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研究成果の概要（和文）：　難分解性有機塩素系殺虫剤分解細菌とその分離源となった細菌コミュニティをモデ
ルとし、複合微生物系と極貧環境下での生育能に着目した研究を実施し、非分解細菌の分解コミュニティにおけ
る重要性を示す結果、ならびにある種のアルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子を高発現させることでCO2の固定を
伴い有機炭素源非添加の無機固体培地上で生育可能となる現象が環境細菌が広く有する普遍性の高いものである
ことを示す結果を得た。さらに、これら現象の機構解明に繋がる多くの知見を得、環境細菌の実環境での環境浄
化への応用のための理論的基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：We studied on behavior of environmental bacteria in microbial community and 
oligotrophic growth state by using a bacteria degrading recalcitrant organochlorine insecticide and 
a microbial community from which the bacterial strain was isolated as models. We showed (i) the 
importance of non-degrading bacterial strains in the community and (ii) the generality of the 
phenomenon that environmental bacteria can grow on the solid minimal salt medium without addition of
 any carbon source accompanying CO2 fixation by expression of the alcohol dehydrogenase gene, and 
obtained a lot of knowledge leading to the elucidation of the mechanisms of these phenomena. A 
theoretical foundation for the practical application of bacteria in real environments has been 
established. 

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 好気的条件下での環境汚染物質分解浄化
を目標として、様々な環境汚染物質を唯一の
炭素源・エネルギー源として好気的条件下で
生育可能な多くの細菌株が純粋分離され、当
該分解代謝経路・分解酵素・分解関与遺伝子
群に関して詳細な解析がなされてきた。しか
し、これら分解能を有する単離細菌株を当該
物質汚染環境に接種しても、接種菌が当該環
境に定着せず、定着した場合でも十分な分解
能力を発現しないため、期待される効果が得
られない問題が判明している。申請者らは、
典 型 的 な 土 壌 常 在 細 菌 Burkholderia 
multivorans株の実環境を擬した土壌マイクロ
コズムでの「生き様」を理解する研究を実施
し、本株の様々な物質代謝に関与する遺伝子
群などが土壌環境特異的に誘導されること、
土壌環境での生残に鉄ホメオスタシスを司
る global regulator である Fur が重要であるこ
となどを遺伝学的手法を用いて明らかにし
た。さらに、実環境では分解細菌株が非分解
細菌株を含むコミュニティ状態で汚染物質
の分解代謝を行っていることや、従属栄養細
菌株が極貧環境下でCO2の固定を伴って生育
することが環境細菌の実環境での「生き様」
の理解に重要である知見を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、難分解性有機塩素系殺虫剤
-hexachlorocyclohexane (-HCH) 分解細菌
Sphingobium sp. TKS株とその分離源となった
-HCH 分解細菌コミュニティ EB2 をモデル
とし、複合微生物系と極貧環境下での生育能
の２点に着目した研究を実施する。具体的に
は、(1) TKS 株は-HCH 添加無機固体培地上
で他細菌株と共存するコミュニティ状態の
場合に、単独の場合より長期間分解能を維持
する巨大コロニーを形成する、(2) TKS 株で
類縁細菌株 Sphingobium japonicum UT26 株由
来アルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子(adhX)
を高発現させることでCO2の固定を伴い有機
炭素源非添加の無機固体培地上で生育可能
となる、という２つの興味深い現象の機構を
解明し、本株の実環境での「生き様」に関す
る理解を深め、実環境での環境浄化への応用
のための理論的基盤を構築することを目的
とする 
 
３．研究の方法 
 
 (1) 複合生物系に関する研究 
 TKS 株は、HCH 汚染環境試料を元に-HCH
を唯一の炭素源とした無機液体培地による
集積培養で得られた細菌コミュニティ EB2
から単離された。EB2 は固体培地上で TKS
株単独の場合よりも長期間に渡って持続的
に-HCH 分解能を発揮する巨大なコロニー
を形成する。メタゲノム解析により、EB2 は

分解菌 TKS 株と複数種の非分解菌によって
構成されていることが明らかとなっている。
さらに、EB2 から分解細菌 TKS 株に加え、
Pseudomonas sp. TKP 株、Cupriavidus sp. TKC
株などが単離されている。本研究では、EB2
の安定性と特性、ならびに単離株の性質、お
よび関係性について検討した。 
(2) 極貧環境下での生育に関する研究 
 TKS 株は UT26 株由来のアルコールデヒド
ロゲナーゼ遺伝子 adhX を高発現させること
で有機炭素源非添加の無機培地でコロニー
形成可能になる。TKS 株自身も adhX ホモロ
グを有しているが、本株は UT26 株に比べて
遺伝的に不安定であり、遺伝学的解析が困難
であるため、本研究では、主に UT26 株を用
いて、adhX関与の oligotrophic growth（以下、
OG 表現型）に関する研究を実施した。 
 
