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研究成果の概要（和文）：本研究では休眠と覚醒を制御する増殖制御メカニズムを統合的に明らかにすることを
目的としている。難培養性微生物のモデルとしてNitrospiraの純粋菌株を用いて検討した結果以下の成果が得ら
れた。Nitrospiraは増殖に不適な環境では休眠し、同種の個体が産生するシグナル様物質を受け取ることで初め
て覚醒・増殖を再開する。しかし実験室で長期間培養することでそのような応答を示さない変異株も出現する。
一方で、Nitrospiraには生存に特化したタイプと増殖に有利なタイプの２つが存在し、上記２つのタイプがそれ
ぞれ有利な条件で出現することで幅広い環境で生息することができると示唆された。

研究成果の概要（英文）：　　The objective of this study is to comprehensively elucidate the growth 
control mechanisms regulating dormancy and awakening. The following results were obtained using a 
pure strain of Nitrospira as a model of an unculturable microorganism: Nitrospira is dormant in an 
environment unsuitable for growth, and only awakens and restart to grow when it receives signal-like
 compounds produced by other Nitrospira cells. However, long-term cultivation in the laboratory 
condition results in the emergence of mutant strains that do not show such a response. Furthermore, 
we found that there are two types of Nitrospira, one specialized for survival and the other for 
proliferation, suggesting that each of the above two types can inhabit a wide range of environments 
when they emerge under favorable conditions.

研究分野： 微生物生態学

キーワード： Nitrospira　休眠・覚醒　凝集株　非凝集株
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研究成果の学術的意義や社会的意義
環境中のほとんどの微生物は培養困難であることが知られており、環境微生物の理解や利用を大きく妨げている
が「培養できない理由」は全く解明されていない。本研究では、従来法では獲得できなかったNitrospiraという
難培養性微生物の純粋菌株を用いることで、難培養性微生物の増殖制御機構に迫ることができた。また結果より
Nitrospiraが幅広い環境で繁栄するための性質そのものが難培養性と直接関係があるということが示唆された。
本研究の成果は、未培養微生物の培養化という課題や環境微生物の増殖制御に対する新しい視点の必要性を提案
するものであり、学術的または工学的両方の観点から意義が高いものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
環境中のほとんどの微生物は培養困難であることが広く知られており，環境微生物の理解や

利用の重大な妨げとなっている。なぜ培養困難なのか？もし普遍的な理由が存在し，そのメカニ
ズムを解明できれば，現状では有効技術のない難培養性の未知微生物を培養化するための画期
的な新戦略を導き出せる。しかし「培養できない理由」や「難培養性をつかさどるメカニズム」
については全く解明されていない。なぜなら，容易に培養できる微生物をそのまま解析しても答
えは得られないというジレンマが存在するからである。そこで，我々は，過去に他の多くの研究
者がトライしたが誰も分離に成功しなかった本菌株のような難培養性微生物をモデルとして用
いることで，初めて難培養性の本質に迫れるものと着想した。さらに，多くの微生物の培養が難
しい普遍的な理由として，休眠と覚醒現象に着目した。これまでに，大腸菌などを用いた休眠（覚
醒はない）やグラム陽性菌の発芽に関する研究例はあるが，難培養性微生物の「休眠と覚醒」に
関する研究はこれまで全くない。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では，門レベルで難培養性を示す Nitrospira の純粋菌株を難培養性微生物のモデルと

して用いて，未知増殖制御メカニズムを発見し解明することを目的にした。具体的には、未知覚
醒因子など休眠と覚醒を制御する増殖制御メカニズムを統合的に明らかにすることを目的とし
ている。Nitrospira は独立栄養性の亜硝酸酸化細菌であり，本研究で用いる純菌株（Nitrospira 
sp. ND1 株）は申請者が新規分離培養手法を開発して世界で初めて獲得した難培養性微生物で
ある。申請者は事前の検討によって，Nitrospira は、飢餓環境において休眠状態に陥り、自身の
培養上清の添加によって覚醒することおよび液体培養でしか増殖しないことを部分的に見出し
ていた。そこで本研究では以下の作業仮説に基づいて研究を進めた。１）環境中の微生物（難培
養性微生物）は好ましくない条件下（エネルギー源や栄養源 の枯渇など）では容易に非増殖状
態（休眠状態）に移行する。環境状況が好転しても、それだけでは休眠状態からは容易に脱却し
ない。休眠状態から覚醒するためには、シグナル物質（覚醒因子）が必要である。そしてそれは
増殖状態の細胞から分泌される。また２）逆に、Nitrospira は自身が出すなんらかの増殖停止物
質によって増殖を停止させる。すなわち菌体密度が高くなると増殖停止物質の局所的濃度が高
まるためコロニーを形成できない。本研究では、上記の仮説を証明すべく，休眠状態から覚醒状
態(増殖状態)に移行させる微生物間相互作用（覚醒因子）の発見と制御機構の解明を解明するこ
とを最終目標とした。また本研究を進める過程において、休眠しない菌株の出現が確認され、高
密度の凝集体を形成する株としない株の２種類の変異株を獲得することに成功したことから、
両者の生理学的・形態学的な相違と、休眠状態とはどのような状態なのかということについて詳
細な解析を行うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
3.1 Nitrospira の覚醒（増殖）を検出するハイスループットアッセイ方法 
セルソーターを用いて植菌，培養，検出をハイスループットに行い，休眠から覚醒した割合，

