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第4章 微生物間ネッ トワークの解析

第1節 緒言

第3章 では、様々な組み合わせの混合培養系における継代培養前後の群集構造解析をおこ

なうことで、各メンバー間の関係性、相互作用を調べた。その結果、SF356の メンバー間に

は、共生的関係や競合的関係といった、様々なタイプの関係性が存在することが示唆され、

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た。ただ第3章 でおこなった解析は長期間の継代培養

における細菌群集のダイナミクス解析であり、おおまかな関係性、相互作用を観察したに過

ぎない。また第3章 で推察 された関係性の中には、セルロース分解代謝産物を介した関係性

として説明可能なものもあったが、その促進、あるいは抑制機構が不鮮明な関係性もみられ

た。本章では、各メンバー問の関係性、相互作用をさらに詳細に解析するとともに、その促

進や抑制のメカニズムに関しても解析をおこなった。

一般的 な生物 とは異 な り、微生物間相互 作用 の場 合には、直接的 な接触 を介 した関係性 も

い くつか報告 されて はい るものの(Bdellovibrioに よる多種細菌 の溶菌[98]、E.coliに よる接

触 を介 した他 菌の生育阻害[9]な ど)、その多 くは環境の変化 を介 した ものであ ると考 え られ る。

環境 の変化 には、pHや 溶存酸素濃度の変化な ど、物理的 な環 境条件 も挙げ られ るが、特定 の

物 質 を介 した関係性 も、非常 に重要で ある と考え られ る。 その よ うな相互作用に関わ る物 質

は、炭素、窒 素、エネル ギー源な どの中心代謝 に関わ る物 質 と、抗生物質や ビタ ミン類 な ど

の二次代謝産 物 とに大 き く分類す るこ とができ る。 中心代 謝に関わ る物質 を介 した相 互作用

の例 と して は 、 基 質 の 競 合 に よ る競 争的 関係[e.g.,18,39]、 難 分解 性 物 質 の複 数 種 微 生 物 に よ

る共 同 的 分 解[e.g.,28,117]、 メ タ ン発 酵 にお け る異 種微 生 物 間 水 素伝 達[e.g.,55,52,74,105]な

どが 挙 げ られ る。一 方 で 二 次 代 謝 産 物 を介 した 相 互 作用 の例 と して は 、抗 生 物 質[e.g.,30,95]、

ビタ ミン類(e.g.,pantothenate[26], folate[40],hemin[41])、 ア ミノ酸[e.g.,110]な ど、多 様 な種

類 の 化 合 物 が 挙 げ られ る。 本 章 で は 、特 に 二 次代 謝 産 物 を介 した相 互 作 用 がSF356の メ ンバ

ー 間 に 存 在 して い る ので は ない か と考 え 、各 分離 株 の純 粋 培養 の 濾 液 が他 の 分 離株 の 生 育 に

どの よ うな影 響 を与 え る のか を調 べ た。 そ の 結 果 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の培 養 濾 液

にC.straminisolvens CSK1株 に対 す る高 い 生 育促 進 効果 が み られ た の で 、さ らに詳 細 な解 析 を

お こな っ た。

これ までの解析 では、他菌 の生 育に影響 を与 えるよ うな関係性 、相互作用 しかみて こなか

った。 しか し異種微生物 の存在 は、生育だ けで はな くその振 る舞 いにも影響 を与 えてい る と

考 え られ る。微 生物が実際 の環境 中では純粋培養時 とは異 な る性 質を示す とい う報告[83]、異

種微生物 の存在 によ り発現す るタ ンパ ク質(あ るいはmRNA)が 変化す る、とい う報告[29,30,

77,79,127]も い くつかな され ている。 そ こで本章では、特 にそれまでの解析 か ら強 い相利共

生 関係 に あ ると示唆 され たC.straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp. M1-3株 の組み

合 わせ に関 して、純粋培養 系 と2種 混合培 養系にお ける発現 タ ンパ ク質の違い を解析 した。

また最後 に、 これまで に解 析 して きた1対1の 関係性 が、生態 系の中で どれほ ど寄与 して

い るのか、 第3の 微 生物 の存在に よ りその1対1の 関係性 に変化 が生 じるのか、そ して全 体
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第4章 微生物間ネットワークの解析

と して どの よ うにバ ランスが取れて いるのか、 を明 らか にすべ く、original microfloraの 分離

株 の うち4種 を用いて、純粋培養 系、お よび2-4種 混合培養 系におけ る各 菌株 の生育 をモニ

ター し、各 系にお ける各菌株 の生育 を比較す るこ とで微生物 間ネ ッ トワークの包括的理 解 を

目指 した。

第2節 培養濾液による他菌の生育の促進、抑制

本論 文 の第3章 まで に、original microfloraの メ ンバ ー間の様 々なタイプの相 互作用 が明 ら

か とな った(e.g.,セ ル ロー ス分解産物 を介 した相互作用、pHやORPの 変化 を介 した相互作

用)。 本節 で は、それ 以外 のタイプの相互作用 をみるこ とを 目的 と して、各分離株 の純粋培養

の濾液 を調製 し、そ の培養濾 液 が他 の分離株 の生育に どの よ うな影響 を与 えるのか を調べた。

第1項 培養濾液添加培地での培養実験(材 料 と方法20)

original microfloraか らの 分 離 株 、お よび 対 照 と してE. coli、B. subtilisを 使 用 して 、各 菌 株

を純 粋 培 養 した濾 液 を調製 し、そ の培 養 濾 液 とPCS-basal培 地 と を1:1で 混 合 した も の を培 地

と して 各 菌 株 を培 養 し、そ の 生 育(C. straminisolvens CSK1株 に 関 して は 生 育 で は な く濾 紙 の

分解 量)を コ ン トロー ル 培 地 で培 養 した もの と比 較 した 。 そ の 結 果 をTable 4-1に 示 す。

非 セ ル ロー ス 分 解 細 菌 の培 養 濾 液(Bacillus sp. M1-1株 を除 く)はC. straminisolvens CSK1

株 の 生 育(セ ル ロー ス 分解)に 促 進 的 に働 い た 。 この結 果 か ら、 これ らの 非 セ ル ロー ス 分 解

細 菌 がC. straminisolvens CSK1株 の 生 育促 進 物 質 を産 生 し、培 養 液 中に 放 出 して い る こ とが 予

想 され た 。 特 にPseudoxanthomonas sp. M1-3株 の培 養 濾 液 が高 い促 進 効 果 を示 して い た ので 、

次 項 で さ ら に詳 細 な 解 析 をお こな っ た。

C. straminisolvens CSK1株 の培養濾液 は非セル ロース分解細 菌(Bordetella sp. M1-6株 を除

く)の 生育 に促進 的 な効果 を有 していた。ただ しC. straminisolvens CSK1株 の培養濾液 中には

セル ロー ス分解産物 が含まれ てい るため、 この生育促進 効果 はセル ロー ス分解産物 が利用 可

能 にな るた め、 と考 え られ る。

好気性 分離株 の培養 濾液 は、他 の好気性分離株の生育に対 して抑制的 な効果 を有 していた。

特に、Bacillus sp. M1-1株 の培養濾液 を添加す る と、Brevibacillus sp. M1-5株 やB. subtilisの生

育は完 全 に阻害 され た。
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第4章 微生物間ネットワークの解析

Table 4-1. Promotion and inhibition of growth by addition of cell-free culture filtrate

■promote(>110) no significant effects (90-110) inhibit(90>)□completely inhibit(0)

The numbers are relative values representing the growth (OD600 or amounts of cellulose degradation) in

PCS-basal medium supplemented with 50%(v/v) of each cell-free culture filtrate. The growth in control medium

(PCS; PCS-basal medium, PY; mixture of PCS-basal medium and PY medium[1:1]) is settled as 100.

a Tho growth of C. straminisolvens CSK1 was represented as the amounts of filter paper degradation (g/1) after

8-day cultivation under anaerobic conditions.
b The growth of Closiridium sp. FG4 was rcpresented as OD600 value after 4-day cultivalion under anaerobic

conditions.

The gmwth of the aerobic strains was represented as OD600 value after 1-day cultivation under aerobic static

conditions.
c

The culture solution of C. straminisolvens CSK1 cultivated in PCS-FP medium for 8 days under anaerobic

conditions was used for preparation of the cell-free culture filtrate.
d
The cnlture solution of Clostridium sp. FG4 cultivaled in PY medium for 5 days under anaerobic conditions

was used. Only this column is compared with PY as control rather than PCS.

For the other strains, the culture solution of them cultivated in PCS-basal medium overnight with shake is used

for preparation of the cell-free culture filtrate.
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第4章 微生物間ネットワークの解析

第2項 Pseudoxanthomonas sp. M1-3 株培養濾液中の C. straminisolvens CSK1 株 セル ロース

分解促進物質

本節第1項 の実験で、Pseudoxanthomonas sp. M1-3 株の培養濾液に C. straminisolvens CSK1

株に対する高い生育(セ ル ロース分解)促 進効果がみ られたので、その詳細な解析をおこな

っ た 。

(i) Pseudoxanthomonas sp. M1-3株の培養条件、培養時間の影響

培養濾液中の生育促進物質の特性を調べるために、まず Pseudoxanthomonas sp. M1-3 株を異

なる培養条件(静 置培養、振塗培養)、お よび様々な growth phase まで培養し、その培養濾液

の C. straminisolvens CSK1 株 のセル ロー ス分解 に対す る促進効果 を調べた。その結果 をFig. 4-1

に示す。セルロース分解促進物質は培養条件に関わらず生産され、培養が進むにつれてその

促進効果 も増していった。

(ii) Pseudoxanthomonas sp. M1-3株培養濾液の添加比率の影響

Pseudoxanthomonas sp. M1-3 株 の培養濾液 とPCS-FP培 地を様 々な割合 で混合 し、そ の場合

のC. straminisolvens CSK1株 のセル ロース分解に対す る促進 効果 を調べ た。その結果 をFig. 4-2

に示す 。培養濾液 の添加 割合 を10%か ら50%に 増やす と、セル ロース分解促進 効果 も増加 し

た。しか し50%か ら90%に 増や して も、セル ロース分解促進効果 はほ とん ど増加 しなか った。

(iii) Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 培養 濾 液 の限外 濾 過 に よる分 画 の影 響

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 の培 養 濾 液 を 、3種 類 の限 外濾 過 膜(molecular cut off, 50,000,

10,000and5,000)を 用 い て 段 階 的 に(分 子 量50,000以 上 、10,000-50,000、5,000-10,000、5,000

以 下)分 画 し、そ れ ぞ れ のC. straminisolvens CSK1株 の セ ル ロー ス 分解 に 対 す る促進 効 果 を調

べ た。各 画 分 は、分 画 後 にPCS-basal培 地 に よ り分 画 前 の 液 量 に ま で希 釈 した もの を 実 験 に供

した 。 結 果 をFig. 4-3に 示 す 。 分 子 量50,000以 上 、 お よび 分 子 量5,000以 下の2つ の 画 分 に、

高 い促 進 効 果 が観 察 され た 。 さ らに この2つ の画 分 に 関 して 、 熱 処 理 に よ る促 進 効 果 の 減少

の有 無 を調 べ た 。 そ の 結 果 、 分 子 量50,000以 上 の画 分 は熱 処 理 に よ り促 進 効果 が大 き く減 少

した が 、 分 子 量5,000以 下 の 画 分 で は 、熱 処理 後 も ほ とん ど促 進 効 果 の減 少 は み られ な か っ

た 。
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■Filter paper degradation during day 0-4 ■day 4-8 □day 8-12

Fig.4-1. Stimulation of filter paper degradation of C. straminisolvens CSK1 by amendment of cell-free

culture filtrate of Pseudoxanthomonas sp. M1-3 cultivated with various conditions(shake or static

condition)and various growth phases(log phase[shake 5 hours, static 6 hours], early stationary phase

[shake 8 hours, static 14 hours], late stationary phase[shake 14 hours, static 24 hours]). C.

straminisolvens CSK1 was cultivated in PCS-FP medium supplemented with cell-free culture filtrate of

Pseudoxanthomonas sp. M1-3(50% v/v). Values are expressed as the means of two independent

cultivations.

