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研究成果の概要（和文）：干潟において窒素循環および硫黄循環に関与する微生物のクローン解析を行った結果、白川
、緑川、八代海のすべての干潟環境において同じuncultured cloneが優占種として検出された。それらの微生物種や特
性を明らかにするために、単離を試みた。硫黄循環のカギを握る硫黄酸化細菌について、硫黄化合物の種類やpH制御の
有無などの培養条件を変化させて集積培養を行うと、各条件で種類の異なる従属栄養型と独立栄養型の両方の微生物種
が検出された。したがって、干潟で起こっている硫黄酸化反応は、多種多様な硫黄酸化細菌による複合的反応であるこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The same uncultured clone was detected in clone analysis targeting nirS and aprA 
gene in tidal flat sediment sampled from Midorikawa, Shirakawa, and Yatsushiro sea. To clarify the 
characteristics of the uncultured clone, enrichment culture and isolation were corried out from the tidal 
flat sediments. Especially in sulfur oxidizing bacteria, which are important for sulfur cycle in tidal 
flat, both of heterotrophic and autotrophic bacteria were obtained. Therefore, not single group like 
sulfate reducing bacteria but multiple number of various sulfur oxidizing bacteria construct the 
oxidation reaction cycle.

研究分野： 微生物工学
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  ２版
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１．研究開始当初の背景 

本研究以前の研究の結果、干潟環境にお

ける硫黄循環および窒素循環に関与する微

生物の役割について、DNAを対象とした解

析だけでは限界があると考えられた。そこ

で、もっとも多く検出されたuncultured clone 

FM879003に近縁な硫黄酸化細菌およびnirS

遺伝子を標的とした場合にuncultured group

であった脱窒菌がどのような微生物である

かを明らかにするためには、集積培養や単

離を行う必要があった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、硫黄循環や窒素循環に関与

する主要なバクテリアを単離し、単離した

バクテリアを共培養することで硫黄循環や

窒素循環モデルの検討を行うことを目標と

した。得られた知見を活用し、これらのバ

クテリアを指標とすることで干潟環境を簡

便に評価すること、また干潟環境の保全や

修復技術を開発することを最終目的として

研究を開始した。 

 

３．研究の方法 

単離のための微生物源としては、緑川お

よび白川河口と八代海湾奥部の干潟底泥を

用いた。脱窒菌の単離では、サンプルの懸

濁液をプレートに塗布する直接塗布法と、

液体培養によって集積した後プレートに塗

布する集積培養法を行った。いずれの単離

法においても、炭素源を変化させて単離を

試みた。一方、硫黄酸化細菌の単離では、

pHを制御しない回分培養による集積培養法

と、pHを制御する発酵槽を用いた連続培養

による集積培養法の２通りを行った。回分

培養では、チオ硫酸塩を硫黄源とする最小

培地を使用し、pH指示薬としてフェノール

レッドを添加して、振とう培養による集積

培養を行った。１回の集積培養時間は、pH

指示薬による色の変化で判断した。また、

硫黄源を硫化ナトリウムに変えた培地でも

同様の操作を行った。発酵槽を用いた場合

は、pHを7.4に制御しながらチオ硫酸塩最小

培地を用いて26週間通気を伴う連続好気培

養を行い、希釈系列を作成してプレートに

塗布することで単離を試みた。集積培養中

の微生物に関する遺伝子解析には一般的な

クローン解析法を使用し、単離株の同定に

は16S rRNA遺伝子を対象とした解析を行

った。 

 

