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研究成果の概要（和文）：ドメイン・アーキアに属する微生物の多くはこれまで培養がなされたことがないた
め、その性状について不明な点が多い。本研究では、培養が難しいが生態学的あるいは進化学的に重要であると
認識されている未培養のアーキアに焦点を当て、その培養ならびに詳細な生理・遺伝学的な特徴を明らかにする
ことを目的として研究を進めた。新規微生物培養法であるリアクター培養法や分子生物学的手法と併用しながら
進めたバッチ式培養法により、複数種の未知アーキアを培養することに成功した。また、DSAGとよばれる未培養
アーキア群に属するアーキアの培養に世界に先駆けて成功し、その生理・遺伝学的特徴を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cultivation of microorganisms is crucial to develop our understanding of 
microbial physiology, genetics and ecology. However, many microorganisms, particularly members of 
the domain Archaea, remain uncultured under laboratory conditions. In this study, we attempted to 
cultivate and isolate fastidious but ecologically important uncultured Archaea. To isolate such 
archaeal members, we used bioreactor enrichment containing such uncultured archaea as inoculum, 
which we established from deep-sea methane seep sediment during our previous JSPS KAKENHI projects. 
After many cultivation attempts combined with molecular-based techniques, we successfully enriched 
several uncultured archaea and eventually obtained an archaeon belonging to the DSAG group. In 
addition, we revealed a part of physiology and genetic properties of the DSAG archaeon.

研究分野： 環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物を培養し、その詳細な性状を調べることは生物学を基礎とするあらゆる学術・産業分野において重要な課
題である。しかしながら、環境中に生息する微生物の多くは人為的に培養されておらず、特にドメイン・アーキ
アに属する微生物の培養例は少ない。本研究では、これまで環境中に普遍的かつ優占的に存在する事が予見され
ていた複数種のアーキアの培養に成功した。特に進化学的観点から現在大きな注目を集めているDSAGアーキアの
培養に世界で初めて成功したことは画期的な成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
微生物を培養あるいは分離してその詳細な生理学・遺伝学的特徴を捉えることは生物学を基

礎とするあらゆる分野において最も基本かつ重要な課題である。しかしながら、環境中に生息
する大多数の微生物は人為的に培養が困難なことが知られている。特にアーキアはバクテリア 
(真正細菌) やユーカリア (真核生物) の 2 つの生物ドメインと比較すると、これまで人為的に
培養された種の数が非常に少ないいため、最も理解が進んでいない生物群であると認識されて
いる。それは 16S rRNA 遺伝子やゲノム情報に基づいた分子系統解析の結果がはっきりと示し
ている。アーキアを門、綱や目といった分類学上の高い階層で鳥瞰すると、それらの大半は分
離株がない、機能が不明な未知の生物グループであることがわかる。これら未知アーキアは希
少な存在ではなく、環境中に普遍的かつ数多く存在していることが知られており、まさに宇宙
物理学分野の暗黒物質問題と似ている。言わば、未知アーキアは生物界の暗黒物質であると言
える。 
 
２．研究の目的 
生物界の暗黒物質である未知なアーキアを培養あるいは純粋分離することで、メタゲノム解

析等の分子生物学的手法に依存した解析だけでは絶対に明らかにすることができない、アーキ
アの持つ多様で新しい生物機能を明らかにすることを目的とする。本研究課題の期間では、主
に海底堆積物に生息する嫌気性の未知アーキアに焦点を当てて研究を進めた。 

