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研究成果の概要（和文）：本研究は新規分離培養ストラテジーに基づいて、門レベルの分類系統群を構成する微生物群
（Candidate division微生物群）を対象に分離培養を目的とするものである。活性汚泥を対象とした次世代シーケンス
解析の結果、Candidate division TM7、OD1、SR1、BD1-5細菌群が比較的高頻度で検出されたため、対象細菌群とした
。これらの細菌群の門レベルでの詳細な系統樹を作成でき、それに基づいて特異的なFISHプローブを設計することがで
きた。TM7門に関してはMAR-FISH法によって増殖可能な有機物を特定することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, candidate phyla (TM7, OD1, SR1, and BD1-5), which were frequently 
detected using next generation sequencing for activated sludge samples. The phylogenetic tree at the 
phylum level could be constructed and FISH probes were newly designed and optimized. MAR-FISH analysis 
revealed the organic compound that TM7 bacteria can be utilized for their growth.

研究分野：土木環境システム

キーワード： 群集・生態系多様性　微生物ダークマター
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 環境中には分離培養され学名記載の報告
はないが、16S rRNA遺伝子に基づく系統分
類では“門レベル”の分類系統群を構成する微
生物群（Candidate division微生物群）が多
く存在するといわれており、現在まで提案さ
れている門のうち約半分は Candidate 
division 微生物群である。これらの細菌群は
土壌、海洋、排水処理施設など様々な環境中
から検出されているものの、分離培養の報告
は数えるほどしかない。これは Candidate 
division細菌群の最適培養条件（有機炭素源、
温度、pH、好気/嫌気条件など）が不明なこ
とが一因となっている。 
 申請者らの予備的調査の結果、Candidate 
division 微生物群のいくつかは下水処理場の
活性汚泥内に高頻度で検出されることがわ
かっている。これらの微生物群は下水中の有
機物を利用して増殖していると考えられる
が、生理生態学的特性は不明である。一方で、
海洋や土壌環境では温度、pH などが変動し
やすいのに対し、下水処理場では流入・流出
の総有機物濃度、水温、pH 等をモニタリン
グしており、有機物の種類および濃度以外の
培養条件を設定しやすい。従って、対象微生
物群が利用する有機物が分かれば、理想的な
培養条件の構築が可能になる。 
 
２．研究の目的 
 活性汚泥内に高頻度で検出される
Candidate division TM7, Candidate division 
OD1, Candidate division SR1および Candidate 
division BD1-5 を対象細菌群とし、以下の分
離培養ストラテジーに基づき 2年間で純粋培
養系の獲得を目指す。 

(1) 対象細菌群の16S rRNA遺伝子配列から
プローブを設計し、FISH法により可視化す
る。 
(2) MAR-FISH 法により対象細菌群の有機
物利用特性を把握し、最適培養条件を探索
する。 
(3) スポンジ／不織布を担体としたバイオ
リアクターにより高濃度集積培養を行う。 
(4) 新規分離手法により対象微生物を選択
的に分離し、純粋培養系を獲得する。 
 
３．研究の方法 
（１）対象細菌群の系統解析と FISH 法によ
る可視化 
 複合微生物系の中から目的とする細菌群
を観察する FISH 法に必要な蛍光プローブを
設計するために、対象細菌群の系統樹を構築
する。対象とする Candidate division細菌群の
塩基配列はデータベースに多数登録されて
いるが、実際にどの種が活性汚泥内に存在し
ているか把握する必要がある。そこで予備的
調査から対象細菌群の存在が確認されてい
る広島大学近辺の下水処理場の活性汚泥か
ら DNA を抽出し、各門レベルに特異的なプ
ライマーセットを設計し、16S rRNA 遺伝子

配列に基づいた系統樹をクローニングによ
り作成する。ここで敢えて次世代シーケンサ
ーによる網羅的解析を用いない理由は次の
FISH 法で必要となるプローブの設計には
16S rRNA 遺伝子の全長を決定した方が望ま
しいからである。得られた塩基配列に基づき、
蛍光プローブの設計を行い、特異的検出がで
きるようにホルムアミド濃度などの条件を
最適化する。もし、通常の FISH 法で検出で
きない場合は、二重蛍光標識プローブなどの
より高感度 FISH法の適用を行う。 
（２）MAR-FISH法による対象細菌群の増殖
可能有機炭素源の特定 
 次に複合微生物系において対象細菌の特
異的検出が可能になったあと、放射性同位元
素標識された有機物をトレーサーとした
MAR-FISH法により増殖が可能な有機炭素源
を特定し、最適培養条件を決定する。放射性
同位元素は高感度で測定できるために培養
時間は 2時間程度でよく、培養期間中で特定
の微生物が優占化するといったバイアスが
なく、活性汚泥微生物の各構成比を維持した
まま、目的とする微生物の有機物利用特性を
把握することができる。放射性標識された有
機物を菌体内に取り込んだ細胞の表面には
銀粒子が形成され、明視野で容易に観察でき
ることから、FISH法の蛍光視野と組み合わせ
ることで目的とするグループの特定と有機
物利用特性が把握できる。 
 本研究では下水中に含まれていると考え
られる有機物のうち、実際に販売されている
モノマー化された単糖類、低分子有機酸、ア
ミノ酸、アルコール、脂肪酸等の 10 種類の
放射性トレーサーを用い、好気・嫌気条件下
でMAR-FISH法を行う予定である。得られた
増殖可能な有機物の利用特性と下水処理場
の水質データ（温度、pH、活性汚泥濃度、溶
存酸素濃度）から回分培養試験を行う。ここ
での培養パラメータとしては有機物の種類
と濃度のみであり、他のパラメータは活性汚
泥の環境と一致させる。一定期間培養後、①
で設計したプライマーセットを用いた定量
PCR法を用いて、(1)対象細菌群が実際に培養
前後で増えたかどうか、(2)全細菌に対する対
象細菌群の割合は増加したかどうかを評価
項目として、最適培養条件の決定を行う。 
（３）対象細菌群のバイオリアクターによる
高濃度集積培養 
 Candidate division細菌群の培養が難しい理
由として、基質親和性が高く、活性汚泥内で
はごく微量の有機物を摂取して増殖してい
ることが想像される。このため、最適培養条
件に基づき、対象細菌群が他の細菌よりも優
占化する条件でバイオリアクターを運転す
る。 
 本研究で用いるバイオリアクターは、微生
物の高濃度保持が可能な不織布を担体とし
たカラムリアクター、もしくは、スポンジを
担体とした散水ろ床型のリアクターを用い
る。他の微生物の混入（コンタミ）を防ぐ目



