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序論

1.本 研 究の背景

従来 まで の微 生物 学の研究で は、環境 中か ら1種 の微 生物 を純粋分離 し、実験的環境 下(人

工的な培地、一 定の環境条件)で 培養 をお こないその性質 を詳細 に解析す るとい う、培養 に

依存 した方法 が主流 であった。 しか しWoeseら[130,131]に よるSSU rRNA (small subunit

ribosomal RNA)遺 伝 子 を指標 とした分子系統学的手法の適用、お よびAmannら[6,7]に よる

SSU rRNAを タ ー ゲ ッ トと したoligonucleotide probeを も ち い た微 生 物 検 出 法(FISH

(fluorescence in situ hybridization)法)の 適用な どによ り環境 中に存在 してい る微生物 の系統学

的 な情報 を得 るこ とが可能 にな ったこ とで、 自然界 には従来までに考え られ た以上 に多様 な

微 生物 が存 在 してい ることが示 され た。 このため、従 来までの培養 に完全 に依存 した解析 手

法 だけでは、 自然生態 系 にお ける実際 の微生物 の働 きを完全 に理解す ることはできない、 と

い う考 え方 が主流 となった。 以降、様 々な分子生態学的解析手法(e.g.,cloning of SSU rRNA

gene、 PCR-DGGE)[e.g.,24,112,119]が 多 くの環境に適用 され 、対象 とす る環境 中に(系 統学

的 に)ど の よ うな微生物 が どの くらい存在 してい るのかがわか るよ うになった。 また得 られ

た系統学的情報(主 にSSU rRNA遺 伝 子配列情 報)か ら、その近縁 の既知微生物 を特定 しそ

の性質 と照 ら し合わせ ることで、検出 された微生物 の機能 を推 察す ることも可能で ある。 ま

た近年 になって、そ の系統学的情報 とメタゲ ノム解析(微 生物群集か ら得 られたDNAを 用 い

て のdirect amplification、cloning、sequencingに よる解析)[e.g.,107,121,124]や 生物化 学的解

析(e.g.,MAR-FISH (microautoradiography-fluorescence in situ hybridization)、RING-FISH

(recognition of individual genes fluorescence in situ hybridization))[e.g.,8 54,137]な どを組 み合 わ

せ るこ とで、環境 中で の対象微 生物 の実際の機 能や役 割 を推察す るこ とが可能 とな った。 し

か し、その検 出 され た微生物 と近縁 な微生物が未だ分離 されて いない場合 には特に、そ の微

生物 を純粋分離 しな けれ ばそ の環境 中 にお ける実際の機 能 を知 るこ とは非常 に困難 で ある。

そ こで近年で は、分子生態学的解析 手法 によ り優 占種 として検 出 された、 あるいは重要な機

能 を担 う微生物 と して予想 され た微 生物 をターゲ ッ トとして純粋分離 をお こない、実際 にそ

の機 能 を検証 した、 とい う報告 が多 くな されてい る。例 として は、高温性 メタン発 酵槽で メ

タ ン生 成 古 細 菌 と共 生 関 係 に あ る 水 素 発 生 型 嫌 気 的 有 機 酸 酸 化 細 菌Pelotomaculum

thermopropionicum[52]、 海 洋か ら高頻度 に検 出 されて いなが らそれ まで分離 されて いなか っ

たSAR11 cladeの 細菌[96]、Marine groupe Iに 属す る海 洋性ア ンモニア酸化 古細菌[63]な どの

純粋分離の報告 があ げ られ る。 しか しこの よ うなそれ までに純粋分離 されていなか った新規

の微生物の純粋 分離 には様 々な困難 が伴い、分離 に使用す る培地や培養条件な どに様 々な工

夫 を凝 らす こ とが必 要で ある[e.g.,59,60,71]。

自然環境、 あ るい は様 々な人 工的環境 において は、 ある種 の微生物 が単独で存在 してい る

こ とはほ とん ど無 く、複数種 の微 生物 が互い に影響 を及 ぼ しあいながち共存 してい る。そ の

よ うな環境 において微生物 は、他 種生物 との共存 とい う状況 下にお いて、は じめて効果的 に

その機 能 を発揮 してい る もの と考え られ る[4]。 そのた め実際の環境 中にお ける微 生物 の働 き

を理解す るため には、そ の対象 とす る微 生物 の機能 を明 らか にす ることに加 えて、異種(微)
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生物 との関係性 、相互作用 を明 らかにす ることが重要 である と考 えられ る。 この よ うな異種

微生物間 の関係性 、相 互作用に関 しては、代謝 産物 を介 した相利(片 利)共 生 関係[e.g.,50,89,

106]、 炭 素源 、窒素源 な どを奪い合 う競争関係[e.g.,18,39]、 バ クテ リオ シ ンな どの抗生物 質

を介 した 阻害作用[e.g.,30,62,95]な ど、多 くの例が知 られてい る。 しか し、そのよ うな2種 の

微 生物間 の関係性 が実際 に環境 中で機 能 してい るのか、 また環境 中の微生物群集構 造に対 し

て どれ ほ ど寄与 して い るのか、まで明 らかに した例 はほ とん どない。

また この よ うな微生 物間の相互作用 は、群集 の構 造、及びそ の安定性 を決 定す る要因 とな

ってい る と考 え られ る。 自然環境 、な らび に様 々な人 工的環境 において、 その環境 にお ける

機 能の効率 的な発揮 、な らびに攪乱な どに対す る安 定性 、柔軟性 の保 持 のためには、生物群

集 にお け る多様 性、 な らび にそれ ら多様 な生物種 の安 定的な共存 が必要で あ ると考 え られ て

い る[e.g.,34,35,76,80,120]。 特 に有機性廃 棄物や廃水 の微生物 に よる処理過程 な どの人工的

環 境にお いては、長期 間 の運転や様 々な撹乱 な どに対 す る微 生物群集 の機 能、構造 の安 定性

を維持 す るこ とは非常 に重要な問題 と考 え られ ている[14,34,35,47,109,125]。 しか し複 数種

の微生物が安定に共存するメカニズムは未だ明確にされていない。

以上のような、微生物群集における機能や安定性を解析するにあたって、その理解を阻む

大きな障壁となっているのは、複雑な微生物群集における全ての構成微生物種の特定が困難

である、という点と、再現的な実験系を構築するのが困難である、という点にあると考えら

れる。この様な条件下では微生物の群集中での機能や相互作用を明らかにすることは非常に

困難である。そこで本研究では、ひとつの微生物群集から分離した微生物の混合培養により、

その微生物群集の機能と安定性を再現した人工生態系を構築することを第一の目的とした。

さらにこの人工生態系における各微生物種の機能や相互作用を解析することで、複数種の微

生物による効率的な機能の発揮、および複数種の微生物の安定な共存に関する一般的なメカ

ニズムを解明することを最終的な目的とした。

2.安 定 な 高 効 率 セ ル ロ ー ス 分解 微 生 物群 集(original microflora)[45,140]

本研究では、高い機能と安定性を併せ持つ人工生態系の構築に使用するための微生物源と

して、Harutaら[45]に よって構築 された高効率セルロース分解能を有する安定な微生物群集

(original microflora)を 使 用 した 。

original microfloraの 構 築過程 をFig.0-1に 示す。original microfloraは 稲 わ らの堆肥化過程 を

微生物源 と して 、濾紙 を炭素源 と した培地(PCS-FP培 地、材料 と方法1(a)参 照)を 使用 し、

継代培養 を繰 り返す こ とに より構 築 され た。堆肥 土壌 サ ンプル を培地 に接種 し、50℃ 、好気

条件下で 静置培養 をお こな うと、数 日の うちに濾 紙の分解 がみ られた。 しか しここで得 られ

た微生物 群集 は、継 代培養 を繰 り返 す うちに濾 紙分解能 を失 って しま う不安定な群集で あっ

た。 この よ うに して得 られ た複数 の不安定な群集 を混ぜ合 わせ て 同様 に継 代培養 をお こなっ

た ところ、継 代 培養 を繰 り返 しお こな って も濾 紙 分解 活性 が失 われ ない安 定な微 生物群集

(original microflora)が 得 られ た 。
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original microfloraは 稲 わ ら を炭 素源 と した培 地(PCS-straw培 地 、材 料 と方 法1(a)参 照)、50℃ 、

好 気 静 置 条 件 で の培 養 で 、4日 間 で約50%、8日 間 で約80%の 稲 わ らを分 解 す るほ どの 高 い

セ ル ロー ス 分 解 能 力 を有 して い た(Fig.0-2)。 この分 解 能 力 は 、高 い セル ロー ス 分解 能 を有 す

る既 知細 菌(Clostridium thermocellum)の 純 粋 培 養 よ りも有 意 に 高 い分 解 効 率 で あ った[140]。

original microfloraの 稲 わ ら分解過程 の解析 に よ り以 下の様 な知見が得 られ ている。original

microfloraの 稲 わ ら分解過程 にお ける、pH、oxidative reductive potential (ORP、 酸化 還元電位)

の測 定結果 をFig.0-3に 示す。pHは 培養初期 に一時的 に低下 し(セ ル ロース分解 に伴 う有機

酸生成 に よるもの と推察 され る)、 その後 中性付近 にまで上昇 した。original microf1oraの 構 築

の途 中段階 において、この よ うなpHの 回復がみ られ ない群集 が不安 定であった こ とか ら、こ

のpHの 回復 はoriginal microfloraの 重 要な特徴 であ ると考 えられ る。ORP値 は培養 開始数 時

間後 には-400mV以 下 にまで低 下 し、その後 もほぼ変 わ らぬ値 を示 し、培養液 中は嫌気的 で

あ ることが示 された。

original microfloraの 稲 わ ら分解過程 におけ る、セル ロース分解 代謝産物(水 溶性糖 、グル

コー ス、エ タ ノール 、乳 酸 、酢酸)の 定量結果(材 料 と方法17)をFig.0-4に 示す。稲 わ ら

分解 に伴 って放 出 され る生成物 は培養 初期に は一時的 に蓄積す るがその後消費 され た。稲 わ

らの分解 に伴 う生成 物が消費 され るこ とが、高効率分解 の一因で ある と考 え られた。

original microfloraか らカ ビな どの 真 菌 類 、 お よび 古 細 菌 は検 出 され ず 、original microflora

は真 性 細 菌 の み か らな る群 集 で あ る こ とが示 され た 。original microfloraか らDNAを 抽 出 し、

細 菌 の16S rRNA遺 伝 子 配 列 を タ ー ゲ ッ トに した プ ライ マ ー を用 い てPCR増 幅 をお こな い 、

そ の産 物 をdenaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)法(材 料 と方 法5参 照)に よ り解 析

した結 果 をFig.0-5に 示 す 。 好 気性 細 菌(Pseudoxanthomonas属 、Brevibacillus属 、Bordetella

属)に 近 縁 な配 列 に加 え て 、嫌 気性 細 菌 で あ るClostridium属 の 細 菌 に 近 縁 な配 列 も優 占種 と

して検出 され 、original microfloraに は 好 気性 細 菌 と嫌 気 性 細 菌 が 共 存 して い る こ とが示 され

た 。

またoriginal microfloraは 長期間の継 代培養 や撹乱に対 して高い安定性 、柔軟性 を有 してい

た。original microfloraは 数 十回 にわた る継代培養や凍結保 存の後で も変わ らぬセル ロース分

解 能 を保持 してお り、またPCR-DGGE解 析で検出 され る微 生物種 にも変化 はみ られ なかった。

また異な る初期pHで 培養 をお こないそのpH推 移 を調べ た ところ、培養 初期 に一度中性付 近

にな り、その後pH6付 近 に まで一時的 に低下 し、その後徐 々 に上昇 してい くといった、典型

的な推移 を示 した(Fig.0-6)。
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Fig.0-2. original microfloraに よる稲わ ら分解。培養はPCS-straw培 地、50℃ 、

好気静置条件 でお こなった。図 中左の フラスコは菌未接種の コン トロール。

Fig.0-3. original microfloraに よる稲わ ら分解過程のpH、 酸化選 元電位(ORP)

測 定結 果(参 考文献[45]よ り)。 培養はPCS-straw培 地、50℃ 、好気静置 条件

でお こなった。
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Fig.0-4. original microfloraに よ る稲 わ ら分解 過 程 に お け る生 成 物(水 溶 性糖 、

グル コー ス 、 エ タ ノー ル 、 乳 酸 、 酢 酸)の 定 量 結 果(参 考 文献[45]よ り)。 培

養 はPCS-straw培 地 、50℃ 、 好 気 静 置 条 件 でお こな った。

Fig.0-5. original microfloraの 稲 わ ら分解 過 程 の

PCR-DGGE解 析 結 果(参 考 文 献[45]よ り)。 培 養

はPCS-straw培 地 、50℃ 、 好気 静 置条 件 でお こな

っ た 。各 バ ン ドの塩 基 配 列 か ら と高 い相 同性 を示

した既 知微 生 物 は以 下の 通 り(括 弧内 は 相 同性)。

Band A: Pseudoxanthomonas taiwanensis(100%)

Band B, C, D: Brevibacillus sp. Riau (94.1-99.4%)

Band E: Bordetella avium(94.9%)

Band F: Clostridium thermosuccinogenes(100%)

Band G: not assigned

た だ しBand Gは 後 の 解 析 に よ り、Clostridium

straminisolvens CSK1株 の バ ン ドと判 明。

Fig. 0-6. original mrcrofloraを 異 な る 初 期pH

(5-9)で 培 養 した ときの 培養 液 頭 の推 移(参

考 文 献[45]よ り)。培 養 はPCS-straw培 地 、50℃ 、

好 気 静 置 条 件 でお こな った 。
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3. 微 生物 群集 によ るセル ロー ス分解

セル ロー スは植物 バイオマ スの乾燥重量 の約50%を 占めてお り、地球上 で最 も多 く存在 す

る有機 物質 である。 また農林 業 な どにお ける産業廃 棄物、家庭 か ら排 出 され るゴ ミに関 して

も、その重量 の約50%は セル ロースで ある と言 われ てい る[20]。 この よ うに自然界 に豊富に

存在 す るセル ロー ス は、廃棄 物 と言 う側面 を持つ 一方で、昨今 のエネル ギー、資源 枯渇問題

や環境 汚染 問題 の解 決手段 と して の利用可能な資源 で ある、 とも捉 えるこ とがで きる。セル

ロースは、D-グ ル コースが β-1→4グ ル コシ ド結合で連 なった、構造的には単純 な高分子で あ

る。 しか しなが ら自然環境 にお けるセル ロースの 大部分 は、酵素 による加 水分解 が非常 に困

難 な不溶性 の結晶性微繊維 と して存在 してい る[12]。 さ らに他 の植物構成 成分、す なわちヘ

ミセル ロー スや リグニ ンと共 存、結合 した状態(リ グノセル ロー ス)に あることで、 さ らに

分解 が困難 な状態で存在 して い る[12]。 そ のた め リグ ノセ ル ロースは環境 中に残存 しやす く、

その分解 、有効利 用 は非常 に重要な問題 として捉 え られ てい る[20,43]。

リグノセ ル ロー ス を分解 す る微 生物 、お よび そ の酵 素群(cellulase、xylanase、peroxidase

な ど)に ついては、古 くか ら多 くの研 究がな され てお り[e. g., 13,37,48,78]、 繊維、食 品、製

紙 工業な どの分野 に広 く応用 されてい る。 しか し単独 の微 生物や酵素で 自然界由来の リグノ

セル ロース を処理す るには、 物理化学的処理や滅 菌 とい った前処理無 しには非常に困難で あ

るのが現状 で ある。 その一方 で 自然界 にお ける リグ ノセル ロー スの分解 は複数の微 生物の共

同作用 に よって行 われ ている と考 え られてい る。 また実際 にセル ロー ス分解微生物 と、余剰

なセル ロー ス分解 産物 を除去 す るよ うな非セル ロー ス分解 微生物(e. g., 水 素消費微 生物[88,

128]、 糖 消費微 生物[72,86,94,123])と の混合培養 に よ りセル ロース分解効 率が高 め られ る、

とい う報告 もな され ている。

本研 究で は、original microfloraか ら分離 した微 生物 の混合培養 によって 高効率セル ロース

分解 能 を有 す る人工 生態系を構築 し、その解析 を通 して複数種 の微 生物 に よるセル ロー スの

効 率的分解 のメカニ ズムを探 った。

4. 微生物群集 の安 定性 と微生 物間ネ ッ トワー ク

生態学の分野 にお いて、2種 の生物 間の関係性 は以下 の6パ ター ンに分類 され てい る[e. g., 

144,145]; (1)互 い に利益を与 え合 う 「相利 共生」、(2)自 分 に とって は利 益、相手 には害を与

え る 「捕食 、寄生」、(3)自 分 に とっては利 益、相 手 には影響 を与 えない 「片利共生」、(4)両

者 ともに害 を与 え合 う 「競争 、競合」、(5)自 分に とって は害 も利 益 もないが、相手 には害 を

与 える 「片害作用 」、(6)両 者 ともに影響 がない 「中立作用」。この ような関係性 は、微生物の

世界で も同様 にみ られ るもの であ り、代謝産物 を介 した相利(片 利)共 生関係[e. g., 50,89,106]、

炭素源、窒 素源 な どを奪い合 う競争 関係[e. g., 18,39]、 バ クテ リオ シンな どの抗生物質 を介 し

た片害作用(阻 害作用)[e. g., 30,62,95]な ど、多 くの例 が解析 され てい る。 しか し、その よ う

な2種 の微生物間 の関係性 が実際 に環境 中で機能 してい るのか、また環境 中の微生物群集構

造 に対 して どれほ ど影響 を及 ぼ してい るのか、 まで明 らかに した例はほ とん どない。 また実

11



序論

際 の環境 中では、上記 の よ うな2種 間 の関係性や相 互作用 は静的で不変 なものではな く、環

境条件 に依 存 した動的 、可塑 的な ものであ ると考 え られ る[e. g., 26,62]。 さらに複数 の相互作

用 が連 鎖 、交差す る ことに よって生 じる間接的 な関係(生 態学 の分野では間接効果 、間接 的

相 互作用 と呼ばれ てい る。例 えばA種 がB種 に影響 を与 える ことでB種 がC種 に与 える影響

を変化(増 幅、軽減 な ど)させ るときの、A種 とC種 の関係性)が 、生物群集 のダイナ ミクス

や 安 定性 の維持 に対 して非常 に重要で あるこ とが示 され ている[e. g., 62,91,108]。 本研究 の 目

的 の一つ で ある、複 数種の微生物 が安 定に共存す るメカニズムの解 明のためには、その メン

バー間 の関係性 、相 互作用 のネ ッ トワーク(微 生物 間ネ ッ トワー ク)を 理解 してい くことが

必要で あ ると考 え られ る。

そ こで本研 究では 、original microfloraか ら分離 した微 生物 の混合培養 によって複数種 の微

生物が安 定に共存 す る人 工生態系 を構 築 し、その微生物間ネ ッ トワー クの解析 を通 して複数

種の微 生物 が安 定に共存す るメカニズムを探 った。

5. 本研究 の 目的

本研 究で は、高効 率セル ロース分解能 を有す る安 定な微生物群集 、original microfloraを 材

料 と して、 その構成 メンバー であ る微 生物 の純粋 分離 をお こない、その分離株 を用 いた混合

培養 に よってoriginal microfloraが 有す る特性 、すなわ ち高効率セル ロース分解能 と安定性 を

再現 した人工生態 系 を構築す ることを第一の 目的 と した。 さ らにその人 工生態系 の解析 によ

り各 メ ンバ ー が群集 内で果 たす役割 、 メンバ ー間 の関係性や 相互作用(微 生物間ネ ッ トワー

ク)を 明 らか にす ることで、微 生物群集 が高い機 能(高 効 率セル ロース分解)を 発 揮す るメ

カニズム、お よび複 数種の微 生物が安定 に共存 す るメカ ニズムを解明す ることを 目的 とした。
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1.培 地

(a)PCS培 地

PCS培 地 はoriginal microfloraを 構 築 す る際 に使 用 され て い た 培 地 で あ る[45]。 本 研 究 で は

original microflora、 混 合培 養 系 、好 気 性 分 離 株 の培 養 な どに使 用 した。PCS培 地 の 基 本 組 成 を

Table 0-1に 示す。使用す る炭 素源 は培養 の 目的 に応 じて変更 した。また その際 のCaCO3添 加

の有無、初期pH等 の条件 を以下に示す。また嫌気条件下で培養する場合には、還元剤

L-cysteine・HC1・H2Oを0.5g/L、 酸 化 還 元 指 示 薬resazurinを1mg/L添 加 した 。

・PCS-straw培 地:炭 素 源 は10g/Lの 稲 わ ら(日 本 産 のOryza sativa subsp
.japonicaの 茎 部 分

をよ く乾燥 し、1日 間室温 で水酸化ナ トリウム水溶液(1%w/v)に 浸 し、 よく水 で洗い、再

度 よ く乾 燥 させ た も の)、CaCO3添 加 、pH8.0

・PCS-FP培 地:炭 素 源 は10g/Lの 濾 紙(Advantec quantitative filter paper No
.5A(Tbyo Roshi,

Japan))CaCO3添 加 、pH8.0

・PCS-ethanol培 地:炭 素 源 は0
.5g/Lの エ タ ノ ー ル 、CaCO3無 添 加 、pH7.2

・PCS-basal培 地:炭 素源 無 添加 、CaCO3無 添加 、pH7.2

Table 0-1.Composition of PCS medium

(b)tryPtic soybroth(TSB)寒 天 培 地

TSB培 地 は従属 栄養性 の好気性細菌 の培養 に一般 的に使用 され る培地 である。本研 究では

好気性細 菌 の分離 に使用 した。TSB寒 天培地(pH7.2)の 組 成 をTable 0-2に 示す。

Table 0-2.Composition of TSB-agarmedium

*These materials are originally contained in Tryptic Soy Broth(DIFCO) .
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(c)VLG寒 天培 地

