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研究成果の概要（和文）：畑土壌での生体高分子分解をめぐる微生物間相互作用の一端を明らかにすることを目
的とし、キチンを生体高分子のモデルとして、その分解の初期に増加するStreptomyces属放線菌とその後に増加
するLysobacter属細菌の関係性に着目して研究を遂行した。その結果、多くのLysobacter属細菌がコバラミン要
求性をもつことを見出し、また、その遺伝的背景を明らかにした。Streptomyces属放線菌と同様にキチン分解活
性を持つにもかかわらず、Lysobacter属細菌の方がキチン添加土壌で遅れて増加した要因の一つは、Lysobacter
属細菌のコバラミン要求性にあることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Analyzed were the relationships between two chitinolytic bacteria: 
Streptomyces actinomycetes, which increased early in the chitin degradation process in an incubated 
soil, and Lysobacter, which increased later in the soil.
(1)The growth of methionine (Met) -requiring Lysobacter strains isolated from chitin-treated 
incubated soil was complemented by adding cyanocobalamin to the medium instead of Met. These 
methionine-requiring Lysobacter strains were suggested to be cobalamin (Cob) -requiring strains. (2)
 Whole-genome sequencing of Lysobacter sp. 5-21a of the Met/Cob-requiring Lysobacter isolates 
suggested that 5-21a does not have a Cob-independent Met synthase gene (metE), but only a 
Cob-requiring Met synthase gene (metH), and therefore shows a Met/Cob requirement. (3) Since most 
Lysobacter species have only metH, it is considered that they also show Met/Cob requirement. (4) 
Strain 5-21a was proposed as a new species, L. auxotrophicus.

研究分野： 土壌微生物学

キーワード： キチン　土壌　Streptomyces　Lysobacter　栄養要求性　メチオニン　コバラミン　ビタミンB12
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Lysobacter属細菌は、植物生長促進作用を持つ微生物、また、植物病原微生物を制御する微生物としての報告が
数多くされている有用微生物であり、土壌のもつ発病抑止性の強さに比例して土壌に多く存在することも知られ
ている。本研究では、Lysobacter属細菌の多くが栄養要求性をもつことを発見した。土壌等から分離された有用
なLysobacter属細菌株を接種することでの利活用が検討されているが、接種した有用微生物株が定着しなかった
という報告もある。本研究の成果は、栄養要求性に着目して土着のLysobacter属細菌を活用するための新たな方
法を開発するための基盤的知見となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
土壌環境の維持において，生物遺骸に含まれる生体高分子の分解は欠かせない。生体高分子の

分解過程に関する知見は，土壌管理の技術向上や環境負荷低減技術開発の知的基盤となる。本研
究課題の核心をなす学術的「問い」は，「農耕地土壌での生体高分子の分解に関わる異種微生物
の共存の仕組みと意義」である。土壌管理技術の向上と環境負荷低減，さらには土壌病害の抑止・
低減を目的とした土壌微生物制御技術の開発を目指し，異種微生物の共存の仕組みを解明する。
これまで，未利用バイオマスの有効利用等の観点から，個々の土壌微生物の生体高分子分解機構
が分子レベルで研究されてきた。例えば，セルラーゼなどの多糖分解酵素では，立体構造に基づ
く詳細な反応触媒機構や，それらの遺伝子の構造や発現制御機構の他，酵素生産の誘導物質や一
分子の酵素の挙動が解明されてきた。一方，環境中の核酸の情報に基づく分子生態学的解析によ
り，放線菌や糸状菌の他，土壌での生体高分子分解に関わる微生物や，中心的役割を果たす「コ
ア微生物」も示されてきた。しかしながら，個々の微生物に関する研究や環境から抽出した核酸
の配列情報だけでは，物質を介した微生物間の相互作用を詳細に観察・解明することは難しい。
堆肥の製造工程等で観察される微生物群集の遷移についても，温度等の物理的環境の変化や，物
質の変化が関わることが知られているが，微生物間相互作用については不明な点が多い。これら
の点については，複合培養系でのセルロース分解やメタン発酵等のプロセスの研究において，鍵
微生物に関する詳細な解析と分子生態学的研究，さらには分離微生物株を用いた再構築複合培
養系による研究を加えた多面的アプローチによって，鍵微生物とその他の微生物の共存・競合現
象やその仕組みが解析されてきた。一方，土壌生態系においては，再現性や複雑性,試料保存法
の問題もあり，このような多面的なアプローチによる研究はほとんど行われて来なかった。同一
の生体高分子を分解する異種微生物どうしの関係を含め，生体高分子の分解に関わる異種微生
物の共存・競合を含めた棲み分けの生理・生態的な仕組みと意義については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

