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研究成果の概要（和文）：アーキアに属する微生物群の多くは分離培養がなされていないため不明な点が多い。そこで
本研究では、新規培養技術と分子生物学的手法を用いて未知アーキアの分離培養を試みた。本研究期間中は嫌気的メタ
ン酸化反応に関わる未知アーキアに焦点を当て研究を進めた。その結果、リアクター培養法により多種多様な未知アー
キアを集積培養することに成功した。続いて、本集積培養系にシングルセルゲノム解析を行った結果、ある未知アーキ
ア群は硫黄代謝に関係する特徴的な遺伝子を持っていることが判明した。これら未知アーキアを分離するまでには至っ
ていないが、本研究において未知アーキアの代謝機能の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cultured enrichments and isolates are important in developing 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, I attempted to cultivate 
and isolate uncultured Archaea using a new cultivation technique I developed and molecular techniques. As 
a result, I successfully obtained three anaerobic methane-oxidizing microbial communities that contain 
phylogenetically diverse of uncultured archaeal groups. The single cell genome analysis for one of the 
enriched microbial communities revealed that an uncultured archaeal group might have a unique sulfur 
metabolism gene. Unfortunately, isolates of the uncultured archaeal group was not obtained during the 
period of this study, but the enrichments and single cell genome analysis provide new information about 
the uncultured archaea.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 アーキア (古細菌) は 3 つの生物ドメイン
のうち最も理解が進んでいない生物ドメイ
ンである。それは 16S rRNA遺伝子に基づい
た分子系統解析の結果がはっきりと示して
いる。アーキアを門や綱といった分類学上の
高い階層でグルーピングして鳥瞰すると、そ
れらの大半は純粋分離がなされたことがな
く機能が不明なグループであることがわか
る。機能が不明なグループが多いアーキアで
はあるが、今までの研究からアーキアは地球
規模での物質循環に大きく関与あるいは産
業上極めて重要であることが明らかとなっ
ている。具体的には、(1) メタン生成アーキ
アはメタンを生成する性質を持つことから、
地球温暖化ならびに天然ガス生成といった
環境とエネルギー問題に直結している、(2) 
超高温、強酸・強アルカリ等の極限環境に生
息するアーキアが持つ酵素はバイオテクノ
ロジー産業への応用が大きく期待されてい
る、(3) 海底下生命圏における優占種はバク
テリアではなくアーキアであることが推定
され、地球における最大のバイオマスはアー
キアであると見積もられている。これらいく
つかの情報を眺めただけでも、アーキアが地
球上において重要な機能を果たしているこ
とは明白である。 
 
２．研究の目的 
	 未知なアーキアを純粋分離することで、最
近流行り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。本研究課題の期間だ
けではすべての未知アーキアグループを分
離培養することは困難であるので、嫌気的メ
タン酸化反応に関与するアーキア群に特に
焦点を当て、研究代表者が開発したリアクタ
ー培養法と最先端の微生物機能推定技術を
組み合わせた複眼的アプローチにより分
離・培養を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 嫌気的メタン酸化反応に関わるアーキア
の培養方法 
	 嫌気的メタン酸化反応に関与するアーキ
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。DHS リアクターには円筒形
をした密閉型アクリル製容器を用いた。リア
クター内部には 1辺が 3 cmあるいは 2 cmの
立方体スポンジ担体を糸で数珠なりに連結
してリアクター上部からつり下げた。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ガスを供給した。DHS
リアクターは 10°C の恒温器内で運転を行っ
た。3器の DHSリアクターの運転を行い、1
つは南海トラフの冷湧水帯堆積物を用いた
硫酸還元依存型の嫌気的メタン酸化反応を
担うアーキアの培養を、残りの 2器は米国オ