■Filter paper degradation during day 0-4 ■day 4-8 □ day 8-12

Fig.4-2. Stimulation of filter paper degradation of C. straminisolvens CSK1 by amendment of cell-free

culture filtrate of Pseudoxanthomonas sp. M1-3 in the various ratios(10, 50 or 90%). Cell-free culture

filtrate was collected from culture solution of Pseudoxanthomonas sp. M1-3 cultivated with static

conditions for 14 hours. Values are expressed as the means of two independent cultivations.
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■ Filter paper degradation during day 0-4 ■ day 4-8 □ day 8-12

Fig.4-3. Stimulation of filter paper degradation of C. straminisolvens CSK1 by amendment of cell-free

culture filtrate of Pseudoxanthomonas sp. M1-3 fractionated with ultrafiltration devices. Cell-free culture

filtrate was collected from culture solution of Pseudoxanthomonas sp. M1-3 cultivated with static

conditions for 14 hours. Cell-free culture filtrate was treated with ultrafiltration devices(molecular cut

off,50,000,10,000 and 5,000). Several samples were treated at  100℃ for  10min(designated as

"boiled")
. Values are expressed as the means of two independent cultivations.

81



第4章 微生物間ネットワークの解析

第3節2菌 株 間 の 関 係 性 、相 互作 用 の詳 細 な解 析

これ までの解析 に よ りSF356の メ ンバー間 にお けるおお まかな関係性 が明 らか となった。

本節で は特 に興味深 いい くつ かの2菌 株 間の組み合 わせ にお ける関係性 を詳細に解析 した。

第1項C. straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp. M1-3株 の関係性

C. straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp. M1-3株 はFig.4-4に 示す よ うな、相利共

生関係 にある と考 えられた。本節 では この2菌 株 の関係性 を2種 混 合培養 実験 に よりさ らに

詳細に解析 した。 また 菌の生 育に及 ぼす影響 だけではな く、菌の振 る舞いに及 ぼす影響 を調

べ るために、混合培 養条件で の菌体外、お よび菌体内 タンパ ク質 の解析 もお こな った。

(i)2種 混合培養 実験(材 料 と方法3、17)

C. straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp. M1-3株 の2種 混合培養 系は、比較的他

の混合培養 系 よ りも高 いセル ロー ス分解 効率を有 していた(Fig.2-2)。 本項では この2種 混合

培養 系によ る濾紙 分解過 程の解析 をお こない、各菌株の純粋培 養時 との比較 をお こなった。2

種混合培養 系、お よび各 菌株 の純粋培養 系の濾紙分解量、培養 液pHの 推移 、代謝産物(水 溶

性糖、酢酸)の 蓄積 、お よび各菌株の生育 曲線 をFig.4-5に 示す。

C. straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の2種 混 合培 養 系は、C.

straminisolvens CSK1株 の純粋培養 系やSF356よ りも高いセル ロー ス分解効率 を有 してお り、

また培養液pHは 培養 後半 で中性付近にまで回復 し、培養液 中の酢 酸の蓄積 も低 く抑 え られ て

いた。 これ らの結果 は、Fig.4-4に 示 したよ うなPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の作用 と一致

している。また混合培養 中で どち らの菌株 もそれぞれ の純粋培養時 よりも生 育が良好で あ り、

この2菌 株 は相 利 共生 関係 に あ る とい え るだ ろ う。 しか し この2種 混 合培 養 系 とC.

straminisolvens CSK1株 純粋 培養 系 とを比較す ると、濾紙 分解量 は混合培養系 で5倍 以上増加

してい るのに対 し、C. straminisolvens CSK1株 の生育は2培 程 度 しか増加 していなかった。

Fig.4-4. Symbiotic relationships between C. straminisolvens

CSK1 and Pseudoxanthomonas sp. M1-3.
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Fig.4-5. Comparisons of the filter paper degradation processes of mixed culture of C. straminisolvens CSK1

with Pseudoxanthomonas sp. M1-3(designated as CSK1+M1-3), and the respecUve pure culture(desigoated

as CSK1 pure and M1-3 pure, respectively).(A) filter paper degradation over a period of 4 days(open bars)

or 8 days (gray bars), (B)pH value,(C) accumulation of oligosaccharides,(D)accumulation of acetate.

Accumulation of the metabolitcs is iepresented as an increase in the metabolites during an 8-day period of

cultivation(mg)per amount of filter paper degraded over a period of 8 days(g).(E) Growth curves of C.

straminisolvens CSK1(open circles) and Pseudoxanthomonas sp.M1-3 (closed triangles) in the mixed

culture (solid lines) or in the pure culture (broken line) determined by quantitative real-time PCR. Values are

expressed as the means of two independent cultivations. The error bars indicate SD. N. A., not applicable,

because filter paper degradation did not occur.
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(ii)菌 体外 タ ンパ ク質の解析(材 料 と方 法21)

C. straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の2種 混 合培養 実験 か ら、

Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の存在 がC. straminisolvens CSK1株 の生青だけでな く、その振

る舞い に も影 響 を及ぼ している可能性が示唆 され た。そ こで2種 混合培養系 と純枠培養 系で、

それぞれ で発 現 してい る菌体外 タンパ ク質に違 いがあるか ど うかを調べ た。

2種 混合 培 養 系 、お よび 各分 離株 の純 粋培 養 系の 培養 上 清 か らタンパ ク質 を調 整 し、

SDS-2AGEに よ り解析 した結果 をFig.4-6に 示す。純粋 培養系で はみ られないバ ン ドが混合培

養 系でい くつか観察 され た(Fi84・6、 白矢 印)。 しか しそれ らのバ ン ドと同 じと思われ るもの

がC. straminisolvens CSK1株 のDSM122-FP培 地での純粋培養 系か ら検 出 された(Fig.4-6、 黒

矢印)。C. straminisolvens CSK1株 は混合培養 中で、PCS-FP培 均 での純枠培養条件 よ りも、

DSM122-FP培 地での純粋培養条件 に近い生理状態にあ ると考 えられ る。

Fig. 4-6. Profiles of extracellular protein of Paeudoxanthomonas sp.M1-3 pure culture(M1-3),of 2-strain

mixed culture of Pseudoxanthomonas sp.M1-3 and C. straminisolvens CSK1(CSK1+M1-3), and of C.

straminisolvens CSK1 pure culture(CSK1). The number on each lane represents cultivation days. PCS-FP

medium was used for all of the cultivatior, except for the lanes with asterisks (DSM122-FP medium Was

used), White arrowheads; bands specifically detected from the mixed cultures, black arrowheads; same

bands with the specific bands detected from the mixed cultures.
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(iii) Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 菌体 タ ンパ ク質 の2次 元 電 気泳 動解 析(材 料 と方 法22)

C.straminisolvens CSK1株 の存 在 がPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 振 る舞 い に及 ぼ す 影 響

を調 べ るた め に、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の純 粋 培養 、お よび 混 合培 養 条 件 で発 現 す る

菌 体 タ ンパ ク質 の2次 元 電 気 泳動 解 析 をお こな った 。 解析 す るサ ンプ ル に は 、

(1) PURE: Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 のPCS-basal培 地 で の純 粋 培 養

(2) SUP: C.straminisolvens CSK1株 の培養 濾 液 で培 養 したPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の純

粋 培 養

(3) MIX: C.straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 混合 培 養 系 か ら、 そ れ

ぞ れ のセ ル ロー ス パ ウダー へ の 吸 着 性 の違 い(C.straminisolvens CSK1株 のみ が 吸着 能 を有 す

る)を 利 用 してPseudoxanthomonas sp.M1-3株 のみ を 回収 した も の(回 収 後C.straminisolvens

CSK1株 の 残 存 は全 体 の3%以 下)

の3種 類 を用 い た 。そ れ ぞ れ の 系 のday1,2,3,4か ら菌 体 タ ンパ ク質 を調 製 し、2次 元 電気 泳

動 解 析 をお こな っ た 。

得 られ たスポ ッ トパ ター ンの一例(PURE day3とMIX day3)をFig.4-7に 示す。 図 中赤丸

で示 した よ うに、混合培養 系(MIX)に 特 異的なスポ ッ トがい くつか検出 された。

また各サ ンプルか ら得 られた スポ ッ トパ ター ンか ら、ゲル間で同一で ある と考 え られ るス

ポ ッ トをマ ッチ ング し、それ らの定量デー タを多変 量解析のひ とつで ある因子分析 にかけ、

各サ ンプル の比較 をお こな った(Fig.4-8)。 混合培養系(MIX)とPCS-basal培 地での純粋培

養系(PURE)はday1(混 合培養 系で濾紙 分解 が始ま る前)で は類似 していた が、そ の後 は

全 く異な る変遷 がみ られた。 また 混合培養 系での状態 に近い と予想 されC.straminisolvens

CSK1株 の培養濾 液 で培養 したサ ンプル(SUP)も 、MIXと は異 な り、む しろPUREの ほ う

に近 い挙動 を示 した。
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Fig.4-7. 2D-GE analysis of proteins extracted from Pseudoxanthomonas sp. strain M1-3 cells cultivated

for 3 days in pure culture(left)and in mixed cultutc with C. straminisolvens CSK1(right).Gels were

stained by silver staining method. Protein spots specifically detected from the mixed-culture sample are

marked by red circles.

Fig.4-8. Factor analysis of the 2D-GE analysis of cellular protein of Pseudoxanthomonas sp. M1-3. PURE,

Pseudoxanthomonas sp.M1-3 cells from pure culture in PCS-basal medium; SUP, Pseudoxanthomonas sp.

