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研究成果の概要（和文）：難培養性微生物である亜硝酸酸化細とNitrospiraは、固形寒天培地上ではコロニーを
形成できない。また、集積培養中ではNitrospiraの代謝産物を栄養源とする従属栄養細菌と共存している。これ
まで、Nitrospiraと従属栄養細菌との相互作用が片利共生なのか双利共生なのかは不明であった。そこで、
Nitrospiraの純菌株と従属栄養細菌16株を共培養したところ、9株が増殖促進することがわかった。このことか
ら、相互作用は双利共生であると考えられる。また、増殖活性化のメカニズムは、阻害因子の除去と増殖促進因
子の供給が考えられるが、4株の従属栄養細菌が増殖促進因子を出していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Previously uncultured microorganisms Nitrospira which are also nitrite 
oxidizing microorganisms resist the cultivation of agar plates. Nitrospira are co-existing with 
heterotrophs in the enrichment culture. Growth of those heterotrophs are completely dependent on the
 organic compounds excreted from autotrophs as metabolic by-products. However, it is unclear whether
 the symbiotic relationships are commensal or mutualistic. 
Then we screened 16 isolates of heterotrophs, co-cultured with and tested growth promoting activity 
on Nitrospira. The growth of Nitrospira was clearly stimulated by co-cultivation with 4 isolates, 
suggesting to have a benefit to be co-existing with each other. We next tested those isolates to 
identify whether the growth promoting on Nitrospira are derived from, 1) removal of inhibiting 
factor for Nitrospira or, 2) supply of growth promoting factor. The result suggested that 
heterotrophs provide unknown growth promoting factor to Nitrospira.

研究分野：環境微生物学
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１． 研究開始当初の背景 

 

 環境中の微生物の 99％は培養できな 

い。この理由は、明らかになっていな 

いが、環境中における微生物の実 

態解明や資源としての利用は、学術的・ 

産業的にも重要である。 

  そこで、難培養性微生物の純菌株をモ 

デルとして用いて、その増殖特性を解析 

すれば、他の環境微生物と共通する増殖 

を制御している因子の解明につながり、 

より多くの微生物資源を得ることがで 

きると考えた。 

 

２． 研究の目的 

 

「環境中に存在する微生物をなぜ培養 

できないのか」その原因を微生物間相互 

作用に着目して、解明することを目的と 

する。 

 

３． 研究の方法 

 

     亜硝酸酸化細菌である Nitrospira の 
  純菌株を難培養性微生物のモデルとし 

て使う。Nitrospira は、亜硝酸を硝酸に 
酸化する独立栄養細菌であり、寒天平板 
培地上でコロニーを形成できない。この
ことが原因で長らく分離培養が困難な
重要株(Candidatus)とされてきた。しか 
し、共存する従属栄養細菌とならコロニ 
ー を 形 成 す る と の 報 告 が あ る 。 
 そこで、Nitrospira の増殖は共存微生 
との相互作用によって制御されている 
可能性が考えられた。 
本研究では、新規な分離培養手法を用 

いて分離した Nitrospira の純菌株を用 
いて、その増殖活性化に寄与する共存微 
生物を探索して単離し、再度、共培養さ 
せることで、その相互作用のメカニズム 
の解明を目指した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

① 共存する従属栄養細菌の単離 
Nitrospira を分取した集積培養や活性汚泥 
中などから Nitrospira 純菌株の培養上清が 
含また固形培地上でコロニーを形成したの 
を単離した。 

 
② 従属栄養細菌の同定 
得られた従属栄養細菌の 16S リボソーマル 
RNA の配列を PCR して、シークエンスを解析 
することにより同定を行った。 
 
③ 一次スクリーニング 
同定した従属栄養細菌と Nitrospira を小ス 
ケールで共培養して、Nitrospira の増殖(亜 
硝酸酸化 )を促進するものを探索した 
(Table1)。 
 
④ 二次スクリーニング 
増殖促進する可能性のある株に関して、スケ 
ールアップした状態で共培養の活性試験を
行ってところ、ともに増殖する様子が観察さ
れた(写真 1)。さらに、Nitrospia の増殖曲
線から比活性や増殖パラメータの解析を行
い、共培養と単独培養の場合との比較を行っ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
⑤  培養上清の影響の検討 
従属栄養細菌の培養上清が Nitrospira の増 
殖に与える影響を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 CC：Culture Collection of Hiroshima Univ.   EC : Enrichment Culture   AS : Activated Sludge 

