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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

環境中には細菌や古細菌などの多種多様な微生物が雑
多に存在し，複合微生物系を形成している。近年，遺伝
子ベース（特に 16S rRNA 遺伝子）で解析する分子生物
学的手法の発展に伴い，環境中に生息する微生物の数，
多様性，群集構造などの知見が多く得られている。一
方，新規で有用な微生物の取得や個々の微生物の機能解
明を行うためには，環境中から微生物を純菌株として取
得することが必須である。したがって，微生物を分離培
養する技術はいつの時代でも普遍的に必要とされてい
る。しかし，微生物の分離培養技術は，近代細菌学の開
祖 Robert Koch らが開発した寒天プレートに代表される
純粋培養法に端を発するものの，100年以上経った今も
なお，大きな技術革新には至っていない。その結果，地
球上に生息する 99％以上の微生物は未だ培養できない
難培養性微生物として認識されている。したがって，“欲
しい微生物が存在しているのに，ほとんどが培養できな
い”という根本的な問題を解決するためには，新しい分
離培養手法を開発することが必要である。そこで本稿で
は，難培養性微生物の代表種で，窒素循環の硝化反応を
担う亜硝酸酸化細菌 Nitrospiraを標的とした新規な分離
培養戦略を紹介したい。

2.　活性汚泥中に生息する難培養性亜硝酸酸化細菌

Nitrospira

亜硝酸酸化細菌（nitrite-oxidizing bacteria: NOB）は排
水処理施設の生物学的窒素除去プロセスにおいて，重要
な反応段階を担っている。排水処理施設の活性汚泥中に
おいて優占種として確認されている亜硝酸酸化細菌は，
Nitrospirae門もしくはNitrobacter属に属しているグルー

プである。一般的に，分離培養解析が主流であった時代
では，活性汚泥由来の Nitrobacter が実験室で繰り返し
培養されていたために，Nitrobacter が亜硝酸酸化に寄
与していると考えられていた。しかしながら，培養に依
存しない分子生物学的手法 3,20) や免疫学的技術 1) の発展
により，Nitrospirae 門に属している未培養の細菌が，
海洋，実験室規模の硝化反応槽，大規模な排水処理施設
において優占的な亜硝酸酸化細菌であることが明らかに
なってきた。
分子生物学的なアプローチを適用することで，生理学
的特性に関する見識が得られてきたものの 4,16,17,21)，
Nitrospira に関する詳細な生化学的な解析や遺伝子レベ
ルの解析を行うためには，高度に集積培養を行うか，純
粋培養を行うことが依然として必要である。このような
理由から，Bartosch ら 1) は，低濃度の亜硝酸（3 mM）
を含んだ混合栄養の培地で，活性汚泥から Nitrospiraを
選択的に濃縮し，高濃度の亜硝酸（30 mM）を含んだ
培地で，Nitrobacter が Nitrospira より優位に増殖する
ことを見出した。後に，抗生物質アンピシリンを利用し
た濃縮実験で，Nitrospira の占有率が全細菌数に対して
約 86％まで濃縮され 18)，Nitrospira defluvii を対象とし
たメタゲノム解析により，亜塩素酸分解酵素の存在，さ
らには進化的に Nitrospira属と嫌気性アンモニア酸化を
担う Planctomycetes 門の間における遺伝子水平伝播が
起きていることが報告された 13,15)。しかし，現在までに
得られている純菌株には限りがあり 6,10-12,22)，未だに排水
処理施設の活性汚泥からは得られていない。

Nitrospira の純粋培養が難しい理由として，高濃度の
遊離亜硝酸による阻害を受けること 2)，増殖速度が遅い
こと 14)，従属栄養性微生物など他の微生物と凝集体を形
成していること 11)，などが挙げられる。そこで筆者ら
は，これらの問題点を克服し，活性汚泥中に生息する
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Nitrospira の純粋培養を目指して，2つのステップから
なる新しい分離培養手法を開発した。まず，1）亜硝酸
塩を含有する無機性の基質を連続的に供給した集積培養
槽内で Nitrospiraの高度集積化を行った。つづいて，2）
セルソーターを使用し，集積サンプル中に存在している
Nitrospiraのマイクロコロニー（10–100細胞）の大きさ
と凝集構造に着目し，蛍光標識を用いずに分画すること
で，マイクロコロニーだけを“生きたまま”特異的に分
取することを目指した。分取したマイクロコロニーを
96ウェルプレートに一つずつ分注し，亜硝酸塩を含有
した培地で培養することで，Nitrospira の純粋培養を実
現した。その後，継代培養と保存方法を確立し，詳細な
生理学的特性について解析した。