M1-3 cells from pure culture in cell-free cultore filtrate of C. straminisolvens CSK1; MIX,

Pseudoxanthomonas sp. M1-3 cells oollected from mixed culture with C. straminisolvens CSK1 in PCS-FP

medium. The numbers next to the plots indicate the sampling days.
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第2項 C.straminisolvens CSKl株 とClostridium sp.FG4株 の 関 係 性

これ ま で の 解 析 で 、Clostridium sp.FG4株 はC.straminisolvens CSK1株 に よ るセ ル ロー ス 分

解 産 物(オ リ ゴ糖)に 完 全 に依 存 して い る と考 え られ た。ま たClostridium sp.FG4株 に よ るオ

リゴ糖 の 消費 は、C.straminisolvens CSK1株 のセ ル ロー ス 分解 に 対 して 促 進 的 に働 くと考 え ら

れ る が 、 そ の 一 方 で 糖 の 醗 酵 に よ る 酢 酸 の 過 剰 生 成 に よ る培 養 液pHの 低 下 は 、C.

straminisolvens CSK1株 の 生 育 、セ ル ロー ス 分 解 に阻 害 的 に働 くと考 え られ る。 本 項 で は 、 こ

の2菌 株 の 関係 性 を さ ら に詳 細 に解 析 した。

(i)2種 混合培 養 実験(材 料 と方法3、17)

C.straminisolvens CSK1株 とClostridium sp.FG4株 の2種 混合培養 をお こない、その濾 紙分

解過程 を解 析 した。培 地 には、PCS-FP培 地 とDSM122-FP培 地 の2種 類 を使用 した。2種 混

合培養 系の濾 紙 分解 量、代謝産物(水 溶性糖 、酢酸)の 蓄積 をFig.4-9に 示す。

2種 混合 培養 系で はC.straminisolvens CSK1株 の純粋培養 系 と比較 して、pHの 低下が著 し

く(PCS-FP培 地 でのみ)、糖 の蓄積量 が多 く、酢酸 の蓄積量 が少ない、とい う結果 となった。

これ らの結果 は、第3章 までに予測 されていたClostridium sp.FG4株 の作用 と一致 してい た。

一方 で濾紙 の分解 量に及 ぼすClostridium sp .FG4株 の影響 は、用 いた培 地によって違いが見 ら

れ た。PCS-FP培 地 で は、Clostridium sp.FG4株 の存在 に よ り濾紙 分解 量 は増加 した が、

DSM122-FP培 地 で は逆 に濾紙分解量 は顕著に減 少 した。

(ii)代 謝 産 物 の 蓄 積 がC.stmminisolvens CSK1株 とClostridium sp.FG4株 の生 育 に及 ぼす 影 響

醗 酵 に よ る 生成 産 物 が 自身 の 生 育 に 阻 害 的 に働 く例 は 良 く知 られ て い る。 こ こ で は 、 セ ル

ロ ー ス分 解 の 代 謝 産 物 で あ るオ リゴ糖(cellobiose)、 酢 酸 、 エ タ ノール 、お よび 培 養 液 初 期

pHが 、C.straminisolvens CSK1株 とClostridium sp.FG4株 の 生 育 に及 ぼす 影 響 を調 べ た 。C.

straminisolvens CSK1株 の 培 養 に はDSM122-FP培 地 を使 用 し、濾 紙 分 解 量 を生 育 の指 標 と し

た 。Clostridium sp.FG4株 の 培養 に はPY-cellobiose培 地 を使 用 し、培 養 液 の 濁 度 を 測 定 した。

C.straminisolvens CSK1株 の解 析 結 果 をFig.4-10に 示 す 。C.straminisolvens CSK1株 のセ ル

ロー ス分 解 は 過 剰 量 のcellobioseで 阻害 され た 。酢 酸 や エ タ ノール に は 高い 阻 害 効 果 は 見 られ

な か った 。 一 方 で 、6以 下 の低pH、9以 上 の高pHは セ ル ロー ス分 解 を強 く阻 害 した 。

Clostridium sp.FG4株 の解 析 結 果 をFig.4-11に 示 す 。Clostridium sp.FG4株 の 生 育 は酢 酸 に

よ る阻 害 は み られ な か っ た が 、エ タ ノー ル に よ り阻 害 され た 。 また6以 下 の低pH、9以 上 の

高pHも 生 育 を強 く阻 害 した。
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Fig.4-9. Compadsons of the filter paper degradation processes of mixed culture of C. straminisolvens CSK1

with Clostridium sp. FG4 (designated as CSK1+FG4), and pure culture of C. straminisolvens CSK1

(designated as CSK1 pure),(A) filter paper degradation over a period of 4 days (open bars) or 8 days(gray

bars),(B) pH value,(C) accumulation of oligosaccharides,(D) accumulation of acetate. Accumulation of the

metabolites is represented as an increase in the metabolites during an 8-day 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

independent cultivations. The error bars indicate SD.
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Fig. 4-10. Effects on cellulose degradation of C. straminisolvens CSK1. (A) Effects of addition of cellobiose,

(B) effects of addition of acetate, (C) effects of addition of ethanol, (D) effects of initial pH values (data

from Fig. 1-4). C.  straminisolvens CSK1 was cultivated in DSM122-FP medium at 50℃under the anaerobic

conditions. Values are expressed as the means of two independent cultivations. The error bars indicate SD.
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Fig. 4-11. Effects on growth of Clostridium sp. FG4. (A) Effects of addition of acetate, (B) effects of

addition of ethanol,(C) effects of initial pH values. Clostridium sp. FG4 was cultivated in PY-cellobiose

medium at 50℃ under the anaerobic conditions.  Values are expressed as the means of two independent

cultivations. The error bars indicate SD.
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第3項Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 とBrevibacillus sp. M1-5株 の 関 係 性

第3章 のノックアウ ト群集の解析か ら、SF356に おいて3株 の好気性分離株が互いに競合

的な関係にあることが示唆された。また本章第2節 の培養濾液添加培地での培養実験(Table

4-1)で も、好気性分離株同士が互いに阻害効果を有することが示唆された。本項では2株 の

好 気 性 分 離 株 、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 とBrevibacillus sp. M1-5株 を 対 象 と して 、 そ の

2菌 株間の関係性 を詳細に解析 した。

(i) 2種 混合培養実験

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 とBrevibacillus sp. M1-5株 をPCS-basal培 地 で2種 混 合培 養 し、

それ ぞ れ の 生 育 を定 量 的real-time PCR法(材 料 と方 法16)に よ りモ ニ タ リング した(Fig.4-12)。

そ の結 果Brevibacillus sp. M1-5株 はday 1ま で は生 育 が確 認 され た もの の 、そ の後 菌 体 量 が減

少 して い った 。

(ii) 培養途中の他菌株の添加による生育阻害

本 章 第2節 の 培養 濾 液 添 加 培 地 で の培 養 実験(Table 4-1)で は 、Pseudoxanthomonas sp. M1-3

株 の培 養 濾 液 はBrevibacillus sp. M1-5株 に対 して比 較 的 弱 い 阻 害 効 果 しかみ られ な か った の

で 、培 養 上 清 に何 らか の阻 害 物 質 を出 して い る とは 考 え に く く、 それ 以外 の メカ ニ ズ ム が あ

る と予想 され た 。そ こでPseudoxanthomonas sp. M1-3株 を1日 間純 粋 培 養 しそ こか ら回 収 した

菌 体 を、同 様 に1日 間 純粋 培 養 したBrevibacillus sp. M1-5株 の 培 養 液 に添加 す る(同 様 に逆 の

パ ター ン も)、 とい う実 験 をお こ な っ た。

結 果 をFig.4-13に 示 す 。 培 養 途 中 でPseudoxanthomonas sp. M1-3株 の菌 体 の み を添加 され

た 場 合(●)、 ま た逆 の 場 合(■)で も、Brevibacillus sp. M1-5株 の 菌 体 量 は2日 目以 降 に大

き く減 少 した。 一方 で 、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 は 、純 粋 培養 時(△)よ りも、培 養 途

中でBrevibacillus sp. M1-5株 の 菌 体 を添 加 した 場 合(■)、 ま た 逆 の場 合(●)で 、菌 体 量 が

多 くな っ て い た。
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Fig.4-12. Growth curves of Pseudoxanthomonas sp. M1-3

(closed triangles) and Brevibacillus sp. M1-5 (closed

diamonds) in the 2-strain mixed culture. The mixed culture

was cultivated in PCS-basal medium  at 50℃under the

aerobic static conditione. Values are expressed as the

means of three independent cultivations. The error bars

indicate SD.

A. Pseudoxanthomonas sp. M1-3 B. Brevibacillus sp. M1-5

△  Pure culture of M1-3 or M1-5
*  Mixed culture of M1-3 and M1-5

■  Pure culture of M1-3 supplemented with cells of M1-5 at day 1

●  Pure culture of M1-5 supplemented with cells of M1-3 at day 1

Fig.4-13. Growth curves of Pseudoxanthomonas sp. M1-3(A)and Brevibacillus sp. M1-5(B)in the

respective pure culture (open triangles), in the 2-strain mixed culture (asterisks), in the pure culture of

Pseudoxanthomonas sp. M1-3 supplemented with the cells of Brevibaciliussp:M1-5 cultivated for 1 day

(closed squares), and in the pure culture of Brevibacillus sp. M1-5 supplemented with the cells of

Pseudoxanthomonas sp. M1-3 cultivated for 1 day (closed circles). These systems were cultivated in

PCS-basal medium at 50℃  under the aerobic static conditions. Values are expressed as the means of three

independent cultivations. The error bars indicate SD.
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第4節 混合培養系における群集ダイナミクスの数理学的解析

本章第3節 までに各菌株間の1対1で の相互作用 を解析 してきたが、菌株間の相互作用は

その周囲の状況、特に第3の 菌株の存在によってその関係性は変化 していくものと考えられ

る。そこで本節ではoriginal microfloraの分離株の うち4種 を用いて、純粋培養系、および2-4

種混合培養系における各菌株の生育をモニターし、各系における各菌株の生育を比較するこ

とで様々な状況における菌株間の相互作用を解析した。

第3の 菌 株 の 存 在 に よ っ て 関 係 性 が 変 化 し う る も の で あ る か ど うか を 、CSK1株 、

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 、Brevibacillus sp. M1-5株 の3種 の分 離 株 を もちい て 検 討 した。

以 下 本 節 で は 、 各 混 合 培 養 系 を各 菌 株 の1文 字 表 記(S, C.straminisolvens CSK1株; F,

Clostridium sp. FG4株; 3, Pseudoxanthomonas sp. M1-3株; 5,Brvibcaoillus sp. M1-5株)の 組 み合

わ せ で表 記 す る(例 え ばCSK1株 純 粋 培 養 系 はS pure、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 と

Brevibacillus sp. M1-5株 の2種 混合 培 養 系 は3+5)。 上 記3株 の 純粋 培 養 系(3pure, 5pure, Spure

(Fig.4-14a, b, c))、2種 混 合 培 養 系(3+5,S+3,S+5(Fig.4-14e,f,g))、3種 混 合 培 養 系(S+3+5(Fig.

4-14k))に お け る各 菌 株 の生 育 を 定量 的real-timePCR法(材 料 と方 法16)に よ り測 定 した。

ま た 共 同研 究 者 で あ る有 田 正 規博 士 が作 成 した 生 育 のデ ー タ か ら各 菌 株 間 の 関係 性 を数 値 化

す る プ ロ グ ラ ム に よ り、 数 理 学的 な解 析 をお こな っ た(Fig.4-15)。 こ の プ ロ グ ラム に よ り、

例 え ば5 pureと3+5に お け るBrevibacillus sp. M1-5株 の生 育 、 お よび5+Sと3+5+Sに お け る

Brevibacillus sp. M1-5株 の 生 育 を比 較(1ogを とっ た値 で の 減 少 、増 加 率(%)を 算 出)す る こ と

で 、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 がBrevibacillus sp. M1-5株 に及 ぼす 影 響 を数 値化 した 。比

較 す る生 育 の デー タ に は 、各 菌 株 ともに 定 常状 態 に あ る と考 え られ るday 4とday 6の デー タ

の 平 均値 を使 用 した 。

以上 のよ うに して算 出 した数値 をネ ッ トワー クモデル と して簡略化 した ものをFig.4-16に

示 す。 こ こで は、純粋 培養系 と2種 混合系 を比較 した際 のデータ(1種/2種 、Fig.4-16a)、2

種 混合 系 と3種 混合 系 を比較 した際のデー タ(2種/3種 、Fig.4-16b)、 お よび純粋培養系 と3

種 混合 系 を比較 した際 のデ ー タ(1種/3種 、Fig.4-16c)と を別々 に図式化 した。 これ らのデ

ー タか ら
、第3の 菌株 の存在 によって、各菌株 間の関係 性 が変化 してい る組み合わせがみ ら

れ た。Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 はC. straminisolvens CSK1株 に対 して、1/2種 の比較

デー タか らは強い促進 の効果 があるとい う結果 が得 られ たが、2種/3種 の比較デー タか らは

弱 い抑制効果 がある とい う結果 が得 られ た。またC.straminisolvens CSK1株 はBrevibacillus sp.