 
３．研究の方法 
(1) 嫌気性未知アーキアの集積培養方法 
 海底堆積物に生息する嫌気性未知アーキアの培養には、下降流懸垂型スポンジ (down-flow 
hanging sponge: DHS) リアクターを用いた。リアクター上部から嫌気的にした人工海水を、リ
アクター下部からメタンと二酸化炭素を混合したガスを供給した。DHS リアクターは 10℃の
恒温器内で運転を行った。植種源には南海トラフの冷湧水帯海底堆積物 （和歌山県沖、水深約
2,500 m、有人潜水調査船「しんかい 6500」により 2006 年 5 月に採取）を用いた。本 DHS リ
アクターは先 3回の若手研究(A) (課題番号 18687006, 21687006および 24687011) の期間中に作
成・運転を開始し、現在に至るまで継続的に運転を行っている。 
(2) 未知アーキアのさらなる集積培養、増殖モニタリングおよびゲノム解析 
 DHS リアクター内で集積培養された未知アーキアをさらに集積培養あるいは分離するため
に、様々な嫌気培地が入った試験管やバイアル瓶を数百本準備し、DHS リアクターの集積培養
物を植種した。その後、数ヶ月から 1 年程度の恒温器の中で静置培養を行った。試験管やバイ
アル瓶内に増殖した微生物種の特定には 16S rRNA 遺伝子に基づいたクローニングあるいは
MiSeq を使った tag-sequencing 解析により行った。集積培養に成功したアーキアについては、そ
のアーキアの 16S rRNA 遺伝子に特異的なプライマーを設計し、定量 PCR により増殖のモニタ
リングを行った。集積培養できたアーキアのゲノム配列の決定には、Nextera Mate Pair Library 
Preparation kit を用いて Mate-Paired Library を作成し、Illumina 社の MiSeq により塩基配列の決
定を行った。 
(3) 顕微鏡によるアーキアの細胞観察およびアミノ酸の取り込み実験 
アーキア細胞の視覚的検出には in situ DNA-hybridization chain reaction (HCR) 法を用いた。詳

細な細胞構造観察には走査型電子顕微鏡および透過型電子顕微鏡を用いた。Deep-Sea Archaeal 
Group (DSAG) グループに属するアーキアのアミノ酸利用性について確認を行うため、13C およ
び 15N で標識されたアミノ酸混合液を用いた培養実験を行った。120 日間の培養を行った後に、
超高空間分解能二次イオン質量分析計 (NanoSIMS) を用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
先の若手研究(A) (課題番号 24687011) において、ANME、MBG-D や DSAG 等の海底下に優

占化している多様な未知アーキアを DHS リアクター内に集積培養することができていること
を 16S rRNA 遺伝子に基づいた解析により明らかにしていた。本研究期間においては、DHS リ
アクター集積培養物を植種源として、従来型の試験管等を利用したバッチ培養と 16S rRNA 遺
伝子解析を併用しながら、個々の未知アーキアのさらなる集積培養および分離を試みた。その
結果、5 種類の新しい門、綱あるいは目を代表する未知アーキアの高度な集積培養をすること
に成功し、さらにDSAGと呼ばれていた未培養系統分類群に属するアーキアの分離に成功した。
得られた結果について、以下に分離に成功した DSAG アーキアを中心にまとめる。 
カザミノ酸と数種類の抗生物質を添加した嫌気性培地が入った試験管において、培養開始か

ら 1 年後に僅かな微生物細胞の増殖が観察された。増殖してきた微生物種を同定するために、
16S rRNA 遺伝子に基づいたクローン解析を行った。硫酸還元細菌である Halodesulfovibrio 属細
菌が本培養系では優占化していることが推定されたと同時に、DSAG 群に属するアーキアの配
列が非常に少ない割合ながらも検出された。そこで、この DSAG アーキアを追跡するために、
定量 PCR、クローニングあるいは tag-sequencing 解析を用いてその増殖をモニタリングしなが
ら慎重に継代培養を続けた。DSAG アーキアの継代培養をすることに成功はしたが、その過程
において、本アーキアの増殖は極度に遅く、その菌体収量は極めて低いことを発見した。本ア
ーキアの培養物は常に 30〜60 日間の遅滞期を有し、最大の菌体収量に到達するまでに 3 ヶ月以



