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研究成果の概要（和文）：異種微生物間相互作用、及びそれを基に発現される創発的集団機能は、微生物生態系がその
役割を果たす上での重要な因子であるが、それらに関する知見は非常に乏しい。本研究では、メタン発酵に関わる微生
物共生系について、その中で重要な役割を果たすことが示された鞭毛を介した異種微生物間シグナル伝達やそれを基に
発現される創発的集団機能に関する理解や、自然発生的に集積されたメタン発酵微生物群集における鞭毛の役割の解明
を目指した。その結果、人工的に形成された共生培養系だけでなく、自然に形成される生物膜におけるメタン生成微生
物群集においても鞭毛を介した相互作用の重要性を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Interspecies interactions and resultant emergent functions are essential for micro
bial communities to play their roles in a variety of ecosystems, such as global element cycles, fermentati
ve production, and water treatment. In modern microbiology that has developed based on pure-culture studie
s, however, knowledge on interspecies interactions is limited. This study was conducted to deepen our unde
rstanding of interspecies interactions, signal transduction, and emergence of community functions in metha
nogenic syntrophic consortia with particular focus on recently discovered flagellum-mediated interactions.
 We also investigated roles of flagella on the establishment of naturally occurring methanogenic communiti
es. We found that flagellum-mediated symbiosis is important for establishing not only artificially assembl
ed methanogenic consortia but also naturally occurring biofilm communities.
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１．研究開始当初の背景 
純粋培養を基盤に発展してきた現在の微
生物学において、異種微生物間の相互作用に
関する知見は乏しい。本来単一種で存在する
微生物などほとんど存在しないことを考え
ると、環境中には様々な異種微生物間相互作
用があって然るべきであり、そのような相互
作用が微生物生態系の生産性や進化に大き
く影響を及ぼすことが推測される。特に興味
深いのは、微生物生態系から発現される集団
機能が、個々の微生物の機能の単純な足し算
にならない点である。微生物生態系の機能を
予測することは様々な分野（地球上の元素循
環、醸造、水処理など）において重要である
が、それを難しくしている原因として、異種
微生物間相互作用や非線形的・創発的集団機
能についてほとんど解っていないことが挙
げられる。 
我々は、メタン発酵生態系内で相利共生
関係を形成する水素発生型有機酸酸化共生
細菌とメタン生成アーキアからなるモデル
共生系を試験管内に構築し、ゲノム情報を
基に、共生システムが形成される際の分子
メカニズムに関する研究を行ってきた。共
生関係が形成されて初めて有機酸からメタ
ンの生成が可能になることから、この系は
創発的集団機能のモデルと考えることがで
きる。さらに、共生により環境ストレスに
対する耐性が上がるというデータも得てい
る。この研究おいて最近、共生関係構築の
際に、共生菌が鞭毛を用いて相手となるメ
タン菌を特異的に認識・補足し、さらに鞭
毛蛋白質の結合がシグナルとなりメタン菌
内の多数の遺伝子の発現が活性化される現
象を発見した（Shimoyama et al. 2009 
Science）。これは、世界で初めて発見され
た特定異種微生物へのシグナル伝達機構と
考えられる。さらに我々は、共生菌とメタ
ン菌を繋ぐ鞭毛に導電性があることをアメ
リカのグループと共同で発見した(Gorby 
et al. 2006 PNAS）。この研究においては、
鉄還元菌や光合成細菌なども導電性繊維
（ナノワイヤー）を作り出すことが示され、
ナノワイヤーネットワーク（ナノワイヤー
を介した電気エネルギーや電気シグナルの
やり取り）が微生物界に広く分布する細胞
間相互作用の一形態であると考えられるよ
うになってきた。 
 
２．研究の目的 
以上を踏まえ、本研究ではメタン発酵共
生系において創発的集団機能が発現される

までの分子機構に関する理解を深めること
を目的とする。また、試験管内のモデル共
生系において示唆された鞭毛を介した微生
物間相互作用が、実際のメタン発酵微生物
群集内にも存在するかを明らかにすること
も目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）共生に伴う代謝ネットワークの融合プ
ロセスの解析 
共 生 細 菌 Pelotomaculum 
thermopropionicum (Pth) 及 び メ タ ン 菌
Methanothermobacter thermautotrophicus 
(MT)に対するマイクロアレイを用いたトラ
ンスクリプトーム解析により、連携（鞭毛結
合）開始時から共生的代謝（有機酸からのメ
タン生成）確立時までの両者内の遺伝子発現
変動を詳細に経時的モニタリングする。それ
ぞれの微生物に対するマイクロアレイはす
でに作成済みで、またその有用性も確認済み
で あ る （ Kato et al. 2008 Environ. 
Microbiol.; Kato et al. 2009 Microbiol. 
biotechnol.）。様々な環境条件下で経時的ト
ランスクリプトーム解析を行い、各条件間の
相関および各遺伝子間の相関を求める。この
際に、共生菌の遺伝子とメタン菌の遺伝子発
現変動を統合して解析する。 
 基質（プロピオン酸、酪酸、乳酸、プロパ
ノール、エタノール）や培養条件（撹拌の有
無、培養開始時の菌濃度、など）を変え、各
種条件で経時的トランスクリプトーム解析
を行う。これらにより得られるトランスクリ
プトームデータを統合二次元クラスター解
析にかけ、そこから同調的に発現する遺伝子
を両者の微生物から抽出する。次に、同調発
現する遺伝子がコードする機能を考慮し、遺
伝子が同調発現する生態学的・生理学的意味
を考察する。 
 