M1-5株 に対 して、1種/2種 の比較デー タか らは影響 な しとい う結果 が得 られたが、2種/3種

の比較デ ー タか らは強い促進効果が あるとい う結果 が得 られ た。

同様 に して、上記 の3種 にClostridium sp. FG4株 を加 えた4種 の系で解析 をお こなった(Fig.

4-17, 4-18)。 この4種 の組 み合 わせの混合培養系(3+5+S+F、 第3章 の ΔM1-6と 同義)は 第

3章 の解 析 で全 ての メンバー が継代培養後 も残存す る、構造的 に安 定な群集 であ ることが示

されてお り、この系の解析 によ り複数種微 生物 の安 定的共存 のメカニズムを探 るこ ととした。

FG4株 は3+F、5+F、S+Fと いった2種 混合培養 系、な らび に3+5+Fと い う3種 混合培養系で
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は生 育 がみ られ な か っ た。Clostridium sp. FG4株 はC.stmminisolvens CSK1株 か ら強 い促 進 効

果 を受 け て い る に もか か わ らず 、C.straminisolvens CSK1株 の生 育 に対 し阻害 的 に働 い てい る

こ と が 示 され た 。 ま たClostridium sp. FG4株 は3種/4種 の 比 較 デ ー タ(す な わ ち

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 の 存在 して い る と きの デ ー タ)か らはBrevibacillus sp. M1-5株

に対 して 促 進 的 な 効 果 を持 つ 、 とい う結 果 が得 られ た 。
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* Pure culture

* 2-strain

* 3-strain

* 4-strain

Fig. 4-14. Growth curve of C. straminisolvens CSK1 (S, open circles),

Clostridium sp. FG4 (F, open squares), Pseudoxanthomonas sp. M1-3

(3, closed triangles), and Brevibacillus sp. M1-5 (5, closed diamonds) in

the mixed-culture systems with various combinations of the isolates.

These systems were cultivated in PCS-FP medium at 50℃under the

aerobic static conditions. Values are expressed as the means of three

independent cultivations. The error bars indicate SD.
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Fig.4-15.菌 株 閥相互作用解析 プログラム による解析結果。図はC. straminisolvens CSK1株(S、 青線)、

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株(3、 赤線)、Brevibacillus sp.M1-5株(5、 黄緑線)の3株 の解析結果。

左 図はFig.4-14の デー タの うち、day4、day6の 菌量の 平均値 を もとに、 ある菌株 が他 の菌株 に及

ぼす影響 を数値化(logを とった値 での減少 、増加率(%))し た ものの一覧表。 例えば、赤丸 で示 し

た部分は5+S(右 図点線 のデー タ)、3+5+S(右 図実線 のデー タ)に お けるM1-5株 、CSK1株 の生育

デ ー タ(そ れぞれ緑線 、青線)を もとにM1-3株 の影響 を数値化(logを とった値での減少 、増加率

を算出)し たものが 表示 され ている。

Fig.4-16.菌 株間相互作用鰐 析 プログラム による解 析結果(Fig.4-15)を もとに したC. straminisolvens

CSK1株(S)、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株(3)、Brevibacillus sp.M1-5株(5)の3株 の菌株 間相

互作用のネ ッ トワー ク図。(a)純粋培養 系 と2種 混 合培養 系の比較デー タ、(b)2種 混合培養系 と3種

混 合培養 系の比較デー タ、(c)純 粋培 養系 と3種 混合培養系 の比較デー タ。赤矢印は促進 を、青矢印

は錦 制 を、黒矢印は影響無 し(増 加 、減少率がlog値 で15%以 下)を 表す。矢印の線の 太 さは促進、

抑 制の強 さを反映 している。
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Fig.4-17. C. straminisolvens CSK1株(S)、Clostridium sp.FG4株(F)、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株

(3)、Brevibacillus sp.M1-5株(5)の4株 の 解 析 結 果。 図 はFig.4-14の デ ー タの うち、day4、day6

の 菌 量 の 平均 値 を も とに 、あ る菌 株 が他 の 菌株 に及 ぼ す 影 響 を数 値 化(logを と った値 で の波 少 、増

加 率(%))し た もの の 一 覧 表。 表 の 見 方 はFig.4-15と 同 様 。

Fig.4-18.菌 株闇相互作用解析プ ログラムの解析デー タ(Fig.4-17)を もとに したC. straminisolvens

CSK1株(S)、Clostridium sp.FG4株(F)、Pseudaxanthomonas sp.M1-3株(3)、Brevibacillus sp.M1-5

株(5)の4株 の菌株間相互作用のネ ッ トワー ク図。(a)純 粋培養 系 と2種 混合培養系の比較 データ、

(b)2種 混 合培養系 と3種 混合培養系の比較デ ータ、(c)3種 混合培 養系 と4種 混合培養 系の比較デー

タ。赤矢印は促進 を、青 矢印は掬制 を、黒矢印は影 響無 し(増 加 、減 少率が10g値 で15%以 下)を

表す。影響 を与える株が 生育できない場合は、矢印 を表示 していない。(b)で は2通 りの比較デー タ

があ るの で、その影響が異 なる場合 は重ねて表示 した。 矢印の線 の太 さは促進 、抑制 の強 さを反映

してい る。
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第5節 考察

本 章で はまず 人工生態 系SF356の 各メ ンバー間 にお ける1対1の 関係性、相 互作用を詳 細

に解 析 した。 さ らに、微生 物間ネ ッ トワー クの包括 的理解 を 目指 し、original microfloraの 分

離株 の うち4種(C.straminisolvens CSK1株 、Clostridium sp.FG4株 、Pseudmnthomonas sp.M1-3

株 、Brevibaoillus sp.M1-5株)を 用 いて 、純粋培養 系、お よび2-4種 混合培養 系にお ける各菌

株 の生育 をモ ニ ター し、数 理学的な解析 をお こない 、 これ までに解析 してきた1対1の 関係

性 が、生態系 の 中で どれ ほ ど寄与 してい るのか、第3の 微 生物 の存在 に よ りその1対1の 関

係性 に変化が生 じるのか、そ して全体 と して どの よ うにバ ランスが取れ てい るのか を解 析 し

た。 本章 まで の研究で明 らか とな った上記4種 の分離株の関係性 、相 互作用 について以 下 に

考察す る。

(i) C.straminisolvens CSK1株 と好 気 性 分 離 株

第3章 まで の解析 によ り、C.straminisolvens CSK1株 は好 気性分離株 の酸素消費 に よる培養

液の嫌 気化 とい う作用が あ って初 めて生育可能 であ り、また好気性分 離株 に よるpHの 中性化 、

余剰 代謝産物(水 溶性糖 、酢酸)の 除去に よって生育(セ ル ロー ス分解)が 促進 され るこ と

が示 されて いた。

本章第2節 の好気性分離 株の培養濾液添加培地 でのC.straminisolvens CSK1株 の培養 実験

(Table 4-1)に よって、上記 のメカニズム以外 に、好 気性 分離株 が培養 液 中にC.straminisolvens

CSK1株 の生育(セ ル ロース分解)促 進物質 を放出 してい るこ とが示唆 され た。その中で も特

に高い促進効 果 を示 していたPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の培養濾液 を限外濾 過膜に よ り

分画 し解析 をお こなった結果、熱処理 に対 して不安 定な分子量50,000以 上の物質、お よび熱

処理 に対 して安定 な分子 量5,000以 下の物質の少な くとも2種 類 が活性 を有 してい るこ とが

示唆 され た(Fig.4-3)。 各画 分で促進効果 を有す るのが どの よ うな物質か は明 らか とはな って

いないが、お そ らくは高分子 のタンパ ク質 と低 分子 のvitamin類 のよ うな もので ある と考 え ら

れ る。あ る条 件 で生育 の遅 い微生物が、他の微生物が放出す る物質 に よって生育 が改善す る、

とい う報告 は多 くな されて い る(e.g.,ペ プチ ド[132]、ア ミノ酸[110]、ビタ ミン類[26,40,41]、

低分子 情報伝達 物質[15,16,42])。 しか しPCS-FP培 地にvitamin soluhon(Table 0-4)を 添加 し

た系で もC.straminisolvens CSK1株 の生育(セ ル ロー ス分解)の 顕著 な促進 はみ られ なかった

ことか ら(data not shown)促 進物 質はそれ 以外 の新規 な物 質、あるいは複 数の物 質が必要で

ある、 とい うこ とも考 え られ る。今後 この促進物 質 を さらに解析 、同定す るこ とで更な る理

解が深 まる と考 え られ る。

C.straminisolvens CSK1株 純 粋 培 養 系 と、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 との2種 混 合 培 養

系 の濾 紙 分解 過 程 とを比 較 す る と、濾 紙 分 解 量 は混 合 培養 系 で5倍 以 上 増 加 して い るの に対

し、C.straminisolvens CSK1株 の生 育 は2倍 程 度 しか増 加 して い な か った(Fig.4-5)。 こ の結

果 か ら、Psmdoxanthomonas sp.M1-3株 の 作 用 はC.straminisolvens CSK1株 の生 育 を促 進 す る

だ け で な く、 菌 体 あた りの セ ル ロー ス 分解 効 率 を促 進 して い る こ とが 示唆 され た 。 こ の よ う
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に異種微 生物 の存在が生育 だけで はな く振 る舞 い に影響 を及 ぼ してい るこ とを確 認す るため、

純粋培養 系 と2種 混合培養 系にお いて発 現 してい るタ ンパ ク質 の違い を解 析 した。 まず はC.

straminisolvens CSK1株 が発 現す るcellulaseを 解 析す るために、培養上清か らタンパ ク質 を調

整 しSDS-PAGEに よ り解 析 した(Fig.4-6)。 その結果、C.straminisolvens CSK1株 の純粋培 養

系ではみ られないバ ン ドが混合培養 系で い くつか観察 され、混合培養系で特異的 にcellulase

が発現 して い る可能性 が示 唆 され た。 しか しそれ らのバ ン ドと同 じと思 われ る もの がC.

straminisolvens CSK1株 のDSM122-FP培 地で の純粋培養系 か らも検 出 され 、これ らの タンパ

ク質 は混合培養 系で特異的 に発 現 してい る、 とい うよ りは、C.straminisolvens CSK1株 が混合

培養 中でPCS-FP培 地で の純粋培養条件 よ りも、よ りよ く生育可能なDSM122-FP培 地で の純

粋培 養 条件 に近 い 生 理 状 態 に あ るか らだ と考 え られ る。original microfloraに お け るC.

