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研究成果の概要（和文）： Gemmatimonas 属細菌等を利用し、本微生物群に対して特異的に結合

するペプチドリガンドをファージ・ディスプレイ法で選別することが可能であった。またそれ

を利用し Gemmatimonas 菌体を生きたまま特異的に回収することが可能であることが示された。

メタン回収型廃水処理プロセスに存在する未培養微生物群を標的とした選択的回収システムを

構築することを試みた。各種未培養微生物細胞の高濃度、高純度取得の試みを実施した。また、

その過程で得られた新規微生物については、その生理学的、遺伝学的特徴を調査し、新種記載

を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： Gemmatimonas aurantiaca was used as one of the model fastidious 
microbes, and was subjected to FISH detection, cell collection with flow cytometry, and 
subsequent selection of peptides that specifically bind to cells of G. aurantiaca, 
resulting in the successful selection of specific peptides to the cells as well as in 
the successful separation of living G. aurantiaca cells from mock mixed microbial 
consortia.  The developed method was then applied to various uncultured microorganisms 
in methanogenic wastewater treatment processes, targeting important yet-to-be cultured 
organisms in such systems.  The developed method was successfully used for some of the 
cells, resulting in cultivation of new anaerobes.  Physiological characterizations of 
these anaerobes give insight into the functions of these organisms in their habitat 
ecosystems. 
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多彩な機能を利用した環境浄化技術が活用
されているが、人智はまだその微生物群を自
在に制御する技術を見出していない。生物学
的廃水処理プロセスにおいては、糸状性微生
物の異常増殖によるバルキングや突発的な
処理効率の悪化など、微生物群集構造の変化
に起因する処理性能の悪化が見られるが、そ
の現象についての包括的な理解と制御は未
だ困難である。また、バイオレメディエーシ
ョンにおいては、適切な浄化微生物を選択し、
処理の元位置においてその活性化等を行う
必要があるが、その適切な制御や維持はむず
かしい。今後の環境バイオテクノロジー分野
での技術革新を進めるにあたり、これらの課
題の克服は極めて重要である。本課題を克服
するためには、環境バイオテクノロジー分野
で活用されている微生物群に関する基礎的
知見の蓄積が不可欠である。 
 しかしながら、地球上の生物種はおよそ
100 万種といわれている一方、これまでに学
術的に記述されている微生物（原核微生物）
の種類はわずか 7,000 種程度にすぎない。こ
れは微生物学研究の歴史が他の生物学にく
らべて浅いという理由のみならず、分離培養
がきわめて困難な微生物種が相当数にのぼ
ることに起因している。近年 16S rRNA 遺伝
子などを利用した分子遺伝学的微生物検
出・同定技術の発達により、自然環境中に生
息する多様かつ膨大な数の微生物の 99.9%以
上は人為的に培養できず、その機能もまった
く不明であることが明らかになってきた。現
時点では、少なくとも 80 門（phylum）以上
の細菌の存在が遺伝子情報として確認され
ているものの、培養された微生物を含まない
門が約 7割を占めている。現在、ゲノム情報
から未培養微生物群の実体を解明する試み
がなされているものの、個々の微生物群の実
体と機能を直接的かつ明確に明らかにする
上で、対象微生物群の分離・培養は避けて通
れない。そのため、難培養微生物を培養する
ための培養技術における技術革新が必要で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、難培養微生物群の培養を可能に
するための新規技術を創成し、その開発技術
を環境工学分野で活用されている難培養微
生物群に適用することにより、その機能を解
明することを目的とする。具体的には、16S 
rRNA を標的とした Fluorescence in situ 
hybridization 法とコンビナトリアル・バイ
オエンジニアリング技術を組み合わせ、特定
の微生物群のみを「生きたまま」選択的に回
収する新規技術の開発を行う。また、本技術
を嫌気性廃水処理汚泥の未培養（難培養）バ
ルキング原因微生物群に適用し、その機能を
解明することを目標とした。 

３．研究の方法 
 本項目では、これまでに培養されていない
様々な系統の微生物群を環境浄化プロセス
の複合微生物群から選択的に「分離・回収」
するための新技術を開発する。回収技術では、
[1] 16S rRNA 配列を標的とした蛍光標識 DNA
プローブによる FISH 法を使用して未知微生
物を蛍光標識し、[2] フローサイトメータ等
でその蛍光標識菌体を選択的に回収する 
(この際細胞は完全に死滅している)。その後、
[3] 回収された菌体表面に対し多様なペプ
チドライブラリを有するファージを用いた
ファージ・ディスプレイ法を適用し、回収さ
れた菌体に特異的に結合するペプチド配列
を選択する。最終的には、[4] そのペプチド
を特定微生物に対する「釣り針」として利用
することによって、特定の菌体のみを微生物
試料から生きたまま回収する。本項目では
[1]〜[4]の操作を可能とする技術開発を行
ない、最終的には環境中に数多く存在してい
るにも関わらず分離培養に成功していない
系統的に新規な微生物を培養するための初
期材料（標的とする微生物を高純度で含む微
生物試料）を提供し、その後の純粋培養化を
支援する技術の開発を実施した。 
 
