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研究成果の概要（和文）：本研究では土質の異なる2種類の土壌（褐色森林土と黒ボク土）において微生物移植
実験を行なうことで、菌叢形成プロセスへの物理化学的／生物学的因子を定量的に評価することを目的とした。
移植した微生物集団に関わらず、定着した細菌叢は黒ボク土含有率が高いほど、（1）生菌数が高くなる、（2）
放線菌群の占める割合が高くなる、などの傾向が観察され、細菌叢形成における物理化学的因子の強い影響が示
された。また菌叢形成における初期優占細菌には、他細菌への生育促進効果を有する細菌株が存在することか
ら、これら初期優占細菌が後の菌叢形成過程にとって重要である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We performed microbial transplantation between the two different types of 
soil (brown forest soil and andisol) to evaluate effect of physicochemical and microbial factors on 
microbial community formation in the soils. We showed that higher mixing ratio of andisol resulted 
in high levels of viable cells and actinomycetes regardless of the parental communities, implying 
the dominating effect of physicochemical factors on microbial colonization in the soils. 
Furthermore, we found that dominant bacteria in the initial step of the colonization exhibited the 
promoting ability of other bacterial growth, implying sequential growth networks among bacteria 
during the microbial colonization in the soils.

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
土壌微生物叢が示す安定性は、土壌改良やバイオオーギュメンテーション等、人間が望んだ菌叢へと変化させる
技術に対しては大きな障壁となっている。人間社会において土壌機能を有効的かつ持続的に活用するためには、
土壌微生物叢が土壌の物理化学的性質とどのような因果関係にあるか、微生物叢の構造を任意に変化させるため
に必要な要素は何なのか、を解明する必要がある。本研究で得られた成果は、これら問題に対して基盤となる情
報を提供するとともに、将来的に土壌菌叢誘導技術への応用にも期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 土壌微生物生態系は、動植物遺体を二酸化炭素まで分解し大気へ放出することで地球規模の
物質循環を駆動するとともに、農業生産や環境浄化などの土壌機能の根幹を成している。また
土壌に棲息する莫大な種類の微生物間において形成される複雑な代謝ネットワークによって、
様々な環境変動に対しても安定して機能を発揮することができると理解されている。また一方
で土壌微生物叢が示す安定性は、土壌改良やバイオオーギュメンテーション等、人間が望んだ
菌叢へと変化させる技術に対しては大きな障壁となっている。人間社会において土壌機能を有
効的かつ持続的に活用するためには、土壌微生物叢が土壌の物理化学的性質とどのような因果
関係にあるか、微生物叢の構造を任意に変化させるために必要な要素は何なのか、を解明する
必要がある。土壌微生物叢の安定性の問題をシステマティックに追求するためには、自然界そ
のものの土壌サンプル自体では扱いづらいため、ノトバイオロジー技術（無菌生物に特定の腸
内菌叢を移植して、その生物の健康をモニタリングする研究手法）を用いたアプローチが期待
されている。申請者らはこれまでにノトバイオロジー技術の畑土壌への応用を検討してきた結
果、（1）物理的・化学成分的に変性の少ない完全滅菌土壌の作製、（2）数千種に及ぶ細菌種に
よって構成される土壌細菌叢を実験室培養条件下で再構築、（3）反復サンプルにおける高い再
現性、を成功させた。これにより、土壌においてもノトバイオロジー技術が充分に可能である
ことを示した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、土壌ノトバイオロジー技術のさらなる応用を目指して以下の研究を実施する。①

本技術を他土壌に適用することで、畑土壌で見られた極めて決定論的である菌叢形成プロセス
が土質の異なる他土壌でも観察されるのかを明らかにする。また②土質の異なる 2 種類の土壌
の物理化学的／生物学的因子を段階的に混合した系において移植実験を行なうことで、菌叢形
成プロセスへの両因子を定量的に評価する。③得られた環境因子と菌叢変動の関係性を用いて、
特定の因子を変えて土壌の菌叢変動を特定の方向へ誘導できるかを検証する。 
 
