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研究成果の概要（和文）：　環境に放出された有害化学物質の分解・浄化に当該環境棲息細菌集団が大きな役割を果た
すが、本環境でどのような細菌株やその集団が分解の主たる役割を如何に果たすかの解明をめざした。フェナントレン
分解細菌集団の解析で、集団中の細菌株の当該物質分解は共存する他の非分解細菌株が有する2つの機構で増強された
。また、環境息細菌集団を同一滅菌環境に移植した際に、独立試料間で類似性が極めて高い菌叢遷移様式を示したこと
から、自然環境での細菌集団による有害物質分解様式を明示できる方法論が確立した。

研究成果の概要（英文）： Environmental microbial communities play very important roles in the 
bioremediation of chemical pollutants. Analysis of a phenanthrene-degrading bacterial consortium in this 
study showed that such degradation ability of a strain is enhanced by other co-residing and non-degrading 
strains through two types of mechanisms. Furthermore, transplantation of bacterial community to 
independent and sterilized environmental samples resulted in very similar time-course changes in the 
community compositions, indicating the validity of such transplantation to obtain reproducible 
information on bacterial degradation of chemical pollutants in natural environments.

研究分野： 環境微生物学

キーワード： 環境汚染物質分解　細菌　細菌集団　メタゲノム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 環境に放出された各種汚染化学物質の浄
化には、当該環境棲息細菌やその集団の備え
る浄化機能が極めて重要な役割を果たすこ
とから、この機能を用いた環境浄化が期待さ
れている。しかし、(a)環境棲息細菌の 99％以
上は既存手法で培養困難である、(b)汚染環境
由来単離菌株の汚染物質分解という機能発
現は、実験室系と複合生物系の自然環境とで
は明瞭に異なる、(c)汚染環境での「少数派細
菌」が汚染物質分解の中核を果たす場合が希
でない、という報告を鑑みると、汚染環境で、
実際にどのような細菌集団やその分解酵素
遺伝子群が分解の主たる役割を如何に担う
かの本質的な点は甚だ不明である。我々は、
閉鎖系にした特定土壌に 3-クロロ安息香酸
(3CB)やフェナントレンを含む 4 種有害芳香
族化合物で人工的に汚染化した後、当該土壌
(以下、複合汚染土壌と記載)から回収したメ
タゲノムを用いて、細菌集団の菌叢と遺伝子
プールの半年間にわたる経時的変動を解析
してきた。そして、当該複合汚染土壌での、
(a)汚染後に直ちに分解される 3CB の代謝に
は Burkholderia 属細菌が関与、(b)汚染後の 3
週目以降に分解が始まるフェナントレンの
分解には、常に集団内で 1%以下であった
Mycobacterium 属細菌が分解前半過程を、そ
して、本属と進化系統的にかけ離れた
Burkholderia 属細菌が後半過程を司るという
「協調代謝」の関与、が強く示唆された。こ
のような我々の閉鎖系汚染土壌では有害化
合物添加以外で一定環境条件を一定に保っ
ていたものの、菌叢や遺伝子プールの経時的
変動に関する再現性の検討は追求できない
ままであった。一方、汚染前の上記土壌の滅
菌試料に、本土壌由来細菌集団を接種後に
3CB のみを添加した予備的研究の結果では、
複合汚染土壌での 3CB 代謝への Burkholderia
属細菌の関与を支持できたが、この複合汚染
土 壌 で の フ ェ ナ ン ト レ ン 分 解 へ の
Mycobacterium 属以外の細菌の関与の更なる
検討は未着手であった。 
 
２．研究の目的 
 我々自身の上記のような研究開始当初
の背景を踏まえ、本研究では、以下の点の
解明を目的とした。 

(1) 我々の従来研究では、閉鎖系にした土壌
を 4 種の有害化合物で同時汚染化した試料
を対象にしてきたが、このような試料での
棲息細菌集団の応答様式は極めて複雑さを
伴うと想定された。そこで、本研究ではフ
ェナントレンのみを炭素源とした人工合成
無機最小液体培地に上記土壌由来で従来か
ら一貫使用してきた細菌集団を接種し、そ
の後の複数時点での細菌集団の菌叢組成の
解析、そして、フェナントレン完全分解菌
株と非分解菌株の各々の単離・解析をめざ
した。さらに、分解菌株分解能に対して共
存する非分解菌株の役割解明をめざした。 