４．研究成果 
 平成 22 年度は、難培養微生物の典型的な
例であるGemmatimonas 属細菌と KSB3 門細菌
（活性汚泥、嫌気性汚泥に存在）を利用し、
本微生物群に対して特異的に結合するペプ
チドリガンドを、M13 ファージを用いたファ
ージ・ディスプレイ法で選別することを試み
た。その結果、両細菌に対して特異性がある
と推定されるペプチドを選別することがで
きる技術を確立することができた。 
 得られたペプチドを利用し、活性のある複
合微生物群集から特定の微生物を生きたま
ま回収する技術の検討を行った。磁気ビーズ
得られたペプチドを固定し、磁気を利用して
特定微生物菌体を回収するなどの方法によ
り、Gemmatimonas 菌体を生きたまま特異的に
回収することが可能であることが示された。   
 Gemmatimonas 属細菌と KSB3 門細菌を対象
とし、標的細菌に特異的な DNA プローブ（16S 
rRNA を標的）を作成、FISH 法とフローサイ
トメータを組み合わせ、本微生物を複合微生
物群集中から選択的に回収する技術を確立
した。以上の検討を通じ、ファージ・ディス
プレイ法による菌体特異的ペプチドの選択
と、それを利用した微生物の回収技術に関す
る基礎的検討と、その基盤技術の確立を行っ
た。 
 
 
 
 



 

 

図1 KSB3細菌に対して選別したペプチドに
よる KSB3 細菌細胞の検出 
 
 
 平成 23年度は、平成 22年度で開発した微
生物回収技術を利用し、メタン回収型廃水処
理プロセス（嫌気性廃水処理プロセス）に存
在する未培養微生物群を標的とした選択的
回収システムを構築することを試みた。特に
バルキング原因微生物、難培養細菌およびア
ーキア群について、その 16S rRNA を標的と
した Fluorescence in situ hybridization 
(FISH)用プローブの情報をまとめ、必要なプ
ローブを設計、作製した。具体的には、バル
キング原因微生物についてその分子遺伝的
特徴を把握するため、バルキング汚泥を対象
とした 16S rRNA 遺伝子のパイロシークエン
シングを実施し、原因微生物の特定を進めた。
また、バルキング原因微生物と推定された 3
種 の 微 生 物 群 （ Verrucomicrobia や
Bacterieroides に属する未培養細菌群）を
FISH法で検出するためのDNAプローブを設計、
作製し、それらの細胞を蛍光染色する方法を
確立した。さらに、前年度に引き続きペプチ
ドを利用した菌体回収技術に関する基礎的
検討を行い、本手法を利用して実際の未培養
微生物群を培養可能にするための検討を実
施した。具体的には、嫌気性廃水処理汚泥へ
の分子系統学的解析からその存在が予見さ
れている、系統学的に新規で処理プロセスに
おいて重要な未培養系統群（バルキング原因
微生物など）に対して本手法を適用し、それ
ぞれに特異的なペプチドの選定後、ペプチド

リガンドを利用した各微生物細胞の高濃度、
高純度取得を試みた。その結果、新規な細菌
を複数種類所得することに成功した。所得、
分離した株については、新種記載のための解
析を実施し、その一部について論文発表を行
った。 

図 2 嫌気性廃水処理汚泥に存在する未培養
Bacterieroides 細菌の FISH 検出 

図 3 本研究で分離した新規微生物の一例。”
Oligosphaeria"綱に属する新規細菌、(a)位
相差顕微鏡写真（バーは 10 µm）、(b)電子顕



 

 

微鏡写真（バーは 0.5 µm） 
 
 平成 24 年度は、開発した微生物回収技術
を利用し、平成 23 年度に引き続きメタン回
収型廃水処理プロセス(嫌気性廃水処 理フ
ロセス)に存在する未培養微生物群を標的と
した選択的回収システムを構築することを
試みた。平成 23 年度に特定したバルキング 
原 因 微 生 物 (Verrucomicrobia や
Bacterieroides に属する未培養細菌群)、ま
た、嫌気性廃水処理汚泥で検出される
Nitrospira、Synergistetes 門未培養細菌群
を対象とし、ペプチドを利用した菌体回収技
術を適用した。その結果、これらの微生物群
に対して選択的に結 合するペプチドを選別
した。ペプチドリガンドを利用した各微生物
細胞の高濃度、高純度取得を試みた結果、新
規な細菌を複数種類所 得することに成功し
た。分離された細菌群は新種記載のための解
析を実施した。 
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