
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

難培養土壌細菌の分離培養法の確立とゲノム情報収集～メタゲノム研究を支えるために

Establishment of isolation method for non-culturable soil bacteria and genome 
analyses of the isolates - to support metagenomic studies.

１０３１３０７４研究者番号：

大塚　重人（Otsuka, Shigeto）

東京大学・農学生命科学研究科・准教授

研究期間：

２５６６００４６

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：多糖類を用いた新規な培地にて、典型的な難培養性土壌細菌であるヴェルコミクロビア門細
菌を分離し、3株のゲノム解析を行った。現在、データベースにて公開する準備を進めている。
また、本研究のデータに、データベースにて公開されている他のヴェルコミクロビア門細菌株のゲノム情報も加え、ヴ
ェルコミクロビア門細菌の保有遺伝子の特徴を探った。その結果、ヴェルコミクロビア門細菌は、他の細菌門に比べ保
有する糖代謝関連遺伝子の数が多く、また他の細菌群が殆んど保有していない種類の糖分解酵素の遺伝子も多数保有し
ていることが明らかになり、ヴェルコミクロビア門細菌が多様な糖の代謝ポテンシャルの高い細菌であることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：By using a newly developed polysaccharide containing medium, the present study 
isolated strains belonging to the phylum Verrucomicrobia, a representative non-culturable group of soil 
bacteria, and analyzed genome data of three strains. The genome data are going to be registered and 
published in genome databases in the near future.
The characteristics of the gene compositions of Verrucomicrobia based on the new data as well as 
already-known data available in genome databases. As the result, it was revealed that Verrucomicrobia 
generally harbor more carbohydrate-active enzymes than other bacteria, and have genes of many 
saccharide-degrading enzymes that other bacteria rarely have. It was indicated that Verrucomicrobia is a 
group of bacteria that has a high metabolic potential for diverse saccharides.

研究分野： 土壌微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 土壌微生物の大部分が既存の手法では培
養されないと言われ、そのような難培養微生
物の全ゲノムの情報は、データベースから欠
落している。近年、環境試料から微生物を分
離することなく、試料中の DNA をまるごと
大量に解析するメタゲノム解析が行われて
いる。メタゲノム解析では、データベース上
の、主に培養株から得られた既存の情報との
照合によって、大量に解読された DNA 塩基
配列の持ち主や機能を推定する。したがって、
土壌のメタゲノム解析に基づく研究にとっ
て、難培養土壌微生物のゲノム情報の欠落は、
大きな問題となりうる。 
 たとえば細菌のヴェルコミクロビア門は、
土壌細菌が属す代表的な 9 つの門の 1 つであ
り（ISME J. 2009. 3:305-313）、土壌中の存
在量が予想外に多く、時に優占することさえ
も示されているが（Soil Biol. Biochem. 2011. 
43:1450-1455）、これまでに分離された培養
株が非常に少ないため、データベース上の遺
伝情報が不足している。それを原因として、
現状では、ヴェルコミクロビア門細菌の機能
遺伝子が土壌から検出されたとしても、その
持ち主を正しく推定することは困難である。 
 これを解決するためには、データベースか
ら欠落している培養困難な微生物を分離・培
養し、ゲノム情報を解読してデータベースに
登録する作業が絶対不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、難培養土壌細菌の分離・培養
法を考案する。特殊な装置を用いて難培養微
生物を培養しようとする研究が多い中で、本
研究では、どこの研究室にもある設備で実現
可能な分離・培養法を提案することによって、
その手法の普及をはかる。具体的には、次の
2 点を行う。(1) 申請者の過去の研究成果に
基づき、様々な多糖を単一炭素源として難培
養土壌細菌を効率的に分離・培養する手法を
確立する。 (2) セルソーターを用い、ゲル培
地上で生育しない土壌細菌の細胞を分離し
た上で、そのドラフトゲノム解析を行う。得
られたドラフトゲノム情報を公開し、データ
ベースの拡充に貢献する。 
 
３．研究の方法 
 土壌細菌が属す代表的な 9つの門（ISME J. 
2009. 3:305-313）のうち、土壌にユビキタ
スに存在しているが、難培養ゆえに培養株が
乏しく（あるいは分離頻度が低く）、生態や
機能が不明で、ゲノム情報が集積されていな
いような細菌のうち、本研究では、ヴェルコ
ミクロビア門細菌およびプランクトミセテ
ス門細菌を対象とした。 
 申請者の過去の研究において、これらの難
培養（または難分離）土壌細菌が、明条件下・
無機液体培地中で緑藻クロレラと共培養さ
れることが示されている（Microbes Environ. 
2010. 25: 36-40）。難培養細菌を獲得するた