VLG培 地 は酸生成嫌気性 細菌 の培養 に 一般的 に使用 され る培地であ る[51,139]。 本研究で

は好気性 分離株 の嫌 気条件 下での培養 実験に使用 した。VLG寒 天培地(pH7.0)の 組成 をTable

0-3に 示 す。

Table 0-3. Composition of VLG-agar medium

(d)DSM502培 地

DSM502培 地 はClostridium Thermosuccinogenesの 分 離 に使 用 され た培 地 で あ る[27,147]。 本

研 究 で はClostridium straminisolvens CSK1株 の分 離 、 お よびClostridium sp. FG4株 の 糖利 用 性

試 験 に使 用 した 。DSM502培 地(pH7.0)の 組 成 をTable 0-4に 示 す 。

Table 0-4. Composition of DSM502 medium

* Sterilize separately stock solutions of Na2HPO4 ,

NaHCO3, yeast extract, casamino acids, Na2S,

vitamin solution and trace elements.

a

 Composition of vitamin solution[49]
b Composition of trace elements[93]

* First dissolve FeCl2 in the

HCl,then dilute in water,add

and dissolve the other salts.
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(e)PY培 地

PY培 地 は酸 生 成 嫌 気 性 細 菌 の培 養 に 一般 的 に使 用 され る培 地 で あ る[51,139]。 本 研 究 で は

Clostridium sp. FG4株 の 分離 、培 養 に使 用 した。PY培 地(pH7.0)の 組 成 をTable 0-5に 示 す 。

炭 素源 と して は 、glucose、fructose、inulin(植 物 の根 に多 く含 まれ る多 糖 、主 と してfructose

の β-2→1結 合 か ら構 成 され る)を 使 用 した(そ れ ぞれPY-glucose、PY-fructose、PY-inulin培

地 と表 記)。

Table 0-5. Composition of PY medium

* Composition of salt solution

(f)IAM B46培 地

IAM B46培 地 は好 熱 性 セ ル ロー ス 分解 細 菌Clostridium thermocopriaeの 培 養 用 の 培 地 で あ る

[56,138]。 本 研 究 で はC.straminisolvens CSK1株 の培 養 試 験 、 お よび Clostridium sp.FG4株 の

分 離 に 使 用 した 。IAM B46培 地(pH7.0)の 組 成 をTable 0-6に 示 す 。炭 素 源 と して は 、glucose、

fructose、 ま た はinulinを 使 用 した 。

Table 0-6.Composition of IAM B46 medium

* 3-(N-molpholino)propanesulfbnic acid
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(g)DSM122培 地

DSM122培 地 はC.straminisolvens CSK1株 の 近 縁 種 で あ るClostridium thermocellumの 至 適 培

地 で あ る[102,146]。 本 研 究 で はC.straminisolvens CSK1株 、 お よ びClostridium sp.FG4株 の 培

養 に 使 用 した 。DSM122培 地(pH7.0)の 組 成 をTable 0-7に 示 す 。C.straminisolvens CSK1株

の 培 養 に は 炭 素 源 と して セ ル ロ ー ス パ ウ ダ ー(Avicel(R)(Merck)、5g/L)、 濾 紙(10g/L)、 も し

く はcellobiose (5g/L)を 使 用 した (そ れ ぞ れDSM122-cellulose、DSM122-FP、DSM122-cellobiose

培 地 と表 記)。Clostridium sp.FG4株 の 培 養 に は 炭 素 源 と してfructose、 ま た はcellobioseを 使

用 した 。

Ｔable 0-7.Composition of DSM122 medium

(h)gellan gumを 使 用 した 固体培 地作成

gellan gumはSphingomonas属 細菌 が産生す る菌体外 多糖であ り[44,101]、 高温 、酸性、 ア

ル カ リ性条 件で も使 用可能 で、その透 明度 も高 い ことか ら特に極 限環境微生物の培養 の際 に

寒 天(agar)に 代 わ るゲル化剤 として使 用 され る。また土壌 や湖 沼な どの一般環境において も、

gellan gumを ゲル化 剤 と して使 用す ることでagarを 使用 した場 合 よ りも培養可能な微生物種

が増加す る、 との報告 もな されてい る[22,60,115]。 本研 究ではClostridium sp.FG4株 の分離

に際 し、agarの 代 わ りにgellan gum (gelrite(R)(Wako chemicals,Japan))を 使用 した固体培 地 を

使 用 した。gellan gumを 使 用 した固体培地 は、1%(w/v)のgellan gum、 終濃度10mg/Lの

CuSO4・5H2Oを 培養液 に添加 し、オー トクレー プ滅菌後 に常温下 で固化 させ るこ とで作成 した。
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2.培 養条 件

本研究では特に明記 しない限り培養は全て50℃ でおこなった。

(a)好 気静置培養

original microflora、 混 合 培 養 系 、好 気 性 分 離 株 は 、特 に明 記 しない 限 り好 気 静 置条 件 で 培 養

した 。 培 養 器 に は 、植 物 培 養 用試 験 管(φ40×170mm, for 70ml scale)、50ml容 ポ リプ ロ ピ

レン チ ュー ブ(for 30 ml scale)、 ス ク リュー キ ャ ップ つ き試 験 管(φ16×100mm , for 4-5ml

scale)の い ず れ か を使 用 した 。 培 養 の際 に はふ た を緩 め るな ど して 、 気 相 が大 気 と通 ず る よ

うに した 。

(b) 好気 振 と う培養

ゲ ノムDNA抽 出な どに供 す るた めの好気性分離株 の培養 は好気振 と う条件 でお こなった。

培養器 には試験管(for 5ml scale)、も しくは坂 ロフラス コ(for 50-300ml scale)を 使用 した。

ふた に はシ リコ栓 を使 用 し、100-150rpmで 振 と うして培 養 した。

(c) 嫌 気操 作

C.straminisolvens CSK1株 、 お よびClostridium sp.FG4株 の 取 り扱 い は 、 基 本的 に は全 て 嫌

気 チ ャ ンバ ーAnaero Box Hard (Hirasawa works, Japan)を 使 用 して 、嫌 気 条 件 下 でお こな っ た。

嫌 気 チ ャ ンバ ー は嫌 気 混 合 ガ ス(90%N2, 10%H2)で 満 た され 、内部 に 水 素 と酸 素 を反 応 さ

せ る 触 媒 を 置 く こ と で 無 酸 素 状 態 を保 た せ た 。 嫌 気 培 養 に 使 用 す る 培 地 に は 還 元 剤

(Glutathione、 L-cysteine・HC1・H2O、 Na2Sの い ず れ か)を 添 加 し、オ ー トク レー プ滅 菌 後 に嫌

気 チ ャ ンバ ー 内 で数 時 間 静 置 して還 元化 した。 また 培 地 に は酸 化 還 元 指 示 薬resazurinを 添 加

し、 赤 色 を呈 してい な い 培 地(す な わ ち還 元 状 態 に あ る培 地)の み を培 養 に使 用 した 。

(d) 窒素ガス置換による嫌気培養

C.straminisolvens CSK1株 、 お よびClostridium sp.FG4株 の 純 粋 培養 は、 ガ ス置換 に よ る嫌

気 培 養 で お こな っ た 。培 養 器 に は10ml容 バ イ アル(for 4-5ml scale)、 も し くは50m1容 バ イ

アル(for 20ml scale)を 使 用 した。 嫌 気 チ ャ ンバ ー 内 で 還 元 化 した培 地 に菌 を接 種 後 、 バ イ

アル を ブ チ ル ゴ ム 栓 、 お よび ア ル ミキ ャ ップ で 密 封 し、 無 酸 素 ガ ス 注 入 加 圧 装 置(Sanshin

Industrial, Japan)に よ り気 相 を100%窒 素 ガ ス に置 換 し、培 養 をお こな っ た 。

(e) Anaeropackを 使 用 した 嫌 気 培 養

混 合培養 系の嫌気条件 下で の培養 、C. strominisolvens CSK1株 のセル ロース分解過程 の解 析、

好 気 性 分 離 株 の 嫌 気 条 件 下 で の培 養 は 、酸 素 吸収 ・二 酸 化 炭 素発 生 触 媒Anaeropack(R)

(Mitsubishi Gas Chemical, Japan)を 使 用 して嫌 気条 件下でお こなった。 培養器 には本項(a)の

好気静置 培養 と同様 の植 物培養用試験 管、スク リューキ ャップつ き試 験管 のいずれ かを使 用

した。ふ た を緩 めた状 態 の培養器 をAnaeropackと ともにジャー、も しくはパ ウチバ ッグに入

れ密 閉状態 に して培 養 をお こなった。
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3.混 合培養系の構築

(a) 前培養

好 気性 分 離株 はPCS-basal培 地で18-24時 間 好 気 静 置 培 養 した もの を使 用 した。Clostridium

sp. FG4株 はPY-fructose培 地 で、 窒 素 ガ ス置 換 に よ る嫌 気 条 件 下 、4-5旧 間 培養 した もの を使

用 した 。C.straminisolvens CSK1株 はDSM122-cellulose培 地 で 、窒 素 ガ ス 置 換 に よ る嫌 気条 件

下 、4-5日 間 培 養 した もの を使 用 した。

(b) 混合培養

混合培 養 系の培養 にはPCS-FP培 地を使用 した。各分離株 の前培養液 をそれぞれ1% (v/v)

ずつ接 種 し、好 気静置条件 下で培養 した。 ここで構 築 した混合培養系をlst generationと 定義

す る。6日 間培養 した培養 液 を新 しい培地 に1% (v/v)接種す るこ とで継代 培養 した。この よ う

に して継 代培養 を1度 お こな った群集 を2nd generationと す る。以後同様 に継代培養 を繰 り返

し、安 定性 の評 価 をお こな った。

4. DNA抽 出

純粋 培養 した分離株、お よび混合培養系 か らのゲ ノムDNAの 抽 出は、Zhuら[136]のbenzyl

chloride法 を一部 改変 した方 法によ りお こなった。その後RNase、 お よびpolyethylene glycol

(PEG)処 理[104]を お こない、最終的なDNAサ ンプル を得た。DNA濃 度 は260nmの 吸 光度

を測定す る こ とで算 出 した。

(a) DNA extraction

以 下benzyl chloride法 に よ るDNA抽 出 方 法 を示 す 。 必 要 に応 じて 、50ml容 遠 心 チ ュー ブ

を使用 した10倍 の反応ス ケールで もお こな った。

(i) 菌 体 をDNA extracdon buffer (100mM Tris-HClpH9.0、 40mM EDTA)500μlに 懸 濁

(ii) 20%SDS 50μl、benzyl chloride300μlを 添加 、振 騰 しな が ら50℃ 、30分 間 イ ン キ ュベ ー ト

(iii) 3M酢 酸 ナ ト リ ウム(pH5.0) 300μlを 添 加 、 氷 上 に15分 間 静 置

(iv) 遠 心(4℃ 、15,000rpm、10分 、以 下 同様)し 、上 清 をTris saturated phenol 600μlに 添 加 、

緩 や か に 混 合 撹 拌

(v) 遠 心 し、 上 層 をCIAA (chloroform-isoamylalchol (24:1))600μlに 添 加 、緩 や か に混 合 撹拌

(vi) 遠 心 し、 上 層 を600μl isopropanolに 添加 、緩 や か に混 合 撹 拌 し、4℃ 、10分 間 静 置

(vii) 遠 心 し、 上 清 を 捨 て 、 冷70% ethanol 800μlを 添 加

(viii) 遠 心 し、 上 清 を捨 て 、 ペ レ ッ トを減 圧 下 で 乾燥

(iv) TE buffer (10mM Tris-HCI、1mM EDTA)100μlを 添 加 、DNAを 膨 潤 させ る

(b) RNase treatment

(i) 核 酸 溶 液100μlにRNase A(2mg/μl)5μlを 添 加

(ii) 37℃ 、30分 間 イ ンキ ュベ ー ト
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(iii) 2×PEG (20%PEG6000、 0.6M NaC1)105μlを 添 加

(iv) 遠 心 し、 上 清 を捨 て 、冷70%ethanol 500μlを 添加

(v) 遠 心 し、 上 清 を捨 て 、 ペ レ ッ トを減 圧 下 で 乾 燥

(vi) TE buffer 100μlを 添 加 、4℃ 、1晩 静 置 してDNAを 膨 潤 させ る

5. PCR-DGGE解 析

denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)法 は核酸 二本鎖 変性剤(urea、fomamide)の

濃度 勾配 をつ けたポ リア ク リルア ミ ドゲル を使用 した電気 泳動 法で あ り、同 じ長 さのDNA断

片 をその配列 の違いで分離す るこ とがで きる。原理 は変性剤 によ り部分解離 したDNA断 片 の

泳動 度が遅 くな るこ とに基 づいて い る。配列 の違 い(す な わち由来す る微生物 の違 い)に よ

り部 分解 離す る変性剤 濃度 が異な るので、DGGEの ゲル上 の異 な る位置 にバ ン ドとして検 出

され る。本研究 ではMuyzerら の方法[82]を 一部改変 した方法[46,141]に よ りPCR-DGGE解 析

をお こな った。

(a) PCRに よる16SrRNA遺 伝子可変領域IIIの 増 幅

微 生 物 群 集 か らbenzyl chlohde法(材 料 と方 法4)に よ り抽 出 したDNAサ ン プル をテ ン プ

-レー トと して 、polymerase chain reaction (PCR)に よ り細 菌16S rRNA遺 伝 子 の 可変 領 域III

(positions 341-534 according to Escherichia coli 16S rRNAgene numbering)を 増 幅 した 。PCRは

AmpliTaqGoldTM(Perkin Elmer, Japan)を 使 用 して 、そ の プ ロ トコー ル に従 い お こな った 。thermal

cyclerはPeltier Thermal Cycler PTC-200 DNA EngineTM (MJ Reserch, Japan)を 使 用 した。PCR

反 応 液 の組 成 をTable 0-8に 示す 。 プ ライ マ ー は357F-GCと517R(Table 0-9)を 使 用 した。

PCR反 応 は 以 下 に 示 す 温 度 条 件 で お こ な った。

95℃ 10min

(93℃30sec、65℃30sec、72℃ 1min)×10cycle

(93℃30sec、60℃30sec、72℃ 1min)×10cycle

(93℃30sec、55℃30sec、72℃ 1min)×10cycle

94℃1min、55℃1min、72℃ 5min

PCR産 物 は2%agarose gelを 使 用 した 電気 泳 動 法 に よ り確 認 し、QIAEX II (R) Gel Extraction

Kit (Qiagen)に よ り濃 縮 、 脱 塩 した 。Fluorescent DNA Quanhtation Kit (BIO-RAD)に よ り濃

縮 後 のPCR産 物 濃 度 を測 定 し、約100ngのPCR産 物 をDGGE解 析 に供 した 。

(b)電 気泳動 、染色

本 研 究 で 使 用 した ゲル は 、 変 性 剤 濃 度 勾 配 に加 えてpolyaclylamideの 濃 度 勾 配 をか けた

double gradient gel[21,46,141]を 、Gradient Delivery System Mode1475 (BIO-RAD)を 使 用 して

作 成 した 。 ゲル サ イ ズ は16cm×16cm、 厚 さ1mmで 、 濃 度 勾 配 はそ れ ぞ れ6-12% (w/v)

acrylamide-N, N-methylenebisacrylamide (37.5:1)と35-50%変 性 剤(100%は7M urea、40%
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fbmlamide)と し た 。 重 合 に はammonium persulfate (APS、 終 濃 度0.03%)と

N,N,N',N',-tetramethylethylene diamine (TEMED、 終 濃 度0.06%)を 使 用 した 。 ウ ェ ル に は 変 性

剤 を 含 ま な い6% (w/v)acrylamide-N, N-methylenebisacrylamide (37.5:1)を 使 用 し た 。

電 気 泳 動 はDCodeTM Universal Mutation Detecdon system (BIO-RAD)を 使 用 し、200V定 電

圧 、61℃ で5時 間 お こ な っ た 。泳 動 バ ッ フ ァー に は0.5×TAE buffbr (20mM Tris-acetate (pH7.4)、

10mM acetate、 0.5mM EDTA)を 使 用 した 。 電 気 泳 動 終 了 後 、0.5×TAE bufferで10,000倍 希

釈 したSYBRR Green I(Molecular Probes)で30分 間 染 色 し、Gel PrintTM2000i (Genetics Solutions,

USA)を 附 属 した トラ ン ス イ ル ミネ ー タ ー で 観 察 、 撮 影 を お こ な った 。

必要に応 じて ゲル か らバ ン ドを切 り出 し、QIAEXII (R) Gel Extracdon Kit(Qiagen)を 使用 し

てゲルか らDNAを 抽 出 し、PCR(材 料 と方法5(a))で 再増幅 し、その塩基配列決 定(材 料 と

方 法6)を お こなった。

Table 0-8. Composition of reaction mixture of PCR for DGGE analysis

*Sequences of these primers are shown in Table 0-9

Table 0-9. Bacterial universal primers used in this study

a positions 27 -1512 according to Escherichia coli 16S rRNA gene numbering

b 5' -CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3'
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6.16S rRNA遺 伝 子 を指標 とした分子系統分類学的解析

(a) PCRに よる16S rRNA遺 伝子 の増 幅

各 分 離株 か らbenzyl chloride法(材 料 と方 法4)に よ り抽 出 したDNAサ ン プル をテ ンプ レ

ー トと して
、PCRに よ り16SrRNA遺 伝 子 の ほ ぼ 全 長(positions27-1512according to E.coli16S

rRNA gene numbering)を 増 幅 した。 プ ライ マ ー は27F、 1512R (Table 0-9) [25]を 使 用 した。

PCRは 以 下 に示 す 温 度 条 件 で お こな っ た。 そ れ 以 外 は材 料 と方 法5(a)と 同様 の条 件 で お こな

った。

95℃ 10min

(93℃ 30sec、 55℃ 30sec、 72℃ 2min)×30 cycle

93℃ 1min、 55℃ 1min、 72℃ 5min

PCR産 物 は0.8% agarose gelを 使 用 した 電 気 泳 動 法 に よ り確 認 し、QIAquick (R) PCR

Purification Kit (Qiagen)に よ り濃 縮 、脱 塩 、脱 プ ライ マ ー をお こな っ た 。

(b)塩 基配列決定

(a)で 得 られ たPCR産 物 を テ ン プ レ ー トと して 、Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit

(Perkin Elmer)を 使 用 し、sequence反 応 を お こ な っ た 。16S rRNA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 決 定 に は 、

プ ラ イ マ ー27F、515F、 968F、 517R、 907R、 1512R (Table 0-9)[25]を 使 用 した 。 そ の 産 物 は

ABI PrismTM 377 DNA sequeancer (Perkin Elmer)で 解 析 した 。

(c)系 統学的解析

(b)で 得 られ た 各 分 離 株 の16SrRNA遺 伝 子 塩 基 配 列 情 報 は 、DDBJ nucleotide sequence

databaseに 登 録 され て い る配 列 か らBLAsT[5]に よ り相 同性 を 有 す る配 列 を検 索 した 。C.

straminisolvens CSKl株 に 関 して は、 そ の系 統学 的 な位 置 を明 らか にす るた め、Clbsfridium属

の近 縁 種 の 配 列 と、CLUSTAL X (version 1.81) [118]を 使 用 してマ ル チ プル ア ライ メ ン トをお こ な

い 、MEGA (version2.1)[65]を 使 用 してneighbour-joining法[103]に よ る系 統 樹 の 作 成 をお こ な

っ た。作 成 した 系 統 樹 の信 頼性 を確 認 す るた め のbootstrap resamplingはFelsensteinの 方 法[33]

に も とづ き1,000回 繰 り返 した 。

7. DNA-DNA相 同性 試 験

DNA-DNA相 同性試験 は、未 知菌株 が帰属す る種 を決定す る うえで欠 かせ ない試 験で あ り、

特 に新種 を提案す る際 に は、既存 の種 とのDNA-DNA相 同性試 験が必須 である。DNA-DNA

相同性について は国際細菌分類命名委 員会 によ り、「種 は70%あ るいはそれ 以上 のDNA相 同

値 がある菌株 を含 む」 と定義 されてい る[126]。 本研究で は、Ezakiら の方法[32]に も とづ き、

β-galactosidaseを使 用 したマイ クロプ レー ト法 によ りDNA-DNA相 同性試 験 をお こな った。
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(a)ゲ ノムDNAの 調製

本 実験 に使 用 したC.stmminisolvens CSK1株 、Clostridium thermocllum IAM 13660T株 、E.coli

K12株 か らのDNA抽 出 は 、benzyl chloride法(材 料 と方 法4)に よ りお こ な った 。

(b)マ イ クロプ レー トへのターゲ ッ トDNAの 固定

(i)各 菌 株 のDNAをTE buffer(10mM Tris-HC1,1mM EDTA,pH8.0)で100μg/μlに 調 整

(ii)沸騰水中で5分 間加温 し、ただちに氷水中で急冷(DNAの 熱変性)

(iii)PBSM (PBS [137mM NaCl, 8.1mM Na2HPO4, 2.68mM KC1, 1.47mM KH2PO4, pH 7.4] with

100mM MgCl2)で10μg/μlに 希 釈

(iv)96穴 マイ クロプ レー トの ウェル に100μlず つ分注(各 菌株5連 ずつ)