的と、できるだけ高流量で基質供給を可能に
するために、バイオリアクター体積は 50 mL
程度の小規模なもので行う。この時、対象細
菌群の優占度 80％以上を目標とする。これま
でに低濃度基質を連続供給した不織布カラ
ムリアクターで嫌気性アンモニア酸化細菌
の高濃度集積培養、スポンジを担体とした散
水ろ床型リアクターで亜硝酸酸化細菌の集
積培養、メタン酸化細菌の集積培養に成功し
ており、本研究の集積培養がうまく行かない
場合は、これらの経験・運転ノウハウに基づ
き、運転方法の改良を行う。 
（４）対象細菌群の選択的分離と純粋培養 
 複数の種類の微生物が含まれるサンプル
をセルソーターに供試し、２種類の散乱光の
強度比（大きさの指標となる前方散乱光、お
よび構造の複雑さの指標となる側方散乱光）
に基づいて分画し、細胞の構造、大きさ、形
状などの形態学的な特異性に基づいて目的
の微生物を選択的に分離する。その際、FISH
解析を分画したサンプルに対して行うこと
で、対象微生物群だけが含まれる分画（ソー
ティングエリア）を導き出す。 
 
４．研究成果 
（１）対象細菌群の系統解析と FISH 法によ
る可視化 
 活性汚泥を対象とした次世代シーケンス
解析の結果、Candidate division TM7、OD1、
SR1、BD1-5 細菌群が比較的高頻度で検出さ
れた。これらの 4門を対象に特異的プライマ
ーセットを用いてクローニングを行い、詳細
な系統樹を作成できた。各系統樹を用いて、
門全体を対象としたプローブおよび高頻度
で検出される優占的なクローンを対象とし
た FISHプローブをARBソフトを用いて設計
した。プローブの評価は ARB ソフトを用い
た特異性の検索、アクセス効率、mathFISHに
よる熱力学的検討により行った。いくつかの
プローブ候補を選定したのち、clone-FISH法
により最適ホルムアミド濃度を決定した。本
研究により、Candidate division TM7、SR1、
BD1-5 細菌群を対象とした FISH プローブを
設計することができた。 
 
（２）MAR-FISH法による対象細菌群の増殖
可能有機炭素源の特定 
門全体を対象としたプローブおよび高頻度
で検出される優占的なクローンを対象とし
た FISHプローブを設計・最適化できた TM7
門に対してMAR-FISH法を適用した。好気条
件、無酸素条件（脱窒条件）および嫌気条件
のいずれの条件においても TM7 細菌群はグ
ルコースおよび N アセチルグルコサミンを
取り込むことが明らかとなった。これにより、
有機物の中でも糖を主に利用する細菌群で
あると考えられる。 
 
（３）対象細菌群のバイオリアクターによる
高濃度集積培養 

活性汚泥中の TM7 細菌群の糖を用いた増殖
を確認するために、まず回分試験をおこなっ
た。増殖の確認は定量 PCR法により確認した。
温度・pH・糖濃度などを変化させて回分培養
を行った結果、有機物はグルコース、有機物
濃度は微生物濃度 10 mgSS/L に対して 0.2 
mM、培養期間は 2日、培養温度は 25 ℃、pH
は 6.0の条件が最も増殖が確認された。また、
活性汚泥内で他の微生物代謝産物を分解し
ている報告もあるため、培地成分を下水処理
水としは培養も行った結果、通常の合成培地
よりも増殖が見られた。しかしながら、植継
培養については現段階で TM7 細菌群の集積
を行うことはできていないため、連続式リア
クター培養を含めた新たな培養方法を検討
していく必要がある。 
 
（４）対象細菌群の選択的分離と純粋培養 
 セルソーターを用いた複合微生物系から
の目的細菌の分離は、100 µm程度の微生物塊
（マイクロコロニー）を形成する亜硝酸酸化
細菌やアナモックス細菌の分離においては
成功している。本研究で対象とする TM7 細
菌群は糸状性を示し、SR1細菌群や BD1-5細
菌群は微小な球状コロニーを示すことが
FISH法の観察により明らかとなっている。し
たがって、ある程度の集積培養が達成できれ
ば、存在形態や大きさをパラメータとしてセ
ルソーターによる分離ができると考えられ
るが、そこまで到達できなかった。 
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