3.　連続流入式の高度集積培養槽を用いた 
Nitrospira の集積化

3.1　 活性汚泥からの Nitrospira の集積化

低濃度の亜硝酸を連続的に供給することが可能な混合
型集積培養槽を設計し Nitrospiraの高度集積化を試みた
（図 1）。2009年 2月に都市下水処理施設より採取した
活性汚泥を種汚泥とし，亜硝酸を含有する無機性基質
を連続的に供給し培養を行った。微生物固定化担体と
して不織布を用いることで 9)，汚泥中の Nitrospira を付
着させた。培養は好気条件下で行い，pH は 7.5から 8.1
の範囲で調整した。流入する亜硝酸態窒素濃度および流
速を上げることで，負荷量を上昇させた。ただし，遊離
亜硝酸による阻害の影響を防止するために槽内の亜硝酸
態窒素濃度が最大 10 mg-N L–1を越えないように制御し
た。培養期間は 400日とし，蛍光 in situハイブリダイ
ゼーション（FISH）法により，定期的に細菌数をモニタ
リングした。FISH 法で用いたプローブは，Nitrospira，
Nitrobacter をそれぞれ特異的に標識する Ntspa 662，
Nit 3とした 4,20)。つづいて，Nitrospira 集積培養槽より
採取したサンプルから DNA を抽出した。抽出 DNA か
ら細菌由来の 16S rRNA 遺伝子を標的としたプライ
マー，27F，1492R を用いて PCR 増幅を行った。16S 
rRNA 遺伝子を標的としたクローンライブラリーを作成
し，集積培養槽内の群集組成について調査した。
培養期間中，負荷と槽内の亜硝酸濃度，全微生物数に
占める Nitrospiraの割合（占有率）をモニタリングした
（図 2）。Nitrospira を集積するために，一定期間ごとに

負荷を上昇させ，槽内の亜硝酸濃度は 10 mg-N L–1以下
にコントロールした。元の活性汚泥サンプルにおける占
有率は 1％以下であった。初期汚泥から運転を行い，培
養日数 100日を経過してから，Nitrospira の占有率の上
昇が確認された。その後も揺らぎを起こしながら上昇を
続け，培養 342日目で占有率 69.2％に到達した。その
後，集積サンプルは 2年以上に渡り，高い占有率を維持
することができた（平均占有率 80％，最高値 96％）。一
方，培養期間を通して Nitrobacter の存在は FISH で確
認できなかった。Nitrospira を選択的に集積する過程に
おいて，同じ亜硝酸酸化細菌である Nitrobacter や他の
従属栄養性微生物の増殖を抑えることは重要である。基
質である亜硝酸をめぐる競合において，Nitrospiraは K-
戦略，Nitrobacter は r-戦略をとることが知られてい
る 17,21)。Nitrospiraは Nitrobacter より亜硝酸に対する感
受性が高いことから，本実験のように低濃度の基質を連
続的に供給することによって，効率的かつ選択的に
Nitrospira が集積されたと示唆される。また，集積サン
プルから得られた全 83クローンのうち，32クローンが
Nitrospirae 門に属していた。そのうち，28クローンが
sublineage Iに属し，4クローンは sublineage II に属する
ことが確認され，培養槽内には系統学的に異なる 2種類
の Nitrospiraが集積されていることが判明した。

3.2　 系統学的に異なる 2 種類の Nitrospira の選択的集

積化

集積培養槽内の亜硝酸濃度を制御することで，系統学
的に異なる 2種類の Nitrospira（sublineage I, II）を選択
的に集積することを目指した。2種類の Nitrospira で，
亜硝酸に対する親和性や感受性の違いから優位に増殖す
る条件が異なるのではないか，という仮説を立てた 5,14)。
3.1. で集積したサンプルを用い，図 1で示された集積培
養槽と同じタイプの培養槽を設置した。培養期間中は，

