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研究成果の概要（和文）：本研究は、共生菌研究や巨大ウイルス研究において宿主として利用されているアカン
トアメーバをモデル宿主として利用し、環境中より新たなアメーバ寄生・共生微生物を探索した。残念ながら
CPR細菌に代表されるような、新門ダークマター微生物を単離することはできなかったが、新種・新属以上の新
規性をもつ放線菌門細菌および巨大ウイルスを複数、単離・解析することができた。

研究成果の概要（英文）：This study utilized Acanthamoeba, which is commonly used as a host in 
symbiotic microorganism and giant virus research, as a model host to explore new amoeba-parasitic 
and symbiotic microorganisms from the environment. Unfortunately, we were unable to isolate novel 
phylum "dark matter" microorganisms such as CPR bacteria. However, we were able to isolate and 
analyze several Actinobacteria and giant viruses that have novelty at the level of new 
species/genera or higher.

研究分野： 細菌学

キーワード： アカントアメーバ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で単離したアメーバ寄生・共生微生物は、これまで培養不能であることなどから記載されることがなかっ
た新規微生物である。本研究の成果は、アメーバ寄生性の病原微生物や巨大ウイルスの進化の理解を新たに方向
づけるだけでなく、地球上の生命の起源や進化について新たな光明を照らすものになると期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこの 25 年、ヒト病原細菌でありアメーバを自然宿主とするレジオネラの宿主細

胞内生存・増殖機構の研究を続けてきた(1–7)。レジオネラの病原性・細胞内寄生性には、レジ
オネラが持つ IV 型分泌系が必須である。今日までに、レジオネラは全タンパク質のおよそ１割
に相当する 300 以上のエフェクターを持つことが明らかにされているが、８割方のエフェクタ
ーは既知のタンパク質と相同性を欠き、機能や進化的起源が明らかでない。一方で、2003 年に
初めて報告されたアカントアメーバ巨大ウイルスは、多数の細菌・ウイルス・真核生物由来遺伝
子を持ち、このことはアメーバが遺伝子の水平伝播の場を与えていることを示唆している。これ
らのことから、レジオネラエフェクターの起源におけるミッシングリンクが、未知のアメーバ寄
生・共生微生物に求められるのではないかと考えた。さらに 2010 年台以降の急速な次世代シー
ケンス技術の発展が明らかにした CPR クレードの存在は、培養系が存在しないためこれまで全
く知られていなかった膨大な数のダークマター微生物が存在していることを示唆している。我々
はレジオネラの自然宿主としてアカントアメーバを日常的に利用しており、レジオネラや共生
細菌研究で培った共培養技術を活用することによって、未知のダークマター微生物が単離・培養
できるのではないかとの着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、共生菌研究や巨大ウイルス研究において宿主として利用されているアカントアメー
バをモデル宿主として利用し、環境中より新たなアメーバ寄生・共生微生物を探索し、CPR 細
菌に代表される新規ダークマター微生物を単離・培養・解析することより「新たな生命樹観」を
確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、まずアカントアメーバに寄生・共生することによってのみ増殖できる微生物を環境
から分離する。サンプルはアメーバが生息する淡水環境(河川、湖水)、生活環境(下水、空調設
備冷却塔)、土壌環境から収集し、低濃度の抗真菌剤(アムホテリシン B)に馴化させたアカント
アメーバ株と緩衝液中で共培養する。この共培養サイクルを複数回繰り返すことにより現れて
くる微生物があれば、自立増殖能を検定するため固形寒天培地等での増殖能を検定し、増殖する
ものは研究の対象としない。単離されたアメーバ寄生・共生微生物について、まずアメーバ共培
養下での限界希釈によりクローンを得る。得られたクローンについて、電子顕微鏡観察によりウ
イルスあるいは細菌に特徴的な構造の探索を行う。また PCR 法により、細菌 16S rDNA あるいは
既知の巨大ウイルス特異的配列の検出を試みる。検出された場合、PCR 断片のサンガーシーケン
スにより分類決定を行う。以上の解析によっても分類不能な場合、あるいは CPR 細菌であること
が予想される場合、コンプリートゲノムを決定する。これらにより得られた配列情報を利用して
系統解析を行い、生物あるいはウイルス系統樹における位置を決定する。 
 
 
４．研究成果 
環境中より分離した候補微生物約
150 について、まずは PCR による
同定を行った。その９割弱は細菌
であり、ほとんどがプロテオバク
テリア門細菌と一部バクテロイデ
ス門細菌で占められていた。この
結果は土壌・淡水環境中の細菌叢
を構成する細菌として、これまで
の知見に矛盾しない。例外として、
２種の放線菌門細菌(T5, T45)を
見出した。これらは SSU rRNA の解
析において既知の細菌との相同性
が95%を下回っていたことから、次
世代シーケンシングにより完全ゲ
ノムを決定した。系統樹解析の結
果、アシディミクロビウム綱
Rhabdothermincola 属と同一クレードに属する新規細菌であることが明らかとなった。
ANI(Avereage Nucleotide idientity)解析で相互間のスコアは90.8%, 原核生物refseqゲノム



中最も高いスコアを示す細菌との間は 81.4%であり、このことは当該菌株が新属以上の新規性を
有していること、２株は同属異種であることと矛盾しなかった。 
 
残る１割強は巨大ウイルス
と推定されたため、特異的
なプライマーセットによる
PCR 解析を行ったところ、
８割（15）はアメーバを宿
主とする既知のミミウイル
ス科(Mimiviridae)に属す
ることが明らかとなった。
同様の解析により、1 つは
新規パンドラウイルス(後
述 P46)であることが明らかとなった。PCR で帰属不明の 5株(P64, P86, P73, P84, PS14)につ
いては次世代シーケンシングにより完全ゲノムを決定したところ、全てが長大な末端配列
(~285kbp) を持つ、全長約 1.6Mbp の線状ゲノム構造を持つことが示唆された。系統解析の結果、
Imitervirales 目クレード IM_14 に属する新規クレードを構成することを明らかにした。IM_14
に属する他のウイルスゲノムは全てメタゲノム解析から得られたものであり、単離されたウイ
ルスとしては初めてのものと考えられる。 
 
 
並行研 究
として 行
ってい た
新学術 領
域にお い
て、モデル
圃場土 壌
中に多 く
のパン ド
ラウイ ル
スが存 在
するこ と
が予想 さ
れたため、
パンドラウイルスの物理的性状を利用し、パンドラウイルスに特化したスクリーニング法を確
立した。実際にスクリーニングを行った結果、これまでに 8 株の新規パンドラウイルス（PK 株
群）の単離することができた。先に分離していた新規パンドラウイルス（P46）とともに次世代
シーケンシングを行い、すべての完全ゲノムを決定した。系統解析の結果、先に分離していた P46
はパンドラウイルスクレード A に属しており、Pandoravirus dulcis Melbourne に非常に近縁
（ANI 99.1%）であることが明らかとなった。一方で本領域モデル圃場から同定した 8株はパン
ドラウイルスクレード B に属しており互いに近縁であったが、既知株との間の ANI(Average 
nucleotide identity)は最大でも 85%にとどまり、この今回単離したグループの新規性が示唆さ
れた。今回の解析により、これまでゲノムが報告されているパンドラウイルス株と同数程度の新
規パンドラウイルスを単離・解析できたことになる。この結果は、既存の研究は自然界に存在す
るパンドラウイルスを量的に過小評価していることを示唆している。 
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