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研究成果の概要（和文）：トリクロロエチレン分解能を持つCupriavidus sp. KN1の組換え体2株（以下、A株、B
株）を利用して、捕食抵抗性の形成を検討した。2株は異なる薬剤耐性を有し、抗生物質含有培地によって選択
的に検出できる。直列に繋いだ2槽の完全混合リアクターを運転し、第1槽ではA株を培養し、第2槽では原生生物
による捕食を受けるようにした。 第2槽流出水は残存A株と原生生物が含まれるが、本流出水に回分培養B株を添
加し、残存性を比較調査した。その結果、原生生物と未接触のB株が優先的に捕食され、A株は残存することが確
認された。細菌は原生生物との共存下で捕食抵抗性を形成し、残存性が上がることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Two transformants of Cupriavidus sp. KN1 having trichloroethene 
degradability were utilized to investigate the formation of predation resistance to a protist. These
 two strains (StrainA and StrainB) could selectively colonize on antibiotic-containing agar media. A
 continuous culture device was operated by using StrainA. The device consisted of two connected 
completely mixed reactors. StrainA was cultivated in the first reactor to undergo predation by a 
bacterivorous protist in the second reactor. The effluent of the second reactor contained residual 
StrainA and the protist. This effluent was supplemented with StrainB not in contact with the protist
 to perform comparative evaluations of the two strains as prey. Consequently, it was found that the 
protist-untouched StrainB were predated preferentially, and StrainA survived significantly. Thus, 
the bacterial grazing resistance was developed in the presence of a protist.

研究分野：環境保全工学

キーワード： 環境浄化　捕食抵抗性　原生生物　捕食者　分解細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで環境分野では細菌と原生動物の共存下における、細菌の形態変化を伴わない、一般性を持った捕食抵抗
獲得に関する報告例はなく、我々の成果が初めてである。従来の微生物による環境浄化研究は、主に細菌の分解
能に焦点が当てられており、捕食抵抗獲得プロセスを伴った環境浄化の研究は行われていない。それゆえ、我々
が示した捕食抵抗形成に関するデータは、汚染現場での添加分解細菌の長期活用等、新要素を含む環境浄化技術
開発へと繋がると考えられる。さらに、この様な細菌と原生動物の関係把握の研究は、環境中に漏えいした日和
見感染菌や病原菌等、広く環境中での細菌を管理する新たな手法の確立へと繋がっていく可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

 環境浄化の一手法である、バイオオーグメンテーションでは、導入された浄化細菌が分解能力

を発揮し、浄化へと繋がった例は極めて少ない。これは現場に放出された培養浄化細菌が、汚染

物質分解によって増殖することが出来ない場合、放出時の個体数が急激に減少するためである。 

 我々の過去の研究 1), 2)では、汚染現場に限らず、地下水や河川水に添加された培養細菌は、土

着原生生物に捕食され、極めて短時間にその数を減らすことが分かっている。一方、それらの環

境水中に生息する細菌は、あまり原生生物に捕食されることなく残存することが示されている。

つまり、浄化目的で培養、添加された環境浄化細菌は、土着の原生生物によって速やかに捕食さ

れるが、土着細菌は捕食されにくいことになる。 

 

２．研究の目的 

 前項の背景の培養細菌が選択的に捕食される現象については、その原因が全く分かっていな

いため、本研究では、その機構の解明を試みた。土着細菌は、元々、土着原生生物と共存してい

るため、ある種の捕食抵抗性を有していても不思議ではない。細菌の捕食抵抗性に関しては、抗

原生動物活性を有するビオラセインの生産細菌や、糸状に形態変化させる細菌等の報告例があ

るが、これらは性質や形態的な変化を伴うものである。一方、一般的な土着細菌はこの様な特殊

な変化を伴なわず、捕食抵抗性を獲得していると考えられるが、国内外に本現象を説明できる報

告例はない。そこで、我々は 一般的な環境浄化細菌として、トリクロロエチレン分解能を有す

るフェノール資化細菌 Cupriavidus sp. KN1 を選出し、室内実験での捕食抵抗性の獲得現象の立

証を試みた。捕食抵抗性の獲得条件が明らかになれば、対象とする環境浄化細菌に、捕食抵抗性

の獲得を意図的に行わせ、抵抗性を付与した上で汚染浄化に利用する、「新たなエンジニアリン

グ技術」へと展開できる可能性を見出せる。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、原生生物に捕食され、残存する際に、何らかの捕食抵抗性が生み出されるか否か

を検討した。具体的には、Cupriavidus sp. KN1株を親株として、異なる 2株の形質転換体を作成

した。2株には、異なる薬剤耐性および蛍光タンパク生産能を持たせ、個々の株を区別して検出

できるようにした。その上で、2種類の菌株をそれぞれ、捕食を受ける場合とそうでない場合の

2つの条件下で調整し、混合した上で、被捕食性を比較評価した。以下に詳しく説明する。 

 