straminisolvens CSK1株 菌 体あた りのcellulase活 性 はPCS-FP培 地での純粋 培養条件時の6-7

倍高い とい う報告[142]も 考慮す る と、C.straminisolvens CSK1株 は混合培養 系にお いて特異 的

なcellulaseを 発現す るわ けで はない が、菌 体あた りの発現量 は増加 してい るもの と考 え られ

る。

数 理 学 的 解 析 で も、これ らの好 気 性 分離 株 はC.straminisolvens CSK1株 の 生 育 に対 して 強 い

促 進 効 果 を 有 す る こ とが 示 され た(Fig.4-15、41-16)。 しか し5+Sと3+5+Sに お け るC.

straminisolvens CSK1株 の 生育 を 比 較 した とき に は 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の存 在 は

C.straminisolvens CSK1株 に対 して 阻 害 的 で あ る、 とい う結 果 とな った 。 これ は 、Brevibacillus

sp.M1-5株 がPseudoxanthomonas sp.M1-3株 よ りもC.straminisolvens CSK1株 に対 す る強 い 促

進 効 果 を 有 して お り、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 がそ のBrevibacillus sp.M1-5株 の 生 育 を

抑 え る こ とで 、Brevibacillus sp.M1-5株 に よ る強 い促 進 効 果 が 失 われ て しま うた め と考 え られ

る。

一 方 逆 に
、 好 気 性 細 菌 はC.straminisolvens CSK1株 に よ るセ ル ロ ー ス 分 解 代 謝 産 物

(Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 は酢 酸 、Brevibacillus sp.M1-5株 は糖)を 利 用 可能 で あ り、

それ に よ り生育 が促 進 され てい る こ とが 第3章 ま で の解析 で 示 唆 され て い た 。 実 際 に本 章 第

2節 のC.straminisolvens CSK1株 の培 養 濾 液(セ ル ロ ー ス分 解 産物 を含 む)添 加 培 地 で の培 養

実験(Table 4-1)で これ らの好 気 性 分 離 株 の生 育 は促 進 され 、 また2種 混 合 培養 系 で も これ

らの好 気 性 分離 株 は 純 粋 培 養 時 よ りも よ く生 育 した(Fig.4-5E、4-15)。 数 理 学 的 解 析(Fig.4-15、

4-16)で も、C.straminisolvens CSK1株 の これ ら好 気 性 分 離株 に 対 す る促 進 効 果 が確 認 され た。

た だ しC.straminisolvens CSK1株 に よ るBrevibacillus sp.M1-5株 の促 進 効 果 の場 合 は 、効 果 が

み られ る の はPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の 存 在 時 だ けで あ っ た。 これ はBrevibacillus sp.

M1-5株 の 生 育 がPseudoxanthomonas sp.M1-3株 に よ って 阻 害 され て い る と き(Fig.4-12参 照)

に のみ 促 進 効 果 が表 面 に現 れ る、 い い か え る とBrevibacillus sp.M1-5株 は.Pseudoxanthomonas

sp.M1-3株 に よ る阻 害効 果 が 無 けれ ば 、単 独 で も(促 進 効 果 な しで も)最 大 の生 育 量 を得 る

こ とが で き る、 と推 測 で き る。

Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 に 関 して は 、 そ の 純 粋 培 養 、 お よびC.straminisolvens CSK1
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株 との2種 混合 培養 条 件 で発現 す る菌体 タ ンパ ク質 を2次 元電気 泳動 に よ り解析 し、C.

straminisolvens CSKl株 の存在がPseudoxanthomonas sp.Ml-3株 の振 る舞 いに及 ぼす影響 を調

べた。そ の結果 、混合 培養 系に特異 的なスポ ッ トがい くつか検 出 され た(Fig.4-7)。 また混合

培 養 系 で の状 態 に 近 い と予想 され たC.straminisolvens CSKl株 の培 養 濾 液 で 培養 した

Pseudoxanthomonas sp.Ml-3株 サ ンプル も、混合培養 系 とは異 な り、む しろ純粋培養 系のほ う

に近い挙動 を示 した(Fig.4-8)。 この結果 か ら、利用 可能な基 質で ある酢酸が存在 す る、とい

うよ うな単純 な要 因に よってではな く、混 合培養系 においてPseudoxanthomonas sp.Ml-3株 は

かな り異 なった生理 状態 に置かれ てい るもの と推測 され る。今後 さらに混合培養 系に特 異的

なスポ ッ トのア ミノ酸配列解析 、同定 を進 めるこ とで更な る知 見が得 られ るもの と期待 され

る 。

(ii)C.straminisolvens CSKl株 とClostridium sp.FG4株

第3章 ま で の解 析 に よ り、Clostridium sp.FG4株 はC.straminisolvens CSKl株 の セ ル ロー ス

分 解 産 物(オ リゴ糖)に 完 全 に依 存 して い る こ とが 示 唆 され て い た。 この こ とは本 章 第4節

の解 析 でClostridium sp.FG4株 がC.straminisolvens CSKl株 の 存 在 な しで は全 く生 育 が み られ

な い(Fig.4-14)こ とに よ り裏 付 け られ た 。

第3章 まで の解 析で 、Clostridium sp.FG4株 は群集 内でオ リゴ糖 の醗酵 によ り酢酸 を生成 し

てい るこ とが示 された。オ リゴ糖 の蓄積 はC.straminisolvens CSKl株 のセル ロース分解 に阻害

的 に働 く(Fig.4-10)た め、Clostridium sp.FG4株 によるオ リゴ糖 の消 費はセル ロース分解 を

促進す る効果 があ る と考 え られ る。 しか しその一方で過剰 量の酢酸 の生成 によ り引き起 こ さ

れ るpHの 低 下 がセ ル ロー ス分解 に阻害的 に作用す るため、 トー タル としてClostridium sp.

FG4株 の作用 はセル ロース分解 に阻害的 に働いてい ることが示 唆 されて いた。

ま た 本 章 第4節 の 解 析 で は、Clostridium sp.FG4株 の存在 はC.straminisolvens CSKl株 の生

育 に 阻 害 的 に働 くこ とが 示 され た(Fig.4-17、4-18)。 この要 因 と して は 、上記 のpH低 下 とい

う要 因 の ほ か に も、C.straminisolvens CSKl株 が 実際 に菌 体 内 に 取 り込 ん で利 用 す る基 質 で あ

るcellobioseに 対 す る競 合 効 果 な ど も考 え うる。 しか し一方 で 、本 章 第2節 のClostridium sp.

FG4株 の培 養 濾 液 添加 培 地 で の培 養 実験(Table 4-1)で はC.straminisolvens CSKl株 の 生 育(セ

ル ロー ス分 解)の 促 進 効 果 が み られ た。こ の こ とか らClostridium sp.FG4株 がC.straminisolvens

CSKl株 に及 ぼ す影 響 は 多 種 類 あ り、ま た そ の影 響 は周 囲 の状 況 に よっ て 変 わ り うるの で はな

い か と予 想 した 。C.straminisolvens CSKl株 とClostridium sp.FG4株 の2種 混合 培 養 を2種 類

の培 地(PCS-FP培 地 、DSMl22-FP培 地)で お こな い 、そ の濾 紙 分 解 過 程 をC.straminisolvens

CSKl株 純 粋 培 養 系 と比 較 した(Fig.4-9)。 そ の 結果 、PCS-FP培 地 で はClostridium sp.FG4株

の 存 在 に よ り濾 紙 分 解 量 は 増 加 した が 、C.straminisolvens CSKl株 が 良 好 に 生 育 可 能 な

DSM122-FP培 地 で は逆 に濾 紙 分解 量 は顕 著 に減 少 した。 こ の 結 果 か ら、セ ル ロー ス分解 効 率

が低 い とき に はC.straminisolvens CSKl株 の 生 育(セ ル ロー ス 分解)促 進 物 質 産 生 な どの促 進

効果 が 優 勢 で 、 セ ル ロー ス分 解 効 率 が 高 い ときに は、 酢 酸 の 過 剰 生 成 な どの 阻害 的 な効 果 が
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優 勢 と な る、と推 測 され る。実 際 の群 集 内 で はC.straminisolvens CSKl株 が 良好 に生 育 可 能 で

あ るた め 、Clostridum sp.FG4株 はC.straminisolvens CSKl株 に対 して 阻害 的 に作 用 して い る

と考 え られ る。

(iii) Clostridium sp.FG4株 と好 気 性 分 離 株

第3章 まで の解 析 に よ り、Clostridium sp. FG4株 は培 養 液 中 のオ リゴ糖 をBrevibacillus sp.

Ml-5株 が 利 用 可能 な グル コー ス に 変換 す る こ とで 、Brevibacillus sp.Ml-5株 の生 育 を促 進 し

て い る こ とが 示 唆 され た。実際 に混 合 培 養 実験 の結 果(Fig.4-17、4-18)か ら もClostridium sp.

FG4株 に よ るBrevibacillus sp.Ml-5株 の促 進 効 果 が確 認 され た 。 た だ し、C.straminisolvens

CSKl株 に よ るBrevibacillus sp.Ml-5株 の促 進 効 果 の場 合 と同様 に、 効 果 が み られ るの は

Pseudoxanthomonas sp.Ml-3株 の存 在 時(す な わ ちBrevibacillus sp.Ml-5株 の生 育 が抑 制 され

ている時)だ けで あった。

Clostridum sp.FG4株 はオ リゴ糖 の醗 酵 に よ り酢 酸 を生 成 す る ので 、酢 酸 に よって 生 育 促 進

され るPseudoxanthomonas sp. Ml-3株 の生 育 に対 し促 進 効 果 を示 す こ と も予 想 され た が 、数 理

学 的 解 析 の 結 果(Fig. 4-17、4-18)、 Clostridium sp.FG4株 の存 在 はPseudoxanthomonas sp.Ml-3

株 の生 育 に ほ とん ど影 響 は無 か っ た。C.straminisolvens CSKl株 の生 成 す る酢 酸 量 だ け で、

Pseudoxanthomonas sp.Ml-3株 の生 育 促 進 効 果 は飽 和状 態 に あ る、 と考 え られ る。

好気性 分離株の存在 は、偏性 嫌気性細 菌 であるClostridium sp.FG4株 に とって必要不可欠で

ある。 また培養液が嫌気化 され るだ けではClostridium sp.FG4株 は生育で きず、本節(ii)で述

べた よ うに、培養 液 の嫌気化 に伴 うC.straminisolvens CSKl株 の生育、お よびセル ロー ス分解

に よる分解 産物(オ リゴ糖)の 供給 が必須 であ る。ただ3+S+F、5+S+F、3+5+S+Fに お ける

Clostridium sp.FG4株 の生育 にほ とん ど差 がみ られ ないこ とか ら、好気性分離株 は どち らか片

方 が存在 していれ ばClostridium sp.FG4株 の生育 を満た しうる、 と考え られ る。

(iv)好 気性分離株同士

第3章 ま で の解 析 に よ り、 好 気性 分 離 株 は互 い に 競 争 的 、 競 合 的 関係 に あ る こ とが 示 唆 さ

れ て い た 。 ま た本 章 第2節 の 培養 濾 液 添 加 培 地 で の 培養 実験(Table 4-1)で も、好 気 性 分 離

株 の培 養 濾 液 は他 の 好 気性 分 離 株 の生 育 に 阻害 的 に作 用 す る こ とが示 され た 。 これ は 培 養 に

用 い たPCS-basal培 地 に含 ま れ る利 用 可能 な基 質(お そ ら くpeptone、yeast extract中 の ペ プ チ

ド、 ア ミ ノ酸)の 枯 渇 、 お よび 余 剰 代 謝 産物 の 蓄 積 に よ る も の と推 測 され る。 さ らに興 味深

い こ と に 、Bacillus sp.Ml-1株 の 培養 濾 液 を添加 す る と、Brevibacillus sp.Ml-5株 やB. subtilis

