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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、超高速シークエンサーを活用し、陸域地下圏の微生物生態系の多様性をこれまで

にない解像度で解明した。実際に、従来法よりも 100-400 倍高い解像度で陸域地下圏微生物生

態系を捉えることに成功し、解析した陸域地下圏環境には、機能的にも系統学的にも非常に多

様な微生物群の存在が示された。特に、本研究により、陸域地下圏のレアバイオスフィアは非

常に高い多様性を有し、未知の細菌系統群が存在することが明らかとなり、レアバイオスフィ

アが同環境の微生物生態系の頑健性を支える重要な生物圏であることが示される等、陸域地下

圏に棲息する微生物群の真の多様性と未知機能の解明に資する重要な基盤的知見が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

This study revealed the hidden microbial diversity and rare-biosphere in unexplored 

terrestrial subsurface environments by using massively parallel 16S rRNA sequencing via 

high-throughput sequencing technology. Indeed, the state of the arts method provided 

microbial diversity and community information at 100-400 times higher resolution than 

the conventional method. The further analyses showed that the microbial communities were 

phylogenetically and physiologically diverse and could be actively involved in 

biogeochemical processes. Furthermore, the rare-biosphere in the terrestrial subsurface 

showed unexpectedly high diversity, harbored the novel microbial lineages such as 

candidate phyla that had not been detected, and likely supported robustness in the 

microbial ecosystems. Thus, the findings shed light into largely unknown microbial 

community, diversity, and ecological functions in the terrestrial subsurface ecosystems. 
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１．研究開始当初の背景 

 地球上には膨大かつ多様な微生物（原核生

物）が存在しているが、その多く（99%）は

未だ培養されたことのない、いわゆる未知・

未培養微生物であると言われている。この地

球最大の未知生物圏を構成する微生物の種

類、多様性を明らかにすることは、その多様

な未知機能を解明するための第一歩であり、

重要な基盤的研究課題であるにもかかわら

ず、原核生物の地球環境中における”真”の

多様性を明らかにすることは技術的に極め

て難しい。原核生物の多様性解析技術として

最も汎用されているのは分子系統マーカー

遺伝子である 16S rRNA 遺伝子を対象とした

クローン解析である。この技術は培養するこ

となく環境中に存在する未知微生物群の多

様性を明らかにする有効な手法であるもの

の、その解析にかかる時間、手間、コストに

限界があり、通常、対象環境中に 1%以上の割

合で存在しうる微生物のみを解析対象とし

ている。微生物生態系において 1%というのは

氷山の一角でしかなく、従来法では非優占種

として重要視されていなかった、あるいは個

体群が低すぎて検出することすら困難であ

った希少構成種も実環境中で大きな役割を

担っている可能性がある。さらに、マイナー

な微生物群が、様々な環境変動等に応じて優

占種になる可能性を考えると、実環境中にお

いて稀少構成種から成るレアバイオスフィ

アを含めた”真”の微生物多様性を解明す

ることは、複合微生物生態系を取り扱うあら

ゆる学術・産業分野において最も基盤的であ

りながらも非常に重要な研究課題である。 

 

２．研究の目的 

 本提案では、次世代シークエンサーを活用

し、特に、陸域地下圏環境に棲息する未知微

生物群の多様性をこれまでにない解像度で

明らかにすることを目的とした。近年、陸域

地下圏環境には膨大な数の微生物の存在が

明らかにされており、その数は地球上の全微

生物の 90%以上をも占めると言われており、

地下微生物が地球規模の重要な物質循環プ

ロセスに大きく関与している可能性を示唆

されている。しかしながら、他の土壌圏、海

洋圏等に比べ、地下微生物群の分子生態学的

研究は非常に乏しく、その機能はおろか、地

下圏に存在する微生物群の種類、多様性に関

する情報も極めて限られている。本提案は、

複数の陸域地下圏環境において超高解像度

微生物多様性解析を実施することで、レアバ

イオスフィアを含めた”真”の地下微生物

の多様性を明らかにするとともに、それぞれ

の環境特性の情報と微生物群集構造情報を

統合的に解析し、メタン生成・消費活動、鉄

や硫酸の還元反応といった重要な生物地球

化学プロセスに果たす地下微生物群の未知

機能解明に資するものである。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、近年開発された 16S rRNA 遺