４．研究の成果 

最初に、研究に使用する干潟底泥の微生

物相を確認するために、硫黄循環に関与す

るaprAや窒素循環に関与するnirSを標的と

した機能性遺伝子のクローン解析を行った。

その結果、白川、緑川、八代海のすべての

サンプルにおいて同種のuncultured cloneが

最優占種として検出され、干潟の元素循環

に関与する主要な微生物については場所に

よる大きな違いは認められないことが確認

できたので、次に単離実験を実施した。 

脱窒菌の単離について、最初に直接塗布

法により脱窒菌の単離を行い、得られた単

離株の 16S rRNA 遺伝子のホモロジー解析

を行った。多様な菌株が単離されたが、炭

素源を加えなかった場合でも、炭素源添加

条件と同様にプレート上でコロニーが形成

され、直接塗布法においては脱窒菌に対す

る選択性が低いと考えられた。一方、集積

培養法では脱窒菌の集積には成功したもの

の、単離菌の 16S rRNA 遺伝子のホモロジ

ー検索結果はほとんどが Pseudomonas 属に

近縁であった。また、炭素源をトルエンと

し て 集 積 培 養 し た と き に Azoarcus 

tolulyticus に近縁な 16S rRNA 遺伝子配列が

検出されたが、他の細菌も混在していた。

A. tolulyticus の単一化を試みたが、その過

程で増殖が見られなくなり、目的とする

uncultured group の脱窒菌を含めて、単離で



きなかった。 

硫黄循環について、干潟環境では16S 

rRNA遺伝子を標的とした解析で約10%が

硫酸塩還元細菌として検出され、硫化水素

の生成が起こっていることは間違いないと

考えられた。同時に、生成した硫化水素を

速やかに酸化する微生物も多く存在するこ

とが示唆された。そのことを確認するため

に硫黄循環に関する定量的解析を行った。

硫化水素等の還元型硫黄化合物を酸化する

硫黄酸化細菌の検出にはaprA遺伝子を、硫

酸イオンを硫化水素等に還元する硫酸塩還

元細菌の検出には硫酸塩還元細菌に特異的

な16S rRNA遺伝子を標的とした定量PCRを

行い、全バクテリアに対する比率を推定し

た。LightCycler® Nanoを用いて定量PCRを

行った結果、緑川河口干潟においてはSRB

よりもSOBの方が多く検出され、干潟本来

の環境が保全されている干潟では確かに硫

化水素の蓄積は起こらないものと推測され

た。 

 そこで、干潟底泥環境の硫黄循環におい

てカギとなると判断した硫黄酸化細菌の解

析を行うために、単離を試みた。硫黄酸化

細菌用液体培地100 mlに干潟底泥 0.5 wet-g

を接種し、室温で振とう培養（好気培養）

を行った。硫黄酸化反応が起こると最終的

に硫酸が生成することになるので培地のpH

が低下することから、pH指示薬を添加し培

地のpH変化を確認しながら培養を行った。

培地に添加する硫黄化合物の種類を硫化ナ

トリウムやチオ硫酸ナトリウムなどに変化

させて集積培養および単離を試みた結果、

硫黄源が異なると検出される菌種が変化し、

従属栄養型と独立栄養型の両方の硫黄酸化

細菌が検出された。単離された従属栄養型

の 硫 黄酸化 細 菌は、 α-Proteobacteria の

Paracoccus 、 γ-Proteobacteria の Dyellea と

Pseudomonas、FirmicutesのBaccilusに近縁で

あったが、aprA遺伝子を有していなかった。

図１に示したように、硫黄酸化の代謝経路

にはdsr-apr経路とsox経路の２つが主なもの

であるが、単離株はsox経路を有するグルー

プであると考えられた。Paracoccusおよび

Dyelleaはチオ硫酸を硫酸に酸化することが

知られており、pHを低下させる。しかし、

PseudomonasとBaccilusはチオ硫酸を四チオ

ン酸に変換するためにpHを上昇させる2)。

したがって、図２に模式図を示したように、

従属栄養型の硫黄酸化細菌が硫化水素を酸

化するときは、硫化水素を硫黄元素まで酸

化する菌、それをさらに酸化する菌、チオ

硫酸塩を選択的に酸化する菌などの多様な

硫黄酸化細菌群が存在し、干潟底泥で起こ

っている硫黄酸化反応は多種多様な細菌に

よる複合的な反応であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 硫黄酸化代謝経路の概要1) 

 

 次に、pH 制御下での硫黄酸化細菌の単離

を 試 み た 結 果 、 γ-Proteobacteria の

Thiomicrospira に近縁な独立栄養型細菌が

主であり、合わせて従属栄養型細菌が共生

していることが確認された。Thiomicrospira

図 2 従属栄養型の硫黄酸化細菌による硫

化水素酸化様式 

 



属細菌は aprA 遺伝子を有しておらず、sox

経路で硫黄酸化を行うことが知られている
3)。発酵槽内の aprA遺伝子を有する細菌と

しては β-Proteobacteria に分類される細菌が

検出されたが、16S rRNA 遺伝子の解析では

β-Proteobacteria は少数しか検出されなかっ

た。 

 本研究で得られた単離株を、当研究室の

以前の研究で得られた結果と合わせて、図

３、図４、図５に示した。その結果、今回

単離できた株はクローン解析では少数グル

ープであり、当初の目的としていた主要グ

ループの硫黄酸化細菌ではなかったことが

わかった。 
 干潟の微生物相は非常に高い多様性を示

す が 、 そ の 中 で も 比 率 が 大 き い

γ-Proteobacteria に分類される硫黄酸化細菌

が、δ-Proteobacteria に分類される硫酸塩還

元細菌と硫黄循環を形成しているものと推

測された。 

多くの研究者が報告しているように、水

田、畑地、森林などの土壌環境における菌

叢は多様である。しかし、有機物や栄養塩

類の供給があり、周期的に潮位が変化する

ことで酸素濃度や塩濃度が常に変化する干

潟底泥の菌叢は、門・綱レベルで分類を行

ってもその微生物群集構造は多様であり、

“微生物の宝庫”と呼んでよいほどに高度の

多様性が保持されている。したがって、汚

染物質の分解の役割や元素循環機能につい

ても環境変動に対応できる複雑で多様な微

生物群集構造が構築されていると考えられ

た。 
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図３ α-Proteobacteria グループの単離株

とクローンによる系統樹 
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図４ γ-Proteobacteria グループの単離株

とクローンによる系統樹 
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図 ５  Firmicutes, Actinobacteria, 

Bacteroidetes グループの単離株とクローン

による系統樹 
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