(v)28℃ 、3時 間 放 置

(vi)液 を捨 て、45℃ で3時 間放置、乾燥 させ る

(c)フ ォ トビオチ ンに よるプ ローブDNAの 標 識

(i)プ ロー ブ と して使 用 す るC.straminisolvens CSK1株DNAを 滅 菌蒸 留 水 で500μg/μlに 調 整

(ii)DNA溶 液10μlに 、 フ ォ トビオ チ ン溶 液(1mg/ml photo biotin acetate)を10μl添 加 、混 合

(iii)氷上 、水銀 ランプ照射 下、20分 静置

(iv)100mM Tris-HC1,1mM EDTA (pH9.0)を80μl添 加 、 混 合

(v)1-ブ タ ノー ル100μlを 添加 、 よ く混 合

(vi)遠 心(15,000 rpm、10秒 、 室 温)し 、上 層(1-ブ タ ノー ル 層)を 除 く

(vii)1-ブ タ ノー ル 抽 出 を も う一度 お こな う

(d)ハ イ ブ リダイゼー シ ョン

(i)プ レ ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン液(300mM NaC1,30mM trisodium citrate, 1g/L bovine serum

albumin (BSA),1g/L polyvinyl-pyrrolidone,1g/L ficoll 400,50%(v/v)formamide,100μg/ml

denatured salmon DNA)200μlを(b)でDNAを 結 合 した ウェル に分 注

(ii)37℃ 、30分 間 放 置

(iii)プ レハ イブ リダイゼー シ ョン液 を捨て 、ハイ ブ リダイゼー シ ョン液(プ レハ イブ リダイ

ゼ ー シ ョン液 に25g/L dextraan sulfateと2μg/mlの(c)で 調 製 した標 識DNAプ ロー ブ を含 む)を

100μlず つ 分 注

(iv)シ ー ル で 密 封 し、45℃ 、3時 間 放 置

(v)液 を 捨 て 、1×SSC(150mM NaC1,15mM trisodium citrate)で3回 洗 浄

(e)ス トレプ トア ビジ ンの結合

(i)Streptoavidin-酵 素 溶 液(1U/ml streptoavidin β-D-galactosidase,0.5%BSA in PBS)を100μlず

つ分注

(ii)37℃ 、10分 間 放 置

(iii)液 を捨 て 、1×SSCで3回 洗 浄
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(f)測 定

(i)蛍 光 基 質 溶 液(4-metylumbellifblyl-β-D-galactopyranoside 1mgを20μl DMSOに 溶 解 、 こ れ

を10ml PBSに 添 加)を100μlず つ 分 注

(ii)37℃ で プ レー トを保 温 し、15分 毎 に蛍 光 強 度 をマ イ ク ロプ レー トリー ダー(excitation,360

nm; emission 450nm)で 測 定

(g)相 同性の計算

C. straminisolvens CSK1株 とC. thermocellum IAM 13660T株 と の 相 同 性 は 以 下 の よ う に 計 算

し、算 出 した 。

DNA相 同性(%)=100×(X-N)/(P-N)

X:タ ー ゲ ッ トがC. thermocellum IAM 13660T株(調 べ た い菌株)のDNAで の測 定値

P:タ ー ゲ ッ トがC. straminisolvens CSK1株(プ ロー ブ に使 用 した 菌株)のDNAで の測 定 値

N:タ ー ゲ ッ トがE. coli K12株(ネ ガ テ ィブ コ ン トロー ル)DNAで の測 定値

8.GC含 量測定

DNAは 二重 らせ ん構造 でアデニン(A)と チ ミン(T)、 グアニ ン(G)と シ トシ ン(C)が

対合 してい るので、全塩基 中 のGとCの 和のモル比率が染色体 に とって 固有 の数値 にな る。

特 に微生物 では これ が有効な分類指標 にな り、新分類群 の記載 に は不可欠な情報で ある。本

研究で は、Mesbahら の方法[81]に もとづ くHPLC法 に よ り、C. strAminisolvens CSK1株 のゲ ノ

ムDNAのGC含 量 を測 定 した。

(a)ヌ ク レオシ ド試料 の調製

(i)C. straminisolvens CSK1株 の ゲ ノムDNAを 滅 菌蒸 留 水 で300μg/mlに 調 整

(ii)こ のDNA溶 液20μlを100℃ 、10分 間放置 、直 ちに氷水中で急冷(DNAの 熱 変性)

(iii)20μlの ヌ ク レア ー ゼPI溶 液(0.1mg/ml nuclease PI, 40mM酢 酸 ナ ト リウム,2mMZnSO4

(pH5.3))を 添 加 、50℃ 、1時 間放 置

(iv)20μlの ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 溶 液(2.4U/ml alkalinephosphatase, 0.1M Tris-HC1(pH

8.0))を 添加 、37℃ 、1時 間 放 置

(b)HPLC解 析

カ ラ ム はCosmosil 5C18(4.6mm×15cm)(nakarai)を 使 用 した 。溶 離液 に は0 .02M NH4H2PO4-

アセ トニ トリル(20:1,v/v)を 使 用 し、流 速 は1ml/minと し、室 温 で 実験 をお こな った。検 出

はSPD-7a(Shimadzu, Japan)に よ り270nmの 吸 光度 を モ ニ ター す る こ とで お こな った。
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9.好 気性分離株の基質利用性試験

(a) carboxymetyl-cellulose (CMC) agar法

好気性分離株 のセル ロー ス利用性(β-glucosidase活 性 の有無)を 染谷 ら[143]の 方法 にも と

づ きcarboxymetyl-cellulose (CMC) agar法 に よ り調べた。CMCは セル ロー スをカルボキシメチ

ル化 し、水溶 性化 した物 質で ある。CMCの ナ トリウム塩(5g/L)を 炭 素源 としたPCS寒 天

培地 に好気性 分離株 を植 菌 し、50℃ で3日 間培養 した。培養後、1%cetyl tdmethyl ammonium

bromide(CTAB)水 溶液 を寒天培地上 にか け流 しCMCを 白色沈殿 させ、コロニー周辺のク リ

ァ ゾー ンの有無 を観 察 した。

(b) BiOLOG解 析

BiOLOG system (BiOLOG Inc., USA)は 、基 質 の酸 化 に伴 うtetrazolium塩 の還 元 に よ る呈

色 を測 定 す る こ とで 、95種 類 の化 合 物(糖 、 有 機 酸 、 ア ミノ酸 、核 酸 な ど)の 基 質 利 用性 を

調 べ る こ とが で き るシ ステ ム で あ る。 こ のBiOLOGsystemを 使 用 して好 気 性 分 離 株 の基 質 利

用 性 を調 べ た 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌(Pseudoxmthomoms sp.M1-3株 、Bordetella sp.M1-6株)は

TSB寒 天 培 地 で50℃ 、 約16時 間 前 培 養 して得 た コ ロ ニー をInoculation bufferに 約52%透 過

率 に懸 濁 し、そ の 懸 濁 液 をmicroplate GN2の 各 ウェル(そ れ ぞ れ 異 な る基 質 が はい っ て い る)

に150μlづ つ 添 加 し、 イ ン キ ュベ ー トに 供 した。 グ ラム陽 性 細 菌(Bacillus sp.M1-1株 、

Virgibacillus sp.M1-4株 、Brevibacillus sp.M1-5株)も 同様 にTSB寒 天 培 地 で50℃ 、約16時

間 前 培 養 して 得 た コ ロ ニ ー をIhoculation bufferに 約28%透 過 率 に 懸 濁 し、 そ の 懸 濁 液 を

microplate GP2の 各 ウェル に150μlづ つ 添加 し、イ ンキ ュベ ー トに供 した。嫌 気 条 件 下 で も生

育 した 好 気 性 分 離 株(Bacillus sp.M1-1株 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株)に 関 して は 、VLG

寒 天 培 地 で50℃ 、Anaeropackを 使 用 した 嫌 気 条 件 下 、 約24時 間 前 培 養 して 得 た コ ロニー を

Inoculation bufferに 約63%透 過 率 に懸 濁 し、そ の懸 濁 液 をmicroplate AN2の 各 ウェル に100μl

づ つ 添 加 し、 イ ン キ ュ ベ ー トに供 した 。 マ イ ク ロプ レー トは50℃ で24時 間イ ン キ ュベ ー ト

し(microplate AN2はAnaeropackを 使 用 した嫌 気 条 件 下 で)、Biolog MicroStationTMで 解 析 し

た 。

10.嫌 気性分離株の糖利用性試験

(a) Clostridium sp.FG4株 の糖 利 用 性

Clostridium sp.FG4株 の糖 利 用 性 は試 験 す る炭 素源 を5g/L添 加 したDSM502培 地 で調 べ た 。

糖 利 用 の有 無 は5日 間 培 養 後 の 培 養 液pHの 低 下 で判 断 した。 試 験 した炭 素 源 は以 下 の とお

り;glucose、fructose、xylose、cellobiose、 稲 わ ら、濾 紙 、 セ ル ロー ス パ ウダー 、xylan (from

beechwood, Sigma)、inulin。

(b) C.straminisolvens CSK1株 の 糖 利 用 性

C.straminisolvens CSK1株 の糖利用性 は試 験す る炭素源 を5g/L添 加 したDSM122培 地 で調

べた。糖利 用の有無 は5日 間培養後 の培養液pHの 低下 で判断 した。試 験 した炭素源 は以下の
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と お り;glucose、fructose、ribose、mannose、mannitol、melibiose、saccharose、xylose、cellobiose、

sucrose、lactose、cellulose powder、 濾 紙 、 稲 わ ら 、xylan、starch (from potato, Kanto Chemical)、

Iaminarin (fromlaminaria digitata,Sigma)、pachyman(from Poriacocos, ICN Biomedicals)、chitin、

chitosan (from crab shells, Sigma)、 β1-3 glucan。

11.C.straminisolvens CSK1株 の セ ル ロ ー ス 分 解 代 謝 産 物 の 検 出

(a)培 養

C.straminisolvens CSK1株 の培養 は 、DSM122-cellulose培 地 で50℃ 、窒 素 ガ ス 置 換 に よ る嫌

気条 件 下 、 静 置 条 件 で7日 間 お こな った 。

(b)HPLCに よ る培 養 液 中低 分 子 化 合 物 の検 出

培 養 液 中 の 低 分 子 化 合 物 はHPLCL6300 (Hitachi, Japan)を 使 用 して 、Tanakaら の方 法[116】

に も とづ き検 出 した 。カ ラム はTSKgel OApak-A(7.8mm×30cm)(Tosoh,Japan)を 使 用 した 。

溶 離 液 に は0.75mM H2SO4を 使 用 し、流 速 は0.6ml/minと し、室 温 で実 験 をお こな っ た。検 出

はSPD-7a (shimadzu,Japan)に よ り210nmの 吸 光 度 をモ ニ ター す る こ とで お こな った 。

(c)GCに よ る気 相 成 分 の 分 析

気 相 中 のH2、CH4、CO2の 検 出 をGC-14A(Shimadzu)を 使 用 して 、Kuselら の方 法[66]に

も とづ きお こな っ た 。 分 析 条 件 は以 下 の通 り。

Column molecular sieve 5A (Shimadzu) (for H2、CH4)

porapack Q (Shimadzu) (for CO2)

Injection temperature 60℃

Column temperature 40℃

Detection temperature 60℃

Detector TCD 60 mA

Carrier gas Ar (fbr H2、CH4)

He (fbr CO2)

Flow rate of carrier gas 20ml/min

12.酸 素 耐 性 試 験

C.straminisolvens CSK1株 とC.thermocellum IAM 13660T株 に 関 して 、気 相 に0、1、2、4、8%

の 酸 素 が 存 在 す る 条 件 で の 生 育 の 有 無 を 調 べ た 。 培 地 に はDSM122-cellulose、 お よ び

DSM122-cellobiose培 地 を使 用 した 。培養 器 には10ml容 バ イ アル(for 4 ml scale)を 使 用 した 。

嫌 気 チ ャ ンバ ー 内 で 還 元 化 され た培 地 に 菌 を接 種 後 、 バ イ ア ル を ブ チル ゴム栓 、 ア ル ミキ ャ

ップ で密 封 し、 無 酸 素 ガ ス 注入 加 圧 装 置(Sanshin Industrial, Japan)を 使 用 してい っ た ん気 相

を100%N2に 置 換 し、 そ の後GAS BLENDER GB-4C (Kofloc、Japan)に よ り各 割 合 の窒 素-

酸 素混 合 ガ ス をバ イ アル に通 気 、置換 した 。C.straminisolvens CSK1株 は50℃ 、C.thermocellum
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IAM 13660T株 は60℃ で培養 した。5日 間培 養後、生育の有無 を酸生成に よる培養液pHの 低

下か ら判断 した。

13.C.straminisolvens CSK1株 の 生 理 学 的 試 験

C.straminisolvens CSK1株 に対 す る上 記 以 外 の生 理 学 的 試 験 は、Holdemanら の方 法[51]に も

とづ き 、以 下 に示 す 方 法 で お こな った 。

(a) motility

C.straminisolvens CSK1株 の運 動 性(motility)の 有 無 は 、顕 微 鏡(AX80, Olympus)に よ る

直接 観 察 で判 定 した。 検 鏡 に はDSM122-cellobiose培 地 で3日 間 培 養 した 菌 体 を使 用 した。

(b) aesculin hydrolysis

エ ス ク リン加 水 分 解 活 性 の有 無 は、C.straminisolvens CSK1株 を0 .5%(w/v) aesculinを 添加

したDSM122培 地 で5日 間 培養 後 、0.1%(w/v)ク エ ン酸 鉄 ア ンモ ウム水 溶 液 を数 滴 滴 下 し、

暗 褐 色 沈 殿 生 成 の有 無 で 判 断 した(エ ス ク リン加 水 分 解 物(エ ス ク レチ ン)が 存 在 す れ ば沈

殿 生 成:陽 性)。

(c) nitrate reduction

硝 酸 還 元 能 の 有 無 は 、C.straminisolvens CSK1株 を0.3%(w/v) KNO3を 添 加 し た

DSM122-cellobiose培 地(5ml)で5日 間 培 養 後 、硝 酸塩 試 薬A (0.8%(w/v) sulfamilic acid in 5N

acetic acid) 1mlと 硝 酸 塩 試 薬B (1.2%(v/v) dimethyl-α-naphthylamine in 5N acetic acid) 0.5ml

を添加 し、赤 色 の 呈 色 の 有 無 で 判 断 した(亜 硝 酸 が存 在 す れ ば呈 色:陽 性)。 ま た陰 性 の 場合

は確 認 のた め 、微 量 の 亜 鉛 粉 末 を培 養 液 に 添 加 し、 硝 酸 の培 養 液 中 の残 存 を確 認 した(亜 鉛

の還 元 作 用 に よ り、 硝 酸 か ら亜 硝 酸 が 生 成 し、 呈 色:陰 性)。

(d) casein digestion

カ ゼ イ ン加 水 分 解 能 の 有 無 は 、C.straminisolvens CSK1株 を2g/Lカ ゼ イ ン を添 加 した

DSM122-cellobiose寒 天 培 地 で7日 間培 養 後 、コ ロニ ー 周 辺 の ク リア ゾ ー ン の有 無 で 判 断 した。

(e) lectinase activity and lipase activity

レク チナ ー ゼ 活 性 、 お よび リパ ー ゼ 活 性 の有 無 は、C.straminisolvens CSK1株 を10%(w/v)

egg york添 加DSM122-cellobiose寒 天 培 地 で7日 間 培養 後 、 コ ロニー 周 辺 の乳 白色 不透 明 帯 の

有 無(卵 白 レ シチ ンの 分 解 に よ り生 じる不 溶 性 の ジ グ リセ リ ドに よ る不 透 明 帯 の出 現:陽 性)、

お よび 油滴 状 光 沢 の 有 無(脂 質 の 分 解 に よ り生 じる不 溶性 の遊 離 脂 肪 酸 に よ る油滴 状 光 沢:

陽 性)で 判 断 した 。

(f) indole production

イ ン ドー ル 生 成(ト リプ トフ ァ ン分解 酵 素 活性)の 有 無 は、C.straminisolvens CSK1株 を5g/L

peptone添 加DSM122-cellobiose培 地 で5日 間 培養 後 、2mlの 培 養 液 に 対 してxylene 1mlを 添
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加 し、よ く混 合 し、2分 間放 置 し、そ の後Ehrlich's試薬(para-dimethyl-amino-benzaldehyde 2g,

95%ethanol 190ml, concentrated HC1 40ml)0.5mlを 添加 し、赤色 の 呈色 の有 無 で判 断 した(イ

ン ドール が 存 在 す れ ば 呈 色:陽 性)。

14.特 異 的 プ ラ イ マ ー の 設 計

特異的PCR、 定 量的real-timePCRに 使用 した、各分離株 に対す る特異 的プライマー は、各

分離株 の16S rRNA遺 伝 子配列 をもとに、PRIMROSE[10]を 使用 して設計 した。各 プライマー

の特異性 は、WEB上 のデー タベー ス、Ribosomal Database Project IIのPROBE MATCHに よ り確

認 した。本研 究で設 計 した特異的 プライマーをTable 0-10に 示す。

Table 0-10.Specific primers used in this study.

a
Positions according to E.coli numbering

15.特 異 的PCR

混 合 培 養 系 か らの各 分 離 株 の検 出に は 、特 異 的 プ ライ マ ー(Table 0-10)を 使 用 した特 異 的

PCR法 に よ りお こ な った 。PCR反 応 は 以 下 に示 す 温 度 条 件 で お こな っ た。 アニー リン グ温 度

は、C.stmminisolvens CSK1、Clostridium sp.FG4、Brevibacills sp.M1-5の 検 出 に は65℃ 、

Pseudoxanthomonas sp.M1-3、Bordetella sp.M1-6の 検 出 に は55℃ で お こな っ た。PCR産 物 は

1%agarose gelを 使 用 した 電 気 泳 動 法 に よ り確 認 した。 そ れ 以 外 は材 料 と方 法5(a)と 同様 の 条

件 でお こな った 。タ ー ゲ ッ ト以 外 の 分離 株 のDNAサ ン プル をテ ンプ レー トと した とき に増 幅

が起 こ らな い こ と を確 認 し、 特 異性 を確 か めた 。

95℃ 10min

(95℃ 30sec、65℃ or 55℃ 30sec、72℃ 2min)×30cycle

93℃ 1min、65℃ or 55℃ 1min、72℃ 5min
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16.定 量 的real-time PCR

本研究 では、培養 系に固体基 質(セ ル ロー ス)が 含 まれ 、またそ の固体基質へ微 生物 が吸

着す るため、通常の方法で は菌数 の正確 な測定が で きない。そ こで本研究で は菌数の測定 の

代わ りに、定 量的real-time PCRに よ り微 生物群集 中の各 菌株 の存 在量、お よび存在 比率 を

DNA量 べー スで算出 した。 定量的real-time PCRはPCR産 物 の増幅 をサイ クル毎 にオ ンライ

ンでモニ ターす ることでサ ンプル 中のDNA濃 度 を測 定で きる、とい う手法 である。プライマ

ー として特定 の微 生物 に対 す る特異的 プライ マー を使用す ることで
、微 生物群集 か ら調整 し

たDNAサ ンプル にお けるその微 生物 のDNA量 を算 出でき る。PCR産 物 の定量法 にはい くつ

かの種類 が あるが、本研究 では2本 鎖DNAに 特異的 に結合 す るSYBR Green Iを 使 用す る方

式 を採 用 した。

実 験 はLight Cycler quick system 330 (Roche Diagnostics, Germany)、LightCycler-FastStart DNA

Master SYBR Green I (Roche Diagnostics)を 使 用 し て 、 そ の プ ロ トコ ー ル に 従 っ て お こ な っ た 。

反 応 液 の 組 成 をTable 0-11に 、 温 度 条 件 をTable 0-12に そ れ ぞ れ 示 し た 。 サ ン プ ル に は 滅 菌 蒸

留水 で2-5ng/μlに 希釈 したDNAサ ンプル を使用 した。蛍 光強度 の測定は伸長反応(72℃ 、

20sec)終 了後 にお こなった。 また全 サイ クル 終了後に、2本 鎖DNAをmeltingさ せてい き、

その反応 中(70℃ →95℃ 、0.1℃/sec)の 蛍光 強度 をモニ タ リング し、PCR産 物のTmの ピー ク

がsingleで あ るこ とを確認 して、非特 異的増幅が起 こって いない ことを確認 した。各 分離株

の検 量線 は、各 分離株 の精製DNAを10、1、0.1、0.01、0 .001ng/μlに 希釈 した もの を使用 し、

作成 した。そ の検量線 をも とに混合培養 サ ンプル 中の各分離株 のDNA量 を算出 した。各分離

株 の存在比 率は、全 分離株 のDNA量 の和 を100%と した百 分率であ らわ した。

Table 0-11.Composition of reaction mixture for quantitative real-time PCR.

*Buffer containing 10mM MgC12 , Faststart Taq DNA polymerase, dNTP mix and SYBR Green I
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Table 0-12. Conditions of thermal cycle for quantitative real-time PCR.