の 生 育 は 完 全 に 阻 害 され た。.Bacillus sp.Ml-1株 は グラ ム 陽性 細 菌 に阻 害 効 果 が あ る抗 生 物 質

(bacitracin)を 産 生 す るBacillus licheniformis [53,99]に 近縁 で あ るこ とか ら、類似 の抗 生物

質 の 産 生 能 を有 して い る と推 察 され る。Bacillus sp. Ml-1株 とBrevibacillus sp.Ml-5株 は

original microfloraに お い て 、長 期 間 共 存 して い た と考 え られ 、 そ の 共存 の メカ ニ ズ ム は 非 常

に 興 味深 い。Bacillus sp.Ml-1株 は培 養 法 に よ っ て はoriginal microfloraか ら再 現的 に検 出 され

るが 、PCR-DGGE解 析 で は ほ とん ど検 出 され ず 、original microfloraに お け る存在 比 率 は非 常
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に小 さい と考 え られ る。お そ ら くoriginal microfloraに お い て はBacillus sp. M1-1株 の 生 育 を抑

え る よ うな 微 生 物 間 相 互 作 用 が存 在 し、そ のた めBrevibacillus sp. M1-5株 の残 存 が 可 能 とな っ

て い た の で あ ろ う。

Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 とBrevibacillus sp. M1-5株 の2種 混合 培 養 系 で は、Brevibacillus

sp. M1-5株 はday1ま で は 生 育 が確 認 され た もの の 、 そ の後 菌 体 量 が減 少 してい っ た(Fig.

4-12)。Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 の培 養 濾 液 はBrevibacillus sp. M1-5株 に対 して 比 較 的 弱

い阻 害 効 果 しか み られ な か っ た の で 、 培 養 上 清 に何 らか の阻 害 物 質 を 出 して い る と は考 え に

く く、 それ 以 外 の メ カ ニ ズ ム が あ る と予 想 され た。 実 際 に培 養 途 中 の菌 体 の み を添加 した実

験(Fig.4-13)で もBrevibacillus sp. M1-5株 の菌 体 量 減 少 が観 察 され 、 また この2種 混 合培 養

系 の培 養 液 を顕 微 鏡 観 察 す る と、 両 種 の菌 体 が凝 集 体 を形成 して い た(data not shown)こ と

か ら、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 が 抗 生 物 質 な どを 培養 液 中 に放 出 す る の で は な く、

Brevibacillus sp. M1-5株 と接 す る こ とで 初 め て 阻害 効 果 が現 れ る よ うな メカ ニ ズ ム が あ るの

か も しれ な い 。ま たFig.4-13の 実 験 で は、Brevibacillus sp. M1-5株 の菌 体 を添加 した 培 養 系 に

お い て 、Pseudoxanthomonas sp. M1-3株 が 純 粋 培 養 時 よ りも よ く生 育 して い る こ と か ら、

Brevibacillus sp. M1-5株 の死 菌 体 をPseudoxanthomonas sp. M1-3株 が栄 養 源 と して利 用 して い

る、 とい う可 能 性 も示 唆 され た 。

以上 の考察 か ら推察 され る4種 の分離株 の相 互作用ネ ッ トワー クをFig. 4-19に ま とめた。

これ ら4種 の分離株 間に は、共 生関係 だ けでな く。阻 害的、競合的 な関係性 も見受 け られた。

Brevibacillus sp. Ml-5株 は第2章 で解析 した4種 混合 培養系、CSK+M356(第3章 の ΔFG4と

同義)に お いて継代培養 過程 で消失 して しまった分離株 であるが、これ はPseudoxanthomonas

sp. M1-3株 に よる阻害効果 の影 響に よるもの と考 え られ る。このBrevibacillus sp. M1-5株 の生

育 をC. straminisolvens CSK1株 、Clostridium sp. FG4株 が促進す ることで、継代培養後 も残存

可能 にな るのだろ う。 また逆 に、ある1種 の微生物 が増 えす ぎない よ うに、阻害や競合 とい

った作用 も、複数種 の微生物 の安 定な共存 には重要であ ると考 えられ る。
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Fig.4-19. C. straminisolvens CSK1株(S)、Clostridium sp.FG4株(F)、Pseudoxanthomonas sp.M1-3

株(3)、Brevibacillus sp.M1-5株(5)の4種 混合培養系(3+5+S+F)に おいて作用 している と考 え

られ る微生物 間ネ ッ トワー ク図。

偶 相利共生 関係。M1-3株 か らは培養 液の嫌気化 、pH中 性化 、酢酸除去 、生育促進物質の産生。

CSK1株 か らは酢酸 の供給。(た だ しM1-3株 の促進効果はM1-5株 で も代替 可能)

b;相 利共 生関係。M1-5株 か らは培養液 の嫌気化、pH中 性化 、糖 除去、生育促進 物質の産 生。CSKl

株 か らは糖 の供給。(た だ しMl-5株 の促進効果 はM1-3株 で も(一部)代 替可能)

c;寄 生 関係。CSK1株 か らは糖 の供給 に よる促進。FG4株 か らは 田 低 下、cellobioseに 対す る競 合

効 果な どが考 え られ る。(FG4株 か らは生育促進物質産 生、オ リゴ糖除去 といった促進的効果 もあ

るが、実環境で は寄与が小 さい と考 え られ る)

d;片 利共生 関係 。M1-3株 か らは培養液の嫌気化 、お よびその作 用によ るCSKl株 の生育、セル ロ

ース分解 を介 した糖 の供給 による促進。(た だ しM1-3株 の促進効 果はM1-5株 で も代替可能)

e;相 利共 生関係。FG4株 か らはグル コー スの供給。M1-5株 か らは培養液 の嫌気化 、お よびその作

用に よるCSK1株 の生育、セル ロース分解 を介 した糖 の供給 による促進。(た だ しM1-3株 の促進 効

果はM1-5株 で も代替可能)

鳶 片害 作用(も しくは寄生作用)。M1-3株 に よるM1-5株 の生育抑制。(M1-3株 によるM1-5株 の

溶菌、 死菌 体の利用、 とい う可能性 もある)
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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、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の一般的なメカニズムを見出すことを最

終的な目的とした。

解析す る微生物群集 と して、堆肥 を微 生物源 と して集積培養 を繰 り返す ことに よ り構 築 さ

れ た、50℃ 、好気条件 下、静置培養 で稲 わ ら、紙 な どの様々なセル ロー ス物質 を効率 よ く分

解 す るこ とができる安 定な微 生物群集(original microflora)を 実験 に用いた。本研 究では、こ

のoriginal microfloraか ら分離 した細菌 をも とに、セル ロース分解能 を有 す る安定な混合培養

系(人 工生態 系)を 構 築 し、そ こでの各微生物 の役割 、お よび各微生物 間 の相互作用(微 生

物 間ネ ッ トワーク)を 解析す るこ とで、微生物群集 による高効 率セル ロー ス分解 の 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 して実験 を

お こなっ た。

第1章 で はoriginal microfloraか ら好 気 、嫌 気 両条件 下で微 生物 の分離 を試 み 、original

microfloraのPCR-DGGE解 析(Fig. 0-5)で 優 占種 として検 出 され ていた5種 全ての細菌 を含

む、7種 の細菌の分離 に成功 した(Table1-7)。 これ らの うちセル ロース分解能 を示 したの は

偏性嫌気性 細菌のCSK1株 のみであった。系統分類 学試験の結 果、CSK1株 は既知 の嫌 気性 セ

ル ロー ス分解細菌Clostridium thermocellumと 近縁 であったが、そ の相同性 は低 く、各種生理

学 的試 験 をお こな った結 果 、生 育 至適 温 度、 酸素 耐 性 な どの 点 で相 違 が み られ た た め、

Clostridium属 の新 種 としてClostridium straminisolvensと 命名 、提唱 した。C.straminisolvens

CSK1株 はoriginal microfloraの 培養条件 であ る好気 静置培養 で は生育せず 、また嫌気条件 下

において もそ のセル ロース分解効 率は非常 に低 く、高効 率分解 のためには他の非 セル ロース

分解性細 菌 の寄与が必 要であ ると考 え られ た。

第2章 で はC.straminisolvens CSK1株 と非 セル ロー ス 分解 分 離 株 との混 合 培 養 に よ る、高効

率 セル ロー ス 分解 人 工 生 態 系 の構 築 をお こな っ た。ま ずC.straminisolvens CSK1株 と非セ ル ロ

ー ス 分 解 分 離 株 を 混 合 した2種 混 合 培 養 系 に よ る セ ル ロー ス 分 解 を 検 証 した と こ ろ 、

Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 、Brevibacillus sp.M1-5株 、 も し くは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(Fig. 2-2)。 これ ら3株 の好 気 性 細 菌 が 酸 素 を消

費 し培 養 液 を嫌 気化 す る こ とで、C.straminisolvens CSK1株 の生 育 が 可能 に な るのだ と考 え ら

れ る。 さ らに この3株 の好 気 性 分 離 株 とC.straminisolvens CSK1株 との4種 混 合 培 養 系

(CSK+M356)は 、original microfloraと 同 等 の 高効 率 セ ル ロー ス 分 解 能 を有 して い た(Fig. 2-2)。

ま たCSK+M356は 嫌 気 条 件 下 の培養 で は そ の 分解 効 率 が 顕 著 に落 ち る こ とか ら、培 養 液 の嫌

気 化 に 加 え て 、 好 気 性 細 菌 の 好 気 的 な 代 謝 も 重 要 で あ る こ と が 示 唆 され た 。 そ こでC.

straminisolvens CSK1株 純 粋 培 養 とCSK+M356の セ ル ロー ス分 解 過 程 を比 較 した(Fig. 2-4)。

CSK+M356で は、 純粋 培 養 系 よ りもセル ロー ス を よ く分解 して い るの に もか か わ らず 、培 養

液 中 の糖 や 酢 酸 の蓄 積 が 低 く抑 え られ て い た。ま た培 養 液 のpHは 純粋 培 養 時 に は6以 下 に低
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く保 たれてい たが、CSK+M356で は一度pHは6以 下 にまで低 下 した ものの、その後 上昇 し

中性 付近 にまで回復 した。純粋培養時 にみ られ るよ うなセル ロー ス分解産物の過剰 な蓄積や

低pHは セル ロー ス分解 を阻害す ることが よく知 られてお り、非セル ロース分解細 菌に よる分

解 産物 の消費 、pH中 性化 とい う作用 が、セル ロー ス分解の効率化 に大 き く寄与 してい ると考

え られた。 しか しCSK+M356は 継代培養 を繰 り返す とBrevibacillus sp.M1-5株 が消失 して し

まい(Fig.2-6)、 群 集構造 の安 定性 を解析す るた めのモデル としては適 さなかった。

第3章 で はCSK+M356にoriginal microfloraか ら優 占種 と して検 出 され てい たClostridium sp.