上を要した。その最大の菌体収量は〜105 16S rRNA gene copies/ml であり、その倍加時間は約
14〜25 日と推定された。培養温度や基質の種類や濃度を変更しても、増殖速度または菌体収量
の変化は見られなかった。一方で、培養の試行錯誤の過程において、カザミノ酸だけでなく 20
種類のアミノ酸および粉ミルクを培地に添加するとその増殖は安定することを見出した。さら
なる特徴付けのために、上記の培養条件で DSAG アーキアを培養し、新しい培地に継代培養す
る前に常に qPCR を用いて増殖を確認した。 

6 回の継代培養後、DSAG アーキアを 13%、Halodesulfovibrio 属を 85%と、Methanogenium 属
を 2%含む高度に集積された培養物を得ることに成功した。in situ DNA-HCR 法と走査型電子顕
微鏡による観察により、DSAG アーキアは Halodesulfovibrio および Methanogenium 属の微生物
細胞と近接していることが明らかとなった。メタゲノム解析と NanoSIMS 解析により、本 DSAG
アーキアはいくつかのアミノ酸あるいはペプチドを硫酸還元細菌やメタン生成アーキアとの種
間水素 (あるいはギ酸) 伝達により利用することが明らかとなった。事実、硫酸還元細菌やメ
タン生成アーキアの増殖を阻害するモリブデン酸や 2-ブロモエタンスルホン酸を培地に添加す
ると、DSAG アーキアの増殖は妨げられた。継代培養を続けたところ、Halodesulfovibrio 属細菌
は培養系内から排除することができ、最終的に DSAG アーキアと Methanogenium 属アーキアの
純粋な 2 種類の微生物種から構成される共培養系として分離に成功した。海底堆積物のサンプ
リング、DHS リアクターを利用した前培養、そして試験管を用いた集積培養と分離まで、合計
で 12 年間の時間をかけて分離するに至った。DSAG アーキアの培養および分離に成功したのは
世界初の成果である。 
 続いて、培養に成功した DSAG アーキアのさらなる特徴づけを行った。本アーキアの細胞は
運動性がない小さな球菌であり、その直径は約 550 nm 程度であった。本アーキア細胞の多く
は細胞外高分子様の物質で覆われた凝集体を形成していた。単独あるいは分裂中の細胞は細胞
外高分子様の物質は少なかった。透過型電子顕微鏡を用いた細胞切片の観察により本アーキア
は他の大多数のアーキアに類似した膜構造を有することが示唆された。また、水素を消費して
くれるパートナー微生物の入れ替えは可能であり、Methanobacterium 属アーキアとの共生させ
ることもできた。さらに、13C と 15N で標識されたアミノ酸の混合物の取り込みを NanoSIMS
定量することにより、本アーキアのアミノ酸利用性を確認した。本アーキア細胞は炭素よりも
多くの窒素を取り込んでいたことから、混合栄養型の微生物である可能性が示唆された。興味
深いことに、二酸化炭素とメタンの 13C 標識された割合はパートナーとなるメタン生成アーキ
ア種類によって異なり、本 DSAG アーキアはパートナーへの電子移動に水素とギ酸の両方を利
用していることが強く示唆された。 

DSAG アーキア以外にも 4 種の未知アーキアを集積培養することに成功した。これらアーキ
アの増殖も DSAG アーキアと同様に非常に遅く、菌体収量も低いため、菌体の濁度によりその
増殖を判定することができない。そこで、各アーキア種の 16S rRNA 遺伝子に特異的なプライ
マーセットを作成し、定量 PCR により、それらアーキアの増殖のモニタリングを行った。集積
培養が進んだ一部のアーキア種についてはゲノム配列の決定まで終了した。加えて、これら未
知アーキアを集積培養するための様々な試行錯誤を通じて、新しい門、綱や目を代表するよう
な分類学的に新規性が極めて高いバクテリアも複数種培養に成功した。 
 以上、本研究課題期間において、複数種の未知アーキアの培養に成功した。その中でも、進
化生物学ならびに生態学的に極めて重要であると広く認識されているDSAGグループに属する
アーキアを世界に先駆けて分離することに成功したことは画期的な成果である。今後、これら
培養に成功したアーキアの詳細な生理・遺伝学的特徴についてさらに調査を進めていく予定で
ある。 
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