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研究成果の概要（和文）：DPANN群は生理・生態・進化の観点から微生物生態学分野において最も注目されてい
る系統群の1つであるが、培養株が限られており、生理生態はほとんど未知である。本研究では、DPANN群の生理
生態を解明していくための研究基盤を構築する事を目的として、(i) DPANNアーキア培養株を確立し、(ii) 培養
性状を詳細に明らかにし、(iii) 共生機構の解明を目指して研究を行った。その結果、9株のDPANNアーキアを培
養することに成功し、そのうち1株（YN1株）について、詳細な培養性状・細胞形態・ゲノム性状を決定すること
に成功した。

研究成果の概要（英文）：The DPANN superphylum is one of the most notable lineages in the field of 
microbial ecology from physiological, ecological, and evolutionary perspectives. However, due to the
 limited availability of cultured strains, their ecophysiology remains largely unknown. This project
 aimed to establish a research foundation for elucidating the physiological ecology of the DPANN by 
(i) establishing new DPANN-host coculture systems, (ii) characterizing their physiological features,
 and (iii) unraveling their symbiotic mechanisms. As a result, we have successfully established nine
 DPANN-host cocultures, and for one of these DPANN strains, namely YN1, we were able to determine 
detailed physiological characteristics, cell morphology, and genomic traits.

研究分野：微生物生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　DPANN群は2013年に提唱されたアーキア多様性の約半分を占める巨大系統群であるが、これまで培養報告が10
件しかなく生理生態はほとんど未知である。培養に依存しない手法を用いた多くの研究により、生理・生態・進
化的な側面から様々な議論がなされているが、それらの多くは推測の域を出ないため、培養株を用いた実験的検
証が望まれている。本研究は、わずか3年という研究期間で、9株もの新規DPANNアーキア培養株を確立した。本
研究の学術的・社会的意義は、多くの培養株を確立したことで、今後、実験室内での検証が可能となり、最終的
にはDPANN群の未知の生理生態を解明することへとつながる点にある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 