FG4株 を加 えた5種 混 合培養 系(SF356)を 構 築 した。SF356は20回 の継代培養後 に も全て

の構 成 メンバ ーが安 定 に共存 可能であ り(Fig.3-1)、 このSF356を 安定な群集 のモデル と し

て解 析 した。SF356に おけ る各 メンバ ーの役割 、および各 メンバー間の相互作用 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(ノ ックア ウ ト群集 は △Xと 表 記、Xは 除かれ た菌株名)。 まず各混合培養 系 にお ける

セル ロー ス分解過程 の解析 、比較(Fig.3-3)に よ り、除 かれ た菌株 の群集 内で の役割 を推定

した(Fig.3-4)。 △FG4(CSK+M356と 同義)で は培養液 中の糖 の蓄積 が多 く酢酸 の蓄積 が少

ない ことか ら、Clostridium sp.FG4株 が糖 を醗 酵 し酢酸を生成 してい る と推察 され た。また △

FG4で のみ培養後期 のpH中 性化 がみ られ ることか ら、Clostridium sp.FG4株 による過剰 な酢

酸生成 がpH低 下 を引 き起 こ し、セル ロース分解 に抑制的 に働 いてい ると予想 され た。△M1-5

で も同様 に糖 の蓄積 が多 く、Brevibacillus sp.M1-5株 の糖 消費 が示唆 され た。 △M1-3で は酢

酸 の 蓄積 が 多 く、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の酢 酸 消 費 が示 唆 され た 。BiOLOGに よ る解

析(Table 1-2)で はPseudoxanthomonas sp.M1-3株 に 酢 酸 利 用 能 は み られ な か っ た が 、C.

straminisolvens CSK1株 の培 養 上清 で のPseudoxanthomonas sp.M1-3株 純 粋 培 養 実験(Table

3-2)に よ りPseudoxanthomonas sp.M1-3株 が酢 酸 利 用 能 を有 す る こ とが示 され た 。 さ らに各

メ ンバ ー 間 の相 互 作 用 を理 解 す るた め に 、各 混 合 培 養 系 の継 代 培 養 前後 にお け る各 分 離 株 の

残 存 、消 失 を調 べ た(Fig.3-2)。SF356、 △M1-3、 △M1-6で は全 メ ンバ ー が継 代 培 養 後 も残

存 して い た。 △CSK1で は継 代 の過 程 でClostridium sp.FG4株 、Brevibacillus sp.M1-5株 、

Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 の順 に 消 失 した。 これ は この3株 が セ ル ロー ス分 解 産 物 に依 存

して い るた め で あ る と推 察 され た。 △FG4で はBrevibacillus sp.M1-5株 が消 失 した が、これ は

Brevibacillus sp.M1-5株 がClostridium sp.FG4株 の代 謝 産 物(グ ル コー ス)に 依 存 して い るた

め と考 え られ た。 △M1-5で はC.straminisolvens CSK1、Clostridium sp.FG4株 が消 失 した 。 こ

れ は代 謝 フ ロー か ら は説 明 で きず 、セ ル ロー ス 分 解 産 物 を介 した相 互 作用 以 外 の 要 因 が働 い

て い る と推 察 され た 。

第4章 では微生物間相互 作用 に関 して さらに詳細 な解析 をお こな った。各分離株 の培養濾

液 が他 の分離株 の生育 に及 ぼす影響 を調べ た結果(Table 4-1)、 好気性分離株 の培養濾液 は他

の好 気性 分離株 の生育 を抑 制 し、また非セル ロー ス分解分離株 の培養濾液 はC.straminisolvens

CSK1株 の生育(セ ル ロース分解)を 促進す る ことが示 され た。 特にC.straminisolvens CSK1

株 の生育(セ ル ロー ス分解)に 対す る高い促進 効果がみ られたPseudoxanthomonas sp.M1-3
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株 の培養 濾 液 に 関 して さ らに詳 細 に解 析 した とこ ろ(Fig.4-3)、 促 進 効 果 を有 す る の は熱 不 安

定 性 高 分 子 物 質 、 お よび 熱 安 定性 低 分子 物 質 の 少 な く とも2種 類 あ る こ とが 示 唆 され た 。C.

straminisolvens CSK1株 とPseudoxanthomonas sp.M1-3株 との 関係 性 につ い て は、2種 混 合 培 養

実 験(Fig.4-5)、 お よび タ ンパ ク質 レベ ル で の 実験(Fig.4-6、4-7、4-8)も お こな っ た。 そ の

結 果 、Pseudoxanthomonas sp.M1-3株 はC.straminisolvens CSK1株 に対 す る生 育促 進 だ けで は

な く菌 体 あた りの セル ロー ス分解 効 率 を促 進 して い る こ と、またC.straminisolvens CSK1株 の

存 在 はPseudoxanthomonas sp.M1-3株 の発 現 タ ンパ ク質 に も大 きな影 響 を及 ぼ して い る こ と、

が唆 され た。C.straminisolvens CSK1株 とClostridium sp.FG4株 との2種 混 合 培養 実 験(Fig.4-9)

か らは、Clostridium sp.FG4株 はC.straminisolvens CSK1株 の セ ル ロー ス 分解 に対 して促 進 的

な作 用 、 お よび 阻 害的 な 作 用 の 両 方 を有 して お り、 そ の 大 小 が 環 境 条件 の 違 い に よ って 変 化

す る も の で あ る こ とが示 唆 され た 。Pseudoxanthomonos sp.M1-3株 とBrevibacillus sp.M1-5株

との2種 混 合 培 養 実 験(Fig.4-12、4-13)か ら は 、Pseudoxonthomonas sp.M1-3株 に よ る

Brevibacillus sp.M1-5株 の 生 育抑 制 効 果(も しくは殺 菌 的 効 果)が 示 され た。

最 後 に安 定 な4種 混 合 培 養 系3+5+S+F(△M1-6と 同 義)の メ ンバ ー(C.straminisolvens CSK1

株 、Clostridium sp.FG4株 、Pseudoxanthomonos sp.M1-3株 、Brevibacillus sp.M1-5株)を もち

い て、 そ れ ぞれ の 純 粋 培 養 系 お よび全 て の 組 み 合 わせ の 混 合 培養 系 に お け る各 菌 株 の 生 育 を

モ ニ タ リ ン グ し、 そ のデ ー タを も とに数 理 学 的 解 析 をお こな い 、各 菌株 間 の 関係 性 を網 羅 的

に解 析 した。 そ の 結 果 、 これ ら4種 の分 離 株 間 に は、 共 生 関係 だ けで な く。 阻 害 的 、競 合 的

な 関係 性 も見 受 け られ 、 これ ら様 々な 関 係 性 が上 手 くバ ラ ン ス が取 れ 、 あ る1種 の微 生 物 が

生 育 で き な か っ た り、 ま た 逆 に生 育 し過 ぎた りす る こ とが な い よ うに保 たれ て い る こ とで 、

複 数 種 の 微 生 物 の 安 定 的 共存 が可 能 にな っ て い るの だ と考 え られ た。

以上の結果 か ら、微生物 群集 に よる高効 率セル ロース分解 は、非セル ロース分解細 菌 によ

る培養液 の嫌気化 、pH中 性化、余剰代謝産物 の除去、生育促進 物質の産生 な どの作用 に よる

セル ロー ス分解 細 菌の成 育、お よび菌体 あた りのセル ロース分解 効率の促進 が重 要で あるこ

とが示 され た。非 セル ロー ス分解分離株 が産生す るC.straminisolvens CSK1株 の生育(セ ル ロ

ー ス分解) 促進物質の特定、また菌体あたりのセルロース分解効率促進に関する詳細な解析

(例えばmRNA、 酵素 レベルでの)、およびその促進のメカニズムの解明、などをおこなって

いくことで、さらなる深い知見が得られるものと考えられる。微生物群集による廃棄物、廃

水処理や、難分解性物質の分解などの効率化を考えた場合にも同様で、重要な機能を担って

いる微生物を特定 し、その微生物が生育、残存 しやすいような状況を作り出すことが重要で

あると考えられる。その場合には、物理化学的な条件だけではなく、どのような微生物が共

存しているのか、という状況の考慮も必要であろう。そのためには重要な機能を有する微生

物に関する解析に加えて、一見全体の機能には関与していないようにみられる微生物に関し

ても、微生物間相互作用の解析を含め、考慮していく必要があると考えられる。
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微 生物 間相 互作用 の解析 に よ り、安定な人 工生態 系において共生的関係(C.straminisolvens

CSK1株 と好 気 性 分離 株 な ど)、 寄 生 的 関係(C.straminisolvens CSK1株 とClostridium sp.FG4

株)、 競合的、阻害的関係(好 気性分離株同士)と いった、様々なタイプの関係性が見出され

た 。C.straminisolvens CSK1株 と 好 気 性 分 離 株 のPseudoxanthomanas sp.M1-3株 に 関 して は 、

発 現 タ ンパ ク 質 の2次 元 電 気 泳動 に よる解 析 もお こな い 、Pseudoxanthomanas sp.M1-3株 が 混

合培養系において多数のタンパク質を特異的に発現していることが示唆された。今後そのタ

ンパ ク質 を同定す る ことで更な る知 見が得 られ るもの と期待 され る。またPseudoxanthomanas

sp.M1-3株 に よ るBrevibacillus sp.M1-5株 の 生 育抑 制 効 果(も しくは殺 菌的 効 果)に 関 して は 、

培養上清に阻害物質(抗 生物質)を 放出する、 とい う良く知 られたメカニズムではなく、菌

体同士の接触が抑制に必要なのではないかと予想 され、この抑制効果のメカニズムの解明も

今後の研究課題であろう。

以上のように、安定な人工生態系において共生的関係、寄生的関係、競合的、阻害的関係 と

い った、様 々な タイプ の関係性 が見出 され 、 これ ら様 々な関係性 が上 手 くバ ラ ンスが取 れて

いることで、複数種の微生物の安定的共存が可能になっているのだと考えられた。今後 さら

に解 析 に も ちい る微 生 物 種 を増 や してい く こ とで(例 え ばBordetella sp.M1-6株)、 さ らな る

深い知見が得られるものと予想される。また現在は定常期の菌体量のみを解析に使用 してい

るが、各菌株の経時的変化をうまく他菌株 との相互作用により説明できるような、一歩進ん

だ数 理学的解析 、simulatingな どが できるよ うになれ ばお も しろい。ただそのためには現在 以

上 に 簡 便 で精 度 が 高 い 菌 体 量 の モ ニ タ リン グ手 法(例 え ばGFP (green fluorescent protein)発 現

遺伝 子 の導入 とフロー サイ トメー ター による計 数)の 適用が必要で あろ う。 さらに微生物群

集の安定性に関する一般的な議論をするためには、本研究で解析したセルロース分解系以外

の系での実験が有効かもしれない。本研究で解析したセルロース分解系は確かに複数種の微

生物 が安定 に共存 しうる系ではあ るが、実験 系 と してい くつ かの難 点があ る。難 点の一つ は

系自体が空間的に不均一なことである。本研究で解析 したセルロース分解系は好気静置条件

で培養をおこなっているため、培養液表面と培養液中では、溶存酸素濃度、酸化還元電位と

い う点で異 な る環境 とな ってい る と考 え られ る。 また基質 と して固体で あるセル ロース を使

用 して お り、一 部 の 菌(特 にC.straminisolvens CSK1株)は セ ル ロー ス に吸 着 した 状 態 で存 在

してい る。 この よ うな特徴 は、各菌株 の増殖 を簡 単にモ ニタ リングで きない要 因 となってい

る。ただこの微生物の空間的な棲み分け、という特徴は、微生物生態学的に非常に興味深い

事象であり(空 間的な棲み分けが微生物の多様性の創出、維持に必要であるとい う報告[97,

100,135】 もあ る)、 今後 の詳細 な解 析が期待 され る。も う一つ の難点 は、使 用 してい る微 生物

に関する情報の不足である。本研究では堆肥から集積培養 し自らが分離した微生物を使用 し

ているため、当然それ ら微生物に関する情報、実験データがほとんど無い状態であった。遺

伝子操作法が確立されておりゲノム情報も使用可能であるような微生物の組み合わせにより、

安定な微生物群集のモデル系を構築することができれば、微生物間ネットワークの解析、お
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よび安定性のメカニズムの解析が比較的容易におこなえるようになるのではないかと考えら