図 1．高度集積培養槽の概略図
図 2．集積培養における経日変化（a）槽内の亜硝酸濃度（◇）

と負荷（直線），（b）Nitrospira占有率
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FISH 法により定期的に細菌数をモニタリングした。
FISH 法で用いたプローブは，sublineage I，II をそれぞ
れ特異的に標識する Ntspa 1431，Ntspa 1151とした 14)。
集積培養槽内の亜硝酸濃度は流速と流入の亜硝酸濃度
によって制御した。236日まで槽内の亜硝酸濃度が平均
3.8 mg-N L–1で維持された。その間，sublineage I の占有
率は高く維持され，111日目で最大 88.3％を記録した。
237日以降，槽内の亜硝酸濃度を 1 mg-N L–1以下（平均
0.24 mg-N L–1）に制御すると，sublineage I の占有率が
減少し，sublineage II の占有率が上昇し，355日目で最
大 53.8％に到達した。以上の結果から，集積培養槽内の
亜硝酸濃度を低い値で厳密に制御することで，系統学的
に異なる 2種類の Nitrospiraを選択的に集積することに
成功した。また，2種類の Nitrospira で亜硝酸に対する
親和性や感受性に違いがあることが確認された 7)。

4.　セルソーターによるマイクロコロニーの選択的分取

集積培養により Nitrospiraの占有率を高めても，培養
に基づいたアプローチだけでは他の微生物を完全に除去
することはできない。したがって，Nitrospira を選択的
に分取することが，次なる課題であった。集積サンプル
を超音波で分散すると，形態的な特徴から大きく 3つの
種類に大別される。すなわち，Nitrospira の細胞からな
るマイクロコロニー（10–100細胞），複数種の菌体から
なる凝集体，浮遊したシングルセルである。このような
形態の違いから，培養を介さないで物理化学的に
Nitrospira のマイクロコロニーを分取することが可能で
はないか，と着想した（図 3）。
集積培養槽から 413日目にサンプルを採取し，超音波
処理を行い，フロックを粉砕した。その後，孔径 35 mm
のセルストレーナーによりろ過し，粉砕しきれなかった
フロックを除去した。分散したサンプルをセルソーター
に供試し，Nitrospiraの分取を試みた。パラメーターは，
凝集体の大きさを示す前方散乱光（Forward scatter; FSC）
と凝集構造を示す側方散乱光（Side scatter; SSC）とし
た。最終的に純粋培養を行うため，生きたまま細胞を分
取する必要があり，蛍光染色を必要としないパラメー

ターを用いた。分取前と後のサンプルにおいて，FISH
法により Nitrospiraの占有率を評価した。
集積サンプルをセルソーターに供試したところ，特徴
的なドットプロットが得られた。FSC と SSC の値に基
づき，エリアを設定した。SSC が大きいエリアでは複
数種の菌体からなる凝集体，フロックが分取されたが，
SSC が小さいエリアではマイクロコロニーを分取する
ことができた。特に FSC が大きいエリアでは，より高
効率でマイクロコロニーを分取することができ，
Nitrospira の占有率は 99％以上を占めた。したがって，
セルソーターを用いることで集積（複合系）サンプルか
ら Nitrospiraマイクロコロニーのような同種の細胞の塊
を選択的に分取できることが確認された。

5.　純粋培養と生理学的特性の解析

5.1　 純菌株の同定

セルソーターから分取したマイクロコロニーを 96
ウェルプレートに一つずつ分注し，純菌株の獲得を試み
た。亜硝酸（2–10 mg-N L–1）を含有した無機性培地で
1ヶ月培養した。培養中は，亜硝酸濃度の測定と顕微鏡
観察を通じて，増殖の有無を確認した。培養後，獲得し
た純菌株について 16S rRNA 遺伝子に基づく系統解析を
行い，シークエンスを同定した。
亜硝酸を含有した無機性培地で 1ヶ月培養したとこ
ろ，一つのマイクロコロニー（10–100細胞）から 106–
107細胞まで増殖していることが確認された。16S rRNA
遺伝子に基づいた系統解析から，系統学的に異なる 2種
類の Nitrospira 純菌株を獲得することができた（図 4）。
一つは sublineage I に属する純菌株 strain ND1であり，
Candidatus Nitrospira defluvii との相同性は 99％であっ
た 8)。もう一つは sublineage II に属する純菌株 strain NJ1
（Nitrospira japonica）であり，Nitrospira moscoviensis
との相同性は 94％であった 19)。この二つの株は，活性
汚泥から獲得された世界初の Nitrospira 純菌株である。
さらに，河川水サンプルを対象に本研究の分離培養手法
を適用したところ，sublineage II に属する純菌株 strain 
NA1（Nitrospira aquarum）の獲得にも成功した。した