 以上の研究から得られる知見を総合し、環
境細菌の実環境での「生き様」に関する理解
を深め、環境汚染物質分解細菌を実環境で効
果的に利用するための具体的方法を提示す
る。 
 
４．研究成果 
 
(1) 複合生物系に関する研究 
・EB2 を-HCH 含有無機液体培地で 5 回の植
継ぎを行ったところ、-HCH 分解効率は上昇
したが、分解菌と思われる Sphingobium 属の
割合が著しく増加することはなく、むしろ非
分解細菌と思われる細菌属の割合の方が多
くなった。すなわち、非分解細菌が存在する
ことの-HCH 分解コミュニティとしての優
位性が確認された。 
・16S rRNA 遺伝子配列による菌層解析から
コミュニティ内での存在割合が高いと考え
られる分解菌 TKS 株、非分解菌の TKC 株と
TKP 株の土壌での生残性を調べた結果、TKC
株は接種後 1 週間以内にコロニー形成能を持
つ細胞数が増加したが、TKS 株と TKP 株は
徐々に減少し、土壌に定着できなかった。し
かし、TKS 株は TKC 株と混合して滅菌土壌
に接種された場合に増殖でき、土壌環境への
定着において他者を必要とする場合がある
ことが明らかとなった。 
・TKC 株は、一部の低栄養性培地にて、TKS
株と混合して固体培地に接種すると、TKS 株
コロニーに向かって細胞増殖をするという
興味深い現象を見出した。この結果は、TKC
株が積極的に TKS 株とコミュニティを形成
する可能性を示している。さらに、本表現型
を示さない TKC 株の突然変異株を取得した。
今後、これら株の変異部位を同定することで、
本現象の機構解明に繋がる知見が得られる
と期待される。 
・TKC 株のコロニーが TKS 株のコロニーと
接すると、TKS 株も生育領域を拡大する現象
が観察された。すなわち、TKC 株の存在は、
TKS 株にとってもメリットがあると考えら



れる。 
 
(2) 極貧環境下での生育に関する研究 
・UT26 株の adhX を高発現させると、UT26
株のみならず TKS 株や系統的に離れた細菌
株でも OG 表現型が観察されることを確認し
た。すなわち、OG 表現型は環境細菌に広く
観察される普遍性の高い現象であることが
示唆された。 
・adhXと近接して存在するアルデヒドデヒド
ロゲナーゼ遺伝子を破壊しても OG 表現型は
失われなかった。すなわち、本現象に特定の
アルコール基質がアルデヒドを経て代謝さ
れる過程が関与している可能性は低いと考
えられる。 
・UT26 株由来のミューテーター株を利用し
て、adhXの高発現が「起こりやすい」突然変
異であることを明示した。さらに、これら突
然変異株の adhX 上流の推定プロモーター領
域には変異が見出されず、かつ当該領域のプ
ロモーター活性が突然変異株で野生株に比
べて著しく上昇したことから、adhXの高発現
は、発現抑制因子の脱抑制変異によるもので
ある可能性が強く示唆された。今後、これら
突然変異株のリシーケンシングを行うこと
で、発現抑制因子が同定できると期待される。 
・本現象に関与する遺伝因子を次世代型シー
ケンサーを用いて網羅的かつ定量的に明ら
かにするシステムを構築した。 
 
(3) 総括 
 複合生物系の研究においては、非分解細菌
がコミュニティに存在することの優位性を
明示すると共に、非分解菌が分解菌に向かっ
てコロニー伸長するという大変興味深い現
象を見つけた。また、本現象の機構解明の手
掛かりとなる突然変異株の取得にも成功し
た。一方、極貧環境下での生育に関する研究
では、我々が見出した OG 表現型という興味
深い現象が、普遍性が高く、環境細菌が広く
有する低栄養環境適応機構である可能性を
示す結果を得た。残念ながら研究期間内に本
機構の全貌解明には至らなかったが、そのた
めの系の構築には成功し、また、機構解明の
手掛かりとなる多くの知見を得た。 
 以上、本研究で得られた成果は、今後、国
際学術誌等で発表する予定である。本研究の
最終目的である実環境での環境浄化への応
用のための理論的基盤の構築という面では、
汚染環境への (i) 分解細菌の非分解細菌と
の共接種、(ii) OG 表現型を示す分解細菌の接
種、という理論に基づいた具体的方法論の提
示に繋がる知見を得ることができ、当初の目
的はほぼ達成できたと考えている。 
 
 また、本研究で扱った環境細菌を対象とし

た関連研究の成果も多く得られた。このよう
に、今回の科学研究費の受領が研究代表者ら
の行っている環境細菌に関する一連の研究
をさらに進展させる上で多大な援助になっ
たことはいうまでもなく、ここに心から感謝
の意を表したい。また、本研究に携わった大
学院学生および研究協力者の諸氏にもこの
機会にあわせて謝意を表したい。 
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