３．研究の方法 
①土質の異なる二つの土壌間における微生物移植実験 
本研究では、これまで用いてきた褐色森林土（愛媛県）に加えて、土質の異なる黒ボク土（東

京都）を用いて実験を行なった。ともに国内では代表的な畑土壌であるが、黒ボク土は腐植質
を含めた全炭素量やリン酸吸収係数、保水力（最大容水量）が高く、シルト質の多い粒径分布
を示す点で、褐色森林土とは物理化学的性質が大きく異なっている。それぞれの土壌懸濁液か
ら微生物細胞集団を回収した。またそれぞれの土壌から滅菌土壌を調製し、10%ずつ段階的な割
合で混ぜた混合土壌環境を調製した。50 g の各土壌もしくは各混合土壌が入ったガラス容器に、
褐色森林土または黒ボク土から回収された微生物細胞集団を接種し、含水率が最大容水量の
60%になるように調整したのち、コントロールされた一定培養条件下（25℃、暗所、日照無し）
で半年間培養した。経時的に各ガラス容器から土壌サンプルを回収し、一部は生菌数等の培養
依存的解析に用いて、一部はビーズ破砕によるメタゲノム DNA 抽出を行い、16S rRNA amplicon
解析等の培養非依存的解析に供した。得られたデータより、各土壌サンプルにおける菌叢構造
の時間変動パターンを調べた。 
②菌叢形成に影響を及ぼす細菌株の分離 
 上記研究において、菌叢形成に大きな影響を及ぼす細菌群が推定された。そこで、それら細
菌群の分離・培養を試みた。分離した株に関しては、16S rRNA 遺伝子解析による系統解析を行
い、各種の細菌学的性状試験ならびに炭素資化性試験を実施した。また上記の滅菌土壌におけ
る単独培養、ならびに他の細菌株との共培養を行うことで、土壌生残性に与える影響を評価し
た。 
４．研究成果 
①土質の異なる二つの土壌間における微生物移植実験 
褐色森林土と黒ボク土を 10%ずつ段階的に混合することで、両土壌を連続的に繋ぐ人工土壌を

創出した。それぞれの滅菌混合土壌に褐色森林土または黒ボク土から回収した微生物集団を移
植した。移植後の生菌数を測定した結果、移植後 1週間で千倍程度増殖した後、少なくとも半
年間は特別な有機物添加無しでも 10 の 8乗（CFU/g）を超える高い菌密度を維持できることが
わかった。このような移植細菌叢の良好な定着性は、褐色森林土や黒ボク土、および全ての混
合土壌で観察された。しかし一方で、黒ボク土の含有率が高い混合土壌ほど、（1）生菌数が高
くなる、（2）放線菌群の占める割合が高くなる、などの傾向が観察された。これらの傾向は、
両土壌の微生物集団のどちらを移植した際にも同様に観察された。このことは、細菌叢形成に
おける菌密度や構造に対して生物的因子よりも物理化学的因子の方がより強い影響を与えるこ
とを示している。また黒ボク土の割合が高い土壌では、移植された微生物集団は長期間経過し
ても元の細菌叢構造を再構成できないことが明らかとなり、黒ボク土特有の細菌叢の復元には
何らかの要素が必要であることが示された。一方で、元の細菌叢を属レベルで再構成できる褐
色森林土では、swarmingやglidingといった移動性の高い分類群が移植後に優占したことから、
これら菌群の増殖が後の細菌叢形成に重要である可能性が示された。 
②菌叢形成に影響を及ぼす細菌株の分離 



上記の結果より、移動性細菌がその後の細菌叢形成、特に土壌環境特有の難培養性細菌の増加
を促している可能性が疑われた。そこで swarming 活性のある細菌株の分離を試みた結果、
Bacilli 綱の細菌株において、周囲の非移動性細菌を自身の swarming に同調させて移動できる
co-swarming 活性が認められた。さらに様々な細菌株と滅菌土壌において共培養を行なった結
果、これら swarming 細菌は相手株の土壌における生育を促進する効果があることが認められた。
土壌環境は液体環境に比べて拡散性が低いことから、このような固体表面における移動性が高
い細菌群との共生関係が菌叢形成に重要であると考えられた。 
 また褐色森林土における菌叢形成時の初期優占属である Burkholderia の細胞由来成分を用
いて、難培養性細菌の分離・培養を試みた。その結果、土壌の難培養性細菌として知られる
Verrucomicrobia 門細菌株の分離に成功した。本株の 16S rRNA 配列解析により、既知の培養株
に高い相同性を示さないことから、これまでに培養されたことのない新属グループであること
が明らかとなった。興味深いことに、本株は移植後中期に土壌で最も優占したグループと近縁
であるにも関わらず、滅菌土壌では単独培養できないことがわかった。本株は Burkholderia
属細菌株との共培養によって土壌でも増殖できることから、何らかの共存メカニズムが存在す
ると思われる。今後の本共在メカニズムが明らかにできれば、土壌細菌叢のネットワークの一
端を明らかにできると期待できる。 
本研究の総括として、（1）土壌細菌叢形成においては生物的因子よりも物理化学的因子の方が

より強い影響を与えた、（2）物理化学的因子の影響は一部線型性が認められた、（3）土壌の種
類によっては移植された菌叢が元の土壌菌叢構造を再現できなかった、（4）swarming 細菌をは
じめとする初期優占細菌が、その後の難培養性細菌を含めた細菌叢形成に重要な役割を持つ可
能性がある、などが明らかになった。これらの結果は、細菌群間の逐次的増殖関係性（Sequential 
growth network: SGN）が細菌叢形成において重要であることを示唆しており、将来的に SGN
を利用した特定細菌叢への誘導技術が期待できる。上記の示した通り、今回の科学研究費の受
領によって本研究を大きく発展させることができた。ここに記して心からの感謝の意を表した
い。また本研究に携わった関係者にも謝辞を表したい。 
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