(1) 使用した細菌と原生生物 

本研究の捕食実験に利用した捕食者の原生生物は、鞭毛虫の Spumella sp. TGKK2 

(NBRC111014)である。使用した被食細菌は、野生株である Cupriavidus sp. KN1の形質転換体で

ある。Cupriavidus sp. KN1はフェノール資化細菌で、そのフェノールヒドロキシラーゼがトリク

ロロエチレン分解能を有している。形質転換体は 2株作成した。一株目の Cupriavidus sp. KN1-

TGF は緑色蛍光タンパク 質 (GFP) を 生産し、Tetracycline 耐性 (Tcr) である。二株目の

Cupriavidus sp. KN1-KRFは赤色蛍光タンパク 質 (RFP) を 生産し、Kanamycin耐性 (Kmr) であ



図-1 連続培養の試験装置 

る。2 株は異なる薬剤耐性および蛍光色素をが有し、寒天培地上での選択的な生育、Colony 

Forming Unit (CFU) での計測が可能であり、加えてその蛍光色による確認が可能である。  

 

(2) 細菌の培養 

【回分培養】 

捕食実験用の細菌、Cupriavidus sp. KN1-TGF、および Cupriavidus sp. KN1-KRFは、LB培地を

使って 30℃、200 rpmで１晩振とう培養した。培養液は NSY-IB培地（無機栄養塩を含む）で 2

回洗浄 (11,100×g, 5 min, 4℃で集菌し、上澄みを捨て、NSY-IB培地に懸濁) し、NSY-IB培地に

再懸濁した。その後、20℃、200 rpm で 1日間振とうした上で利用した。  

【連続培養】 

 連続培養用の試験装置は、図-1に示す様

に、2 つのリアクターを直列につないだ構

成とした。供給した基質は 2 mMの乳酸ナ

トリウムを含有する NSY-IB 培地である。

リアクターの実容積は 100mLで、滞留時間 

(=HRT) は 30 時間に設定した（Q=3.33 

mL/hr）。温度は 20±1℃に設定し、槽内の撹

拌はスタラーにて 400 rpmに設定した。第

一槽は細菌培養槽で、培地中の乳酸ナトリ

ウムが分解され細菌が増殖する。第二槽は 

原生生物捕食槽で、増殖細菌が Spumella sp. TGKK2に捕食される槽である。第一槽の流出水は

Sampling Port１で、第二槽の流出水は Sampling Port 2で採取した。本連続装置は、 Run1および

Run2 の 2 系列を同時に運転し、Run1 では Cupriavidus sp. KN1-TGF を、Run2 では Cupriavidus 

sp. KN1-KRFを被食細菌として使用した。 

 

(3) 捕食抵抗評価実験 

 前述の回分培養および連続培養された細菌を利用して、捕食抵抗性の評価に関する実験を行

った。回分培養された細菌を使ったケースでは、Cupriavidus sp. KN1-TGFを Spumella sp. TGKK2

に捕食させ、4週間後に、残存細菌と同レベルの、原生生物と未接触の Cupriavidus sp. KN1-KRF

を添加し、どちらの菌株がより捕食されやすいかを比較評価した。また、細菌株を入れ替えて同

様の実験を行った。連続培養された細菌のケースでは、試験装置の流出液中に含まれる残存細菌

数や原生生物数が一定になった時期を定常状態と仮定し、捕食実験用に検水を採取した。具体的

には、残存する Cupriavidus sp. KN1-TGFと Spumella sp. TGKK2を含有する Run1の第二槽の流

出液に、捕食される前の Cupriavidus sp. KN1-KRF が含まれる Run2の第一槽流出液を添加し、

それらが捕食される過程を比較、評価した。また、この組み合わせの逆で、Run2 の第二槽の流

出液に Run1の第一槽の流出液を添加し、同様の捕食実験を行った。  

 捕食実験では、滅菌済ポリプロピレン製試験管を使用し、定期的にサンプリングを行った。利
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用した細菌濃度の範囲は 106~109 CFU/mLである。原生生物濃度は、トーマの血球計算盤で測定

し、調整した。回分培養の細菌を利用する際は、初期濃度は 103 protist-cells/mLに調整した。連

続培養の細菌を利用する場合は、第二槽に含まれる原生生物（約 8×105 protist-cells/mL）をその

まま利用した。捕食実験は、振とう培養装置で実施し、20℃にて 180 rpmで振とうした。また、

被食細菌の残存数は、抗生物質を含む LB 寒天培地を使って CFU により計測した。Cupriavidus 

sp. KN1-TGFと KN1-KRFは、前述したように区別して計測することが可能である。 

 