（２）メタン発酵微生物群集の解析 
 ジャー培養槽（容積１L）に炭素繊維の担
体を充填し、固定床型のメタン発酵槽とした。
これに嫌気消化汚泥を植菌後、酢酸を基質と
する培地を随時添加しながら発生するバイ
オガスを水上置換法により補修し、そこから
メタン生成量を決定した。運転は 55℃で行っ
た。メタン発生量が安定した後、液中に浮遊
した微生物（PT）および担体に付着した微生
物（BF）を別々に回収し、それらからＤＮＡ
およびＲＮＡを抽出した。これらの配列を
Ilumina 社の Hiseq2000 シーケンサーにより
解読し、以下のメタゲノム及びメタトランス
クリプトーム解析に用いた。これらの解析に
おいては、Hiseq2000 から得られたリードを
アッセンブルしてコンティグを作成した。次
に、それらを coverage と GC content を軸と
した bubble chart にマップして同種微生物
由来のコンティグを仕分けし、bin genome の
作成を行った（Ishii et al. 2013 Nat. 



Commun.）。また、構築された bin genome 上
に RNA 由来のリードを貼り付け、メタトラン
スクリプトーム情報を得た（Ishii et al. 
2013 Nat. Commun.）。 
 
４．研究成果 
（１）共生に伴う代謝ネットワークの融合プ
ロセスの解析 
 MT がどのように Pth を認識し、その生理学
的状態を変化させるのかを調査するため、
PT/MT の共生系を様々な基質（エタノール、
プロパノール、プロピオン酸、乳酸）を用い
て培養し、水素を基質とした MT の単一培養
におけるトランスクリプトームと比較解析
した。また、MT のパートナとなる発酵細菌を
替 え た 場 合 （ Thermoanaerobacter 
ethanolicus [Tet]、またはDesulfotomaculum 
nigrificans  [Dni]）との比較も行った。そ
の結果、Pth をパートナーにしたとき、MT の
トランスクリプトームパターンは基質を替
えても似通っており、それらのパターンは他
の共生パートナーとの共生培養や単一培養
のパターンと大きく異なっていた（図１）。
Pth との共生培養時に特に発現上昇した遺伝
子として、細胞外多糖の合成系およびいくつ
かの二成分制御系の遺伝子が挙げられた。こ
れらがコードする機能はPthとの間で共生関
係を形成し、共生系としての機能を発現して
いくうえで重要な因子と考えられた。Pth と
の構成培養時に Pth/MT は共凝集体を形成す
る。これを多糖類に結合する蛍光色素存在下
に観察したところ、顕著な多糖類の蓄積が観
察された。このことは、MTが Pth と共生関係

を構築するために多糖を生産する可能性を
示唆している。また、トランスクリプトーム
により検出された二成分制御系は MT が Pth
を認識する際に使われるものである可能性
があると考えられた。 
 
（２）メタン発酵微生物群集の解析 
 高温固定床型メタン発酵槽を運転し、メタ
ン生成が安定した時点で、PT および BF に対
するメタゲノム及びメタトランスクリプト
ーム解析を行った。メタゲノム（各サンプル
についての総リード長は約 5 Gb）から
bin-genome の構築を行った際の bubble 
chart によるコンティグのマッピングを図２
に示す。この解析から、約 20 種の微生物に
対 す る bin-genome が 構 築 さ れ 、
house-keeping geneの解析からこの中のいく
つかのものの完成度は 90%を超えていること
が示された。構築されたbin-genomeのうち、
メ タ ン 生 成 菌 の Methanosarcina や
Methanothermobacterと思われるものはBFか
ら特に高頻度で検出された。発酵細菌として
は Clostridium や Coprothermobacter が検出
され、これらは BF と PT のどちらにも存在し
ていた。メタトランスクリプトーム解析から
は、Coprothermobacter の鞭毛構造タンパク
質の遺伝子が BF 中で高発現していることが
示された。このことは、鞭毛がバイオフィル
ム形成やその中での共生的機能発現におい
て重要な役割をしていることを示すものと
考えられた。 
 
 

 
 

図１．各培養条件でのトランスクリプトームの
クラスター解析による比較。水素が十分にある
単一培養条件と比較して発現上昇した遺伝子
を赤で、発現低下した遺伝子を緑で示した。 

図２．メタゲノムコンティグからの
bin-genome の作成。このグラフにおいて、
MT2は PTを、MT3は BFを示す。約 20種
の微生物に対する bin-genome が構築できて
いる。 
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