* Annealing step for 6 sec at 68℃ (for C. straminisolvens  CSK1、 Clostridium sp. FG4、 Brevibacills sp. M1-5),

or 10 sec at 61℃ (for Pseudoxanthomonas sp. M1-3、 Bordetella sp. M1-6)

17.セ ル ロー ス 分 解 過 程 の 解 析

(a)培 養

混 合培養 系 のセル ロー ス分解過程 の解析 で はPCS-FP培 地 を使用 し、70ml scaleで 培養 をお

こな った。C.straminisolvens CSK1株 の純 粋 培 養 に は 、PCS-FP培 地(還 元剤 と してglutathione

0.25g/L添 加)、 も し くはDSM122-FP培 地 を使 用 し、Anaeropackを 使 用 した嫌 気 条 件 下 、70ml

scaleで 培 養 を お こな った ℃

(b)濾 紙 、稲 わ ら分 解 量測 定

濾 紙 、稲 わ らの 分 解 量 は 、Tailliszら の方 法[114]に も とづ き測 定 した。 培養 後 の培 養 液 を ガ

ラス繊 維濾 紙GF/D (Whatman, Japan)で 濾 過 し、 ドラ フ ト内 のホ ッ トプ レー ト(60℃)上 で

1日 以 上 乾燥 させ た もの の 重 量 を測 定 し、濾 紙 、 稲 わ らの残 存 量 を算 出 した 。 菌 未 接 種 の 培

養 液 に対 して 同様 の 操 作 をお こな った もの を コ ン トロー ル と して、 分解 率 を算 出 した 。

(c)ORP、pHの 測 定

培 養 液 の 酸 化 還 元 電 位(oxidative reductive potential, ORP)はACT pH meter D24とORP

electrode 9300-10D (Horiba, Japan)を 使 用 して 測 定 した 。培 養 液 のpHはTwin pH B-212(Horiba)

を使 用 して 測 定 した 。

(d)水 溶 性糖 の 定 量

培 養 液 中 の 水 溶 性 糖 は ア ンス ロ ン法[122]に よ り定 量 した。cellobioseを 検 量 線 作 成 の際

の コ ン トロー ル 物 質 と して 使 用 した。

(i)サ ン プル(糖 濃 度 が50mg/L以 下 に な る よ う希 釈)1mlを 試 験 管 に入 れ氷 上 で 冷 や す

(ii)Anthron reagent (anthron 0.2 g in H2SO4 100 ml) 2mlを 添 加 、混 合 して氷 上 で 冷 や す

(iii) 100℃ 、16分 間 加 熱 し、 氷 上 で2-3分 冷 や す 、 そ の後 室 温 で5-10分 静 置

(iv)620nmの 吸 光 度 を測 定
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(e) 酢酸、エ タノール の定量

酢酸、エ タ ノール の定量 にはF-kit (Boehringer Mamheim, Germany)を 使用 した。測 定す る

サンプル には、培養液 を遠 心 し菌体 を除いた上清 を80℃ で10分 間処理 し、培養液 中に残存

してい る酵素 を失活 させ た ものの遠 心上清 を使用 した。

18.顕 微 鏡 観 察 に よ る全 菌 数 測 定

培養 液 中 の 全 菌数 はHamtaら の方 法[46]に も とづ き4',6'-diamidino-2-phenylindole(DAPI)

染 色 法 に よ り測 定 した 。DAPI染 色 は 、 培養 液 を適 当 な 濃度(1視 野 に20-200 cells)に 希 釈

し、IsoporeTM 0.2μm membrane filter (Millipore)上 に 菌 体 を集 め 、DAPI溶 液(1μg/ml)で5

分 間 、暗 所 で 菌体DNAを 染 色 す る こ とで お こ ない 、 そ れ を蛍 光 顕 微鏡(AX80, Olympus)で

U励 起(励 起 波 長330-385nm)下 で観 察 した。

19.C.straminisolvens CSK1株 培 養 濾 液 で の非 セ ル ロース 分 解 分 離 株 の培 養 実 験

(a) 培養濾液 の調製

c.straminisolvens CSK1株 はPCS-FP培 地 で 、Anaeropackを 使 用 した嫌 気 条 件 下 、8日 間 培

養 した 。 培 養 液 を遠 心(8,000×g, 4℃,10min)し 、濾 紙 と菌 体 を除 き 、1N NaOHでpH7.2

に調 整 した 。その 培 養 上 清 を0.2μm-pore filterで 濾 過 滅 菌 した も の を、培 養 濾 液 と して 実 験 に

使 用 した 。

(b) 培養濾 液で の非セル ロー ス分解 性分離株 の培養

ここで は(a)で得 られ たC.straminisolvens CSK1株 の培養濾 液 をその まま培地 として使 用 し

た。ただ し、Clostridium sp.FG4株 の培養時 には、還元剤(0.59/LL-cysteine・HC1・H2O)を 添加

した。40μlの 前培養液 を4mlの 濾液培地 に接種 し、好気性分離 株は好気 静置条件 で2日 間 、

Clostridium sp.FG4株 は窒素 ガス置換 に よる嫌 気条件 下で5日 間培養 した。培養後 に、培養液

中の糖、酢酸、エ タ ノール の濃度 を材 料 と方 法17の 方法で測定 した。菌 を接種 しない濾 液培

地も同様 にイ ンキュベー トし、それ を陰性 コン トロール とした。

20.培 養 濾液添加培 地での培養実験

(a) 培養濾液の調整

C.straminisolvens CSK1株 はPCS-FP培 地 で 、Anaeropackを 使 用 した 嫌 気 条 件 下 、8日 間 培

養 した 。Clostridium sp.FG4株 はPY-fructose培 地 で 、窒 素 ガ ス置 換 に よ る嫌 気 条 件 下 、5日 間

培 養 した 。そ の 他 の好 気性 分 離 株 はPCS-basal培 地 で 、好 気振 盪 条 件 、18時 間 培養 した 。E.ooli-

とBacillus subtilisはPCS-basal培 地 で 、好 気 振 塗条 件 、37℃ で18時 間培 養 した。 培 養 液 を遠

心(8,000×g, 4℃, 10min)し 、菌 体 を 除 き、1NHCl、 ま た は1N NaOHでpH 7.2に 調 製 した 。

そ の培 養 上 清 を0.2μm-pore filterで 濾 過 滅 菌 した もの を、培 養 濾 液 と して 実 験 に使 用 した。

31



材料と方法

(b)培 養

(a)で調 製 した培養濾液 をPCS-basal培 地 と1:1で 混合 したものを培養濾液添加培地 と して使

用 した 。 た だ し、C.straminisolvens CSK1株 の培 養 時 に は濾 紙(1%v/v)、CaCO3(2g/L)、 還

元 剤(0.25g/Lglutathione)を 、Clostridium sp.FG4株 培 養 時 に はcellobiose(5g/L)、 還 元 剤(0.5

g/L L-cysteine・HC1・H2O)を 添 加 した 。40μlの 前培 養 液 を4mlの 濾 液 添加 培 地 に接 種 し、c.

straminisolvens CSK1株 はAnaeropackを 使 用 した 嫌 気 条 件 下 で8日 間 、Clostridium sp.FG4株

は窒 素 ガ ス置 換 に よ る嫌 気 条 件 下 、4日 間 、好 気性 細 菌 は好 気 静 置 条 件 で1日 間 、培 養 した。

E.coliとB.subtilisは37℃ で、そ の 他 の細 菌 は50℃ で 培養 した 。培 養 終 了後 、C.straminisolvens

CSKI株 に 関 して は そ の濾 紙 分 解 量 を測 定 し(材 料 と方 法16(b))、 そ の 他 の 細 菌 に 関 して は波

長600nmの 吸 光 度(OD600)を 測 定 した 。 コ ン トロー ル と して は 、C.straminisolvens CSK1株

はPCS-FP培 地 、Clostridium sp.FG4株 はPCS培 地 とPY培 地 を1:1で 混 合 した培 地(炭 素 源

と して5g/L fructose、 還 元剤 と して0.5g/L L-cysteine・HCl・H20を 含 む)、 そ の他 の 菌株 は

PCS-basal培 地 を使 用 した 。

21.培 養 上 清 タ ンパ ク質 の 解析(SDS-PAGE)

(a) 培養上清タンパク質の調製

培 養 後 、培 養 液 を遠 心(8,000×g, 4℃, 10min)し 、 菌 体 、濾 紙 分 解残 渣 を除 去 し、得 られ

た培 養 上 清 を0.2μm-pore filterで 濾 過 滅 菌 した 。 そ こ に(NH4)2SO4を80%飽 和 とな る よ うに加

え、4℃ 、30分 間 撹 拌 して タ ンパ ク質 を沈 殿 させ た 。遠 心(30,000×g,4℃,10min)に よ りタ

ンパ ク質 を沈 殿 させ 、100mM Tris-HCI (pH 8.0)に 懸 濁 してSDS-PAGEに 供 した。 タ ンパ ク質

濃 度 はBSAを 標 準物 質 と してBCA Protein Assay Reagent (Pierce)に よ り測 定 した。

(b) SDS-PAGE

培養 上 清 タ ンパ ク質 の 解 析 は 、Laemmliら の 方 法[68]に も とつ くSDS-PAGE法 に よ りお こな

った 。(a)で 調 整 した10μgの タ ンパ ク質 を含 む サ ンプ ル を等 量 のSDS-sample buffer(100mM

Tris HC1 (pH6.8), 4%(w/v)SDS,12%(v/v)mercaptoethanol, 20%(v/v)glycerol, 2mg/L

bromophenol blue(BPB))と 混 合 し、100℃ 、3分 間 処 理 した。 試 料 をSDS-ポ リア ク リル ア ミ

ドゲ ル(10%(w/v))に 供 し、 室 温 にて 定 電 流20mAで 約15分 間 、30mAで20-30分 間 電 気

泳 動 した。電 気 泳 動 後 の ゲ ル はNeuhoffら の 方 法[85]に も とづ きCoomassie Brilliant Blue(CBB)

に よ り染 色 し、 観 察 をお こな った 。

22.2、次 元 電 気泳 動(2D-GE)解 析

(a)混 合 培 養 系 か らのPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 回収

C.straminisolvens CSK1株 の セ ル ロー ス 吸 着 能 を 利 用 してPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の

C.straminisolvens CSKI株 との2種 混 合 培養 系 か らの 回収 をお こな った 。2種 混 合 培 養 系 を

PCS-FP培 地 で 培 養 後 、 培養 液 を ガ ラス繊 維 濾 紙GF/D(Whatman)で 濾 過 し、分 解 残 渣 を除
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去 した 。 そ の培 養 濾 液 に、2%(v/w)と な る よ うセ ル ロー スパ ウダー を加 え、室 温 で10分 間攪

拌 してC.straminisolvens CSKl株 をセ ル ロー スパ ウダー に吸 着 させ た。そ の後 ガ ラ ス繊 維 濾 紙

GF/C(Whatman)で 濾 過 して セ ル ロー ス パ ウダ ー を 除 去 し、濾 液 か ら遠 心(>8,000×g,4℃,10

min)に よ り菌 体 を 回 収 した 。 回 収 した菌 体 を 定量 的real-time PCR法(材 料 と方 法10)に よ

る純 度 の 確 認 、お よ び2G-DE解 析 に供 した 。

(b)菌 体タンパク質の調製

回 収 した 菌 体(50-100mg wet weight)はPBSで 洗 浄 し、lysis buffer100μl(8M urea,4%(w/v)

CHAPS,50mM dithiothreitol(DTT),0.5%(v/v) IPG buffbr(pH range4-7,Amersham Bioscience))

に懸 濁 した 。 この 細 胞 懸 濁 液 をBiomptor(Cosmo Bio)に よ り氷 水 中 で超 音 波 処 理 した(10

秒 の超 音 波 処 理 と5秒 の冷 却 時間 の サ イ クル を 計2分 間)。 そ の 後 サ ンプ ル に終 濃 度 そ れ ぞ れ

1mg/ml、5mg/mlのDNase、RNaseを 添加 、混 合 し、再 度 同様 の超 音 波 処理 をお こな い 、lysis

buffer 100μ1を 添加 、 混 合 し、室 温 で1時 間 静 置 した。 遠 心(15,000×g,4℃,15min)に よ り

細胞 片 を 除 去 し、上 清 を2G-DE解 析 に 供 した。タ ンパ ク質 濃 度 はBSAを 標 準 物 質 と してPlus

OneTM2-D Quant Kit(Amersham Bioscience)に よ り測 定 した。

(c)1次 元 目等電点電気泳動

40μgの タ ンパ ク質 を含 む サ ンプ ル にlysis buffer(少 量 のBPBを 含 む)を 終 量250μlに な

る よ う加 え 、13cm long IPG strip gel(pH4-7,Amersham Bioscience)を セ ッ トした ス トリップ ホ

ル ダー に添 加 し、20℃ 、12時 間 静 置 し、stdp gelの 膨 潤 化 をお こ なっ た。IPGphor IEF system

(Amersham Bioscience)を 使 用 し等 電 点 電 気 泳 動 を お こ な っ た(100V for 2hours, 500V for2

hours,1000V fbr2 hours, 2000V for2 hours, 4000V for 6hours, approximately 30kVh)。 泳 動 後 の

strip gelは 、SDS equilibration buffer(50mM Ths-Cl(pH8.8),6M urea, 30%(v/v)glycerol,2%

(w/v)SDS,0.002%(v/w)BPB)に よ り平 衡 化 した 。1回 目 の 平 衡 化 は16mM DTTを 添 加 した

SDS equilibration bufferで15分 間 、2回 目 の 平 衡 化 は25mg/ml iodoacetamideを 添 加 したSDS

equilibration bufferで15分 間 振 と うす る こ と で お こ な っ た 。

(d)2次 元 目SDS-PAGE

2次 元 目SDS-PAGEはPROTEAN(R)II Xi Cell(Bio Rad)を 使 用 し、16cm×16cm、 厚 さ1mm

の12%ポ リア ク リル ア ミ ドゲル に よ りお こな った。strip gelを ア ク リル ア ミ ドゲル の上 端 に設

置 し、定 電 流10mAで1時 間 、40mAで 約3時 間(BPBマ ー カ ー が ゲ ル 下 端 に く るま で)泳

動 した。 泳 動 後 の ゲ ル はSwainら の方 法[113]に も とづ き 、銀 染 色 法 に よ りタ ンパ ク質 を染 色

した。 ス ポ ッ トの 検 出 、定 量 、お よび 因 子 分 析 に よ る比較 解 析 は 、Image Master 2-D Platinum

(Amersham Bioscience)を 使 用 して お こ な った 。
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Abbreviation list

2D-GE: two-dimensional gel electrophoresis

APS: ammonium persulfate

BPB: bromophenol blue

BSA: bovine serum albumin

CBB: coomassie brilliant blue

CMC: )carboxymetyl-cellulose

DAPI: 4',6'-diamidino-2-phenylindole

DGGE: denaturing gradient gel electrophoresis

DTT: dithiothreitol

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

FP: filter paper

GC: gas chromatography

HPLC: high performance liquid chromatography

MW: molecular weight

nt: nucleotides

OD: optical density

ORP: oxidative reductive potential

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis

PBS: phosphate-buffered saline

PCR: polymerase chain reaction

PEG: polyethylene glycol

SDS: sodium dodecyl sulfate

SSU rRNA: small subunit ribosomal RNA

TEMED: N,N,N',N',-tetramethylethylene diamine

34



第1章

original microflora か らの細菌の分離 と

系統分類学的、生理学的解析
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第1節 緒 言

本 研 究 で は 、複 数 種 の微 生 物 に よ る効 率 的 な機 能 の発 揮 、 お よび 複 数 種 の微 生 物 の安 定 な

共存 の メカ ニ ズ ム を解 明 す る た めの材 料 と して 、 高 効 率 セ ル ロー ス分 解 能 を有 す る安 定 な徴

生物 群集 、original microflora(序 論2参 照)の 構 成 メ ンバ ー で あ る微 生 物 の純 粋 分 離 をお こ な

い 、そ の 分 離 株 の組 み 合 わせ に よる混 合 培 養 系 に よ りoriginal microfloraが 有 す る特 性 、 す な

わ ち高 効 率 セ ル ロー ス 分解 能 と安 定性 を再 現 した 人 工 生 態 系 を構 築 す る こ とを第 一 の 目的 と

して い る。 本 章 で は まずohginal microfloraか らの微 生 物 の純 粋 分 離 につ い て報 告 す る。

PCR-DGGE解 析(Fig.0-5)に よ り、original microfloraか らは3種 の 好 気 性細 菌 と2種 の嫌

気 性細 菌 が 優 占種 と して検 出 され て い た 。 そ こ で これ らの優 占種 を全 て 純 粋 分 離 す る こ と を

目指 し、好 気 お よび 嫌 気 条 件 下 で の微 生 物 の分 離 を試 み た。 分 離 され た 菌 株 に関 して は そ の

系統 分類 学 的 、 お よ び 生 理 学 的解 析 を お こ な い 、 そ の 諸性 質 を明 らか と し、群集 内 にお け る

機 能 、役 割 を考 察 した 。

第2節 好 気 性 細 菌 の 分 離 と諸 性 質 の 検 討

第1項 分 離

original microfloraの 稲 わ ら分解 過 程 にお け る培 養 液 を分 離 源 と して 、TSB寒 天 培 地 を使 用

し、50℃ 、大 気 気 相 下 で 培 養 をお こな い 、好 気性 細 菌 の 分 離 を試 み た。 出 現 した コ ロニー の

うち形 状 の 異 な る も の を選 択 し再 度TSB寒 天 培 地 に接 種 した 。 こ の操 作 を3回 以 上繰 り返 し

純粋 分離 した 。 これ に よ り、8株 の細 菌(M1-1～M1-8株)の 分 離 に成 功 した。

第2項 系 統 分 類 学 的 解 析(材 料 と方 法6)

8株 の好 気 性 分離 株 か らゲ ノムDNAを 抽 出 し、bactedal universal primersを 使 用 して16S

rRNA遺 伝 子 をPCRに よ り増 幅 し、そ の 塩 基 配 列(約1500nt)を 決 定 した。 これ らの配 列 は

GenBank/EMBL/DDBJ databaseに 登 録 し た(accession nos.ABO39328-ABO39331、

ABO39334-AB039336)。 決 定 した 塩 基 配 列 を基 にBLAST解 析 をお こな い 、 最 も近 縁 な既 知 の

細 菌 を検 索 した(Table 1-1)。M1-1、M1-8株 の塩 基 配 列 は完 全 に 一致 し、Bacillus licheniformis

(accession no.X68416)と100%の 相 同性 を示 した。M1-2、M1-3、M1-8株 の塩 基 配 列 は互 い に

99.9%以 上 の 相 同性 を示 し、Pseudoxanthomonas taiwanensis(accession no. AF427039)と99.9%の

相 同性 を示 した。 ま た これ らの配 列 はoriginal microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)で 検

出 され たBand Aと 同一 の 配 列 で あ った 。M1-4株 の 配 列 はVirgibaoillus pantothenticus(accession

no.D16275)と99.8%の 相 同 性 を示 した 。M1-5株 、M1-6株 の配 列 は 、そ れ ぞ れoriginal microflora

のPCR-DGGE解 析 で検 出 され たBand B、Band Eと 同 一 の配 列 で あ り、そ れ ぞれBrevibacillus

agri(accession no.AF378233)と99.6%、Bordetella petrii(accession no.AJ249861)と97.2%の 相 同

性 を示 した 。各 グル ー プ の うち、1株 の 細 菌(Bacillus sp.M1-1株 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3

株 、Virgibaoillus sp.M1-4株 、Brevibacillus sp.M1-5株 、Bordetella sp.M1-6株)の み を以 下 の

実 験 に使 用 した。
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第3項 生 理 学 的 解 析

(i)嫌 気 条 件 下 で の 生 育 試 験

上記5株 の分 離 株 につ い て 、嫌 気 条 件 下で の 生 育 の 有 無 を、glucoseを 炭 素源 と したPCS寒

天培地 、VLG寒 天 培 地 を使 用 して調 べ た。

そ の結 果 、Bacillus sp.M1-1株 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 で はVLG寒 天 培 地 で の み 嫌

気条件 下 で の生 育 が 確 認 され た。 そ の他 の3株 は 、 い ずれ の培 地 で も嫌 気 条件 下 で の 生 育 は

み られ な か った 。

(ii)セ ル ロー ス 利 用 性 試 験

好気 性 分 離 株 の セ ル ロー ス利 用 性 を 、PCS-FP培 地 に お け る濾 紙 分解 の有 無 を 見 る こ とで 調

べた。 好 気 、嫌 気 の 両条 件 で培 養 をお こな っ た が 、 い ず れ の分 離株 の 培 養 で も濾 紙 の分 解 は

み られ な か った 。

またcarboxymetyl-cellulose agar法(材 料 と方 法9(a))に よ り、セル ロー ス分解 酵 素 の1つ で

あ る β-1,4endoglucanase活 性 を調 べ た が、 い ず れ の 分 離 株 に も活 性 は認 め られ な か っ た。

(iii)セ ル ロー ス 分 解 産 物 の利 用 性 試 験(材 料 と方 法9(b))

original microfloraに お い て セル ロー ス 分解 に伴 っ て培 養 液 中 に産生 され る主 要 な 代 謝 産 物

(糖[cellobiose、glucose]、 乳 酸 、酢 酸 、エ タ ノ ール)の 好 気 性 細 菌 に よ る利 用性 を調 べ た 。

cellobiose、glucose、 乳 酸 、酢 酸 に関 して はBiOLOG systemを 使 用 して 、 エ タ ノー ル に関 して

はPCS-ethanol培 地 で の培 養 後 のエ タ ノール の 減 少 をみ る こ とで調 べ た 。

結 果 をTable 1-2、1-3に 示 す 。Bacillus sp.M1-1株 はcellobiose、glucose、 乳 酸 を好 気 、嫌 気

両条 件 で 利 用 可能 で 、酢 酸 を好 気 で 利 用 可 能 と、 幅 広 い利 用 性 が み られ た。 そ の 他 の 分 離 株

では 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 が嫌 気 条 件 でglucoseを 、Virgibacillus sp.M1-4株 が好 気

条 件 で酢 酸 を 、Brevibacillus sp.M1-5株 が好 気 条 件 でglucose、 エ タ ノール を利 用可 能 で あ っ た 。

Bordetella sp.M1-6株 は今 回 調 べ た 基 質 の利 用 性 はみ られ な か った。
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Table 1-1. Aerobic bacteria isolated from the original microflora.

*detected from the original microflora by PCR-DGGE analysis(Fig.0-5)or not

Table 1-2. Utilization profiles of the aerobic isolates (under the aerobic conditions)

*N .T.,not tested.