めには様々な方法があり得るが、本研究では、
そのクロレラとの共培養系の特性にヒント
を得て、難培養細菌の分離・培養法を考案し
た。 
①多糖類を炭素源とする土壌からの難培養
細菌の分離・培養とドラフトゲノム解析 
 藻類が分泌する主要な光合成産物は多糖
であること（Biol. Bull. 2004. 31:175-181）
を考慮すると、クロレラ培養液中の多糖こそ
が、上述の共培養系で難培養土壌細菌の炭素
源となっていた可能性が高い。よって本研究
では、多糖を単一炭素源として難培養土壌細
菌を分離・培養する方法を検討した。本研究
では、炭素源としてゲランガムを選択した。 
 ゲランガムでゲル化した無機塩類培地に
土壌懸濁希釈液を接種して、細菌を培養した。
形成されたコロニーを分離し、16S rRNA 遺伝
子の塩基配列に基づいて分類同定した。また、
一部の株のドラフトゲノム解析を行った。 
②液体培地を用いた共培養系からの難培養
細菌の分離・培養とドラフトゲノム解析 
 クロレラと共培養されている土壌細菌（上
述）は、様々な細菌群が混在している状態で
ある。申請者の予備実験では、(i) 無機液体
培地中では、メンブレンフィルターで互いに
隔離された状態でもクロレラと難培養土壌
細菌が共培養されるが、(ii) 内部にクロレ
ラを閉じ込めた無機寒天培地上に、その共培
養から得られた細菌画分を接種しても、難培
養細菌はコロニーを形成しなかった。つまり、
これらの難培養土壌細菌は、クロレラの分泌
する成分を利用して生育する性質のほかに、
寒天上では生育しないが、液体培地でなら生
育する性質をもっていると考えられる。 
 このような難培養土壌細菌の培養法を考
案するために、以下の作業を行った。 
(1) 共培養系の細菌画分（土壌由来）を分離
源とし、セルソーターを用いて細菌を 1細胞
ずつ、無機液体培地を充填した 96 ウェルプ
レートに単離した。個々のウェルにクロレラ
を接種し、ウェルの中でミニスケールの共培
養を構築した。 
(2) 一定期間、明条件下で培養した後、細菌
が増殖しているウェルから特異的PCRにより
細菌の 16S rRNA 遺伝子を増幅し、塩基配列
を解読して細菌の簡易的な同定を行った。 
 
４．研究成果 
①多糖類を炭素源とする土壌からの難培養
細菌の分離・培養とドラフトゲノム解析 
 ゲランガムでゲル化した無機塩類平板培
地を用い、水田土壌からのヴェルコミクロビ
ア門細菌の分離を試みた。その結果、ヴェル
コミクロビア門 Subdivision 2 に属する 1株、
Subdivision 3 に属する 1 株、および
Subdivision 4 に属する 10株の分離に成功し
た。申請者の過去の実験で分離された
Subdivision 1 の株も合わせると、ヴェルコ
ミクロビア門のうち土壌から検出されやす
い Subdivision 1、2、3、4すべての土壌細 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
菌を獲得できた。この方法で分離されたヴェ
ルコミクロビア門細菌の大半が Subdivision 
4 に属していたことから、他の Subdivision
のヴェルコミクロビア門細菌は分離されに
くい傾向があると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次に、分離されたヴェルコミクロビア門細
菌 3株のドラフトゲノム解析を行い、それら
のデータおよびデータベースにてゲノム情
報が公開されている他のヴェルコミクロビ
ア門細菌株について、その保有遺伝子の解析
を行った。特に、糖代謝関連遺伝子（CAZymes）
に焦点を当てて分析を行った。その結果、
Subdivision 2 および 4 は、他の細菌門に比
べ保有するCAZymesが極めて多いことが明ら
かになった。また、保有 CAZymes のプロファ
イルを詳しく分析した結果、他の細菌群がほ
とんど保有していない糖分解酵素遺伝子も
多数保有しているなど、ヴェルコミクロビア
門細菌の糖代謝ポテンシャルの高さや多様
性の大きさが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. ゲノム解析の結果、供試ヴェルコミクロビア門細菌
株および他の細菌群が保有すると推定されたCAZymes遺
伝子数。GH、PL、CBM、AA、GT、および CE は CAZymes の
中のグループを表す。 
 
②液体培地を用いた共培養系からの難培養
細菌の分離・培養とドラフトゲノム解析 
 二槽培養器を用いたクロレラ−土壌細菌共
培養系の中の細菌群の組成を、クローンライ
ブラリー法で解析した結果、その中にたしか
にプランクトミセテス門細菌が生存してい
ることを確認した。これらの細菌は、ゲル化
した培地の表面に生えないことは過去の研
究で確認されている。そこで、セルソーター
を用いて液体培地中で単クローンの細菌を
分離することを試みた。細菌群より一つずつ
分離した細菌を個別にクロレラと共培養し、
16S rRNA遺伝子の塩基配列に基づいて所属分
類群を同定した結果、プランクトミセテス門
に属する複数種の細菌が分離されており、ク
ロレラとの二者培養が構築できていること
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図. 本研究で単離さ れたヴェ ルコ ミ ク ロ ミ ア門細菌（ 赤い枠の四角で囲まれた株） およ び近縁種の 16S rRN A 遺伝子塩基配列

に基づく 近隣結合系統樹。  



が確認された。しかし、この状態でプランク
トミセテス門細菌を長い期間培養すること
ができず、やがて培養液から検出されなくな
った。クロレラとの共培養で継代されてきた
プランクトミセテス門細菌であっても、クロ
レラと 1対 1で長期的に培養することは不可
能であると思われた。他の細菌の介在によっ
て、はじめてクロレラとの共培養が可能にな
るものと考えられる。 
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