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研究成果の概要（和文）：本研究では、嫌気性共生細菌（シントロフ）とメタン生成菌の2者による微生物間相
互作用である「シントロフィー」による有機物分解を促進する代謝機能を特定することを目的とし、その担い手
であるシントロフとメタン生成菌や、それらが生息している環境の微生物群の代謝機能をゲノム情報から解き明
かすことを試みた。長期間にわたり経代培養した集積シントロフィー培養系の微生物群集構造解析やシントロフ
の比較ゲノム解析から、有機酸の分解等に関与する代謝経路と、その反応を支えるエネルギー保存に関与する酵
素遺伝子を特定し、これらの代謝機能がシントロフィーによる有機物分解の安定化に寄与していることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In order to identify the metabolic function that promotes decomposition of 
organic substrates (e.g., propionate and butyrate) by "syntrophy" which is knows as a microbial 
interaction between syntrophic substrate metabolizers (syntrophs) and methanogenic archaea 
(methanogens), we aimed to elucidate the metabolic function of syntrophs and methanogens from their 
genomic information. As a result, we successfully identify the dominant microbial constituents that 
inhabit the syntrophy-associated methanogenic microbiota. The genomes of three butyrate-oxidizing 
syntrophs encode genes involved in degradation pathway of butyrate and biological energy 
conservation systems that require for the degradation. In conclusion, these metabolic functions 
contribute to the stabilization and promotion of biodegradation in anaerobic ecosystem.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 酸素の存在しない嫌気的な環境では、鉄や
硫酸塩などの電子受容体がエネルギー獲得
に用いられるが、それらすらも欠乏した環境
では、嫌気性共生細菌（シントロフ）とメタ
ン生成アーキアの2者による微生物間相互作
用である「シントロフィー」により有機物分
解が進行することが知られている。シントロ
フィーにより分解可能な有機物は、炭水化物、
タンパク質、脂質等の発酵的分解によって生
じる酪酸やプロピオン酸等の揮発性脂肪酸、
安息香酸等の芳香族化合物、一部のアミノ酸
等であり、単一種の微生物が有する代謝機能
だけでは熱力学的に分解が不可能なものば
かりである。我々の研究グループでは、都市
下水処理場の嫌気性汚泥消化プロセスから
採取した汚泥、および豚糞試料を接種源とし、
プロピオン酸、酪酸、または安息香酸を唯一
の基質として 10 世代以上継代培養した集積
培養系を構築し、それらの基質がシントロフ
とメタン生成アーキアの 2 者培養物に比べ、
極めて速い速度で分解されることを見出し
た。例えば、プロピオン酸を唯一の基質とす
る集積培養物のプロピオン酸分解速度は、プ
ロピオン酸分解シントロフとして知られて
いる Syntrophobacter woliniiと、水素利用
性メタン生成アーキア Methanospirillum 
hungatei の 2 種の共培養系に比べて 10 倍以
上も早かった。この「複数種の微生物が混在 
 

する系のほうが、2 種のシントロフィーより
もプロピオン酸分解速度が早い」という単純
な事実は、「シントロフィーを促進する微生
物」と、それらが有する「未解明の微生物代
謝機能」が存在することを示唆している（図
1）。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、シントロフィーによる
有機物分解を促進する微生物を「サポーター
微生物」として定義し、我々が構築した集積
培養系等の嫌気環境から分離培養を試み、そ
れらが有する新規な微生物間相互作用機構
を各種オミクス技術により明らかにするこ
とを当初の目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1)嫌気集積培養物の微生物群集構造解析 
 シントロフィーによる有機物分解を支え
るサポーター微生物の存在を解明するため、
嫌気汚泥消化プロセスから採取した汚泥お
よび豚糞を、６種類の基質（プロピオン酸、
酪酸、安息香酸、酢酸、ギ酸、水素）で 3年
以上に渡り継代培養してきた集積培養物の
微生物群集構造解析を実施した。培養物から
回収した菌体から市販のDNA抽出キットを用
いて全ゲノムを抽出し、16S rRNA 遺伝子の
V3-V4 領域を標的として PCR による増幅を行
った。得られた PCR 産物を精製し、GS-FLX 
Titanium プラットフォームを用いてシーク
エンシングを実施した。シークエンサーから
の出力データをQIIMEソフトウェアにより処
理し、集積培養物に存在する微生物の存在量
と系統学的所属を解析した。 
 
(2) シントロフとメタン生成菌のゲノム解
析 
 シントロフィーを形成する微生物群の代
謝機能を詳細に解析することを目的として、
酪酸やその他の脂肪酸を分解することが知
られている Syntrophomonadaceae科のシント
ロフである Syntrophomonas wolfei subsp. 
methylbutyratica 、 お よ び 、
Methanomicrobiaceae 科に属するメタン生成
ア ー キ ア で あ る Methanoculleus 
horonobensis 、 Methanoculleus 
thermophilus、Methanofollis ethanolicus
のゲノム塩基配列をシークエンシングした。
各菌株から抽出したゲノムDNAのショットガ
ンシークエンシングを、イルミナ社 MiSeq シ
ークエンサーを用いて実施した。出力された
遺伝子リードを SPAdes ソフトウェアにより
アセンブルし、Prokka ソフトウェアを用いて
アノテーションを実施した。NCBI-BLAST プラ
ットフォーム等を活用して代謝機能の推定
を実施した。 
 