Table 1-3. Utilization profiles of the aerobic isolates (under the anaerobic conditions)

*N .T.,not tested.
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第3節Clostridium sp.FG4株 の 分 離 と諸 性 質 の 検 討

original microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)で 検 出 さ れ た バ ン ドの う ち 、Band F

(Clostridium thermosuccinogenes(accession no.Y18180)と 相 同性100%)に 対 応す る細 菌 が 純 粋

分離 され て い な か っ た の で 、 この 細 菌 を ター ゲ ッ トと した ス ク リーニ ン グ をお こな っ た。

第1項 分離

(i)集積培養

C.thermosuccinogenesは 嫌気性 のinulin(植 物 の根 に多 く含 まれる多糖 、主 としてfructose

の β-2→1結 合 か ら構成 され る)分 解細菌 として分離 されてい る[27]。 そ こでinulinを 唯一の

炭素源 と したDSM502培 地 を使 用 して嫌 気条 件 下で 集積 培養 をお こな った。 分 離源 に は

original microfloraをPCS培 地(炭 素源 は稲わ ら)で5日 間培養 し、その分解途中の稲 わ ら(数

百mg程 度)を 嫌 気 チ ャ ンバ ー内 で取 り出 し、50mlの 嫌気 バ ッフ ァー(PBS with 0.1%

L-cystein-HCl-H2O)で4回 洗 っ た も の を使 用 した 。

分離源 である稲 わ らの小 片 を集積培地 に接種 し、窒素 ガス置換 による嫌 気条件下 、50℃ で

3～4日 培養 した と ころ、菌 の増殖 によ る培養液 の 白濁 がみ られ た。継代培養 を数 回繰 り返 し

て、培養液 からDNAを 抽 出 しPCR-DGGE解 析 をお こな った ところ、 ターゲ ッ トで あるC.

thermosuccinogenes近 縁細 菌 とBacillus属 細菌 の2本 のバ ン ドに集積 されていた(data not

shown)。

(ii) single colony isolation

inulin、glucose、 も しくはfructoseを 炭素源 と したDSM502寒 天培地 でのコロニー形成 を試

み た ところ、通性嫌 気性 のBacillus属 細菌 しか分離 され なかった。そ こで、inulin、glucose、

も しくはfructoseを 炭素源 と して、DSM502培 地 に加 えて、Clostridium属 細菌の培養 に一般的

に使用 され るい くつ かの培 地(PY培 地、IAM B-46培 地)を 使用 して、 コロニー形成 を試 み

た。 固体培地表 面 にサ ンプル を塗布す る方法 の他 に、サ ンプル を混釈 して固体培 地内で コロ

ニー を形成 させ る方 法 も試 した。 またゲル化剤 が コロニー形成 に及ぼす影響[22,60,115]を 考

慮 し、agarの 代 わ りにgellan gum(材 料 と方 法1(h))を 使 用 した系 も試 みた。 さ らにC.

thermosuccinogenesの 生育 至 適 温 度 が60℃ で あ る こ とを 考 慮 し、培 養 温 度 は50℃ と60℃ の

両方 を試 した。

形成 した コロニー を同 じ組 成 の培液体地 に接種 し、その生育 を確認後 にDNAを 抽出 し、

original microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)のBand Fの 配列 を もとに設計 した特異的primer

(材料 と方法14)を 使用 した特異的PCR(材 料 と方法15)を お こない、増幅がみ られ た もの

に関 して再度 コロニー形成 をお こない、純化 していった。

その結果 、ゲル化 剤 と してgellan gumを 使用 し、fructoseを 炭 素源 と したPY培 地 を使用 し

た培養 温度60℃ の 系で、特 異的PCRポ ジテ ィブな株 を2株 純粋 分離す ることに成功 した。

この2株 をそれぞ れFG4株 、FG6株 と名づ けた。
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第2項 系統分類学的解析(材 料 と方法6)

FG4株 、お よびFG6株 か らゲ ノ ムDNAを 抽 出 し、16SrRNA遺 伝 子 の 塩 基 配 列(1621nt)

を決 定 した 。FG4株 とFG6株 の配 列 は完 全 に 同一 で あ った 。こ の配 列 はGenBank/EMBL/DDBJ

databaseに 登 録 した(accession no. AB207248)。 決 定 した 塩 基 配 列 を も とにBLAST解 析 を お

こな っ た 。そ の 結 果 、FG4株 、FG6株 の 配 列 はoriginal microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig .0-5)

のBand Fと 完 全 に同 一 で あ り、最 近縁 種 のC.thermosuccinogenes (accession no. Y18180)と

99.8%の 相 同性 を示 した。 以 下 の 実 験 に は こ の2株 の うちFG4株 のみ を使 用 した。

第3項 生理学的解析(材 料と方法10(a))

各種糖(0.5%w/v)を 炭素源 と したDSM502培 地でClostridium sp.FG4株 の糖利 用性 を調べ

た。培養 は50℃ でお こな った。糖利用 の有無 は5日 間培養後 の培養液pHの 低下で判断 した。

糖 を添加 しな いDSM502培 地で はClostridium sp.FG4株 の生育 はみ られず 、pHも 変化 しなか

った。

結果 をTable 1-4に 示 す 。Clostridium sp. FG4株 は リグ ノセ ル ロー ス(rice straw)と そ の 主 要

な構 成 成 分 で あ る 多 糖(cellulose、xylan)を 唯 一 の炭 素源 と して 生 育 で き なか った が 、そ の

分解 産 物 で あ るcellobiose、glucose、xyloseの 利 用性 を有 して い た。

Table 1-4. Saccharides utilization profile of Clostridium sp. strain FG4

Utilization of a substrate was judged from pH drop of the culture solution after 5-day cultivation.
a
 cellulose powder or filter paper
b
 one of the storage polysaccharides in plant roots, mainly composed of fructose β2→1 linikages
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第4節 Clostridium straminisolvens CSK1 株の分離と諸性質の検討

好気条件下で分離された細菌、および Clostridium sp.FG4 株 は、いずれ もセル ロー ス分解能

を有 していなかった。そこで嫌気条件下でセルロース分解能を有する細菌のoriginal microflora

か らの分 離 をお こな った。

第1項 分 離(Fig.1-1)

(i)集積培養

セル ロース分解細菌 の集積培養 には、セル ロースパ ウダー を炭素源 と したDSM502培 地 を

使用 した。 分離源 にはFG4株 の分離 の際(本 章第3節 第1項)と 同様 に、original microflora

の培養過 程 にお ける分解途 中の稲 わ らを使用 した。

分離源 で ある稲 わ らの小片 を集積培 地に接種 し、Anaeropackを 使用 した嫌気条件 下、50℃

で3-4日 培養 した ところ、培養 液 中のセル ロー スパ ウダー の黄変がみ られた。濾紙 を炭素源

としてoriginal microfloraを 培養す る と同様 に濾 紙 が黄 変す るこ と、 またセル ロー ス分解性

Clostridium属 細 菌な どのセル ロソーム(cellulose binding domainや 数種類 のcellulaseで 構成 さ

れてい る酵素複合 体)を 持 つ細 菌で同様 の黄変がみ られ る こと[20]が 知 られてお り、 この

黄変がセル ロー ス分解 菌の生 育に よるもの と判断 した。

そのまま通 常の継 代培養 を続 けた のでは、セル ロー ス分解 産物 を消費 している細菌まで集

積 され て しま うと考 えられた。そ こでセル ロース分解性Clostridium属 細菌な どのセル ロソー

ムを持 つ細菌 はセル ロース に吸着 した状態で存在 してい るといわれ てい る[20]こ とか ら、

軽い遠 心(約300×g、1分 間)に よ りセル ロー ス(お よび吸着 してい る細菌)の み を回収 し、

それ を継代培養 す ることを3回 繰 り返 し、セル ロース分解能 、吸着能 を持つ細菌のみ を集積

した。

(ii)single colony isolation

cellobioseを 炭素源 としたDSM502寒 天培 地上での コロニー形成 を試みた ところ、通性嫌 気

性 のBacillus属 細 菌 しか検出 され なか ったため、寒天培 地重層法 を試 みた。集積培養後 の菌

を、濾 紙 を炭 素源 と したDSM502液 体培地 に接種 し、Anaeropackを 使用 した嫌気条件 下、50℃

で4日 間 ほど培養 した ところ、濾紙 の黄変お よび分解 が観 察 された。 黄変、分解が観 察 され

た後 、濾 紙 を取 り出 し、嫌 気バ ッフ ァーで洗 った ものか ら、嫌 気バ ッファーに浸 した濾紙 に

画線 接種 し、60℃ に したDSM502寒 天培地(炭 素源 な し)を 注 ぎ込み 、嫌気条件 下、50℃

で培養 をお こな った。培養開始4～5日 後 に濾 紙上に黄色 コロニーがみ られ た(Fig.1-1B)。

同様 の コロニー形成 を3回 お こない、再度DSM502液 体培地(炭 素源 はセル ロースパ ウダー)

で生育 させた菌体 か らDNAを 抽 出 し、PCR-DGGE解 析(材 料 と方 法5)を お こな った結果 、

シ ングルバ ン ドが得 られ 、純粋培養で あ ることが示 され た(Fig.1-2)。 またそ のバ ン ドの位置

はoriginal microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)で 検 出 され たBandGと 同一であった(Fig.

1-2)。 さ らに顕微鏡 に よる観察 に よって も、純粋 培養 で ある ことを確認 した。 ここで得 られ

た分離株 をCSK1株 と名づ けた。

41



第1章 細菌の分離

Fig.1-1. Isolation of strain CSK1.(A) An outline of isolation of strain CSK1. a, PBS with 0.1%

L-cystein-HCl-H2O; b, filtcr papcr.(B) Photo imagc of colony of strain CSK1.

Fig.1-2. PCR-DGGE analysis of the original microflora (lane 1) and

strain CSK1 (lane 2). Band F and Band G in lane 1 are same bands as

those in Fig.0-5.
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第2項 系統分類学的解析

(i)16S rRNA遺 伝 子塩基配列解析(材 料 と方法6)

CSK1株 の 培 養 液 か らゲ ノムDNAを 抽 出 し、bactedal universal primersを 使 用 して16S rRNA

遺 伝 子 をPCRに よ り 増 幅 し 、 そ の 塩 基 配 列(1451nt)を 決 定 した 。 こ の 配 列 は

GenBank/EMBL/DDBJ databaseに 登 録 した(accession no. AB125279)。

BLASTに よ る相 同性 検 索 の結 果 、CSK1株 の 近縁 種 は 高 温性(生 育至 適 温 度60～64℃)の

嫌気 性 セ ル ロ ー ス分 解 細 菌Clostridium thermooellum(accession no. L09173)、 中温 性(生 育 至 適

温度35℃)の 嫌 気 性 セ ル ロー ス 分解 細 菌Clostridium aldrichii(accession no. X71846)で あ っ た。

しか しそ の相 同性 はそ れ ぞ れ 約96.2%、95.1%と 低 く、CSK1株 はClostridium属 に属 す る新 種

の細 菌 と して 分類 され る こ とが 示唆 され た 。

neighbor-joining法 に よ り、16S rRNA遺 伝 子 塩 基 配 列 を も とに 作 成 した 系統樹 をFig.1-3に

示す 。CSK1株 はセ ル ロー スな どの 多 糖 分 解 性 の嫌 気 性 細 菌 を含 む 、Clostridium属 のcluster III

に分類 され る こ とが示 され た 。

(ii) DNA-DNA相 同性試験(材 料 と方法7)

CSK1株 と、16S rRNA遺 伝 子 配 列解 析 で 最 近 縁種 と され たC.thermocellum IAM 13660Tと の

DNA-DNA相 同性 試 験 をお こ な った 。そ の結 果CSK1株 とC.thermocellumのgenome sequence

similarityは 約23%と 算 出 され た 。 こ の結 果 はCSK1株 とそ の最 近 縁 種 で あ るC.thermocellum

とは 、異 な る種 と して分 類 され るべ き で あ る こ とを 強 く示 唆 す る。

(iii)ゲノムDNAのGC含 量測 定(材 料 と方 法8)

HPLCを 使 用 した方 法に よ りCSK1株 のゲ ノムDNAのGC含 量 を測定 した。その結果 、CSK1

株のゲ ノムDNAのGC含 量 は41.3mol%で あ った。

Fig.1-3. Phylogenetic dendrogram, indicating the position of strain CSK1 amongst cluster III of the order

Clostridiales and related bacteria based on 16S rRNA gene sequence data. Bar, 2% sequence divergence.

Bootstrap values are given at the branching points. Accession numbers are shown in parentheses.

43



第1章 細菌の分離

第3項 生理学的解析

(i)培養条件の至適化

CSK1株 をセル ロースパ ウダー 、またはcellobioseを 炭素源 と した、Clostridium属 細 菌の培

養 によく使 用 され るい くつか の培地(PCS培 地 、DSM502培 地 、DSM122培 地、IAM B-46培

地)で 培養 をお こな った。そ の結果 、DSM122培 地 において最 も良好 な生育 が確 認 され た。

そ こでCSK1株 の以 下の生理 学的解析 には、DSM122培 地 を使用 した。

CSK1株 を濾 紙 またはcellobioseを 炭素源 と したDSM122培 地(pH7.0)で37-70℃ の範 囲

で培養 し、そ の生 育可能(至 適)温 度 を調べた。その結果 をFig.1-4(a)に 示す。CSK1株 の生

育可能温度 は50-60℃ で、至適温度 は50-55℃ であった。

CSK1株 を濾 紙 ま た はcellobioseを 炭 素 源 と したDSM122培 地 でpH5.0-9.0の 範 囲 、50℃ で

培 養 し、 そ の生 育 可 能(至 適)初 期pHを 調 べ た 。 そ の 結 果 をFig.1-4(b)に 示 す 。CSK1株 の

生育 可 能 初 期pHは6.0-8.5で 、 至 適pHは7.5で あ っ た 。

以下の実験 では、特 に明記 しない限 りCSK1株 の培養 は50℃ 、初期pH7.0で お こなった。

Fig.1-4. Optimum temperature and optimum initial pH of strain CSK1.(a) Filter paper degradation

efficiency of strain CSK1 under various temperature (initial pH 7.0).(b) Filter paper degradation efficiency

of strain CSK1 under various ihitial pH (at50℃). Values are expressed as means of two replications. Error

bars indicate the standard deviation。
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(ii)形態学的特徴

cellobioseを 炭 素 源 と したDSM122培 地 でCSK1株 を10日 間 培 養 し、 そ の菌 体 を位 相 差 顕

微 鏡(Axioplan II imaging、Carl Zeiss)に よ り観 察 した(Fig.1-5)。CSK1株 の細 胞 はstraight

rodsも し くはslightly curved rodsで 、 幅0.5-1.0μm、 長 さ3.0-8.0μmで あ った。 胞 子 は楕 円形

で、細 胞 の端 に位 置 し、 そ の大 き さは0.5-1.0×1.0-1.5μmで あ っ た。

(iii)糖利 用性(材 料 と方 法10(b))

各種糖(0.5%w/v)を 炭 素源 と したDSM122培 地 でCSK1株 の糖利用性 を調 べた。糖利 用

性の有 無 は5日 間培養 後 の培養液pHの 低下で判断 した。糖類 を添加 しないDSM122培 地 で

はCSK1株 の生育 はみ られ ず、pHも 変化 しなか った。

実 験 に 使 用 した 糖 の う ちCSK1株 が 利 用 した の は 、cellbiose、laminarin (polysaccharide of

glucose with β-1,3 and β-1,6 linkages)、 セ ル ロ ー ス 基 質(セ ル ロ ー ス パ ウ ダ ー 、 濾 紙 、 稲 わ ら)

の み で あ っ た.

(iv)セ ル ロー ス分解効率(材 料 と方 法17(b))

濾 紙 、 ま た は稲 わ らを 炭 素 源 と したDSM122培 地 、PCS培 地 を使 用 して 、CSK1株 、 お よ

び 近縁 種 のC.thermocellum IAM 13660Tの セ ル ロー ス 分 解 効 率 を測 定 し、orighlal micronoraと

比較 した(Fig.1-6)。CSK1株 は50℃ 、C.thermocellum IAM 13660Tは60℃ で培 養 した 。

使 用 したセル ロース基質 に関わ らず、最 も分解効率 が 良かった のはodginal microfloraで 、

CSK1株 は最 も分解効率 が悪 かった。特にその差 は稲 わ らを基 質 とした ときに顕著 であった。

(v)醗 酵代謝 産物 の検出(材 料 と方 法11)

セル ロースパ ウダー、またはcellobioseを 炭 素源 と したDSM122培 地 を使用 して、CSK1株

の醗酵代謝 産物 の検出 をお こなった。培養液中 の有機 酸 、アル コール はHPLCに より検 出 し

た。気相 中のガ ス成分 はGCに より検 出 した。

CSK1株 の主要 な醗 酵代 謝産物 は使用 した炭 素源 に関 わ らず酢酸 、エ タノー ル、H2、CO2

であった。 また 、微量 なが ら乳酸 も検出 された。

(vi)酸 素耐性能(材 料 と方 法12)

original microfloraの 培養 条件が好気静置条件 であるこ と、またCSK1株 の分離過程お よび

その後 の培養 において、それ ほど厳密 な嫌気条件 を必要 としな か った ことか ら、CSK1株 は一

般 的な偏性嫌気性 細菌 よ りも強い酸素耐性能 を有 してい るので は ないか と考え られ た。 そ こ

でCSK1株 、お よびCthermocellum IAM 13660Tに ついて、気相 に0、1、2、4、8%の 酸素 が

存在す る条件 での生育の有 無 を調べ た。培養 はセル ロー スパ ウダー、も しくはcellobioseを 炭

素源 と したDSM122培 地 を使用 した。

結果 をTablel-5に 示す 。2種 類 の炭素源 で結果 に違 いはみ られ なかった。C.thermocellumは

気相酸 素濃度2%以 上で は生育がみ られ なか ったが、CSK1株 は気相酸素濃度4%に おいて も

生育 がみ られ た。
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Fig.1-5. Phase contrast micrograph of cells of strain CSK1, showing subterminal oval spores. Bar, 5μm.

Fig.1-6. Dried straw(a)or filter paper(b)degradation efficiency of the original microflora, C.

thermocellum and strain CSK1. The original microflora was cultivated under the aerobic static conditions at

50℃. Strain CSK1 was cultivated under the anaerobic conditions at 50℃. C. thermocellum was cultivated

under the anaerobic conditions at 60℃. Valucs are expressed as means of two replications.

Table 1-5. Growth of strain CSK1 and C. thermocellum under the atmospheres containing various

oxygen concentrations

Growth was judged from pH decrease of culture solution after 5 days cultivation. Initial pH of the culture

solution was 7.0.+; the value of pH decrease>1.0,-; the value of pH decrease<0.3.
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(vii)そ の他 の生理学的試験(材 料 と方法13)

Clostridium 属細菌の分類学的解析の際に調べられる生理学的試験 (tests for; motility, aesculin

hydrolysis, nitrate reduction, casein digestion, lectinase activity, lipase activity, indole production) を

お こな った 。

上記 の試験 の うち、aesculin hydrolysis のみが陽性で、その他の試験は全て陰性であった。

第4項 Clostridium straminisolvens sp. nov. の提唱

以上のCSK1株 の解析結果 と、報告 され て い る C. thermocellum と C. aldrichii の性質との比

較をTable1-6に ま とめた。系統分類学的 、お よび生理学的解析 か ら、CSK1株 は現在 まで に

報告のある Clostridium 属の種とは異なる結果(生 育至適温度、酸素耐性能など)が 得 られた

た め 、CSK1株 をtype strainと し た Clostridium 属 の新種 と して、Clostridium straminisolvens sp.

nov.を 提 唱 した。

Description of Clostridium straminisolvens sp. nov.
Clostridium straminisolvens (stra.mi.ni.sol'vens. L. neut. n. stramen straw; L. v. solvere to dissolve;
N.L. part. adj. straminisolvens straw-dissolving).

Cells are anaerobic, non-motile, spore-forming, straight or slightly curved rods, 0.5-1.0μm wide and

3.0-8.0μm long, occurring singly or in pairs. The optimum temperature for growth is 50-55℃,and no

growth occurs at or below  45℃or at 65℃ and above. The optimum initial pH for growth is 7.5, and

growth occurs between pH 6.0 and 8.5. Growth occurs under a gas phase containing up to 4%O2.

Cellulose and cellobiose are utilized as sole carbon and energy sources; the fermentation products are

acetate, lactate, ethanol, hydrogen, and carbon dioxide. Glucose, fructose, ribose, mannose, mannitol,

melibiose, saccharose, xylose, sucrose, lactose, xylan, and starch were not utilized as sole carbon and

energy sources. The G+C content in the DNA of the type strain is 41.3 mol%(HPLC).