伝子の超並列タグシークエンス法を活用し

た。この手法は、DNA および RNA 抽出と 16S 

rRNA 遺伝子をPCR もしくはRT-PCR増幅する

ところまでは従来法と同様であるが、その後、

クローニング作業等を経ることなく、直接超

高速シークエンサー（ロシュ社製の 454 やイ

ルミナ社製の HiSeq/MiSeq 等）により大量の

配列を迅速に解読するというものである。さ

らに、PCR 用プライマーに各サンプルに応じ

たバーコード（タグ）配列を付与しておくこ

とで、複数のサンプルを同時に多重配列解読

することが可能である（タグ配列に応じて取

得配列をサンプル毎に分けることができる）。

これにより、多数の環境試料中の膨大な 16S 

rRNA 遺伝子を同時に多重解析することが初

めて可能となり、迅速かつ簡便に、そしてこ

れまでにない高解像度で対象環境の微生物

群の多様性、分布、個体群動態を半定量的に

明らかにすることができる。 

 

４．研究成果 



（１）454 パイロシークエンサーによる 16S 

rRNA 遺伝子の超並列タグシークエンス法の

最適化 

 本研究では、まず、454 パイロシークエン

サー（454 Titanium プラットフォーム）によ

る 16S rRNA 遺伝子の超並列タグシークエン

ス法の最適化を行った。まず、16S rRNA 遺伝

子のPCR増幅に用いるユニバーサルプライマ

ー（バクテリアドメイン、アーキアドメイン

を対象）の選定、改良を行った。16S rRNA 遺

伝子データベースを基に、ARB ソフトウェア

を用いて In silico でカバーレージの高いユ

ニバーサルプライマーを複数選抜した。続い

て、実際に、環境 DNA から 16S rRNA 遺伝子

を増幅し、454 パイロシークエンシングを行

ったところ、515F と 907R もしくは 909R のプ

ライマーセットは非常に多様な原核生物系

統群を網羅的に PCR 増幅でき、他のプライマ

ーセットに比べてシークエンシングの結果

も質、量の両面から非常に良好であったこと

から、454 Titanium プラットフォームに適し

たプライマーセットであると考えられた。次

に、ロシュ社製から提供されているシークエ

ンシングケミストリー２種（LIB-A kit、LIB-L 

kit）とその改良版１種（LIB-A-II）のあわ

せて 3種のシークエンス方法について、実際

に環境試料（土壌や地下圏堆積物、地下水、

飲料水パイプライン、嫌気性廃水処理プロセ

ス等１０種）由来の 16S rRNA 遺伝子を解読

することによって詳細に比較検討を行った。

その結果、いずれの環境試料を用いた場合で

も、16S rRNA 遺伝子解析用 kitである LIB-A

ならびに LIB-A-II よりも、ゲノム解析用 kit

である LIB-L を用いた方が、1.8〜2.0 倍程度

多くの配列数が得られることが明らかとな

った。一方で、取得した 16S rRNA 遺伝子情

報をもとに微生物群集構造と多様性指標

（Chao-1、H index、OTU 数等）を比較解析し

たところ、各手法間で大きな差は見られなか

ったことから、454 Titanium プラットフォー

ムにより 16S rRNA 遺伝子を解読する場合に

は、LIB-L キットが適切であることが明らか

となった。本研究により、16S rRNA 遺伝子の

超並列タグシークエンスにおいて、シークエ

ンシングケミストリーの重要性が示され、環

境微生物学、微生物生態学分野の研究者はも

とより、国内外の研究機関が有するシークエ

ンスファシリティーにも重要な基盤的知見

を提示している。 

 また、今回解析した１０種の環境中の微生

物群集構造（微生物種の組成）をもとに多次

元尺度構成法（MDS）による解析を実施した

ところ、環境の種類ごとに明瞭にグループ化

されることが明らかとなった。特に、地下圏

試料（地下圏堆積物環境、地下水環境）は、

他の表層土壌や水圏環境と異なり、特異的な

グループを形成することが明らかとなった。

このことは、陸域地下圏環境には他の環境に

はみられないユニークな微生物群が存在し

ていることを示唆している。 

 