れ る。

本研究を通して得 られた微生物群集に関する知見は、セルロースの効率的分解過程のみな

らず、環境微生物学、および微生物生態学的見地からも非常に有用であると考えられる。今

後は上述の課題を克服し、微生物生態に関する更なる知見が得られることを期待する。
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微生物間ネ ットワークの研究

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していること

はほとんどなく、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。このように微生物が群集として存在することにより、しばしば単独の微生物よりも

高い機能を発揮 し、またその機能や構造が攪乱などの外部要因に対して非常に安定であるた

め、有機性廃棄物、廃水処理などの多くの分野で微生物群集の利用、制御に関する研究が近

年重要視されている。様々な解析手法の発達により、実際の環境中における微生物の生態を

解析することが徐々に可能になってきたとはいえ、微生物群集における各菌の果たす機能、

さらにはそれら微生物間の相互作用を理解するのは非常に困難であるのが現状である。そこ

で本研究では、このように高い機能を有し、機能的、構造的に安定なモデル微生物群集(人

工生態系)を 構築 し、その解析をおこなった。

本研究で は、堆肥 を微生物源 と して集積培養 を繰 り返す こ とに よ り構 築 され た、50℃ 、好

気 条件下 、静置培養 で稲 わ ら、紙 な どの様々な セル ロース物質 を効率 よ く分解す ることがで

き る微生物 群集(original microflora)を 実験に用 いた。original microfloraは 継代培養 に対す る

安 定性 を有 してお り、20回 以上 に渡 る継代培養後 もその機 能(高 効率セル ロース分解)と 構

造(検 出 され る微 生物種)に 変化 はみ られ なか った。original microfloraのPCR-DGGE解 析で

は 、好気性 、嫌気 性 の細菌 が安 定に共存 して い るこ とが示 され ていた。本 研究で は 、 この

original microfloraか ら分離 した細菌を もとに、セル ロー ス分解能 を有す る安定な混合培養系
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(人工生態系)を 構築 し、そこでの各微生物の役割、および各微生物間の相互作用(微 生物

間ネ ッ トワーク)を解析することで、微生物群集による高効率セルロース分解のメカニズム、

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て実験をおこ

なった。

(1)original microfloraか らの細 菌の分離original microfloraか ら好気、嫌 気両条件 下

で微生物 の分離 を試み た結果 、PCR-DGGE解 析で優 占種 と して検 出 されていた5種 全ての細

菌 を含む、7種 の細菌 の分離に成 功 した(表1)。 これ らの うちセル ロース分解能 を示 したの

は偏性 嫌気性細菌 のCSK1株 のみで あった。CSK1株 は既 知セル ロース分解細菌 のClostridium

thermocellumに 近縁 であ ったが、各種系統分類学試 験 をお こな った結果 、生育至適温度、酸

素耐性 な どの点で相違 がみ られ たため、Clostridium属 の新種 と してClostridium straminisolvens

と命名 、提 唱 した。CSK1株 はoriginal microfloraの 培養条 件 、好気静置培養で は生育せず 、

また嫌気 条件下において もそのセル ロー ス分解効 率 は非常 に低 く、高効率分解 のためには他

の非 セル ロース分解性細 菌の寄与 が必 要であ ると考 え られた。

表1 original microfloraか ら分 離 され た 細 菌

a
 CSK1株 、FG4株 は 目的 とする有機物を唯一の炭素源 とした培地で嫌気的に培養 し、酸生成の有無 に

より判定。その他の株はBiOLOGシ ステムを用いて好気的に培養 した結果。ただしエタノールの利用

性 は液 体培 養 によるエタ ノールの減少 を直接測 定 した。b N.T., not tested cこ れ ら5種 はoriginal

microfloraか らPCR-DGGE法 で検 出 されて いた細菌

(2)高 効率セル ロー ス分解混 合培養 系の解析CSK1株 と非セル ロー ス分解性分離株

とを混合 した2種 混合培養 系に よるセル ロース分解 を検証 した ところ、M1-3、M1-5、 も しく

はM1-6株 との2種 混合培養 系でセル ロー ス分解 が確認 され た。これ ら3株 の好気性細菌 が酸

素 を消費 し培養液 を嫌気化 す るこ とで、CSK1株 の生育 が可能 にな るのだ と考 えられ る。さ ら

にこの3株 とCSK1株 との4種 混合培養 系(CSK+M356)は 、original microfloraと 同等の高効

率 セル ロー ス分解能 を有 してい た。またCSK+M356は 嫌気 条件 下ではその分解効 率が顕著 に

落 ち る こ とか ら、培養 液の嫌 気化 に加 えて、好気性 細菌の好気 的な代謝 も重要で あるこ とが

示唆 され た。そ こでCSK1株 純粋培養 とCSK+M356の セル ロース分解過程の解析 、比較 をお

123



論文の内容の要 旨

こな った。CSK+M356で は、純粋培養時 よ りもセル ロース をよ く分解 してい るのに もかかわ

らず 、培養 液 中の糖や 酢酸の蓄積 が低 く抑 え られていた。また培養液 のpHは 、純粋培養時 に

は6以 下の低pHが 保 たれていたが、CSK+M356で は一度pHは6以 下にまで低 下 した ものの、

その後上昇 し中性 付近 にまで回復 した。純粋培養時 にみ られ るよ うなセル ロース分解 産物 の

過 剰 な蓄積や低pHは セル ロー ス分解 を阻害す ることがよ く知 られてお り、非セル ロース分解

細菌 による分解産物 の消費 、pH中 性化 とい う作用 が、セル ロー ス分解 の効率化 に大 き く寄与

してい ると考 え られ る。

(3)安 定な5種 混合培養系の解析 CSK+M356は 高いセル ロー ス分解効 率 を示 したが、

継代培養 を繰 り返す とM1-5株 が検 出 され な くな り、群集構造 の安定性 をみ るモ デル として は

不 十分であ った。一方 で、 このCSK+M356にPCR-DGGE解 析 で優 占種 として検出 され てい

たFG4株 を加 えた5種 混合培養 系(SF356)は 、20回 の継代培養後 に も全て の構成 メ ンバー

が安 定に共存 して いた(表2)。 そ こでこのSF356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。SF356に お ける各 メンバー の役割、お よび各 メンバー間の相互作用 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(ノ ックア ウ ト群集 は ΔXと 表記 、Xは 除かれ た菌株名)。 まず各混合培養 のセル

ロー ス分解過程 を解析、比較す ることで、除かれた菌株の群集 内での役 割を推 定 した。△FG4

(CSK+M356と 同義)で は、培養液 中の糖 の蓄積が多 く、酢 酸の蓄積 が少ない ことか ら、FG4

株 が糖 を醗酵 し酢酸 を生成 してい ると推 察 され た。 また ΔFG4で のみ培養後 期 のpH中 性化

がみ られ る ことか ら、FG4株 に よる過剰 な酢 酸生成 がpH低 下 を引き起 こし、セル ロー ス分

解 に抑制的 に働 いてい る と予想 され た。 ΔM1-5で も同様 に糖 の蓄積 が多 く、M1-5株 の糖 消

費 が示唆 され た。ΔM1-3で は酢 酸 の蓄積 が多 く、M1-3株 の酢酸消費が示唆 され た。BiOLOG

に よる解 析で はM1-3株 に酢酸利 用能 はみ られなかったが、CSK1株 の培養上清 でのM1-3株

純粋 培養実験 に よ りM1-3株 が酢酸利 用能 を有す るこ とが示 された。以上の実験 、お よび各 分

離株 の純粋培養 での特徴 をも とに、各分離株 の役割 を図1の よ うに推定 した。

各 メンバー 間の相互作用 を理解す るために、各混合培養 系の継 代培養前後 にお ける各分離

株 の残存、消 失 を調べ た(表2)。SF356、 ΔM1-3、 ΔM1-6で は全 メ ンバ ーが継代 培養後(22nd

generation)も 残 存 していた。ΔCSK1で は継代 の過程でFG4、M1-5、M1-3株 の順 に消失 した。

これ はこの3株 がセル ロー ス分解産物 に依存 してい るためであ ると推察 され る。 △FG4で は

M1-5株 が消失 した が、これ はM1-5株 がFG4株 の代謝産物(グ ル コース)に 依存 してい るた

め と考 え られ る。 ΔM1-5で はCSK1、FG4株 が消失 した。 これ は代謝 フロー か らは説明 でき

ず 、セル ロー ス分解 産物 を介 した相互作用以外の要因が働 いてい ると推 察 され る。

(4)異 種細菌間相互作用の解析 SF356の 構成 メンバ ーの純粋 培養 系、お よび2-5種

混 合培養 系の培養過程 にお ける各細 菌の生育 を定量的real-timePCR法 によ りモ ニタ リング し

た。 その結果 、M1-3株 によるM1-5株 の生育抑制 とい った よ うな、 これ までの解析か らは見

出 され てい なかった関係 がい くつ か明 らか となった。また各分離株 を他の分離株 の培養 上清
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を添加 した培地を用いて培養することで、セルロース分解代謝産物や、pH変 化などを介さな

いよ うな相互作用の検出を試みた。その結果、非セルロース分解性分離株の培養上清はCSK1

株 の生育 を促進 し、また好気性分離株の培養上清は他の好気性分離株の生育を抑制すること

が示された。さらに異種細菌との相互作用は、生育だけではなくその性質、振る舞いにも影

響を与えると予想 し、純粋培養条件、およびCSK1株 との混合培養条件におけるM1-3株 の発

現タンパク質を2次 元電気泳動法により解析 した。その結果、混合培養条件で特異的に発現

しているとみ られるタンパク質のスポットがいくつか検出され、CSK1株 との相互作用が

M1-3株 の生理状態にも影響を及ぼしていることが示された。

(5)ま と め 群集 によるセル ロースの高効 率分解 には、非セル ロース分解細菌 による

培養液の嫌気化、pH中 性化、余剰代謝産物の消費、生育促進物質の産生といった働きが、CSK1

株のセル ロース分解を促進することが重要であることが示された。またこの群集内には共生

や競争、促進や阻害といった、様々なタイプの異種細菌間相互作用が存在 していることが示

された。このような微生物間ネットワークのバランスがうまく取れていることが複数種の微

生物の安定な共存を可能にしているのだと考えられる。

表2 各混合培養系における構成微生物種の残存と消失

a

 CSK+M356と 同 義 。+,detected;-, not detected; N.1., notinoculated in the mixed culture

図1 SF356に お けるセル ロー ス分解 の

代謝 フロー と各菌株 の役割 のネ ッ トワ

ー クモデル
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