The type strain, strain CSK1T (=DSM 16021T=IAM 15070T), was isolated from a cellulose-degrading

bacterial community.
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Table 1-6.-continued

Symbols: +, positive reaction;-, negative reaction; w, weak reaction
a Data from ref. [64, 87]
b Data from ref. [133]
c
 N. T.; not tested
d
 N. D.; no data available

c These substrates are not utilized as a sole carbon source, but utilized when cellulose or cellobiose exist in the

culture medium

f
 Products: a, acetic acid; b, butyric acid; ib, isobutyric acid; e, ethanol; 1, lactic acid; p, propionic acid. Capital

letters indicate major products, and small letters indicates minor products.
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第5節 考察

Table 1-7にoriginal microfloraか ら分 離 した細 菌 とそ の特 徴 を ま とめた 。

original microfloraか ら、好 気 条 件 下 で8株(5グ ル ー プ)の 細 菌 を分 離 した。通 性 嫌 気 性 の

M1-2、M1-3、M1-7株 は16S rRNA遺 伝 子 配 列 解 析 の結 果 、γ-proteobacteria、Pseudoxanthomonas

属 に分類 され た。 近 縁 種 で あ るPseudoxanthomonas taiwanensisは 温 泉 か ら分 離 され た 高熱 性

通 性 嫌 気 性 細 菌 で あ る[19]。 ま た 相 同 な配 列 は 高 温(55℃)の 廃 水 処 理 バ イ オ リア ク ター か

らも検 出 され て い る[70]。 偏性 好 気 性 のM1-5株 はFirmicutes、Brevibacillus属 に 分類 され た。

近 縁 種 のBrevibacillus agriは 偏 性 好 気性 の 土壌 細 菌 と して 分離 、同 定 され て い る[84]。 偏 性 好

気 性 のM1-6株 は β-proteobacteria、Bordetella属 に分 類 され た。Bordetella属 の 細 菌 は ほ とん ど

が 中温性 偏 性 好 気 性 で あ り、一 部 の種 は50℃ 以 上 で も生 育 可 能 で あ る、と報 告 され て い る[64]。

以 上 の3グ ル ー プ に 関 して は 、同 一 の 配 列 がoriginal microfloraのPCR-DGGE解 析 に よ って 検

出 され て い た(Fig.0-5、BandA、B、E)。M1-1とM1-8株 、 ま たM1-4株 はFirmicutesの それ

ぞ れBacillus属 、Virgibacillus属 に 分 類 され た 。 これ ら分 離 株 に 対応 す るバ ン ドはoriginal

microfloraのPCR-DGGE解 析 で は検 出 され て い ない 。

original microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)に よっ て検 出 され て い たBand Fに 対 応 す

る嫌 気性 細 菌 、FG4株 の 分 離 に成 功 した。16S rRNA遺 伝 子 配 列解 析 の結 果FG4株 はFirmicutes、

Clostridium属 のcluster IIIに 分 類 され 、最 近縁 種 はC.thermosuccinogenes(相 同性 約99.8%)

で あっ た 。FG4株 は近 縁 種 のC.thermosuccinogenes[27]と 同様 に 、セ ル ロー ス 分解 能 はみ られ

なか っ た もの の 、嫌 気 条 件 下 で の様 々 な 糖(e.g., cellobiose, glucose)の 利 用 性 を有 して お り、

群 集 中 で セ ル ロー ス分 解 に伴 って 産 生 され る糖 の 消費 に 関 わ っ て い る と推 測 され た。

嫌 気 条 件 下 で セ ル ロ ー ス 分解 能 を有 す るCSKl株 は16S rRNA遺 伝 子 配 列 解 析 に よ り

original microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)のBand Gに 対応 す る細 菌 で あ った 。ま たCSK1

株 はClostridium属 のcluster IIIに 分 類 され 、C.thermocellum、 C.aldrichiiと 近 縁 で あ った が 、

そ の相 同性 は 同種 の 細 菌 か否 か を判 定 す る際 の 目安 とな る97%[111]よ りも低 か っ た。 ま た

CSK1株 とC.thermocellumと のDNA-DNA相 同性 試 験 の結 果 も、 同種 の細 菌 か否 か を判 定す

る際 の 目安 とな る70%[126]よ りも低 か った 。 また 生 理 学 的 解 析 にお い て も、 生 育 至適 温 度 、

酸 素 耐 性 能 と い っ た 、 近 縁 種 とは 異 な る性 質 が認 め られ た 。CSK1株 の 近 縁 種 で あ るC.

thermocellum, C.aldrichiiの 生 育 至 適 温度 は 、そ れ ぞれ60-64℃ 、35℃ と報 告 され て い る[64,133]。

一方 でCSK1株 の 生 育 可 能 温 度 は50 -60℃ 、生 育 至 適 温 度 は50-55℃(Fig.1-4(a))と 、近 縁 種

の もの とは異 な っ て い た 。 ま たC.thermocellumが 気 相 酸 素 濃 度2%以 上 で 生 育 が み られ な い

のに対 し、CSK1株 は気 相 酸 素 濃 度4%に お い て も生 育 がみ られ た(Table 1-5)。Clostridium

属 細菌 の 中 に は 、 気 相 酸 素 濃 度6%で 生 育 可 能 な種 が いく つ か報 告 され て い る(Clostridium

glycolicum[67]、 Clostridium magnum[61])。 しか しセ ル ロー ス 分解 能 を持 つClostridium属 細 菌

で は酸 素 耐 性 能 を有 す る種 の報 告 は な され て い な い。original microfloraの 培 養 条 件(好 気 静

置培養)に お い て 、 酸 素 耐性 能 、 酸 素 存 在 下 で の 生 育 能 は生 き残 りに非 常 に有 利 な性 質 で あ

る と考 え られ る。以 上 の 系 統 分類 学 的 、お よび生 理 学 的 解 析 か ら、CSK1株 は現 在 まで に報 告
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の あ るClostridium属 の 種 と は 異 な る結 果 が 多 く得 られ た た め 、CSK1株 をtype strainと した

Clostridium属 の 新 種 と して 、Clostridium straminisolvens sp. nov.を 提 唱 し た 。

original microfloraに は、酸素 に対す る要求性 、感 受性の異な る様 々な細菌 が共存 して いた。

これ はoriginal microfloraの 培養条件 、す なわち好 気静置条件が原因であろ う。培養液 の表面

付近で は気 相か ら酸素 が供給 され るが、好気性 細 菌の働 きに よ り酸素 は速や かに消費 され、

培養液の 大部分 は嫌気的 、還元的 にな ってい る と考 え られ る。 実際 にoriginal microfloraの セ

ル ロース分 解過程 にお ける培養 液 中のORP値 は-400 mV以 下であることが報告 され て い る

[45]。

偏性嫌 気性 セル ロー ス分解分離株、CSK1株 はoriginal microfloraの 培養条件、すな わち好

気静置条件 で は生育す る ことができなかった。 ま た嫌気条件 下 において もそ のセル ロー ス分

解効率 はoriginal microfloraよ りも顕著に低 かった(Fig.1-6)。 この ことか ら、群集 中では好

気性 細菌 に よる酸素消費 に加 えて、非 セル ロース分解細 菌の何 らかの働 きが高効率 リグノセ

ル ロース分 解 に寄与 している と考 え られ る。 この点 に関 しては、以下の章 で詳 しく解析 をお

こなった。

Table 1-7. Bacterial strains isolated from the original microflora

a

 Dominant strains were detected from the original microflora by PCR-DGGE method, and Minor strains were

not.

b
 Ace, acetic acid.
c Lac, lactic acid.

d
 N. T., not tested.
e
 Pseudoxanthomonas sp. strain M1-3 showed glucose utilizing capability under the anaerobic conditions, but

did not under the aerobic conditions.
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C.straminisolvens CSK1株 と好 気 性 細 菌 との

混 合 培 養 に よ る高効 率セ ル ロー ス分 解 過 程 の解析
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第1節 緒言

自然界において、ある種の微生物が単独で存在 していることはほとんど無く、複数種の微

生物が互いに影響を及ぼしあいながら共存 している。多くの微生物はそのような他種の生物

との共存下においてはじめて効果的に機能を発揮 しうるものと考えられる[4]。このよ うな協

奏的 に機 能 を発揮 してい る微生物群 の例 と して は、 メタン生成古細菌 とその共生細菌(有 機

酸酸化細 菌 な ど)に よる種間水素伝 達[e.g., 52, 105]や 、塩 素化 有機化合物な どのxenobiotics

の協奏的分解[e.g., 17, 129]な どが よく知 られ てい る。

本研究で対象としているリグノセルロースの分解に関しても同様に、自然界では複数種の

微生物の共同作用によって効率的に分解が進行していると考えられる。リグノセルロースは

地球上で最 も豊富に存在する再生可能な資源であり、その分解、有効利用は非常に重要な問

題 と して捉 え られ て い る[20]。 リグノセ ル ロー ス を分解 す る微 生物 、お よび そ の酵 素 群

(cellulase、xylanase、peroxidaseな ど)に つ い て は 、古 くか ら多 くの研 究 がな され て い る[e.g.,

13,37,48,78]。 しか し単独 の微 生 物 や 酵 素 で 自然 界 由来 の セ ル ロー ス 物 質 を処 理 す る に は 、

物理化学的処理や滅菌といった前処理無しには非常に困難であるというのが現状である。一

方で、セルロース分解微生物と、余剰なセルロース分解産物を除去するような非セルロース

分解 細 菌(e.g., 水 素 消 費 微 生物[88, 128]、糖 消 費 微 生 物[72, 86, 94, 123])と の混 合 培 養 に よ り、

セ ル ロー ス 分 解 効 率 が 高 め られ る、 とい う報 告 も な され て い る。

本研 究で解析 をお こな っているohginal microfloraは 、上記 のよ うな微 生物 の共 同作用 に よ

る高効率セル ロー ス分解 を理解す る うえで、 良い モデルで ある と考 え られ るが、構成微 生物

種 の全て を同定、解 析す ることがで きない とい う、実験的な困難 さが残 され ている。 そ こで

original microfloraか ら分離 した微 生物 の混 合培養 に よって 高効率セル ロース分解 を再 現 し、

その人工生態 系を解析す ることで複 数種の微生物 による効率的 なセル ロース分解 のメカ ニズ

ム を解明す ることを 目的 と した。

本 論 文 の 第1章 でoriginal microfloraか らの細 菌 の 分 離 を お ζな っ た(Table 1-7)。 分 離 され

た 細 菌 の う ち 、 セ ル ロー ス 分 解 能 を有 して い た の は 嫌 気 性 細 菌ClosTridium straminisolvens

CSK1株 の み で あ っ た 。C. straminisolvens CSK1株 はoriginal microfloraの 培養 条件 、 す な わ ち

好 気 静 置 条 件 で は生 育 で きな か った 。 こ の こ とか ら、群 集 中 に お い て は非 セ ル ロー ス分 解 好

気 性 細 菌 が 培 養 液 中 の酸 素 を消費 し、培 養 液 を嫌 気 化 す る こ とでC. straminisolvens CSK1株 に

よ るセル ロー ス分 解 が は じめて 可 能 に な る、 と考 え られ る。 さ らに 、嫌 気 条 件 下 にお い て も

C.straminisolvens CSK1株 のPCS培 地 にお け るセル ロー ス 分解 効 率 は 、onginal microfloraと 比

較 して 非 常 に低 い もの で あ った(Fig.1-7)。 こ の こ とか ら、群 集 にお け る高効 率 セ ル ロー ス 分

解 に は 、 培 養 液 の嫌 気化 以 外 に も重 要 な要 因 が あ る と予想 され る。

そ こで本 章では、C.straminisolvens CSK1株 と非セル ロー ス分解細菌 とを様 々な組 み合 わせ

で混合培養 し、分解 効率 の よい混合培養系 に関 してその分解過 程 を解 析 し、C.stmminisolvens

CSK1株 の純粋培養 時 と比較す るこ とで、細菌群集 に よる高効 率セル ロース分解 のメカ ニズム

を探 った。 またそ の混合 培養系がoriginal microfloraと 同様 に継 代培養に対 して機能的 、構造
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的な安定性を有 しているか検討 した。

第2節 C.straminisolvens CSK1株 と非 セ ル ロ ー ス 分 解 分 離 株 と の 混 合 培 養

第1項 混 合 培 養 に よ る好 気 静 置 条 件 で の セ ル ロー ス分 解(材 料 と方 法3)

まず 第1章 で 分 離 した セ ル ロー ス分 解 細 菌C.straminisolvens CSK1株 と、全 て の 好気 性 分離

株 との混 合 培 養 をお こな った(Fig.2-1)。 そ の結 果 、C.stmminisolvens CSK1株 の純 粋 培 養(Fig.

2-1B)、 好 気 性 分 離 株 の み の混 合 培 養(Fig.2-1C)で は セ ル ロー ス分解 が 起 こ らない の に対 し、

C.stmminisolvens CSK1株 と好 気 性 分離 株 との混 合 培 養(Fig.2-1D)で は 、好 気 静 置条 件 で の

セル ロー ス 分 解 が み られ た 。ま た この混 合 培養 中 でC.stmminisolvens CSK1株 が増 殖 して い る

こ とがPCR-DGGE解 析 な どに よ り示 され た(data not shown)。 この結 果 か ら、好 気 性 分 離株

の働 き に よ っ て 好 気 静 置 条 件 で もC.straminisolvens CSK1株 が 生 育 可 能 にな り、セル ロー ス分

解 が進 行 す る こ とが示 され た 。

第2項 2種 混 合 培 養 系 の解 析

どの好 気 性 分 離 株 がC.straminisolvens CSK1株 の 好 気 静 置 条 件 で の 増 殖 を可 能 にす る能力

を有 して い る の か を明 らか にす る た め に、C.straminisolvens CSK1株 と各 分 離 株 との2種 混 合

培 養 系 を構 築 し、 そ の セ ル ロー ス 分解 効 率 を調 べ た(Fig.2-2)。 そ の結 果 、C.straminisolvens

CSK1株 とPseudoxanthomonas sp.M1-3株 、Brevibaoillus sp.M1-5株 、ま た はBordetella sp.M1-6

株 との2種 混 合 培 養 系 で セ ル ロー ス分 解 が み られ た 。特 にPsmdoxanthomonas sp.M1-3株 との

混 合 培 養 系 で はoriginal microflora(7.77g/L, for 8 days)に 匹 敵 す るほ どの 高 い分 解 活 性(7.31

g/L,fbr 8 days)が み られ た 。

第3項 4種 混 合 培 養 系(CSK+M356)に よ る高 効 率 セ ル ロー ス分 解

C.straminisolvens CSK1株 との2種 混 合 培 養 で セル ロー ス 分 解 が み られ た3種 の好 気性 分 離

株(Pseudoxanthomonas sp.M1-3、Brevibacillus sp.M1-5、Bordetella sp.M1-6株)と 、C.

straminisolvens CSKl株 との4種 混 合培 養 系(CSK+M356)は 、original microfloraを 上 回 るほ

どの 高 い セ ル ロー ス分 解 活 性 を有 して い た(Fig.2-2、8.30g/L, for 8 days)。 一 方 で 嫌 気 条 件 下

で はCSK+M356の セ ル ロー ス 分 解 効 率 は顕 著 に低 い もので あ っ た(Fig.2-2、1.93g/L,for 8

days)。 この こ とか ら、 これ らの 好 気性 分 離 株 は嫌 気 的 な環 境 を作 り出 す 、 とい うこ とに加 え

て 、 そ の 好 気 条 件 下で の 代 謝 活 動 が 高効 率 分 解 に寄 与 して い る と考 え られ る。

一 方
、CSK+M356に も う一 株 の 分離 株(Bacillus sp.M1-1株 、Virgibacillus sp.M1-4株 、

Clostridium sp.FG4株)を 加 え た5種 混 合 培 養 系 は、 い ず れ もCSK+M356よ りセ ル ロー ス分

解 活 性 が低 か っ た(Fig.2-2)。 この こ とか ら、これ ら3種 の 分離 株 は 群 集 内 でセ ル ロー ス 分解

の効 率 化 に ポ ジ テ ィブ な 効 果 を有 して い な い と考 え られ る。
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Fig.2-1.Photo image of filter papcr degradation by C. straminisolvens CSK1 together with non-cellulolytic

bacteria. Ibcubation was conduoted for 4 days under aerobic static conditions at 50℃. (A) Uninoculated

culture,(B) C. straminisolyens CSK1 pure culture,(C)mixed culture of aerobic isdates only,(D) mixed

culture of C. straminisolvens CSK1 with aerobic isolates,(E) the original microflora.

Fig.2-2. Filter paper degradation of pure or mixed cultures. Open bars, filter paper degradation during day

0-4; gray bars, filter paper degradation during day 4-8. Cultivation was conducted in 70.0ml of PCS

medium with 700mg of filter paper under static aerobic conditions, except for; AN, cultivated under

anaerobic conditions instead of aerobic conditions; 122, cultivated in 122 medium instead PCS medium.

Values are expressed as means of two replications. Error bars indicate tne standard deviation.
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第3節CSK+M356とC.straminisolvens CSK1株 の純 粋 培 養 系 の 比 較(材 料 と方法17)

好気性 分離株 の どの よ うな働 きが高効率分解 に寄与 してい るのかを明 らかにす るた め に、

Fig.2-2の 解 析 において最 もセル ロー ス分解効 率が高か った混合培養 系、CSK+M356と 、C.

straminisolvens CSK1株 の純粋 培養系のセル ロー ス分解過程 を解 析 し、比較 した。CSK+M356

の解 析 に は混 合培養 構 築後 に2回 継 代培養 をお こなった 、3rd generationを 使 用 した。C.

straminisolvens CSK1株 は純粋 培養条件ではPCS-FP培 地 にお いて、嫌気条件下 において もそ

のセル ロース分解活性 は非常 に低 いため(Fig.2-3)、C.straminisolvens CSK1株 の純粋培養 の

解析 には、DSM122-FP培 地 を使用 した。

Fig.2-3.Filter paper degradation and pH profile of C. straminisolvens CSK1 pure culture in 70.0ml of

PCS medium with 700mg of filter paper under anaerobic conditions. Values are expressed as means of

two replications. Error bars indicate the standard deviation.
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第1項 セル ロース分解効率

C.straminisolvens CSK1株 純 粋 培養 系 とCSK+M356の 濾 紙 分 解 量 の推 移 をFig. 2-4 (a)に 示 す 。

培養 初 期 に は純 粋 培 養 と混 合 培養 で濾 紙 分 解 速 度 に 大 き な 違 い は み られ な か った が(e.g., day

2-3, 3.76 and 3.44g/L/day, respectively)、 培 養 後 期 に は明 白 な違 い が み られ た(e.g., day 4-8,0.47

and 0.82g/L/day, respectively)。10日 間 の培 養 で の濾 紙 分 解 量 は 、C.straminisolvens CSK1株 純

粋 培 養 で は6.50g/L、CSK+M356で は8.91g/Lで あ った 。

第2項 培 養液 のORP、pH推 移

CSK+M356の 培 養 過 程 に お ける培 養 液 の 酸化 還 元 電 位(oxidative-reductive potential、 ORP)

値 は 、培 養 開 始 後1日 以 内 に-300mV以 下 に ま で 低 下 し、そ の 後 も-300mV以 下 に保 た れ て い

た。C.straminisolvens CSK1株 純 粋 培養 、CSK+M356の 培 養 過 程 にお け る培養 液 のpH推 移 を

Fig. 2-4 (b)に 示 す 。 活 発 な濾 紙 分 解 が 起 こっ て い るday 3ま で に 、 両 培養 系 とも にpHは6以

下 に ま で 低 下 した。 しか し培 養 後期 に は 、純 粋 培 養 系 で は 酸 性 環 境(c.a., pH5.6)が 保 た れ て

い た の に 対 し、CSK+M356で はpHは 中性付 近(c.a., pH7.2)に 戻 って い った。

第3項 培養液中のセルロース分解代謝産物

培 養 液 中 の水 溶 性 糖 濃 度 を ア ンス ロ ン法 に よ り定 量 した(Fig. 2-4 (C))。 培 養初 期(～day4)

で は 水 溶 性 糖 の 蓄 積 は 各 培 養 系 で 大 き な 差 は み られ な か っ た 。 しか し濾 紙 分 解 量 は

CSK+M356の 方 が多 い の に もか か わ らず 、培 養 後 期 の水 溶 性 糖 の 蓄積 はCSK+M356の 方 が 明

らか に 少 な か っ た 。培 養10日 後 の濾 紙 分解 量 あ た りのoligosaccharides濃 度 増 加 は 、CSK+M356

は162.0 mg-saccharides/g-(cellulose degradation)、C.straminisolvens CSK1株 純粋 培 養 は333.4

mg-saccharides)/g-(cellulose degradation)で あ っ た。

培養 液 中 の 酢 酸 濃 度 をF-kitに よ り定 量 した(Fig. 2-4 (d))。C.straminisolvens CSK1株 純 粋 培

養 で は酢 酸 濃 度 はday2-4で 約1200mg/Lま で急 激 に増 加 し、 そ の後 も徐 々 に増 加 を続 けた 。

一 方 でCSK+M356で は
、day 3ま で に約670mg/Lま で 増 加 した 後 、徐 々 に減 少 して い った 。

培 養10日 後 の濾 紙 分解 量 あ た りの酢 酸 濃度 増 加 は 、CSK+M356は54.2mg-acetate/g-(cellulose

degradation)、C.straminisolvens CSKl株 純 粋 培 養 は227.1mg-acetate/g-(ceUulose degradation)で

あ った 。
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Fig. 2-4. Comparison of filter paper degradation processes of pure culture of C. straminisolvens CSKl and

the mixed-culture (CSK+Mss6). Cultivation was conducted in 70.0 ml of liquid medium with 700 mg of

filter paper. Pure curioue of C. straminisolvens CSK1(filled diamond)was cultivated in medium 122 under

anaerobic static conditions; CSK+Mss6 (open circle) was cultivated in PCS medium under aerobic static

conditions. (a) filter paper degradation, (b) pH value, (c) oligosaccharides concentration, and (d) acetate

concentration. Values are expressed as means of two replications for two culture solution samples. Error bars

indicate the standard deviation
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第4節CSK+M356の 群集構造 ダイナ ミクスの解析

第1項 培養液中の総菌数

CSK+M356の 濾紙 分解過程 にお け る培養液 中の総菌数 の推移 をDAPI染 色法(材 料 と方法

18)に よ り測 定 した(Fig. 2-5)。day 0か らday 2に お いて総菌数 は約100倍 に増加 してお り、

その後day 6ま で は大 きな変化 はみ られ なか った。

第2項 各分離株の存在比率の推移

CSK+M356の 濾 紙 分 解 過 程 に お け る各 分 離 株 の存 在 比 率 の 経 時 的 変化 を 定 量 的real-time

PCR法(材 料 と方 法16)に よ り測 定 した(Fig. 2-6 (a))。

C.straminisolvens CSK1株 は濾 紙 分解 が始 ま る前 のday 1で はそ の 存 在 比率 は非 常 に低 く

(1%以 下)、 そ の後 濾 紙 分 解 の進 行 と付 随 してday 2に は 約20%に ま で 増加 した。通 性 嫌 気 性

のPseUdoxanthomonas sp.M1-3株 は測 定期 間 を 通 して非 常 に 高 い 存在 比 率(73%以 上)で あ っ

た。偏 性 好 気 性 のBrevibacillus sp.M1-5株 はday 1に は10%以 上 の存 在 比 率 で あ っ た が 、そ の

後 減 少 して い っ た(c.a., 1-7%, during day 2-6)。 同 じ く偏 性 好 気 性 のBordetella sp.M 1-6株 は

day 1に は1%以 下 の存 在 比 率 で あ っ た が 、そ の後 増 加 して い っ た(c.a., 1-8%, during day 2-6)。

第5節CSK+M356の 構 造 と機 能の安 定性 の検討

CSK+M356の 構 造 と機 能 の安 定 性 をみ るた め に、継 代 培養 を繰 り返 した後 の濾 紙 分 解 量 と

群 集 構 造 を解 析 した 。

11回 の 継 代 培 養 後 の12th generationのday 4、 day 8で の濾 紙 分 解 量 は そ れ ぞれ5.02、8.70g/L、

40回 の継 代 培 養 後 の41st generationのday 4、 day 8で の濾 紙 分 解 量 はそ れ ぞれ5.18、8.42g/L

と、継 代培 養 前 の濾 紙 分 解 量(5.51、8.30g/L、Fig. 2-4 (a))と ほ ぼ 同様 であ っ た 。 ま たpH推

移 のパ タ ー ン(day 3ま で に6以 下 に 低 下 、そ の後7以 上 に ま で 回復)も 、継 代培 養 前 後 で ほ

ぼ 同 一 で あ っ た(data not shown)。

一 方 でCSK+M356の 群 集 構 造 は継 代 培養 に対 して 不 安 定 で あ った
。12th generation、37th

generationの 定 量 的real-time PCR法(材 料 と方 法16)に よる各 分離 株 の存 在 比 率解 析 結 果 を

Fig. 2-6 (b, c)に 示 す 。37th generationに お い てCSK+M356の 構 成 メ ンバ ー の うち、Brevibacillus

sp.M1-5株 が 検 出 限 界(約0.01%)以 下 で あ っ た。 また そ のBrevibacillus sp.M1-5株 の 存 在 比

率 は 、3rd generationと12th generationの 間 で も、 明 らか な減 少 が み られ た。
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Fig. 2-5. Quantification of cell number in the culture solution of CSK+M356 during filter paper degradation

process determined by direct counting of DAPI-stained cells. Values are expressed as means of eight fields
of view. Error bars indicate the standard deviation.