（２）454 パイロシークエンサーによる陸域

地下圏微生物群の高解像度多様性解析 

 先に最適化したパイロシークエンサーに

よる 16S rRNA 遺伝子の超並列シークエンス

法を用いて、陸域地下圏環境の微生物群の組

成と多様性について解析を実施した。特に、

氷河堆積物環境を対象として解析を実施し

た。氷河堆積物環境は、北半球において大き

な面積を占める重要な陸域の地下圏であり、

さらに有機物が豊富で微生物活性も高いこ

とが予想されていることから、地球規模での

物質循環を考える上でも重要な環境である。

一方で、これまで氷河堆積物環境中の微生物

群の多様性や群集構造についてはほとんど

知見がないことから、今回の解析対象とした。 

 まず、地理的に異なる様々な陸域氷河堆積

物環境試料から DNA を抽出し、16S rRNA 遺伝

子を増幅し、パイロシークエンスに供試した。

その結果、１サンプルあたり 5000-17000 

reads（平均長 400 bp）の 16S rRNA 遺伝子

配列を取得した。その後、今回構築した解析

パイプラインにより、微生物群集構造と多様

性を解析した。まずバクテリアドメインにつ

いて解析したところ、氷河堆積物環境には、

無 酸 素 環 境 下 に お い て 鉄 還 元



（ Deltaproteobacteria 綱

Desulfobacterales 目細菌や Firmicutes 門

Peptococcaceae 科 細 菌等）、硫酸還元

（ Nitrospirae 門

Thermodesulfovibrionaceae 科 細 菌 、

Deltaproteobacteria綱Myxococcales目細菌、

Desulfuromonadales 目細菌等）、脱塩素

（Chloroflexi 門 Dehalococcoidetes 綱）有

機物分解（Chloroflexi 門 Anaerolineae 綱細

菌）に関与する可能性のある微生物群ととも

に 、 微 好 気 条 件 下 で 鉄 酸 化

（Betaproteobacteria 綱 Galionellales 目

細 菌 、 Gammaproteobacteria 綱

Methylococcales 目細菌）、メタン酸化

（Alphaproteobacteria綱 Methylocystaceae

科細菌）、C1化合物資化（Betaproteobacteria

綱 Methylophilales 目細菌、Rhodocyclales

目 細 菌 、 Gammaproteobacteria 綱

Methylococcales 目細菌）に関与する微生物

群が優占しており、系統学的にも機能的にも

多様な微生物群の存在が示唆された。次に、

アーキアドメインについて詳細に解析した

ところ、氷河堆積物環境には Euryarchaeota

門アーキアが優占しており、特に系統学的に

多 様 な メ タ ン 生 成 ア ー キ ア

（Methanobacteriales 目、Methanococcales

目、Methanocellales 目、Methanomicrobiales

目、Methanosarcinales 目アーキア）やごく

最近になってメタン生成に関与することが

明らかになった Thermoplasmata 綱の E2 

terrestrial group が比較的多く存在するこ

とが明らかとなった。一方で、検出されたこ

れらの微生物群のポピュレーションは、サン

プルごとに大きく異なっていることが示さ

れた。そこで、取得した微生物群集構造情報

をもとに多次元尺度構成法（MDS）ならびに

主成分分析法（PCA）により統計解析を行っ

たところ、サンプルの地理的相違に応じて、

明瞭にクラスター化されたことから、氷河堆

積物環境の微生物群集は、地理的に特徴的な

分布パターンがあることが示唆された。以上

のように、本研究を通じてはじめて、これま

で不明であった陸域地下圏環境（氷河堆積物

環境）中の微生物の群集構造、多様性を高解

像度に明らかにした。 

 