DPANN 群は，地球上のアーキア多様性の約半分を占める生物群である。細胞およびゲノムが

極めて小さく，中央代謝に関わる多くの遺伝子を持たないため，他種微生物（宿主）の代謝に依

存して増殖する「絶対共生性アーキア」だと考えられている。実際に，申請者が培養に成功した

新奇 DPANN アーキアは，宿主との共培養下でのみ増殖する。DPANN アーキアは，その共生機

構により，自然環境中で様々な宿主の活動・代謝・進化に影響を与えているに違いない。もしそ

うであれば，その共生機構の解明は，原核生物の生理・生態・進化，ひいては（原核生物の関わ

る）物質循環に関する考え方を，大きく変える可能性を秘めている。しかし，(i) 培養例が極め

て少ないため，DPANN アーキアの生理生態はほとんど未知である。また，(ii) 数件の培養報告

がある一方で，世界のどの菌株保存機関にも培養株は寄託されていない（＝研究材料として誰も

が利用できる状態にない）。その為，実質的には培養株は確立されておらず，この先の研究を進

めることは困難な状況にある。(i)・(ii) の最大の原因は，DPANN アーキアを宿主と共に培養維

持する事が極めて難しい点にある。申請者は最近，酸性温泉から新奇 DPANN アーキアを培養す

る事に成功し，安定して培養維持する為の具体的な実験手順を確立した。更に，この新奇 DPANN

アーキアは「３属５種の既知アーキアと共培養できること」を世界で初めて実験的に確認した。

この事から申請者は「既知アーキアの培養液」に、「フィルターろ過した酸性温泉試料（DPANN

細胞）」を混ぜて培養すれば，DPANN アーキアを狙って培養することができるのではないかと

考えた。 

２．研究の目的 

本研究では，DPANN アーキアの生理生態を解明していくための研究基盤を構築する事を目的

として，(i) DPANN アーキア培養株を可能な限り確立し，(ii) 確立した培養株について培養性状

を詳細に明らかにし，(iii) 培養株が有する共生機構の解明を目指して研究を進めた。 

３．研究の方法 

(1) 酸性温泉試料の原核生物群集構造解析 

 国内 6 カ所の酸性温泉（神奈川県仙石原温泉、鹿児島県霧島温泉、大分県塚原温泉、大分県恵

下温泉、大分県血の池地獄、大分県明礬温泉）において温泉試料を採取し、市販の DNA 抽出キ

ットを用いて環境 DNA を抽出した。その後、メタゲノム DNA 解析法または 16S rRNA アンプ

リコン解析法を用いて各温泉試料中の原核生物群集構造を明らかにした。 

(2) 実験計画の変更 

 研究開始当初、「既知アーキアの培養液」に「フィルターろ過した酸性温泉試料（DPANN 細

胞）」を混ぜて培養すれば，DPANN アーキアを狙って培養することができると考えていたが、本

手順を用いて予備実験を実施した結果、大きな問題点として、フィルターろ過後の温泉試料中に

は DPANN アーキア以外の種も多く抜けてしまうことが明らかとなった（例：細胞壁を持たない

Thermoplasmatales 目アーキアなど）。一方で、一般的な集積培養法でも DPANN アーキアが培養

できることが示唆される結果が得られていたため、労力を要する上述の培養手法は使用しない

こととした。代わりに、集積培養法を用いて DPANN アーキアおよび宿主の集積培養系を確立す

ることとした。また、新型コロナ感染症の影響により、初年度に予定していた複数地域からの温

泉試料採取ができなかったため、研究室において凍結保存されていた未解析の集積培養液を解

析対象として加えた。 



(3) 凍結保存されていた集積培養液の原核生物群集構造解析 

 上述の通り、初年度に予定していた複数地域からの温泉試料採取ができなかったため、研究室

において凍結保存されていた未解析の集積培養液を解析対象として加え、16S rRNA アンプリコ

ン解析法による原核生物群集構造解析を実施した。 

(4) DPANN・宿主集積培養系の確立・保存 

 鹿児島県霧島温泉（2022 年度）および大分県塚原温泉（2023 年度）において採取した温泉水

を植種源として、培地に添加する炭素源、電子供与体、培養温度、培地 pH の異なる多様な条件

を用いて集積培養を行った。集積培養後、微生物の増殖が確認された全ての培養系列について、

最終濃度 10%となるようにグリセロールを添加して凍結保存（-80℃）した。一方、1～2 mL の

集積培養液を遠心分離して得られた細胞ペレットを原核生物群集構造解析に使用した。 

(5) 集積培養系の原核生物群集構造解析 

 各集積培養液由来の細胞ペレットから、市販の DNA 抽出キットを用いて DNA 抽出後、16S 

rRNA アンプリコン解析法を用いて各集積培養系の原核生物群集構造を明らかにした。 

(6) DPANN・宿主純粋共培養系の確立 

DPANNアーキアが検出された集積培養系から、限界希釈法を用いて共培養系の純化を試みた。

凍結保存していた集積培養液を復元培養後、培養液の希釈系列（例：104～109 希釈）を作製して

最大 4 週間培養した。その際、各希釈系列につき 20～200 程度の本数を用意した。培養容器とし

てガラス試験管（16.5 φ）または 96 ウェル PCR プレートを使用した。増殖が確認された系列の

うち、希釈率の最も高かった上位 2 系列の培養液について、DPANN および宿主にそれぞれ特異

的なプライマーを用いて定量 PCR を行った。できるだけ希釈率が高く、かつ DPANN アーキア

の割合の高かった系列を選択して同様の手順を繰り返した。本手順を少なくとも 3 回実施後に

得られた培養系を純粋共培養系とみなしてショットガンゲノムシーケンスに供した。 

(7) DPANN・宿主純粋共培養系のショットガンゲノムシーケンス 

 共培養液を遠心分離して得られた細胞ペレットから、市販のキットを用いて DNA 抽出後、シ

ョットガンゲノムシーケンシングを行った。ショートリード取得のために NovaSeq シークエン

サー(150 bp×2) または DNBSeq シークエンサー(200 bp×2)を、ロングリード取得のために