４．研究成果 

(1) 回分培養細菌を利用した捕食抵抗評価 

 図-2Aに示すように、Cupriavidus sp. KN1-TGFを 3種類の異なる初期濃度（3×106, 3×107, 3×108 

cells/mL）に調整し、Spumella sp. TGKK2を終濃度で 103 protist-cells/mLになるように添加した。。

その結果、4 週間後の KN1-TGF の残存細菌数は、細菌の初期濃度に係わらず約 106 CFU/mL に

落ち着いた。4週間後に、残存する Cupriavidus sp. KN1-TGFに、実験開始時に、同時に回分培養

で調整した Cupriavidus sp. KN1-KRFを同等レベルの濃度で添加した。一週間後に、細菌数を計

測した結果、捕食を経て残存した KN1-TGFは、細菌数にほとんど変化はなかったが、新たに添

加した KN1-KRFが初期の 2～3％の値まで低下した 

 本現象が KN1-TGFと KN1-KRFの本来の特質によるものではないことを証明する目的で、両

株の組み合わせを逆にし、同様の実験を行った。結果を図-2Bに示す。実験を開始して 4週まで

の各濃度の被食細菌の減少は、前の実験とほぼ同様で、約 106 CFU/mLに落ち着いた。また、KN1-

TGFを添加して一週間後には、添加細菌のみが著しい低下を示し、添加時の約2%まで低下した。    

 これらの図-2A, 2Bに示した実験結果から、捕食後に残存する細菌は、捕食を受けていない培

養細菌と比較して、原生生物に捕食されにくく、開始時から 4週間の捕食を受けている期間に、

何らかの捕食抵抗性を獲得していることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 連続培養細菌を利用した捕食抵抗評価 

 前項の結果から、原生生物の捕食を受けた残存細菌には何らかの捕食抵抗性が付与されてい

ることが示唆された。本現象を検証するため、図-1の連続実験装置を 2系列 (Run1, Run2) 運転

図-2 回分培養細菌を利用した捕食抵抗性評価試験 

1.0E+04

1.0E+05

1.0E+06

1.0E+07

1.0E+08

1.0E+09

0 10 20 30 40 50

Tube1
KN1-TGF
KN1-KRF Tube2

KN1-TGF
KN1-KRF Tube3

KN1-TGF
KN1-KRF

1.0E+04

1.0E+05

1.0E+06

1.0E+07

1.0E+08

1.0E+09

0 10 20 30 40 50

Tube4
KN1-TGF
KN1-KRF Tube5

KN1-TGF
KN1-KRF Tube6

KN1-TGF
KN1-KRF

残
存
細
菌
数

(C
FU

/m
L)

Time (days) Time (days)

A B

残
存
細
菌
数

(C
FU

/m
L)



した。運転開始後 26日目（HRTの 20.8倍）に、捕食実験用のサンプルを採取した。 

 捕食実験は 26 日目の Run1 および Run2 の第一および第二槽の流出液を混合して行った。 A

系では Run1の第二槽流出液に、Run2の第一槽流出液を添加した。一方、B系では、その逆で、

Run2の第二槽流出液に、Run1の第一槽流出液を添加した。各系の実験は繰り返し実施した。A

系および B 系の実験結果を、図-3A および 3B にそれぞれ示す。 A 系においては、添加された

Run2 の第一槽流出液に含まれる KN1-KRF は速やかに捕食され、一週間後には初期値の 0.1～

0.2％にまで低下した。一方、捕食を受けた Run1 第二槽流出液中の KN1-TGF の減少は遅く、1

週間後には 25～50％が残存した。残存値も、原生生物との接触歴を持つ KN1-TFGの方が約 100

倍大きくなった。その後は、約 100倍多い KN1-TFGの残存菌数はゆっくり低下し、KN1-KRFは

ほとんど一定であった。B系は、KN1-TFGと KN1-KRFの組み合わせを逆にした実験であるが、

ほとんど同じ傾向を示し、接触歴を持たない KN1-TFGは、接触歴を持つ KN1-KRFと比較して、

極めて速い速度で捕食された。 接触歴を持たない KN1-TFGの一週間後の残存率は 14～18％と

低下したが、その他の傾向は同様であった。この様に、同じ細菌種であっても、原生生物の接触

歴を持つものは、捕食に対して何らかの抵抗性を持っていることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) まとめ 

 この様に、回分培養した細菌でも、連続培養した細菌でも、原生生物との接触歴のある細菌の

方が、ゆっくりとした減少を示すと共に、最終的な残存濃度も高く、何らかの捕食抵抗性が獲得

されることが明らかとなった。ここで明らかとなった「捕食抵抗性」を、対象の環境浄化細菌に

付与することによって、新たなエンジニアリング技術の開発へと展開できると考える。 
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図-3 連続培養細菌を利用した捕食抵抗性評価試験 
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