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研究成果の概要（和文）：本研究では，蛍光顕微マニピュレーターを用いて，固体平板培地を用いた分離培養法では取
得が難しい微生物を，液系のみで効率良く純粋分離するための手法を確立することを目的とした．まず，キャピラリー
，プレート，オイルなどについて選択し，ドロップレットの配置，洗浄方法，生細胞の蛍光染色剤による判別法の導入
，移植後の増殖観察法などについて最適化を行った．その結果，１細胞の分離に要する時間の短縮，マイクロコロニー
の形成率向上が得られた．本法を用いて，超高温コンポストの集積培養液から液系分離を試み，既知の微生物と形態が
大きく異なる高度好熱菌，および既知の常温性細菌と系統学的に近い高度好熱菌などの純化に成功した．

研究成果の概要（英文）：In this study, efficient liquid isolation protocol of not-yet isolated bacteria 
using fluoro-micromanipulator was developed. Type of cqpilally, plate, and oil as well as position of 
duple, washing, and application of FDA (reagent for detecting viable cells), observation of 
micro-colonies were optimized. As a results, two types of interesting microorganisms showing 
exteme-thermophilicity were successfully purified from high-temperature compost.

研究分野： 土壌環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 自然生態系の微生物のみならず，開放系で
行われる排水や廃棄物処理プロセスは複合
微生物系で働いており，その多くは現在も難
培養微生物である．実際に，下水汚泥の高温
コンポスト化やヒト屎尿の液肥化微生物の
分析を通じて，そのほとんどは，16SｒRNA
遺伝子解析などでその分子系統学的な分類
位置が推定されるのみで，従来の微生物純化
技術によっては分離培養困難な微生物が複
合系の大多数を占める場合もある．その結果，
廃棄物･排水処理の微生物系は，依然ブラッ
クボックスとしての間接制御を余儀なくさ
れており，有効な複合微生物系の再構成や機
能改良は難しく，それらの新規遺伝子資源も
ほとんど未利用・未開拓である． 

 自然界に存在する微生物が分離培養困難
である理由が鎌形によって考察されている
が（上表），これらのうち，人的に作られた
複合微生物系で重要な存在意義がある微生
物は(i)〜(vi)である．これらの多くは，単細
胞レベルでの操作ができれば，種々の工夫を
加えることができ，分離源に近似した組成の
液系で増殖可能な条件を整えることができ
るはずである． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，液体培養系のみで独立再構成
系を構築し，これを Simplified Community 
(SC)として扱い，利用/育種を行うための鍵
技術である，顕微蛍光マニピュレーション-
分離培養法に絞って方法を確立する． 
 
 従って，これら複合微生物系の最小単位の
取り扱い技術を体系的に研究し，我が国のオ
リジナルな微生物利用基盤技術群として世
界に先駆けて展開することが重要であり，
我々はそれに挑戦したい． 
 
３．研究の方法 
3-1 各種集積培養 

 超高温コンポストの原料である下水終末
処理場から排出された余剰汚泥の嫌気性消

化による脱水汚泥を原料とした．75度 Cで好
/嫌気，コンポストやコンポスト抽出液の有
無等の条件を変えて各種集積を行った複合
微生物系を準備した．これらを材料にまず，
変成剤濃度勾配電気泳動法(DGGE)を用いて
集積される主要細菌を観察した後，分取可能
なバンドのシーケンスから細菌種を推定し
た．蛍光基質を用いた活性染色，代謝活性を
形態変化として検出する DVC(Direct Viable 
Count)をセルソーティングに適用し，活性と
安定性を指標に，準 SC の粗分画と再構成を
行う． 
 
3-2 蛍光顕微マニピュレーション法の確立 
 新規に導入された蛍光顕微マニピュレー
ションシステムを用いて，効率的な一細胞分
離-液滴培養，微小コロニー観察の手順と，キ
ャピラリー，プレート，オイルなどのディス
ポーザブル，試薬等について最適化を検討し
た． 
 
3-3 液系純化細菌の確認と形質検討 

3.で取得した単細胞分離に供した試料につい
て，純化の成否を顕微鏡観察，継代による形
態の均一性，などを検討した． 
 
４．研究成果 
4-1 高度好好熱菌の集積培養 
 試験材料として，まず，75℃汚泥添加
C Y S 培地にて安定に継代可能な高度好熱
菌群を用いた(下図）． 
 これらは異なる培養条件で得られた准 SC
の例であるが，16S rRNA 遺伝子増幅フラグメ
ントの DGGE 解析から，数種の菌株から構成
される複合系であり，矢印を示したバンドの
DNA 塩基配列は，それらが既知の細菌種（属）
から大きく離れている未分離菌/新菌種であ
ることを示唆していた．また，集積方法によ
り高度好熱熱性細菌からなる群集構造が変
化することが明らかとなった。 
 
4-2 蛍光顕微マニピュレーション法の確立 
 これとは別に，既知分離株を用いて顕微蛍
光マニピュレータによる細菌の液系分離法
における使用器具および手順の最適化を行
った。 
まず，キャピラリー，プレート，オイルなど
について選択し，ドロップレットの配置，洗

 
 



浄方法，生細胞の蛍光染色剤による判別法の
導入，移植後の増殖観察法などについて最適
化を行った．その結果，細菌と不純物の判別
が可能になり，１細胞の分離に要する時間の
短縮，マイクロコロニーの形成率向上が得ら
れた． 

 
4-3 次に、消化汚泥を分離源とし、汚泥添

加嫌気条件で培養した集積培養液を用いて、

生細胞を標的とする蛍光染色剤を利用した

顕微蛍光観察による液系分離を行った。その

結果，数種の出発試料からの 1 細胞分離に成

功し、増殖と継代性を確認できた。 

 それらの分離株の 16S rRNA 遺伝子シーケ

ンス解析の結果、新種の細菌である可能性が

示唆された。また、完全嫌気培養下での液系

分離によりさらに難培養高度好熱菌を分離

できる可能性が示唆された。 
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