図 3．セルソーターによる分取原理とドットプロット
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がって，本手法は他の環境サンプルにも適用可能である
ことが示された。

5.2　 生理学的特性の解析

獲得した Nitrospira純菌株を用いて，生理学的な性質
を調べた。温度依存性，アンモニア耐性については，培
養 3日間における亜硝酸消費量（硝酸生成量）を測定
し，亜硝酸酸化速度として算出した。尿素分解能につい
ては，アンモニア生成量を測定し，アンモニア生成速度
として算出した。また，純菌株の形態について，SEM
（凍結乾燥法）および TEM（樹脂包埋切片法）を用いて
観察した。
獲得した純菌株は，温度に応じて亜硝酸酸化速度が
著しく変化し，strain ND1は 28°C，strain NJ1は 31°C，
strain NA1は 30°Cで最も高い亜硝酸酸化速度を示した。
また， strain NJ1は，ある一定濃度のアンモニアに対して
耐性があることが示唆された。さらに興味深いことに，
すべての純菌株において尿素を分解しアンモニアを生成
することが確認された。これらの知見は，アンモニア酸
化細菌との新たな共生関係の可能性を示唆している。
また，顕微鏡の観察結果から，純菌株はいずれも粒径
数 mm 程度のマイクロコロニーを形成し，EPS で囲ま
れていることが明らかになった（図 5）。これまで報告
されてきた Nitrospiraの形態と同様に，シングルセルの
状態では，細長く細胞成長した形を有し，分裂状態に入
ると EPS を分泌しながら球状に縮小し，数細胞のマイ
クロコロニーを形成すると考えられる 12,18)。

6.　お わ り に

筆者らは，連続流入式の混合型集積培養槽を用いるこ
とで，難培養性亜硝酸酸化細菌 Nitrospiraを集積するこ
とに成功した。また，槽内の亜硝酸濃度を厳密に制御す
ることで，系統学的に異なる 2種類の Nitrospiraを選択
的に濃縮した。つづいて，Nitrospira が形成するマイク
ロコロニーに着目し，セルソーターを用いて集積サンプ
ルからマイクロコロニーのみを選択的に分取することに
成功した。さらに，sublineage I に属する純菌株 strain 
ND1，sublineage II に属する純菌株 strain NJ1（Nitrospira 

japonica）を獲得した。この二つの株は，活性汚泥から
獲得された世界初の Nitrospira純菌株である。獲得した
純菌株の生理学的特性を調べたところ，系統学的にも生
理学的にも異なる性質を示し，アンモニア酸化細菌との
新たな共生関係の可能性が示唆された。本研究で開発し
た分離培養戦略の特徴の一つとして，マイクロコロニー
の選択的な分取が挙げられる。難培養性微生物の中に
は，アンモニア酸化細菌，アナモックス細菌，ポリリン
酸蓄積細菌などマイクロコロニーを形成するものが多
い。そこで，本手法を様々な難培養性微生物に適用し，
純菌株の獲得を試みている。また，本研究では活性汚泥
から集積培養を介し，標的の微生物を濃縮させるステッ
プを経たが，これには膨大な時間を必要とし，培地によ
るバイアスもかかってしまう。そこで，環境中ですでに
形成しているマイクロコロニーを直接分取し，集積培養
を介さない方法で純菌株を獲得することができるのでは
ないかと考えている。このような新しい分離培養戦略
で，99％以上の未培養微生物に少しでも多くアクセスで
きるよう，更なる工夫を重ねていきたい。

図 4．16S rRNA 遺伝子に基づいた純菌株 Nitrospiraの系統樹

図 5．Strain ND1の透過型電子顕微鏡画像，スケールバーは
0.5 mmを示す
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