（３）イルミナシークエンサーによる陸域地

下圏微生物群の多様性解析 

 上記の 454 パイロシークエンシングは、各

種環境中の微生物群を高解像度に解析する

のに非常に有効な技術であるが、その一方で、

解読コストが高く、多数の環境試料を分析す

る際には困難が生じる。ごく最近になり、イ

ルミナ社製の MiSeq/HiSeq を活用した 16S 

rRNA 遺伝子の超並列タグシークエンス解析

法が提案された。この方法は得られる配列長

が 250 bp 以下とやや短いが、同じコストで

得られる配列量が劇的に増加（１０倍以上）

しており、その有効性が示唆されている。そ

こで、イルミナシークエンサーによる陸域地

下圏微生物の群集構造と多様性解析に挑戦

した。特に、その低コスト性から、多数のサ

ンプルを解析することが可能であることか

ら、陸域地下圏環境（特に氷河堆積物環境）

から、DNA だけでなく RNA も抽出し、存在す

る微生物群（DNA 解析に基づく）、アクティブ

に活動する微生物群（RNA 解析に基づく）の

両方について解析を行った。DNA 試料につい

ては増幅した 16S rRNA 遺伝子をイルミナ

MiSeq でシークエンスし、RNA 試料について

は一度逆転写を行い cDNA にしてから 16S 

rRNA 遺伝子を増幅して同様に配列解読を行

った。その結果、先の 454 パイロシークエン

シング解析の 13倍を超える総配列量（190 万

reads 以上）を取得し、１サンプルあたり

36000〜130000 reads の配列を得ることに成

功した。配列のクオリティも高く、後段の微

生物群集構造解析ならびに多様性解析に供

試した。まず、DNA と RNA それぞれから得ら

れた微生物群集構造について比較したとこ

ろ、予想外にほぼ同じ群集構造であることが

明らかとなった。当初、地下圏環境は存在し

ている微生物群とアクティブに活動してい

る微生物群との間に大きな隔たりがあると

予想していたが、今回の結果は、氷河堆積物

地下環境に存在する微生物群は総じてアク



ティブに活動している可能性を示唆してい

る。 

 次に、今回のイルミナシークエンス解析で

得られた微生物群集構造情報をもとに多次

元尺度構成法ならびに主成分分析解析を実

施したところ、やはりサンプルを採取した地

域ごとに明瞭にクラスタリングされること

が明らかとなり、地域ごとに特徴的な微生物

群集の存在が示唆された。さらに、今回取得

した微生物群集構造情報とともに環境メタ

データ（地球化学的分析結果）とを統合して、

正準相関分析を行ったところ、微生物群集組

成の変化と環境メタデータの変動が非常に

よく相関しており、特に、微生物群集組成が

メタン濃度、硫酸濃度、マンガン濃度、アン

モニア濃度、溶存有機物濃度と非常によくリ

ンクしていることが明らかとなり、これらの

環境因子が同陸域地下圏環境の微生物群集

構造を規定する一つの要因になっている可

能性が示された。また、上記の環境因子と密

接な関連性を示す未知微生物系統群の存在

も明らかとなっており、地下微生物群の未知

機能の推定につながる重要な基盤的知見が

得られている。 

 

（４）陸域地下圏におけるレアバイオスフィ

アの開拓と未知系統群の発見 

 今回、陸域地下圏環境の１サンプルあたり

30000〜130000 reads の 16S rRNA 遺伝子配列

を取得した。従来のクローン解析では、通常

１サンプルあたり 100-300 reads 程度である

ことを考えると、今回、100〜400 倍高い解像

度で陸域地下圏環境の微生物群集構造を捉

えたことになる。そこで、従来のクローン解

析では検出できなかった稀少構成種からな

るレアバイオスフィアに着目して、詳細な分

子系統解析を実施した。その結果、稀少構成

種からなるレアバイオスフィアの多様性は、

極めて高いことが明らかとなった。特に、陸

域地下環境から検出された全微生物種のう

ちの多くは、レアバイオスフィアを構成する

微生物群であり、個体群としてはマイナーで

ありつつも、多様性という観点でみると、レ

アバイスフイアはその環境の生物多様性を

維持している重要な生物圏であることが示

された。また、こうしたレアバイオスフィア

には、遺伝子レベルでも全く知られていない

未知の系統群が存在することが示された。こ

うしたレアバイオスフィアの存在は、陸域地

下圏における微生物生態系の頑健性を支え

る上で重要な役割を果たしているのかもし

れない。こうした知見は、従来技術では全く

得られないものであり、今回、超高速シーク

エンス技術と分子生態解析手法を駆使して

初めて得られたものである。今後、さらに、

国内外の多様な陸域地下圏環境を対象に本

技術を適用し、そこに棲息する未知な地下微

生物群の群集構造と多様性を解明すること

により、陸域地下圏微生物生態系の真の多様

性を詳らかにできるものと考えている。 
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