○C.straminisolvens CsK1 ◆PseUdoxanthomoms sp. M1-3

□Brevibacillus sp. M1-5 ▲Bordetella sp. M1-6

Fig. 2-6. Quantification of each bacterium in CSK+M356. (a) 3rd generation, (b) 12th generation, (c) 37th
generation. Open circle, C.straminisolvens CSK1; filled diamond, Pseudoxanthomonas sp.strain M1-3;
open square, Brevibacillus sp.strain M1-5; filled triangle, Bordetella sp. strain M1-6. Values are expressed
as means of two replications for two DNA samples. Error bars indicate the standard deviation.
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第6節 考察

C.straminisolvens CSK1株 はoriginal microfloraの 培 養 条 件 で あ る好 気 静 置条 件 で は生 育 しな

かったが、好気性分離株 との混合培養 に よって、そ の条件 で も生育、セル ロー ス分解 が可能

となった(Fig.2-1)。 この結果か ら、嫌気性 セル ロー ス分解細 菌 と好気性の非セル ロー ス分解

細菌の共存 が群集 に よるセル ロー ス分解 に必須 で あるこ とが示 された。 しか し全 ての好 気性

分離株 がセル ロー ス分解 にポ ジテ ィブな効果 を示す わ けではな かった。

C.straminisolvens CSK1株 と の2種 混 合 培 養 で セ ル ロ ー ス 分 解 が み られ た3種 の 好 気 性 分 離

株(Pseudoxanthomonas sp.M1-3、Brevibacillussp. M1-5、Bordetella sp.M1-6株)と 、C

straminisolvens CSK1株 と の4種 混 合 培 養 系(CSK+M356)は 、original microfloraを 上 回 る ほ

どの高いセル ロー ス分解活性 を有 していた(Fig.2-2)。 これ ら3種 の好 気性分離株 は混合培養

系のセル ロース分解 を促進 す る効果 が有 る と考 えられ る。セ ル ロース分解Clostridium属 細菌

と、セル ロー ス分解 産物(e.g.,糖 、水素)を 消費す るよ うな非セル ロース分解菌 との共培養

によ り、純粋培養時 よ りもセル ロース分解 効 率が改善 され る とい う報告 はこれ までに もい く

つかな されてい る[72, 86, 88, 94, 128]。 しか しこれ らの系はいずれ も2種 だ けの混合培養 系で

あ り、また どち らの微 生物 も嫌気性 で、培養 も嫌 気条件下 でお こなわれ てい る。また好気性

セ ル ロー ス 分 解fungusのTricoderma harzianumと 嫌 気性 非 セ ル ロー ス 分解 細 菌Clostridium

butyricumと の 共培 養 に よ るセル ロー ス 分解 効 率 の改 善 の報 告 もあ る[123]。 一 方 、本 研 究 で構

築 したCSK+M356は 、セ ル ロー ス 分解Clostridium属 細 菌 と3株 の好 気 性 細 菌 とい うこれ ま で

に報告されていないタイプの組み合わせによる好気条件下でのセルロース分解の効率化、と

いう点で新規な混合培養系であるといえよう。また水田土壌のようなセルロース分解が起こ

る場所 にお いて、セル ロース分解Clostridium属 細 菌 と好気性 細菌 は しば しば同時 に検 出 され

てい る[e.g.,73]。CSK+M356は セル ロース分解Clostridium属 細菌 と好気性細菌 との相互作用

を理解す る うえで、非常 に よいモデルであ る と考 え られ る。

C.straminisolvens CSK1株 の純粋培養 とCSK+M356の セル ロース分解過程 を比較 した 実験

(Fig.2-4)か ら、以下 に述べ る3点 が、群集 による高効率セ ル ロー ス分解の要因であ ると考

えられ る。

第1点 目は、好気性細 菌 が酸素 を消費 し、C.straminisolvens CSK1株 が生育 可能 な嫌気的、

還元 的環境 を作 り出す こ とで あ る。好気 性 細 菌は培 養開 始 と ともにPCS培 地 に含 まれ る

peptoneやyeas textractに 含 まれ る成分であ るペプチ ドやア ミノ酸 を利用 して生育、お よび酸

素消費 をす る と考 え られ る。実際、これ らの好気性 分離株 には、BiOLOG解 析に よって、様 々

なア ミノ酸 の利 用性 が ある ことが示 されてい る[140]。 しか しCSK+M356の セル ロース分解効

率が嫌気条 件で著 しく低 下す る(Fig.2-2)こ とを考 える と、培養液の嫌気化 以外 に も重 要な

要因があ る と考 え られ る。

第2点 目は 、 好 気 性 細 菌 に よ る余剰 なセ ル ロー ス 分解 産 物 の 消費 で あ る。 水 溶性 糖 、 特 に

cellobioseはcellulase発 現 の 抑 制[57,134]、cellulase活 性 の 阻 害[58,69]な どに よ り、 セ ル ロー

ス分 解Clostridium属 細 菌 の セ ル ロー ス 分解 効 率 を 下 げ る働 きが あ る と報 告 され て い る[75]。
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CSK+M356で はC.straminisolvens CSK1株 純粋培養時 よ りも、濾 紙分解 量は多 いのに もかか

わ らず培養 液中の水溶性糖 の蓄積 は低 く抑 え られ ていた(Fig.2-4(c))。 いずれ かの好気性細

菌 による水溶性糖 の消費がCSK+M356に よる高効率セル ロー ス分解 の要 因のひ とつ であ ると

推察で き る。

第3点 目は、好気性細 菌 による培養液pHの 中性 化で ある。C.straminisolvens CSK1株 のセ

ル ロース分解の至適初期pHは7.5で あ り、pH6 .0以 下で は分解 がほ とん ど起 こ らない(Fig.

1-4(b))。CSK+M356の 培 養過程 においては、pHは い ったん6以 下 にまで低 下す る ものの、そ

の後 中性 付近まで上昇 していった(Fig.2-4(b))。 好気性細菌 がpHを 中性化す る機構 は明 らか

に は な っ て い な い が、酢 酸 の消 費(Fig.2-4(d))は そ の 一 因 で あ る と考 え られ る。 ま たoriginal

microfloraを 初 期pH5や6で 培 養 す る と、一 時 的 にpHが7-8に ま で 上昇 す る、とい う知 見(Fig .

0-6)や 、Pseudozanthornonas sp.M1-3、Brevibacillus sp.M1-5、Bordetella sp.M1-6株 をPCS培

地(初 期pH7.2)で 純 粋 培 養 す る と、培養 液 のpHが8-9に ま で 上昇 す る、とい う知 見(data not

shown)が 得 られ て い る。 これ は好 気 的 なア ミノ酸 の 資 化 に よ るア ンモ ニ ア の 生成 に よ る と推

察 され る。

CSK+M356はoriginal microfloraと 同様 に 、継 代 培 養 に対 して機 能 的 な 安 定性 を有 して お り、

継 代 培 養 後 もそ の セル ロー ス分 解 効 率 やpH推 移 のパ ター ンに 変化 はみ られ な か っ た。しか し

構 造 的 に は継 代 培 養 に 対 して不 安 定 で あ り、継 代 の過 程 で メ ンバ ー の うち の1種 、Brevibacillus

sp.M1-5株 が 消失 して しま っ た(Fig.2-6)。 一 方 、original microfloraで はBrevibacillus sp .M1-5

株 は40回 以 上 の継 代 培 養 後 に も残 存 して い た[45]。Brevibacill us sp.Ml-5株 がCSK+M356に

おいて残存 できない理 由 は明 らかではない が、original microfloraに 存在 し、Brevibacillus sp.

M1-5株 の生育に ポジテ ィブな効果 を持つメ ンバー をCSK+M356が 欠いてい る、 とい う可能

性が考 え られ る。その よ うな細菌 の候補 と しては、original microfloraか らPCR-DGGE解 析 に

よって優 占種 と して検 出 されてい るClostridium sp.FG4株 が考 え られ る。この点をふま え、第

3章 で は継代培養 に対 して機 能的、構 造的 に安定な混合培養 系の構 築 を試 みた。
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第1節 緒言

自然界、 な らび に様 々な人 工的環境 にお いて、 ある種 の微 生物が単独 で存在す るこ とはほ

とん ど無 く、他 の微生物 と様 々な相互作用 を及 ぼ しあいな が ら共存 していると考 え られ てい

る。有機 性廃棄 物や廃 水の微生物学的処理 な どの人工的環境 において は特 に、長期間 の運転

や様 々 な撹乱 な どに対す る微生物群集 の機 能、構 造 の安定性 を維 持す ることは非常 に重要 な

問題 と捉 え られ てい る[14,34,35,47,109,125]。 しか し複数種 の微 生物 が安定に共存す るメカ

ニズムは未 だ明確 にはな っていない。 そのメカニ ズムの理解 を困難 に してい る要因のひ とつ

は、複雑 な微生物 群集 にお ける全ての構成微 生物種 の特定 が困難で ある、とい うことであ る。

さらにそれ ら構 成微生物種 の群集 中で の機 能や相互作用 を明 らかにす ることはよ り困難 であ

る。そ こで本研 究で は、ひ とつの微生物群集 か ら分離 した微生物の混合培養 によ り、そ の微

生物群集 の機 能 と安定性 を再 現 し、そ の人 工生態系 を解 析す るこ とで上記 のメカ ニズム を解

明す る ことを 目指 した。 この よ うなア プ ローチ は、微生物群集 による難 分解性物質 の分解 に

関す る研 究[11,17,23,28,117]や 、口腔 内微 生物群集 の研究[36,92]な どの分野で よ く用い られ

てい る。 この よ うな研究 では、2種 の微 生物間の 関係性 を解析 し、相利 共生的 関係 にあ る2

種 の微生物 の安定な共存 に関 して議論 され てい る。 しか しその一方で、第3の 微生物種 の存

在 が2種 の微 生物 の関係 性 に影響 を与 え る、 とい う報告 もな されてい る[e.g.,26,62]。 それ ゆ

え、 自然界 の複雑 な微生物群集 の より深 い理解 のためには、多数種(3種 以上)の 微生 物間

の相互 作用 ネ ッ トワー クを調 べてい く必要 があ ると考 え られ る。

メ ンバ ーが規 定 され た混 合培養に よって安 定な機能性微 生物群集 が構 築できた場合 、全て

のメ ンバ ー の純粋培養時 での特徴 を試 験す ることが可能 であ り、また全ての構成 メンバ ー の

群集 中での挙動 をモニタ リングす るこ とも比較的 容易にな る。 さ らに、構成メ ンバーの うち

のひ とつだ けを除いたよ うな混合培養 系(ノ ックア ウ ト群集)を 構 築す るこ とが可能であ り、

この ノ ックア ウ ト群集 を解 析す ることで除かれ た メンバーの群集 内で の機能、役割や、他 の

メ ンバー に及 ば してい る影響 について評 価で きる と考 えた。 このノ ックア ウ ト群集 の解析 と

い うア プ ローチ は、ある遺伝 子 の機 能 をそ の遺伝子 の発 現 を抑 えるこ とで評価 しよ うとい う、

遺 伝 子 破 壊 実 験 と同 じ考 え方 を も とに して い る。微 生 物 生 態 学 の 分 野 に お い て も、

2-bromoethanesulfbnate添 加 に よるメタ ン生成古細菌の阻害[e.g.,38]や 、モ リブデ ン酸塩添加 に

よる硫 酸還元細菌 の阻害[e.g.,90]な どの よ うに、特定の微 生物 グループの機能のみ を阻害す る

こ とで、その機 能 、役割 を調 べ る手法 と して このアプロー チはよ く用 い られて いる。

本 論 文 の 第2章 で はoriginal micronoraか ら分 離 した 嫌 気 性 セ ル ロ ー ス分解 分 離 株 のC.

straminisolvens CSK1株 と、3株 の好 気 性 非 セ ル ロー ス 分 解 分離 株(Pseudoxanthomonas sp.

M1-3株 、Bmibaoillus sp.M1-5株 、Bordetella sp.M1-6株)と を混 ぜ 合 わ せ るこ とで、 高 効 率

セ ル ロ ー ス 分 解 能 を有 す る微 生 物 群 集(CSK+M356)を 構 築 した 。CSK+M356はoriginal

microfloraと 同 様 に 、継 代 培 養 に対 して 機 能 的 な安 定性 は 有 して い た が 、構 造的 に は不 安 定 で

あ り、継 代 の過 程 で メ ンバ ー の うち の1種 、Brevibaoillus sp.M1-5株 が失 わ れ て しま った(Fig.

2-6)。Brevibacillus sp.M1-5株 がCSK+M356に お い て残 存 で きな い理 由 は明 らか で は な い が 、
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original microfloraに 存 在 し、Brevibacillus sp.M1-5株 の 生育 に ポ ジ テ ィ ブ な効 果 を持 つ メ ンバ

ー をCSK+M356が 欠 い て い る、とい う可能 性 が考 え られ た。そ の よ うな細 菌 の候 補 と して は 、

original microfloraか らPCR-DGGE解 析(fig.0-5)に よ って 優 占種 と して検 出 され て い る

Clostridium sp.FG4株 が 考 え られ た。

本章 では、CSK+M356にClostridium sp.FG4株 を加 えるこ とによ り安 定な微 生物群集 を構

築 した こ と、お よびその ノ ックア ウ ト群集 を構 築、解析 した結 果 を報告 す る。

第2節 セル ロー ス分解 能 を有す る安 定 な人工生態系(SF356)

第2章 で解析 した4種 混合 培養系、CSK+M356にClostridium sp.FG4株 を加 えた5種 混合

培養系(以 下SF356と 記載)を 構築 した。SF356は 好気静置条件 下で濾紙 を分解 す るもの の、

その効率 はoriginal microfloraやCSK+M356よ り有意 に低かった(5.29±0.20g/L for 8 days,Fig.

2-2)。 しか しその一方 で、SF356は 継 代培養 に対す る機能的 、構造的安 定性 を有 していた。ま

ず機能的 には、20回 の継 代培 養後にもSF356の セル ロー ス分解効率 に大 きな変化 はみ られ な

かった(5.12±0.12g/L for 8 days)。SF356の 継代培養 前後(2nd、22nd generation)のday 6に

お ける各分離株 の存在割 合 を定量的real-time PCR法(材 料 と方法16)に より解 析 した結果 を

Fig.3-1に 示す。20回 の継 代培養後に も5種 の菌株全 てが検 出 され 、SF356は 構 造的 にも安 定

であるこ とが示 され た。 そ こで この5種 混合培養系 を安 定な群集 のモデル として 、 さらな る

解析 をお こなった。

第3節 ノックアウト群集の構築とその安定性の検討

SF356に お け る各 メ ンバ ー 間 の関係 性 、相 互 作用 を理 解 す る た め に 、SF356の メ ンバ ー の う

ち のひ とつ を除 い た4種 混 合 培養 系 、ノ ックア ウ ト群 集 を構 築 した(Fig.3-2)。 以 下 、各 ノ ッ

ク ア ウ ト群 集 を △Xと 表 記 す る。こ こでXは 除 かれ た メ ンバ ー の株 名 で あ る。例 えば △CSK1

はC.stmminisolvens CSK1株 が除 かれ た群 集 、す な わ ちClostridium sp.FG4、Pseudoxanthomonas

sp.M1-3株 、Brevibacillus sp.M1-5株 、Bordetdlla sp.M1-6株 か らな る4種 混 合培 養 系で あ る。

同様 に 、 △FG4、 △M1-3、 △M1-5、 △M1-6を 構 築 し、それ らの継 代 培 養 に対す る安 定性 を調

べ た。

ノックア ウ ト群 集 の継代 培養前後(2nd、22nd generation)のday6に お ける各分 離株 の存在

割合を定量的real-time PCR法(材 料 と方法16)に よ り解析 した結果 をFig.3-1に 示す。 また

その結 果 を簡略 にTable 3-1に ま とめた。 △M1-3と △M1-6で はSF356と 同様 に、全て のメ ン

バーは継 代培養 後 に も残 存 してお り、またそのセル ロー ス分解効率 に も変化 はみ られ なか っ

た。一方 で他 の ノ ックア ウ ト群集 では一部の メンバー の消失 がお こった。メンバ ーの消失 が

見 られた 系に関 しては、特 異的PCR法(材 料 と方法15)に よ り消失 の時期 、順序 を確認 した。

唯 一 の セ ル ロー ス 分解 細 菌C.straminisolvens CSK1株 を除 い た △CSK1で は 、1st generation

か らセ ル ロー ス 分 解 は見 られ ず 、ま た 継 代 培 養 に対 して構 造 的 に 不 安 定 で あっ た 。 継 代 培 養

の過 程 で 、Clostridium sp.FG4株 、Brevibacillus sp.M1-5株 、Pseudoxanthomoms sp.M1-3株 の
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順 に消 失 し、 最 終 的 に はBordetella sp.M1-6株 のみ が残 った。

△FG4(第2章 のCSK+M356と 同 じもの)で は、 第2章 で も確 認 され た よ うに 、継 代 の 過

程 で セ ル ロー ス分 解 能 は 失 われ な か った も のの 、Brevibacillus sp . M1-5株 が消 失 した 。

△M1-5で は 、 △CSK1で み られ た の と同様 に2nd gencrationに お け るBorderella sp . M1-6株

の 存 在 比 率 が 他 の系 と比較 して 非 常 に 大 きか っ た。 ま た継 代 の過 程 でC. straminisolvens CSK1

株 、clostridium sp. FG4株 の順 に 消 失 が見 られ た。 セル ロー ス分 解 はC. straminisolvens CSK1

株 の 消失 とほ ぼ同 時 期(10th、12th generation)に お こ らな くな った。

Fig.3-1. Relative abundance of each bacterium

in SF356 and the knockout communities at day

6 of the 2nd and 22nd generations. The data

show the results obtained from two independent

subcultured communities (designated as A and

B). The values are expressed as the means of

two replications of real-time PCR experiments.

The variation between the real-time PCR

experiments for the same DNA sample was less

than 20%.
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Table 3-1. Stability of SF356 and the knockout communities.

+, detected;-, nol detected; N. I., not inoculated in the mixed culture.

Fig.3-2. The outline for construdion of the knockout communities. This figure shows the one of the

knockout communities. △M1-6, in which Bordetella sp. strain M1-6 is eliminated. In the same way,

△CSK1, △FG4, △M1-3 and △M1-5 were constructed.
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第4節 SF356と ノ ックア ウ ト群集 のセル ロー ス分解過程の解析(材 料 と方法17)

SF356に お ける各 メ ンバーの役 割 を理解 す るた めに、SF356と 各 ノックア ウ ト群集 のセル ロ

ー ス分解 過程 を解 析
、比較 した。解析 には各群集 の2nd generationを 使用 した。

第1項 セル ロース分解効率

各群 集 のday4、day8に お ける濾 紙分解 量の定量結果 をFig.3-3(a)に 示す。 △CSKIで は濾

紙分解 はお こらなかった。△FG4は 調べた群集 の うちで最 も高 い濾紙分解効 率が観 察 された。

また △M1-5で もSF356よ りも高 い濾紙分解効 率が観察 され た。 このことか らClostridium sp.