MinION シークエンサーを使用した。 

(8) ゲノム解析 

 ショットガンゲノムシーケンスで取得したショートリードおよびロングリードを Unicycler、

Metawrap, Nanophase 等のプログラムを用いてアセンブリした。その後、解析対象を 1 株（YN1

株）にしぼり、詳細なゲノム解析を実施した。具体的には、Prokka、DFAST 等のプログラムを用

いて遺伝子情報を付与し（アノテーション）、KEGG 等のプログラムを用いてゲノム情報に基づ

く代謝経路の推測を行った。GTDB データベースからダウンロードした近縁種のゲノム配列情

報と共に、アーキアの 53 個のマーカータンパク質のアミノ酸配列情報に基づいて最尤系統樹を

作成した。 

(9) 新規 DPANN アーキア YN1 株の生理性状解析 

 YN1 株について詳細な生理性状解析を実施した。具体的には、増殖曲線の作成、生育温度・

pH 範囲の決定、宿主範囲の調査を行った。手法は Sakai らの方法 (Sakai et al. PNAS. 2022) に従

った。 



(10) 形態観察（光学および電子顕微鏡観察） 

YN1 株について、光学顕微鏡（位相差顕微鏡、微分干渉顕微鏡、蛍光顕微鏡）、走査型電子顕

微鏡、透過型顕微鏡を用いて、DPANN アーキアおよび宿主の詳細な形態観察を行った。 

４．研究成果 

(1) 温泉試料の原核生物群集構造 

 メタゲノム DNA 解析法または 16S rRNA アンプリコン解析法を用いて複数の酸性温泉試料に

ついて原核生物群集構造を明らかにした結果、全ての酸性温泉試料から DPANN アーキアの遺伝

子配列が検出された。特に、大分県塚原温泉において採取した酸性温泉試料中からは DPANN ア

ーキアが全体の５割以上を占める高い割合で検出された。そのため、最終年度において塚原温泉

で再度試料採取を行い、本試料を植種源として用いて更なる新規 DPANN アーキア培養株の確立

を試みた。 

(2) 凍結保存されていた集積培養液の原核生物群集構造解析 

 研究室において凍結保存されていた未解析の 2 つの集積培養液について、原核生物群集構造

を明らかにした。その結果、どちらの集積培養液からも DPANN アーキアの遺伝子配列が検出さ

れた。 

(3) 集積培養系の原核生物群集構造解析 

 鹿児島県霧島温泉（2022 年度）および大分県塚原温泉（2023 年度）において採取した温泉試

料を植種源として用いた他系列の集積培養系について原核生物群集構造解析を行った結果、い

くつかの系列から DPANN アーキアの遺伝子配列が検出された（図 1）。比較的 DPANN アーキア

の割合が多かった集積培養系列を選択し、限界希釈法を用いて DPANN・宿主純粋共培養系の確

立を試みた。 

 

(4) DPANN・宿主純粋共培養系の確立 

 限界希釈法を用いた DPANN・宿主純粋共培養系の確立を試みた結果、最終的に 9 つの DPANN・

宿主純粋共培養系を確立することに成功した。DPANN アーキアをそれぞれ YN1 株、YN4 株、

KR1 株、KR2 株、TK5 株、TK6 株、TK7 株、TK8 株、TK10 株と名付け、宿主をそれぞれ YN1HA

株、YN4HA 株、KR1HA 株、KR2HA 株、TK5HA 株、TK6HA 株、TK7HA 株、TK8HA 株、TK10HA

株と名付けた。 

図 1. 集積培養系列の原核生物群集構造. ※全系列のうち 25 系列分のみを含めたデータセットで作成したグ

ラフ. 図中の Uncultured Nanobdellota が DPANN アーキア. 



(5) ショットガンゲノムシーケンスおよびゲノム解析 

 ショットガンゲノムシーケンスおよびゲノム解析の結果、確立した全ての株について、高品質

なドラフトゲノム配列または全ゲノム配列を決定した。9 株の DPANN アーキアのゲノムサイズ

は約 0.7～0.8 Mbp であり、宿主アーキアのゲノムサイズは約 2～3 Mbp であった。 

(6) 新規 DPANN アーキア YN1 株のゲノム解析 

YN1 株について詳細なゲノム解析を

実施した結果、YN1 株は中央炭素代謝に

関わる多くの遺伝子を持たない一方で、

遺伝情報処理に関連する多くの遺伝子を

有することが明らかとなった（図 2）。

YN1 株はビタミン、アミノ酸、ヌクレオ

チド、脂質などの材料を宿主から受け取

らなければ増殖できない絶対共生性のア

ーキアであることが示唆された。また 53

個のマーカータンパク質のアミノ酸配列

に基づく最尤系統樹を作成した結果、

YN1 株は Nanobdellota 門に属することが

示された。 

(7) 新規 DPANN アーキア YN1 株の生理性状解析 

 YN1 株の生育温度範囲は 55-95°C（至適 80°C）、生育 pH 範囲は 2.0-3.0（至適 3.0）であっ

た。また、YN1 株は単離した宿主 Sulfurisphaera ohwakuensis YN1HA に再感染可能であった。

加えて、別の地域から分離された S. ohwakuensis TA1T株にも再感染可能であった。 

(8) 形態観察（光学および電子顕微鏡観察） 

 蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）法を用いた蛍光顕微鏡観察、および電子顕微鏡観

察の結果、YN1 株は直径約 300～500 nm の極小細胞を持ち、宿主 YN1HA 株に付着して増殖す

ることが明らかとなった（図 3）。 

図 2. ゲノム情報から推測された YN1 株の代謝経路. 

図 3. YN1 株の形態観察．左：FISH 法を用いた蛍光顕微鏡観察（赤：YN1 株、緑：宿主）、右：

走査型電子顕微鏡観察（直径 500 nm 未満の小さな細胞が YN1 株、直径約 1 µm の細胞が

宿主 YN1HA 株）． 
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