本研究では，生体高分子のうち，キチンをモデルとし，①化学物質の動態解析と分子生態学的
解析，②キチン分解能をもつ異種微生物の対峙あるいは混合培養による生理学的解析，および③
キチン分解微生物株のゲノム情報解析，の多面的な解析によって，キチン分解に関わる異種微生
物間の棲み分けの仕組みと意義を解明し，それらの知見を農耕地土壌の管理技術の向上に資す
ることを目的とする。キチン添加土壌での非栄養要求型キチン分解細菌 (Streptomyces 属)から
メチオニン要求性キチン分解細菌 (Lysobacter 属) への遷移について，❶その一要因が土壌に
存在する VB12 または Met 栄養要求性にあること，➋先行して増加する非栄養要求性キチン分解
細菌が VB12などの微量増殖因子の供給源となっていること，を仮説とし，実験的に検証し，証明
する。微生物株の分離と物質動態解析を起点として多面的に研究を展開し，総合的に土壌での多
糖分解過程を観察・解明し，その利用を図る。キチン以外の多糖やその他の生体高分子に適用可
能な，異種微生物間ネットワークモデルを提唱する。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム情報の取得と解析：キチン添加培養畑土壌から分離された 6 株の Met/VB12要求性キ
チン分解細菌株（Lysobacter 属）のうちの 5-21a 株 (Iwasaki ら 2020) について，MiSeq（研究
分担者の所属機関に設置）と PacBio（委託分析）を用いて完全ゲノム解列を決定した。Met と
VB12の生合成に関わる情報を解析して Met/VB12要求性の遺伝的背景を明らかにした。 
(2)非栄養要求性キチン分解微生物の Met と VB12の産生能：Streptomyces およびその他の代表的
な細菌株について，培養上清液中の L-Met と VB12を検出・定量し，産生能を調べた。 
(3)ビタミン B12（VB12）の動態解析：キチン添加培養畑土壌試料について，VB12を検出・定量し，
細菌群集構造との関連を解析し， VB12の産生と利用に関わる微生物群を推定した。VB12の検出と
定量は食品等に適用される Lactobacillus lactis を用いた方法で行った。 
 
４．研究成果 
(1)キチン添加培 養畑土壌から分離した Met 要求性のキチン分解細菌 Lysobacter sp. 5-21a 株
（Iwasaki ら 2020）が，VB12要求株であることを明らかにした（Saito ら 2023）。また，同株の
全ゲノム塩基配列を決定することで，5-21a 株が Metおよび VB12要求性を持つ遺伝的背景を明ら
かにすることができた（Saito ら 2023）。すなわち，5-21a 株は VB12非依存的な Met 合成酵素の
遺伝子（metE）は 持っておらず、VB12 要求性の Met 合成酵素遺伝子（metH）しか持たないため
に Met/Cob 要求性を示すことが示された。 
(2) 5-21a 株について分類学的な検討を進め，Lysobacter 属の新種 L. auxotrophicus として提
唱することができた（図 1）（Saito ら 2023）。また，5-21a 株で見出された微量増殖因子要求性
の性質は、 Lysobacter 属の他の種にも観察される性質であることを示した（Saito ら 2023）。  
(3)対峙培養によって，5-21a 株の増殖を促進する効果を示す細菌株について，VB12の生産性につ
いて，代表的な土壌細菌と比較解析を行った結果，特定の属に属する細菌株において、当該微量
増殖因子の生産量がケタ違いに高いことが判った（中村と齋藤 2023，日本土壌微生物学会年次
大会）。一方，土壌における VB12定量方法を確立し，キチン添加培養畑土壌での VB12含量の継時



的変化を調べた。その結果，キチン添加培養畑土壌での VB12含量の変化と Lysobacter 属個体群
の消長を調べ、土壌中の VB12含量と Lysobacter 属の相対存在比の間に正の相関があることを見
出した（中村ら 2023，日本微生物生態学会年次大会）。 
 

 
図 1. メチオニン/ビタミン B12（コバラミン）要求性を特徴とする細菌として新種提唱

した Lysobacter auxotrophicus 5-21aTの操作型電子顕微鏡像. 
   各写真内の白線は 1 μm を示す。 
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