(3) 嫌気環境試料のメタゲノム解析 
 メタン生成環境の代表例として、嫌気性廃
水処理プロセスを対象とし、シントロフィー



による有機物分解を担うシントロフとメタ
ン生成アーキア、およびシントロフィーを促
進していることが推定される嫌気性微生物
群の代謝機能をメタゲノム解析により明ら
かにすることを試みた。汚泥試料から市販の
DNA 抽出キットを用いて全ゲノムを抽出し、
前項のゲノム解析と同様にシークエンシン
グ、アセンブル、アノテーションを実施した。
さらに、MaxBin ソフトウェアを用いて、個別
の微生物群由来と考えられるコンティグを
抽出するビニングを実施した。 
 
４．研究成果 
(1)嫌気集積培養物の微生物群集構造解析 
 図２に示すように、プロピオン酸、酪酸、
安息香酸、酢酸、ギ酸、水素を唯一の基質と
して添加した集積培養物の微生物群集構造
を解析した結果、メタン生成アーキアが利用
可能な基質（酢酸、ギ酸、水素）の集積培養
物ではシントロフの優占が確認されなかっ
た。一方、プロピオン酸、酪酸、安息香酸を
基質とした集積培養物では、それぞれの基質
を 分 解する 可 能性の あ るシン ト ロ フ
（ Syntrophobacter, Syntrophomonas, 
Syntrophus）が優占していた。これらの 3種
類の集積培養物では、Methanoculleus属が水
素利用メタン生成アーキアとして優占して
いたのに対し、ギ酸や水素を添加した集積培
養物では Methanobacterium 属等が高頻度で
検出された。この結果から、「シントロフィ
ー」という微生物間相互作用において有利に
増殖する特徴的なメタン生成アーキアが存
在することが示唆された。また、これらの集
積培養物では、シントロフ、メタン生成アー
キア以外の微生物群、例えば Bacteroidetes, 
Chloroflexi, Spirochaetes 門に属する未知
微生物群が存在しており、これらの微生物群
が 11 世代にも渡り高度に集積された培養物
の中に生存しているという事実は、プロピオ
ン酸、酪酸、安息香酸を分解するシントロフ
ィーにおいて何らかの重要な役割を果たし
ていることを示唆している。 
 

 
(2) シントロフとメタン生成菌のゲノム解
析 
 酪酸やその他の脂肪酸を分解することが
知られている Syntrophomonas wolfei subsp. 
methylbutyratica のゲノムシークエンスを
実施し、すでにゲノム情報が報告されている
近縁のシントロフである Syntrophomonas 
wolfei subsp. wolfei、 Syntrophothermus 
lipocalidus の３株の比較ゲノム解析を実施
した。その結果、メタン生成環境においては
シントロフィーでしか分解することができ
ない酪酸、イソ酪酸、2-メチル酪酸の分解に
関与する代謝経路と、その代謝経路における
分解反応の進行を可能にするエネルギー保
存システムや水素・ギ酸生成に関与する酵素
遺伝子群を特定した（図 3）。メタン生成アー
キアの比較ゲノム解析では、メタン生成反応
の各段階を触媒する酵素遺伝子のシンテニ
ーを比較し、Methanomicrobiaceae 科に属す
る Methanoculleus や Methanofollis などの
水素利用メタン生成アーキアが、メタン生成
に必要な一連の酵素遺伝子をゲノム上に連
続して配していることが明らかとなり、シン
トロフ-メタン生成菌のペアリング形成にと
って有利に働いていることが示唆された。 
 

 
(3) 嫌気環境試料のメタゲノム解析 
 実際の嫌気環境においてシントロフィー
による有機物分解を担う微生物群の代謝機
能をメタゲノム解析により明らかにするこ
とを試みた。項目(2)で実施した比較ゲノム
解析によって得られた情報を基盤とし、シン
トロフィーによる有機物分解を支える各種
ヒドロゲナーゼ、ギ酸デヒドロゲナーゼ、お
よび電子伝達フラボプロテイン酸化型ヒド
ロゲナーゼ複合体、フェレドキシン:NAD 酸化
還元酵素複合体、フラビン酸化還元酵素-ヘ



テロS-S結合還元酵素複合体等のエネルギー
保 存 系 を コ ー ド す る 遺 伝 子 群 を 、
Syntrophomonas 、 Pelotomaculum 、
Syntrophorhabdus 等に近縁のシントロフの
メタゲノム情報から見出した。その結果、こ
れらの代謝機能がシントロフィーの促進と
維持に重要な役割を果たしていることが示
唆された。さらに、サポーター微生物として
の 機 能 を 有 し て い る 可 能 性 の あ る
Bacteroidetes, Chloroflexi, Spirochaetes
門に由来するメタゲノム情報からは、最終生
成物として脂肪酸や水素を生じる有機物の
発酵代謝経路や、シントロフではあまり検出
されることのないフェレドキシン:NAD+酸化
還元酵素複合体 (Rnf)が見出され、これらの
機能遺伝子がシントロフィーによる有機物
分解の安定化に寄与していることが示唆さ
れた。今後は、本研究で得られたシントロフ、
メタン生成菌、サポーター微生物のゲノム・
メタゲノム情報を基盤として、分離培養株を
用いた共培養実験を実施して遺伝子発現を
解析し、シントロフィーを促進する微生物機
能を特定することを試みる。 
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