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1S3−P从 1　 微生物 の 生育を 考 え 直す 一
微 生物共 生系 に

　　　　　　お け る 生 育 因子 と生育 阻害 因 rの 役割

　　　　　○別 府 　輝 彦，加藤　
’
ド．和辻　智郎，　ヒ出 　賢 志

　　　 　　 〔日 大 生 資科 ・生 命セ ）

1S3 −PM2 　有機性廃棄物 を分 解す る微 生物 集 団 の 解析

　　　　 Cl春田 　伸，中村
．

浩平．一
’
）1：　Ir治，五 十嵐 　泰夫

　　　　　 1凍 大院 腱生科）

シ ロ ア リ腸 管 や メ タ ン 発 酵槽な ど の 中の 複 含微 生 物 系 の 構 成 員
の 多 くは、い わ ゆ る難培養性か また は 相 ‘iに 依 存し あ う共 生 的関

係 に あ り、コ ロ ニ
ー

分 離 を 基 本 とす る 手法で それ ら を純 粋 培 養す

る こ とは 困 難 で あ る。16S　rDNA な ど特定配 列を対 象とす る PCR
法は 構成 員の 多様性 の 解析 を pl 能に し たが 、それ ぞれ の 生物 単位
と し て の 機 能 に 関 す る 情報 を 得る た め に は 、依 然 と して 純 粋 培 養

が も v と も 望 ま しい F段だ と い わ ざ る を 得な L・，，
我 々 が か つ て 耐 熱性 ト リブ ト フ ァ ナ ー

ゼ 1産 菌の ス ク リ
ー

二 冫
ゲ で 見出 した、好熱性 共 生 細 ［Z’i　＆’mbiohat ．tft」・ium 　 thermot ）hilum と
そ の IL育を 支持す る 好 熱件 Bac’i〃u．s’属 細 菌 S 株 とか ら な る 稲 利共

生系 は，微生物学的に 明 確 に 定 義 され た 構 成 員 か ら成 り、か っ 再

構 成 Flf能な 1‡L純化 さ れ た シ ス テ ム と し て、　 Pt
』
合微生 物系に 才 け る

生 育 をめ ぐ る 相 tl：作 用 を 考 え る トで 参 考
「L な る知 見を 与え て く

れ る ．
1．共生系に おけ る物 質 交 換の 証 明 ：s．thei・nt θphilum は コ ロ ニ

ー一
を

殆ど 形成せ ず 、懸 濁 液 の 濁 「蔓も通常 細菌の 1．［0 程度で あ る た め に、
特 異的配列 を 標 的 と す る 辻 彙 PCR に よ る 什 捐

．
測定 法 を まず 開 発

し た。ま た 牛育 攴持 菌 との 間 の 物質交換を
」
焔 Iliす る 目的で 、透析

膜 を介 して ：つ の 菌を 別 々 に 培養 す る 簡 ir な透析培 養装置 を製

作 した e こ れ らを 用 い るこ と に よ り．透析肱 を 隔 て て 芝狩 困 を培

養し た 時 に の ．み S．thermvpJiihtJn の 単独牛 育が 起 こ る こ と が 確 認

され た 。
2．生 育支持因子 の 同 定 ：さ ら に 「、哥精 度 の PCR を用 い る 牛育測定で ，
．L記 の 結果 と は

．・
見矛盾す るが、酵 母 エ キ ス （Y ） お よ ひ

．
ト リブ

ト冫 ベ ブ トン 〔T）を 含む 培地 中 で ∫．the ｝
’
nio ρhUum が ：e’ce ］］sim1

程 度 の 極 め て 隈定的な 車独 生 育 を す る 二 と が 見出 さ れ たc こ の

限定 的 生 育 を 攴え る Y お よ び T の 活 性 を置 き換 え る必須因 ft
’
と し

て 、カ リウ ム 、リチ ウム 、ア ン モニ ア 等 の ・
価 カ チオ ン ．炭酸ガ

ス、囈炭 酸塩、オキ サ ロ 酔 酸等 の 炭酸固定反 応に 関 与す る 基 質、
蛋白質 の プ ロ テ ア ーゼ 分 解 物 等 の 生 態 系で i

跏
午遍的 な 環 境 物 臼 が

同定 さ れ た。
3．自己生育阻 害 の 解 除 に よ る 生 育支持 ： h乢 の 因 rを 組．み 合わ せ

た補給 に よ っ て 起 こ る 牛 育が 極 めて 限定 的で あ る の に 対して，S．
thermophilum は 攴持 菌と の 混倉培 養で は 10

