中の生細胞数 

 
図 4 ポリオール添加時の大腸菌の OMVs 分

泌量の相対比 



(2)大腸菌フロックの複合微生物化と難培養性微生物の取得 
 大腸菌フロックの人工
的な複合微生物化に関し
ては，酵母などのモデル
微生物と共培養した際の
qRT-PCR を用いた生細胞
数の定量評価方法の構築
と，蘇生因子を放出する
ヘルパー微生物である
M. luteus のフロック構造
上への定着化に成功した
(図 6)．また，分解されや
すい問題点がある大腸菌
フロックに関して，当研
究グループが土壌より単
離したポリグルタミン酸
生産菌である Bacillus 
licheniformis RK14 株と共培養することで，フロックの分解が抑制され，構造安定性が増加する
ことを確認した(データ省略)． 
そこで続いて，複合微生物化で機能や構造安定性が向上した大腸菌フロックを足場として，難

培養性微生物との共培養を行い，共生による取得を試みた．前培養で大腸菌と M. luteus や RK14
株の共培養により形成したフロックを回収し，民間工場の排水処理施設の曝気槽に含まれる細
菌群との共培養を行った.この曝気槽の活性汚泥中には，未培養系統群として知られる OD1 が存
在することが予備検討時のアンプリコンシーケンス解析により明らかになっていた．各種フロ
ックを形成し，曝気槽の細菌群と 1 週間の共培養を行った後に，アンプリコンシーケンス解析を
行い，共培養前の存在比率を確認したところ，どのフロック共培養条件においても OD1 の存在
比率が極端に減少しており，共生関係を確認することはできなかった(図 7)．一方で，OD1 が含
まれる元の活性汚泥から別途単離した酵母様真菌と共培養した際には，OD1 の存在比率が保て
ることが確認されたため，今後はこの酵母様真菌も含めた複合微生物化を行うことで，大腸菌フ
ロック上で OD1 を安定的に共培養できるかの検討を行う予定である． 

 
 

 
図 6 大腸菌フロック上に付着した M. luteus．矢印は，M. luteus を示

す． 

 

図 7 活性汚泥細菌を各種フロックと共培養した際のアンプリコンシーケンス解析結果 
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