覚醒効率（増殖が見られた well／全 well）を正確かつ簡易に測定する方法を構築した。また、
セルソーターを用いずに限界希釈をベースとした方法で植菌、アッセイする方法も確立した。 
①セルソーターを用いて休眠状態の Nitrospira を所望の細胞数ずつ培地で満たされている
96well plate の各 well に植菌した（Single Cell Sorting）。その後，培養を行った。限界希釈
に基づいて植菌する場合、10 倍ずつ希釈系列を作成して、培養を行った（アッセイでは希釈系
列ごとにコントロールと比較評価することが可能である）。②増殖の有無は基質である亜硝酸の
消費をザルツマン法（比色分析）で検出して判別した。 
 
3.2 Nitrospira の生存・活性を測定する方法 
初めに亜硝酸含有培地で培養する。一定期間（１週間程度）経つと亜硝酸が枯渇するため、飢

餓状態に移行する。飢餓期間中、一定の頻度でサンプリングし、DAPI 染色後顕微鏡下で直接細
胞数を計数、細胞密度を測定する。またサンプリングした細胞を CTC 染色して計数し、全菌数に
対する CTC 陽性の細胞数の割合を算出する。また高密度凝集株と低密度凝集株についてそれぞ
れ亜硝酸酸化活性を測定し比較した。 
 
4．研究成果 
 
4.1 Nitrospira の休眠および覚醒 
休眠状態の Nitrospira を覚醒因子あり/なしの二つの条件で培養した結果、覚醒因子（培養上



清）を添加した方が、明らかに休眠から回復した well の割合（覚醒、増殖して亜硝酸を消費し
た well の割合）が高いという結果が得られた（図 1A）。以上の結果は、培養上清（覚醒因子）
を添加した系では、飢餓期間後も亜硝酸酸化活性の回復が確認されることから、１）飢餓期間に
よって、Nitrospira が休眠すること（死滅しない）、２）自身の培養上清には自身の覚醒を促す
因子が含まれることを示唆している。以上の結果は、一度休眠すると、基質が豊富にある条件下
（増殖には理想的な条件）でも、覚醒因子が存在しなければ容易には覚醒して増殖を開始しない
ことを示している。しかし、一方で、同様の条件で実験を行っても、覚醒因子（培養上清）を添
加した場合としなかった場合において休眠状態からの回復率に差がでないパターンも頻繁に見
られた（図１B）。以上のことから、以前まで安定して確認できていた Nitrospira の休眠状態か
ら培養上清の添加に応答して覚醒するという現象が不安定化していると考えられる。その原因
として、長期間継代培養を繰り返したことによって変異株（上清に応答しない株）が出現し優占
したためではないかと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１.休眠状態からの回復率、（A）培養上清を添加した場合に低い菌体密度まで回復が確認さ
れたケース（B）培養上清を添加した場合としなかった場合に回復率に大きな差がみられない
ケース 
 
4.2 培養方法の違いに基づく高密度凝集株と低密度凝集株の出現と生存率、回復率の比較 
基質である亜硝酸を高頻度に添加することで、低密度な凝集体を形成する変異株の出現が確

認できた。高密度凝集株と低密度凝集株について飢餓状態時の菌数推移を評価した。その結果、
低密度凝集株が短時間に菌数が減少したのに対して、高密度凝集株は菌数の減少速度が緩やか
であった（図２）。さらに、高密度凝集株は低密度凝集株より亜硝酸酸化速度が低いことが判明
した（図３）。このことから、Nitrospira は高密度に凝集することで飢餓時の長期生存に特化し
ていることが示唆された。これは凝集することにより周囲の死菌を栄養源として利用できるた
めだと考えられる。また長期飢餓期間後においても半分以上の細胞がいずれの株においても CTC
によって染色されたことから、少なくとも半分以上の細胞は呼吸活性を維持したまま生存して
いることが示唆された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
4.3 まとめ 
Nitrospira は増殖に不適な環境（飢餓など）では休眠して死滅を回避し、環境条件が好転し

たことを、同種の個体が算出する覚醒因子をシグナルとして受け取ることで初めて覚醒・増殖を
開始する。ただし実験室の条件ではそのような応答を示さない変異株が出現する。 
一方で、Nitrospira には飢餓状態での生存に特化したタイプである高密度凝集株および増殖

に有利な低密度凝集株の２タイプが存在し、自然界では上記の２つのタイプがそれぞれ有利な
条件で出現、優占することで幅広い環境に生息することを可能にしていると考えられる。 
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図２.高密度凝集株および低密度凝集株
の増殖後、飢餓期間中の菌体数推移 

図３.高密度凝集株および低密度凝集株
の亜硝酸酸化活性の比較 
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