(2) 滅菌化した一貫使用土壌に本土壌由来
細菌集団を「移植」し、その後に 3CB を添
加した実験を本研究開始以前に行っていた。
このように細菌集団を滅菌化土壌に移植し
た閉鎖系の実験において、各環境因子を変
動させた場合に細菌集団が再現性良く同じ
ような応答を示せば、環境因子と細菌集団
やその構成細菌との相互作用が今までの研
究に比べて格段に明示可能になると期待さ
れた。ただ、3CB 添加を伴った先行移植実
験では、移植後の菌叢安定化細胞集団の使
用を考慮しておらず、また、菌叢変動様式
の再現性も不明であった。そこで、本研究
では、滅菌土壌へ移植後のどの程度の期間
で菌叢が安定化するのか、安定化した菌叢
は接種集団の菌叢とどれくらいの相違を示
すのか、そして、複数滅菌土壌に集団を移
植すると互いの安定化菌叢は相違を示すの
か、という点の解明をめざした。 
 
３．研究の方法 
(1) 土壌細菌集団からのフェナントレン分解
コンソーシアムや完全分解菌株は、本化合物
を唯一炭素源とする液体最小培地で集積後
に、寒天末を添加した当該培地を用いて分離
した。Burkholderia 属細菌株の単離には、本
属株の準選択培地である PCAT 培地を用いた。 
(2) フェナントレン分解菌株単独試料、本株
に非分解菌株を共存させた試料、そして、コ
ンソーシアム試料でのフェナントレン分解
能は、当該化合物を唯一炭素源とする液体最
小培地で培養し、フェナントレン残存量を適
時 GC-MS で測定することで計測した。 
(3) 分解菌株のフェナントレン存在下での生
育阻害、そして、非分解菌株共存下での分解
菌株生育阻害の緩和は、分解菌株試料のみ、
そして、両株を任意の濃度で混合した試料に
関して、フェナントレン添加と非添加の最小
寒天培地でのコロニー形成能を検討するこ
とで実施した。 
(4) 本研究で単離した細菌株のゲノム断片配
列は、Illumina 社と Roche 社のシーケンサー
を並行使用、または前社シーケンサーのみを
使用して決定し、さらなる完全ゲノム配列決
定には、我々が作成した GenoFinisher 等のプ
ログラムを用いた。ゲノムのアノテーション
は NCBI のパイプライン PGAP で行った。 
(5) 細菌集団の菌叢解析は、集団メタゲノム
DNA を鋳型とし、その 16S rRNA 遺伝子を
我々自身が設計したプライマー対を用いて
PCR 増幅した後、Illumina 社シーケンサーで
増幅遺伝子断片の塩基配列を解読、さらに本
配列を RDP データベースと照合することで
実施した。 
(6) 非汚染土壌をガンマ線滅菌後に、複数の
閉鎖系ポットに入れた。各ポットに土壌由来
細菌集団を接種し、一定の物理的環境にて長
期間「培養」した。そして経時的にポットか
ら一部土壌試料を回収し、そのメタゲノムを
用いて菌叢解析に用いた。 



 
４．研究成果 
(1) フェナントレン分解コンソーシアムの分
離と解析 
 閉鎖系複合汚染土壌を用いた我々の従来
研究で、本土壌から細菌集団を回収していた。
4 種汚染物質のうちフェナントレンのみを炭
素源とした無機最小液体培地に当該細菌集
団を接種して集積培養したのちに同寒天添
加培地で白色透明と黄色不透明の 2 つに大別
可能な単集落を独立に多数得た。これら単集
落の多くは、通常の集積培養の場合と異なり、
複数属細菌から構成されるフェナントレン
分解コンソーシアムであった。以降の研究で
は、白色透明と黄色不透明の各コンソーシア
(各々MixBP1 と MixEPa4 と命名)に関して更
なる解析を実施した。 
①  Mix EPa4 の解析 
 当該コンソーシアムから、単独でフェナン
トレン完全分解可能な Mycobacterium 属
EPa45 株を単離した。ナフタレンやビフェニ
ルという他の多環芳香族化合物分解能も有
していた本株の 6.2 Mb ゲノム配列を完全決
定することで、フェナントレン完全分解経路
を推定した。また、Mycobacterium 属以外の
MixEPa4 主要構成 4 属に分類されて、フェナ
ントレン非分解能の各属細菌株を MixEPa4
から単離し、このうちの Burkholderia 属
Bcrs1W 株の 9.3 Mb ゲノム配列も完全決定し
た。MixEPa4 の更なるフェナントレン液体培
地での集積培養過程では、本化合物分解過程
に依存することなく菌叢構成は安定で、また、
完全分解 Mycobacterium 細菌の割合は 10%以
下であり続けた。このような菌叢変動様式か
ら、完全分解菌分解能の効率的発揮には共存
する非分解菌が関与すると示唆された。 
 そこで、Epa45 株と Bcrs1W 株の共培養実
験を行ったところ、(a) EPa45 株単独では分解
基質であるフェナントレンにより生育阻害
を受けること、(b) Bcrs1W 株は EPa45 株の当
該生育阻害を緩和させる効果[Suppression of 
Growth Inhibition (SGI)効果]を有すること、そ
して、(c) Bcrs1W 株は EPa45 株のフェナント
レン分解能を促進する効果[Acceleration of 
Degradation by Non-degrader (ADN)効果]を有
すること、が判明した。さらに、Bcrs1W 株
の SGI 効果発揮には、その死細胞や培養液上
清分画、細胞質分画は無効であり、生細胞の
EPa45 株との直接的接触が必要であった。
MixEPa4 由来で Bcrs1W 株以外の他 3 種非分
解株も EPa45 株に対して程度の差こそあれ
SGI と ADN の両効果を示したが、検討に用
いた各非分解株の示す SGI と ADN の効果の
強さには相関性がなかった。このことから、
SGI と ADN の各効果には別個の分子機構が
関与していると強く示唆された。一方、非分
解 4 株のうちで Bcrs1W 株が最も強い SGI 効
果を示したが、本研究対象土壌以外から単離
されていた数種の Burkholderia 属細菌株も
Bcrs1W 株と同程度の SGI 効果を示すととも