FG4、Brevibocillus sp.M1-5株 はセル ロー スの効 率的分解 に対 してはネガテ ィブな効果 を持 つ

ことが示唆 され た。

第2項 培養液pHの 推移

各 群 集 の培 養 液pHの 推 移 をFig.3-3(b)に 示 す 。SF356、 △M1-3、 △M1-5、 △M1-6のpH推

移 のパ ター ンは よ く似 て お り、day 3-4でpH 6付 近 に ま で低 下 し、そ の後7以 上 に ま で 回復

す る こ とは無 か っ た。 一 方 で △FG4で はday 3ま で に い った んpH6以 下 に ま で低 下 した も の

の 、 そ の 後pH 7.0-7.3に ま で回 復 した。 △CSK1で はpHの 低 下 はお こ らず 、序 々 に約9 .0に

ま で 上 昇 してい っ た。

第3項 培養液中のセル ロース分解代謝産物

各群集 の培養液 中のセル ロー ス分解 代謝 産物(水 溶性糖、酢酸 、エ タノール)の 濃度 を定

量 した。各群集 にお け るセル ロー ス分解効 率の違い による影響 を無 くすため に、8日 間の培

養 での各代謝産物 の増加 量(mg)を 同 じく8日 間の培養 で分解 され た濾紙 の重量(g)で 割

つた相 対値 を もって、各 代謝産物 の蓄積 とした(Fig.3-3(c,d,e))。

△CSK1で は濾紙分解 が起 こらないため、各代謝産物の増加 もみ られ なかった。△FG4で は

水溶性 糖 の蓄積 が調べた群集 中で最 も多 く、酢酸 とエ タ ノール の蓄積 が調べた群集 中で最 も

少なか った。この結果 か らClostridium sp.FG4株 が糖 を醗酵 して酢酸、エ タノール を生成 して

い る こ と が 予 想 で き る 。 △M1-3で は 酢 酸 の 蓄 積 が 調 べ た 群 集 中 で 最 も 多 く 、

Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 が群集 中で酢酸 を消費 してい ることが予想 された。 △M1-5で

は水溶性糖 の蓄積 がSF356よ りも有意 に多 く、Brevibacillus sp.M1-5株 が群集 中で糖 を消費 し

ている ことが予想 され た。
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Fig. 3-3. Comparisoms of the filter paper degradation processes of FP356 and the knockout communities. (A)

filter paper degradation over a period of 4days (open bars)or 8 days (gray bars), (B)pH value,(c)

accumulation of oligosaccharides, (D)accumulation of acetate,(E)accumulation of ethanol. Accumulation

of the metabolites is represented as an increase in tne metabolites during an 8-dgy period of cultivation(mg)

per amount of filter paper degraded over a period of 8 days (g). Values are expressed as the means of two

culture solution samples. The error bars indicate SD. Asterisks represent significantly different (P<0.05)

from SF356. N. A., not applicable, because filter paper degradation did not occur.
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第5節 非セルロース分解分離株の機能の再検討

第4節 の解 析 で 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の酢 酸 の利 用 とい っ た よ うな 、第1章 で の

各 分 離 株 の 生 理 学 的 解 析 の 結 果(Table 1-7)と は 異 な る 予 想 が 得 られ た 。 そ こ でC.

straminisolvens CSK1株 を純 粋 培 養 した後 の 培 養 濾 液 で 非 セル ロー ス分解 分 離株 を培 養 し(材

料 と方 法19)、 培 養 後 の水 溶 性 糖 、 酢 酸 、エ タ ノール の増 減 を調 べ た(Table3-2)。 水 や エ タ

ノー ル の蒸 散 の影 響 を考 慮 して 、negative controlと して は菌 を接 種 しな い培 養 濾 液 を他 と同様

にincubateし た も の を使 用 した(Uuinoculated(after incubation)in Table3-1)。

C.straminisolvens CSK1株 の 培養 濾 液 で は 、 いず れ の分 離 株 もPCS-basal培 地 よ りも よ く生

育 した 。C.straminisolvens CSK1株 の培 養 濾 液 でClostridium sp.FG4株 を培 養 した とこ ろ 、糖

の減 少 がみ られ 、 ま た 酢 酸 の 大 幅 な増 加 がみ られ た。 エ タ ノー ル もわず か で は あ るが増 加 し

てい た 。 この結 果 は 第1章(Table 1-7)、 本 章 第4節 の結 果 と一 致 し、Clostridium sp.FG4株

が糖 を醗 酵 し、酢 酸 、 エ タ ノール を生成 す る とい う予 想 を裏 付 けた。C.straminisolvens CSK1

株 の培 養 濾 液 で のPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の培 養 で は 、酢 酸 が検 出 限 界以 下 に まで 減 少

し、 ま た 水 溶 性 糖 の 濃 度 も 有 意 に 減 少 した 。 こ の 結 果 は 本 章 第4節 で 得 られ た 予 想

(Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 酢 酸利 用)を 支持 す る もの で あ る。第1章 の解 析 でglucose

の利 用 性 が み られ 、また 本 章 第4節 で も糖 の 消 費 が示 唆 され て い たBrevibacillus sp.M1-5株 で

あ った がC.straminisolvens CSK1株 の培養 濾 液 で の 培 養 で は 水 溶 性糖 の減 少 はみ られ な か っ

た。 そ の 一 方 で 、エ タ ノー ル の減 少 と酢 酸 の増 加 が 観 察 され た。C.straminisolvens CSK1株 の

培 養 濾 液 で のBordetella sp.M1-6株 の 培養 で は 、特 筆 す べ き変 化 は み られ な か った。

Table 3-2.Pure culture of non-cellulolytic isolates in PCS-basal medium and in the cell-free culture

filtrate of C.straminisolvens CSK

1a OD
600,optical dencity at 600nm.

b
 Thevalues in parentheses are the standard deviations of two independent experiments.
c
 Clostridium sp.FG4 was incubated under anaerobic conditions for 5 days,while the others were incubated

under aerobic static conditions for 2 days.
d

 ND,not detected.
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第6節 考察

C. straminisolvens CSKI、 Clostridium sp. FG4、 Pseudoxanthomonas sp. Ml-3、Brevibacillus sp.

Ml-5、Bordetella sp. Ml-6株 とい うoriginal microfloraか らPCR-DGGE解 析(Fig.0-5)に よっ

て優 占種 と して検 出 され て い た全 て の細 菌 の組 み 合 わ せ に よ る5種 混合 培養 系(SF356)は 、

セ ル ロー ス分 解 効 率 こそ や や 低 い もの の 、継 代 培 養 に対 して機 能 的 、構 造 的 な 安 定性 を有 し

て い た(Fig.3-1)。 環 境 微 生 物 学 、微 生 物 生 態 学 の 分 野 、特 に微 生 物 群集 に よ る難 分解 性 物 質

の分 解 とい った 研 究 に お い て 、 本 研 究 で用 い た よ うな 手 法 は よ く見 受 け られ る。 す な わ ち、

(1)あ る物 質(難 分 解 性 物 質 な ど)を 唯 一 の 炭 素(も し くは 窒 素 、 エ ネル ギー)源 と した培 地

で集 稽 培 養 をお こな い 、微 生 物 コ ミュニ テ ノー 左得 る 、(2)群 佳 構 造解 析(PCR-DGGE解 析 な

ど)、優先 種 の分離 をお こな う、(3)分離株 を混合培養 し、それ ら分離株の機 能や関係性 を調べ

る、 とい う手法 であ る。 い くつかの文 献で は相利、また は片利 共生関係 にあ る2種 の微生物

の安 定的共存 に注 目 してい る[e.g.,28,117]。 またい くつか のグルー プは3種 以上か らな る混合

培養 系 を構 築 し、そのメ ンバー間で の代謝 物の フ ロー の解 析、共生的関係 の解明 な どを報告

してい る[11,17,23]が 、 しか しこれ らの系で は全 メンバー の安定的共存 は報告 され ていない。

本章 で構 築 した5種 混合 系、SF356は5種 の全 メンバー が長期 間安定 に共存 しうる とい う点

で全 く新 規 な系で あ るとい える。

SF356の メ ンバ ーの うちのひ とつを除いた4種 混合培養 系、 ノックア ウ ト群集 を構築 し、

各細 菌のin situで の役割 の推定 を試 みた(Fig.3-3)。 またそ こで推 定 され た各分離株 の機能(特

に基 質利 用能)に 関 して、C. straminisolvens CSK1株 の純粋 培養 濾液における培養 に よって、

確認 をお こなった(Table 3-1)。 第1章 、第2章 の結果 も考慮 して、以下の よ うに各分離株の

群集 にお け る役割 を推 定 し、Fig.3-4に それ をま とめた。

(i) C. straminisolvens CSK1株

c. straminisolvens CSK1株 は セ ル ロ ー ス 分 解 能 を 有 す る 唯 一 の 分 離 株 で あ り 、C.

straminisolvens CSK1株 を除 いた ΔCSK1で はセ ル ロー ス分 解 が 起 こ らず(Fig.3-3 (a))、群 集 に

よ るセ ル ロー ス分 解 に 必 須 の細 菌 で あ る とい え る。 しか し第2章 で明 らか に な った よ うに、

C. straminisolvens CSK1株 が生 育 し、効 率 よ くセ ル ロー ス を分 解 す るた め に は、好 気性 分離 株

に よ る酸 素 の消 費 、pHの 中性 化 な どの 作用 が 必 要 で あ る。 さ らにC. straminisolvens CSK1株

の培 養 濾 液 が好 気 性 非 セ ル ロー ス 分解 分 離 株 の 生 育 を促 進 す る とい う結 果(Table 3-2)も 得

られ た こ とか ら、 この 両 者 は相 利 共 生 的 な 関係 に あ る と考 え られ る。

(ii)CZosかi47μmsp.FG4株

Clos翻 ∂iumsp.FG4株 はCstmminisolvmsCSKI株 に よ るセ ル ロー ス分解 に よ り生 じた水 溶

性 糖 を利 用 し、多 量 の 酢 酸 と少 量 のエ タ ノー ル を生 成 して い る こ とが ノ ックア ウ ト群 集 の解

析 か ら示 唆 され た 。ま た こ の こ とは純 粋 培 養 の結 果(臓blel-7,3-1)と も一 致 して い る。水 溶

性 糖 、特 にcellobioseはce11ulase発 現 の 抑 制[57,134]、cenulase活 性 の 阻害[58,69]な どに よ り、

セ ル ロー ス 分解Clostri∂ium属 細 菌 のセ ル ロー ス分 解 効 率 を下 げ る働 きが あ る と報告 され て い
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る[75]。そのためClostridium sp. FG4株 に よる水溶性糖 の消費 は高効率セル ロー ス分解 にポジ

ティブな効果が あ ると考 え られ る。 しか しΔFG4に お ける水溶性糖の蓄積 はSF356よ りも多

い(Fig.3-3 (c))の に もかかわ らず 、ΔFG4で はSF356よ りも高い濾紙分解効率 が観 察 され た

(Fig.3-3 (a))。 この ことか ら、Clostridium sp. FG4株 はなん らか のセル ロース分解 に対 してネ

ガテ ィブな効果 を有 してお り、それが糖の消費 とい うポジテ ィブな効果 を上回 ってい る と考

えられ る。培養液pH推 移 パ ター ンの結果(Fig.3-2 (b))か ら、その要因 が推察で きる。 ΔFG4

において培養液pHは い った ん6以 下にまで低下す るが、その後 中性付近 にまで回復 した。一

方で、SF356で は培養期 間 を通 して6前 後 の低pHが 保 たれていた。この低pHはClostridium

sp. FG4株 の過 剰 な酢 酸 生成 に よって 引 き起 こ され る と考 え られ る。 この低pHが 、C. 

straminisolvens CSK1株(6以 下の低pHで セル ロース分解効率 が低い、Fig.1-4 (b))に よるセ

ル ロース分解 に阻害的 に働 いてい ると考 え られ る。

(iii) Pseudoxanthomonas sp.M1-3株

第2章 の結 果 か ら、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 は酸 素 の 消 費 、pH中 性 化 に よ るセ ル ロ

ー ス 分 解 の促進 に 大 き く貢 献 して い る と考 え られ る。 ノ ック ア ウ ト群 集 の解 析(Fig.3-3 (d))

に よ りPseudoxanthomonas sp. M1-3株 は酢 酸 を消 費 して い る と予 想 され た。BiOLOGに よ る解

析(Table 1-2,1-3)で は酢 酸 の利 用 性 はみ られ なか っ た が 、CSKl株 の 培 養濾 液 で の 培 養 実験

(Table3-2)に よ り、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 が酢 酸 の利 用 能 を有 して い る こ とが確 認

され た 。 これ はC.straminisolvens CSK1株 の培 養 濾 液 が 実 際 の環 境(PCS-FP培 地 で の濾 紙 分

解)を よ りよ く反 映 して い る た め と考 え られ る。Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 に よ る酢 酸 の

消費 は 、pHの 低 下 に よ るセ ル ロー ス分解 阻 害 とい う酢 酸 のネ ガ テ ィブ な効 果 を軽 減 して い る

と推 察 され る。

またC. straminisolvens CSK1株 の培養 濾 液 で の培 養 実 験 に お い て、Pseudoxanthomonas sp.

M1-3株 に よる水 溶 性 糖 の 消 費 がみ られ た(Table 3-2)。 この こ とは 、BiOLOGに よ る解 析 で

Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 に 嫌 気 条件 下 で のglucose利 用 性 がみ られ た とい う結 果(Table

1-2,1-3)、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 培 養 上 清 、 お よ びcell free extractに そ れ ぞ れ

exoglucanase活 性 、お よびcellobiase活 性 がみ られ た とい う結 果[142]と 一 致 す る。しか し ΔM1-3

で水 溶 性 糖 の蓄 積 が それ ほ どみ られ ない(Fig.3-3 (c))こ とな どか ら、Pseudoxanthomonas sp.

M1-3株 に よる糖 の 消費 は全 体 と して の寄 与 は小 さい と推 測 され る。

(iv) Brevibacillus sp. M1-5株

第2章 の 結果 か ら、Brevibacillus sp. M1-5株 は 酸素 の消 費 、pH中 性 化 に よるセ ル ロー ス分

解 の促 進 に貢 献 して い る と考 え られ る。ΔM1-5に お い て水 溶 性 糖 の蓄 積 がSF356よ りも有 意

に多 か っ た こ と(Fig.3-3 (c))か ら、Brevにbacillus sp. M1-5株 が糖 を消 費 してい る こ とが 予想 さ

れ た。BiOLOGに よ る解 析(Table 1-2)で もBrevibacillus sp. M1-5株 に はglucose利 用 性 が認

め られ て い る(cellobiose利 用 性 は 無 し)。 しか しC. straminisolvens CSK1株 の培 養 濾 液 で の培

養 実験 で は、Brevibacillus sp. M1-5株 に よ る糖 の 消費 はみ られ な か った(Table 3-2)。 こ の原 因
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と して はC. straminisolvens CSK1株 の 培養 濾 液 に含 まれ て い る糖 が、glucoseと して で は な く、

cellobioseや オ リゴ糖 と して 存在 して い るた め と考 え られ る。 実 際 、original microfloraの 稲 わ

ら分 解 過 程 にお いて 、水 溶 性 糖 は 約600mg/Lの 濃 度 で検 出 され れ の に もか か わ らず 、glucose

と して は10mg/L以 下 しか検 出 され な い と報 告 され て い る[45]。

CSK1株 の培 養 濾 液 で の培 養 実 験 で 、Brevibacillus sp. M1-5株 に よ るエ タ ノー ル の減 少 と酢

酸 の 増 加 が観 察 され た(Table 3-2)。 またBrevibacillus sp. M1-5株 の エ タ ノール 利 用 に関 して

は、エ タ ノール を 添 加 したPCS培 地 での培 養 実 験 で も確 認 され て い る(Table 1-2)。 しか し Δ

M1-5に お い て 、酢 酸 や エ タ ノー ル の 蓄積 がSF356と 大 き く変 わ らない こ とか ら(Fig. 3-3 (d,e))、

このBrevibacillus sp. M1-5株 に よ るエ タ ノー ル の 消 費 と酢 酸 の 生 成 は 、群 集 中 にお け る寄 与 は

それ ほ ど大 き くは無 い と考 え られ る。

(v) Bordetella sp. M1-6株

第2章 の 結 果 か ら、Bordetella sp. M1-6株 は酸 素 の消 費 、pH中 性 化 に よ るセ ル ロー ス分 解

の促 進 に貢 献 してい る と考 え られ る。第1章 の結 果(Table 1-7)、 お よび 本 章 の ノ ックア ウ ト

群集 実 験 、CSK1株 の 培 養 濾 液 で の 培 養 実 験 か ら、Bordetella sp. M1-6株 は セル ロー ス分解 に

伴 う代 謝 産 物(水 溶 性 糖 、エ タ ノール 、酢 酸)に は依 存 してい な い と考 え られ る。Bordetella sp.

M1-6株 はPCS培 地 に含 まれ て い るpeptone、 yeast extractの 成 分 に完 全 に依 存 して い る と推 察

され る 。

Fig. 3-4. Network model of substrate flow and the putative roles of each member in SF356. The solid lines

indicate the flow of the substrates. The thickness of each line represents the relative contribution of a particular

pathway in SF356. The dotted lines indicate promoting or inhibiting factors with respect to the efficiency of

cellulose degradation. The names of the substrates are presented in boxes. The designations of the bacterial

strains are presented in ovals.
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SF356は 継 代 培 養 に対 す る機 能 的 、構 造 的 安 定 性 を有 して い た。 上記 の よ うな 各 メ ンバ ー

の機 能 を理 解 す るの に加 え て 、 各 メ ンバ ー 間 の 関 係 性 、 相 互 作 用 を理 解 す る こ とで 、 そ の 安

定性 の メ カ ニ ズ ム に対 す る理 解 が深 ま る と考 え られ る。本 章 で は20回 の継 代培 養 過 程 にお け

るSF356、 お よび そ の ノ ッ クア ウ ト群 集 の構 造 を解 析す る こ とで 、 除 かれ た メ ンバ ー の 他 の

メ ンバ ー に 対 す る影 響 を評 価 した(Fig. 3-1)。

ΔCSK1で は 継 代 培 養 の 過 程 でClostridium sp. FG4、 Brevibacillus sp. M1-5、

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 の 順 に 消 失 が 起 こ った 。 この 結 果 か ら、 これ ら3株 、 特 に

Clostridium sp. FG4株 がC. straminisolvens CSK1株 に強 く依 存 して い る こ とが 予想 され る。 こ

の依存 は 上 記 の各 分 離 株 の 役 割(Fig. 3-4)、 す な わ ち 、 これ ら3株 はC. straminisolvens CSK1

株 に よ るセ ル ロー ス 分 解 産 物(糖 、酢 酸 、 エ タ ノー ル)を 利 用 して い る、 とい う知 見 か ら も

推測 で き る。 と くにClostridium sp. FG4株 は嫌 気 条 件 下 の純 粋 培 養 条 件 で 、糖 を添加 しな い

PCS培 地 で は生 育 で きな い(data not shown)こ と か らも、 セ ル ロー ス 分解 産物 に 完 全 に依 存

して い る と考 え られ る。

ΔFG4で はBrevibacillus sp. M1-5株 が 消 失 した が 、 これ もBrevibacillus sp. M1-5株 が

Clostridium sp. FG4株 の代 謝 産 物 に依 存 して い るた め、 と予想 され る。Brevibacillus sp. M1-5

株 はglucoseを 利 用 可 能 で あ る がcellobiose、 お よび お そ ら くオ リ ゴ糖 は 利 用 で き な い 。

Clostridium sp. FG4株 の 培 養 上清 か らオ リゴ糖 を分 解 す る酵 素 活 性 が 検 出 され た とい う報 告

[142]も あ り、Clostridium sp. FG4株 に よ るオ リゴ糖 の分 解 に よ り生 じたglucoseをBrevibacillus

sp. M1-5株 が利 用 して い る、 と予 想 され る。

ΔM1-5で は 、C. straminisolvens CSK1株 の消 失 が観 察 され た。 この 結 果 は上 記 の よ うな代

謝 産物 を介 した 関係 性 か らは説 明 で き な い。ΔM1-5の 群 集 構 造 で 特 徴 的 な の が2nd generation

にお い てBordetella sp. M1-6株 の存 在 比 率 が 他 と比 べ て 非 常 に 高 くな っ て い る、とい う点 で あ

る。 この こ とか らBrevibacillus sp. M1-5株 はBordetella sp. M1-6株 の生 育 を抑 制 して い るこ と

が推 測 され る。 同様 に 、 ΔM1-3で は メ ンバ ー の消 失 こそ 起 こ らない もの の、2種 の好 気 性 分

離 株(Brevibacillus sp. M1-5株 、Bordetella sp.M1-6株)の 存 在 比 率 が 高 くな ってお り、 これ ら

3種 の好 気 性 分 離 株 は 互 い に 抑 制 的 、も し くは競 争 的 な 関係 に あ る と推 察 され る。SF356の 安

定性 に は この よ うな ネ ガ テ ィブ な 関 係 性 も 必要 な の か も しれ な い。

以 上 の よ うにSF356の メ ンバ ー間 に は 、相 利 共 生 的 関係(e.g., C. straminisolvens CSK1株 と

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株)や 競 合 的 関係(e.g.,3種 の 好 気性 分 離株)と い っ た よ うに 、

様 々 な タイ プ の 関 係 性 が 存 在 す る こ とが 示 唆 され た 。 多 数 種 の微 生 物 の 安 定 的 共 存 に は この

よ うな様 々 な タイ プ の 相 互 作 用 の バ ラ ンス が うま く取 れ て い る こ とが 重 要 で あ る と考 え られ

る。 そ こで 次 の第4章 で は 、SF356に お け るメ ンバ ー 間 の 相 互 作 用 ネ ッ トワー ク(微 生 物 間

ネ ッ トワー ク)に 関 して さ らに詳 細 な解 析 をお こな った 。
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