レゴン州沖の冷湧水帯堆積物を植種源とし
た硫酸還元依存型の嫌気的メタン酸化と鉄/
マンガン還元依存型の嫌気的メタン酸化を
担うアーキアの集積培養を行った。 
(2) 16S rRNA遺伝子に基づいた解析方法 
	 DNA 抽出はビーズビーダー法による物理
的細胞破砕法により行った。抽出した DNA
を鋳型にしてアーキアの16S rRNA遺伝子の
PCR増幅を行った。その PCR増幅にはアー
キアの 16S rRNA 遺伝子に特異的な
Arch21f/Ar912rと 340F/932Rおよびアーキ
アおよびバクテリアの16S rRNA遺伝子に特
異的な 530F/907R のプライマーセットを用
いた。PCR増幅産物は、従来型のクローン解
析および次世代シーケンサーによる
tag-sequence解析に用いた。標的とする未知
アーキア細胞の視覚的検出には fluorescence 
in situ hybridization (FISH)法を用いた。 
(3) シングルセルゲノム解析 
	 DHS リアクターのスポンジ担体から回収
したアーキア細胞を含む溶液を、米国
Bigelow Laboratory for Ocean Sciencesの
シングルセルゲノム解析センターに送り、外
注分析を行った。フローサイトメトリーによ
り分取された 1細胞由来の 16S rRNA遺伝子
の情報からアーキア由来と判定されたもの
を、全ゲノム増幅を行った後にゲノム配列を
決定した。決定されたゲノム配列のアノテー
ション作業は研究代表者自身で行い、BLAST
プログラム等を利用して解析を行った。 
	 
４．研究成果	 
(1) 南海トラフ冷湧水帯堆積物からの嫌気的
メタン酸化アーキアの培養 
	 この嫌気的メタン酸化反応に関与するア
ーキア群の集積培養は、先 2 回の若手研究 
(A) から引き続き行ったものである。5 年以
上にわたる長期間の培養結果をまとめて、論
文としてまとめ、最終的に PLoS ONEに掲載
された。得られた結果について以下にまとめ
る。 
	 南海トラフの冷湧水帯から採取した堆積
物 （和歌山県沖、水深約 2,500 m、有人潜水
調査船「しんかい 6500」により採取）を植
種源として、DHSリアクターを用いて約 5年
半の連続培養を行った。DHSリアクター内で
嫌気的メタン酸化反応に関与する微生物群
集が培養されているかどうかを明らかにす
るため、13C 標識したメタンを用いた方法に
より、培養開始 1,523 日目の集積培養サンプ
ルの嫌気的メタン酸化活性を測定した。その
結果、集積培養サンプルが 375 nmol gdry weight

-1 
day-1 の嫌気的メタン酸化活性を有しており、
嫌気的メタン酸化反応に関与する微生物群
集がリアクター内で培養されていることが
強く示唆された。続いて、DHSリアクター内
のアーキアが生きた状態で存在しているの
かの確認と、培養できているのであればどの
ようなアーキアが存在しているのかを調べ
るため、培養開始 903 および 2,013 日目の集



積培養サンプルをスポンジ担体から回収し、
DNAおよび RNAを鋳型とした 16S rRNAの
クローン解析を行った。その結果、嫌気的メ
タン酸化反応を直接担っているとされる
Archaeal anaerobic methanotroph (ANME) に属
するアーキアのクローンが高頻度に検出さ
れた。ANMEアーキアの中では、サブグルー
プの 1 つである ANME-2a のクローンが最も
高頻度に検出され、培養開始 2,013 日目の集
積培養サンプルにおいては、約 6 割が
ANME-2aに属するクローンであった。ANME
アーキアに加えて、海底堆積物環境に普遍的
かつ優占的に存在し、海底堆積物環境の物質
循環において重要な役割を担っていること
が推測されている Deep Sea Archaeal Group 
(DSAG)や Marine Benthic Group-D (MBG-D) 
等の未知アーキアグループに属するクロー
ンも優占的に検出された。 
	 クローン解析により検出された未知アー
キアを標的として、FISH 法あるいは 高感度
FISH法であるCARD-FISH法による視覚的検
出を試みた。その結果、Methanococcoides、 
ANME-1、 ANME-2a、 ANME-2c、 DSAG
および MBG-D に属するアーキア細胞の検
出に成功した。なお、ANME-2は共生相手で
あるバクテリアと物理的に密着した凝集体
を形成し生育することが報告されているが、
CARD-FISH法により検出されたANME-2aは、
全てシングルセルで存在していた。そのため、
本リアクター内に存在する ANME-2a は共生
相手であるバクテリアと物理的に密着した
凝集体を形成しなくとも生育していること
が示唆された。 
	 本研究課題では、さらに、DHSリアクター
を使って得た本嫌気的メタン酸化微生物群
集に対して、未知アーキア群に焦点を当て、
シングルセルゲノム解析を行った。リアクタ
ーのスポンジに付着している細胞を含んだ
培養液を米国 Bigelow Laboratory for Ocean 
Scienceに送り、シングルセルゲノム解析を行
った。フローサイトメトリーにより 1細胞ご
とに分取された細胞由来の 16S rRNA遺伝子
の多くはバクテリアに由来するものであっ
たが、いくつかの細胞はアーキアに由来する
ものであった。それらのアーキアはすべて分
離株が未だない未知アーキア群に属してお
り、それらのゲノム配列決定を行った。得ら
れたゲノム配列は BLAST プログラムを用い
て公共データベースに登録されている遺伝
子やアミノ酸配列に対して相同性検索を行
った。その結果、いくつかのアーキア細胞由
来の DNAに硫酸還元バクテリア由来の DNA
が混在してしまっていることが判明した。こ
の原因ははっきりわからないが、シングルセ
ルゲノム解析の最初のステップでフローサ
イトメトリーを使って 1つ 1つの細胞に分け
るが、この際に 2つの細胞が付着したものが、
1 つの細胞と認識されて回収されたことが原
因であると考えられた。しかしながら、いく
つかの未知アーキア DNA 由来と考えられる