丿
ccl］s／

’
ml を 超 え て 牛 育

す る 。そ こ で、Xtherinophilufnの ｝li独培養を 1〔｝〔〕倍 量 の 新鮮 堵 地

に 対 し て 透析 し た と こ ろ ll1程 度 の 高 密 度 培 養が 達成 さ才］た こ と

か ら、こ の 歯が 自Lt の 代謝 産物 に よ る 生 育阻害に極 め て 敏感 で あ

臥 攴持 菌は それ をノナ解 また は ⊥「ヒリ込 む こ と に よ っ て 生 育を助け
てい る こ とが 明 らか に な

一
1た、

4，今後の 展望 ：我 々 は S．th｛’rniophilutn の 全 ゲ ノ ム 配 列 を決定済み

な の で、そ れ を 基盤 と し て
’k育 芝持 お よび 自 己 阻害機構 の 網羅的

解 析 を進 め る 基礎 は 整 っ た 、，．・方 こ こ で 明 らか に な
一
っ た 噴実・．

（1）通 常 の 方法 で は 観 察
一
L き な い よ う な限定的 生 育、〔2）普遍 的

な 環境 物質が 多数絹み 合わ さ
．．．．／た 生 育豊求性．お よ び 〔3）rl己 生

育 阻宮の 別 の 菌に よ る解 除 　は、　・
般 的 な 複 合微生 物系の 解析に

利 用 rl！能な示 唆 を 舎ん で い る もの と 考え る ．．

微生物機能 の 利用 技術 は．純 粋 培 養し た 1 挿の 微 生物 に よ る も の

（抗 生物質 生産、ア ミ ノ酸 発酵 な ど）と 多種微 生物 を集団 と し て利

用し て い る も の （醸造、堆 肥 化．メ タ 冫 発酵な ど ） に 左別 され るe
微生物集 団の 特徴 と し て、多補 多様な 機能 を総舎的 に 発 揮で き る

こ と 、さ ら に 耳
．
微 生物 で は 達 成で きな い 機能 も 期待で き る こ と

な ど が 挙げ ら れ る 。ま た 我 々 は 生 ゴ ミ 分解 過程 を解 析す る 中 で

外来微生物の 侵 入 を拒む 現 象 を 見 出 して お り，こ れ も組織化 され

た 微 生 物集 団の 特徴 の ひ とつ と 考 え られ る ，こ の よ う な 微 生 物

鼻団 の 制 御法が 確 立で き 才1 ば、微 生 物 利 用 技 術 の 適 用 範 囲は 広 が

の また 効 率 化 も期待で き る 、，
我 々 は 尚 温 で 〆ル カ リ性 条件 で の 生ゴ ミ Jfi ！eに関わ る 微 生物集
団 の 解析を 行

．
ゴ 〔きた．PCR −DG （正 解 析の 結 果、安定 に 分解 が 進

ん で い る 時 期 に は そ の 菌叢は ほ と ん ど 変化 せ ず ．再現 的 に 同
．
の

バ ン ドが ユニ要 バ ン ド と して 検 川 され た ．そ の 塩基 配 列 は 他 の 存

機 物処理 シ フ テ ム か ら も検 出 され て お り、高 温 ・ア ル カ リ骨 条件

で の 有機物 分解過程 に 普遍 的 に 存在 す る 微 生物 で あ る こ とが 示
1唆され た。しか し培養法で の 検 出 は 匪「難 で、寒 尺 Tt板培 養し た 数
白
．
：コ ［コニ

ー
の 中か ら わ ず か 2 コ ロ ニ

ー
得 ら れ た の み で あ

一．．た、，
イt菌に つ い て 各種同定 武験 を行 っ た と こ ろ、Htu’iUaccac’に 1証1す る

新属新挿 で y ・．丿た （（
’
CtJ
’
Cls
’iiMt．〃！H．s　qitiStiuilicu’itin　s．　rrain 　BLxl と し て

提 唱）。BLx 株の 変遷を リ ア ル タ イム PCR 法で 解析 した と こ ろ、
牛 ゴ ミ分解 ：が活 発fヒし pH　 Lrsが 見 られ る時切ll急激に 増 1川 し て