共存微生物No.1  

 

Nitrospira 

10μm 

 
写真 1: 共培養の様子  
共存微生物 No.1 (緑) Nitrospira (黄) 



⑥  菌体の定量 
共培養中の Nitrospira の菌体の定量方法と
して、ダイレクトカウントは共存微生物のた
めに困難である。そこで、新たに SYBR-Green
を用いたリアルタイム PCRによる定量方法を
確立した。 
 
⑦   培養上清成分の質量分析 
さらに、従属栄養細菌の培養上清を ODS カラ 
ムで分離して質量分析を行った。増殖前後の 
ヒートマップによる分析から Nitrospira と 
従属栄養細菌間で低分子有機物の授受が行 
われていることを確認した。 
 
４.  研究成果 
 
  亜硝酸酸化細菌を含む硝化細菌は、その代 
謝産物を介して、共存する微生物である従属 
栄養細菌の増殖を助けていることが、集積培 
養などの複合微生物系において示唆されて 
きた(片利共生)。 

また、硝化細菌の一種であるアンモニア酸 
化細菌と共存微生物間では、アンモニア酸化 
細菌の増殖促進に共存微生物の酸化ストレ 
ス除去が関与している可能性が示唆されて 
いた(相利共生)。 
 しかし、門レベルで難培養である亜硝酸酸 
化細菌 Nitrospira に関しては、その共生関 
係は不明なままであった。そこで、本研究で
は、その共生関係を明らかにし、その相互作
用メカニズムの解明を行った。 
  
 まず、Nitrospira の純菌株の培養上清を用
いた、従属栄養細菌の分離においては、79 株 
の採取を行った。これは、これらの従属栄養
細菌が、Nitrospira の出す代謝産物を栄養源
にして増殖することを示している。 
  これらの株のうち、同定できた 33 株とコ
ントロール株(No.0)を含む 34 株と小スケー
ルのスクリーニングの結果を Table1 に示し
た。これにより、Nitrospira の増殖が 13 株
の従属栄養細菌によって促進される可能性
があることが分かった。 
 さらに、コントロール株を含む16株を20ml 
スケールの共培養増殖試験に供した。16 株中、 
比活性により Nitrospira の増殖を促進して 
いる株を 3株得ることができた。共培養中に 
おいて、増殖促進を示す株は単独培養と比較 
して、3株のうち 2株は Nitrospira の菌体収 
量が高くなることが分かった。 
 また、Nitrospira の増殖に対する従属栄養 
細菌の培養上清の影響を調べたところ、比活 
性が上昇することが分かった。これには、前 
記の 3株を含む 9株が得られた。また、従属 
栄養細菌の培養上清は、Nitrospira の菌体収 
量の増加には影響を与えないことが分かっ 
た。 

 
 これらの結果から Nitropsira が共存微生 
物によって増殖促進されるには、次の二つの 

方法が考えられる。 
 
1) Nitrospiraの出す増殖阻害因子を共存微

生物が除去する 
2) 共存微生物が増殖促進因子をNitrospira

に供給している 
 
これらのうち、どちらかの方法、または両 

方により Nitrospira の増殖は促進されるは 
ずである。  
 さらに、増殖阻害因子の影響を排除した条 
件で増殖試験を行った。その結果から、得ら 
れた株のうち、4 株関しては、ふたつの促進 
方法のうち 2)の増殖促進因子を共存微生物 
が Nitrospira に供給している可能性が高い 
ことが分かった。 
 また、培養上清の質量分析をすることで、 
従属栄養細菌は、Nitrospira の培養上清中の 
低分子有機物を消費していることがわかっ 
た。さらに、増殖促進する共存微生物に関 
しては低分子有機物を培地中に放出してい 
ることが明らかとなった。 
 
 以上のことから、Nitrospira と共存する従 
属栄養細菌との間には、有機物を介した双利 
共生の関係が成り立っていると考えられる。 
さらに、個々の共存微生物によって相互作用 
する低分子有機物は異なっている。このよう 
に、微生物間の複雑な相互作用が自然環境中 
では起きていると考えられる。 
 このような必須の栄養源や特異的なペア 
に由来しない緩やかな双利共生関係は、分離 
培養することによって失われるため、難培養
性の一因になっている可能性がある。 

 
本研究の結果は、難培養性微生物であるた 

め、純菌株としての解析がこれまでほとんど 
不可能であった Nitrospira を用いた、微生 
物間相互作用の初めての知見である。 
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