に大腸菌もある程度の SGI効果を備えていた。
なお、EPa45 株は、本株が分解可能なナフタ
レンやビフェニル存在下で生育阻害を受け
たが、Bcrs1W 株は両化合物に対しても SGI
効果を示した。また、本研究対象土壌以外か
ら単離されていた別のフェナントレン完全
分解 Mycobacterium属 PYR-1 株でも EPa45 株
と同様にフェナントレンによる生育阻害と
Bcrs1W株による SGI効果が認められたため、
フ ェ ナ ン ト レ ン 分 解 能 を 備 え た
Mycobacterium 属細菌のフェナントレンによ
る生育阻害と Burkholderia 株による SGI 効果
の普遍性が強く示唆された。 
②  MixBP1 の解析 
 別のフェナントレン分解コンソーシアム
MixBP1 の更なる液体集積培養により、フェ
ナントレン完全分解 Burkholderia 属株 HB-1
を分離した。そして、本株は MixBP1 での主
要フェナントレン分解菌株で、集積時の本化
合物分解に伴って優占化した。また、7.2 Mb
の本株ゲノム配列を完全決定することで、本
株ではEPa45株とは異なるフェナントレン分
解酵素遺伝子群がゲノミックアイランド様
構造を持つ DNA 上に存在した。一方、HB-1
株はフェナントレンによる生育阻害現象を
示さなかった。 
 
 以上の 2 種コンソーシアムの解析により、
生育速度が遅くフェナントレン分解能が相
対的に「弱い」Mycobacterium に代表される
細菌株においては、様々な非分解細菌株共存
下での当該物質分解能が SGI と ADN の両効
果またはいずれかの効果を介して増強され
ることが判明した。複合微生物系である自然
環境では生育速度が遅く分解能が弱い細菌
株が有害化学物質分解の主役を担っている
報告例が希でなく、本研究成果で、このよう
な「弱い」分解細菌株が自然環境で「主役」
として効率的分解を可能にしている共存非
細菌株の積極的役割を提示できた。 
 
(2) 滅菌土壌に「移植」した細菌集団におけ
る菌叢変動 
 滅菌化した非汚染の一貫使用土壌を複数
に分けた閉鎖系環境をつくり、各滅菌土壌に
一貫使用土壌細菌集団を移植後、一定環境条
件で 2 年ほど「培養」したが、移植後の適当
な時期に集団を回収して菌叢解析を実施し
た。移植直後の 1 週間以内に実験室系での生
育速度が早いことが知られている Firmicutes
門と Proteobacteria 門が 50％以上と急激に優
占化し、両者の割合はその後徐々減少した。
一方、移植細菌集団では 35％程度で難培養株
がほとんどである Acidobacteria 門や TM7 等
は移植直後に 1％以下へと減少したのち、約
半年から一年をかけて移植直前の割合に概
ね戻った。そして、移植後の半年以降の 1 年
半の間は菌叢が安定していた。このような時
間経過に伴う菌叢の復元様式と復元後の安
定化は属レベルでも認められた。さらに、こ



のような菌叢の変動・復元・安定化の様式は、
複数の並列な滅菌土壌試料間で類似性が極
めて高かった。 
 
 以上の「移植」実験での成果により、土壌
細菌集団は他生物が存在しない同一土壌環
境で元の構成に回帰するという「resilience (レ
ジリエンス)」性を備えており、さらに、
determinative (確定的)に「回帰」が起きること
を明らかにした。複数滅菌土壌試料間での菌
叢推移の高い類似性の発見は、今後の研究に
おいて、様々な土壌環境と細菌集団の相互作
用、そして、細菌集団の機能発揮に対する土
壌環境要因の特定化を、高い再現性を備えつ
つ実施できる基盤知見となった。 
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