硫黄代謝に関わる遺伝子があることが判明
した。現在、このゲノム情報に基づいて、DHS
リアクターで集積培養された嫌気的メタン
酸化微生物群集を植種源として、この未知ア
ーキアの分離培養を試みているところであ
る。 
(2) 米国オレゴン州沖冷湧水帯堆積物からの
嫌気的メタン酸化アーキアの培養 
	 カリフォルニア工科大学の研究チームの
協力を得て、新たに DHS リアクターを 2 器
作成し、米国オレゴン沖の冷湧水帯堆積物を
植種源として、硫酸還元依存型の嫌気的メタ
ン酸化反応および鉄/マンガン還元依存型の
嫌気的メタン酸化反応に関わるアーキアの
培養を開始した。定期的に水・ガスの分析を
行った結果、硫酸還元依存型の嫌気的メタン
酸化反応をするアーキアの培養を行ってい
るリアクターにおいて、嫌気的メタン酸化反
応が起きていることが示唆された。そこで、
全アーキアの 16S rRNAに特異的なDNAプロ
ーブを用いた FISH 法を行ったところ、形態
学的に異なる複数のアーキア細胞を検出す
ることに成功した。さらに、次世代シーケン
サーを用いた 16S rRNA遺伝子 tag-sequencing
解析の結果から、ANMEアーキアを含めた多
様なアーキアが集積培養されていることが
判明した。以上の結果から、DHSリアクター
内に嫌気的メタン酸化反応に関与すると推
定されている未知アーキアの集積培養に成
功していると判断した。現在、この集積培養
した嫌気的メタン酸化アーキア群集を用い
て分離培養と共に安定同位体基質を用いた
基質の取り込み実験やゲノム解析を展開す
る準備を進めている。 
(3) 未知アーキアの分離培養に向けて 
	 先に述べたように、DHSリアクターを用い
た長期間に渡る培養の結果、ANME、MBG-D
や DSAG 等の海底下に優占化している多様
な未知アーキアを含む集積培養系を得るこ
とに成功している。この集積培養系の獲得に
は、先 2回の若手研究(A)から行ってきたDHS
リアクターによる長期間の培養が必要であ
った。培養条件の最適化が十分でないことも
理由の 1つと考えられるが、従来の試験管等
を使ったバッチ式培養法等ではこれらのア
ーキアの培養された報告はないこと、そして
増殖が極度に遅いと考えられている海底下
微生物 (環境中での倍加時間は 100〜1,000年
との予測もある) が数年で培養できたことは、
本手法の有効性を示すものであろう。今のと
ころ研究代表者が知りうる限り、世界におい
てこれら未知アーキアを集積培養できてい
るという情報はない。つまり、研究代表者が
これら未知アーキアの分離株の獲得に最も
近いところにいる可能性がある。 
	 そこで、これらのアーキアを分離培養すべ
く、大量のバイアル瓶を準備して様々な培地
を作成し、リアクター集積培養物を植種源と
してこれら未知アーキアの分離を試みたが、
アーキアではなく、リアクター集積培養物に



混在するバクテリアが早く増殖してしまい
上手く進めることができなかった。そこで、
各未知アーキア群の 16S rRNA遺伝子に特異
的なプライマーを作成し、定量 PCRによって、
各未知アーキアの増殖をモニタリング可能
とした。今後はこれら定量 PCRを併用しなが
ら、未知アーキアの分離培養を進める予定で
あるが、さらなるゲノム解析 (シングルセル
ゲノム/メタゲノム) や超高空間分解能二次
イオン質量分析計 (NanoSIMS) を取り入れ
た最先端の解析手法を活用し、効率良く分離
培養を進めて必要があると考えている。 
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