い る こ と が 分か
．
旋 ．，ま た F 【SH 法で 定 賦を 行 うと，全 細菌の 約

40％ を 占め る こ とが Hn 　t，， か と な
・

た。単離 した BLx 「
株 ω 性 質を

純 粋 培 養系 で 調 べ る と、そ の 増舶至適 pH や話，「度 は それ ぞれ pHg −
9、5〔1℃ で あ S

’
）　

’1／ゴ ミ処 理過程 と良 く　致 して い た、しか し BLxI
株が 利 用 で きる 炭 水化物は ご く 隈 られ て お り 、．ttル ロ

・一
ス、脂 L−1、

テ 冫 ノ ン と い
．
）た ’1分 r基 質の ノナ解牲 も 見 出 さ れ な か

一一t た、た

だ し そ の 培 養 卜：清 か ら ゼ ラテ ナ
ー

ゼ 活 性 が 確認 さ れ た。生 ゴ ミ

処 理 過程 の
・L ンチ ナ ー

ゼ 1工性 を 測 定 す る と、や は り BLx 休の 増

加 とほぼ 同時期に ヒ 昇 して お り ．さ らに 処理過 程で 発∫肌．て L ・る
ゼ ラ ラ

．
ナー・一．ビと BLx ［株 σ壇 1出 す る ゼ ラ チ ナ

．一一
ゼ は N 未端

．
Z ミ ノ

酸配列 レ ベ ル で
．
致 し て い 二tt極 占 化 して い る 微生物 BLx 林未、よ

微生物集 団 内に お い て もゼ ソ チ
．F ・一ゼ を 産 牛 し て お O ，犀

ドゴ ミ分
解過程 に お ［・て タ ン バ ケ 質 分解 に 関 5．し て い る と 考え られ る、
そ れ で は 他の 残 り の 微生 物 に は ど の よ うな 種が 存在す る の で あ

ろ うか。DGGE 解析で 1・ま BLxl 株以 外 の バ ン ドは 確 認 さ れ て V な
い ttそ こ で 16S　rRNA 避伝 1

．
の 7 ロ

ー一
ン
．
ラ イブ ラ IJ・一を 解析 した

と こ ろ、BLx1 殊 が lt多数 を 占y ）る が （3〔〕O　clone 中，　 tg3 じIOIlc）、
そ の 他 に u ［lcultured 　coinp 〔）st　bactcriuin，　Buciihts　K／　p．．　C；rac ・iiih（tc．ii！ttS
〆〜・”・ 1θノ・ノ・・ η．v・β・ρ  融 ．・．8．〃尸… 職

．
’θ ‘κ

．
ae ，　At｝1，〃蜘 ‘

．
ノ伽 sp ．　tgと が

検IHされた。また 高 分 f’基es〔タ 冫 パ ク 覧 セ ルロ
ー

ス 、脂 質、デ 冫 フ

ン ）の 分 解 を指 標 に ス ク リ
ー

ニ ン ゲ を 行
一
っ た 結 果、ク ロ

ー
ン 解 析 で

検 出 され て い な い B．　suhti〃s、　B．〃‘
．henグ〜〃 ・〃呶 β．ω ηy1‘，勾 〃 th［’ic’iis、

（
’
hl／L．写cθ1pα c ’｛γ ’，砌 sp ．、．lc．in（・tohLicvE，i・sp ．な どが 単離 された v こ σ）よ

う に DGGE 法 で は 検出 され な い 少 数 ポ ビ ーレ・．一シ ョ ン の 微 生物

叢 は 非常 に 多様 で O）　
一
） た、．生ゴ ミ分 解 や 他菌 の 侵 入排 除と い っ

た 集団と して の 機能に は，二 れ ら少 数微 生物 の 寄 与も 嗔要で あ る

と 考え ら れ る t．微 生 物 集 団 を 理 解 ・制御す る た め に は，少 数 ポ

ピ tr．レ ーシ ，1 ン を 含め た 集 卜1怜 体 の 多様性，変遷 お よび その 機能

解 析が 必 要で あ り，今後の 課 亘で あ る n
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