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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

たった 1 g の土壌でもそこに棲息する微生物の種類は
数千種以上と言われており，このような莫大な多様性を
持った微生物コミュニティには，硝化菌や脱窒菌などの
物質循環を担う微生物や，難分解性の環境汚染物質の分
解微生物など，様々な役割を持つ微生物が含まれてい
る。また各役割を担う微生物は単体として独立に機能す
るのではなく，共存する微生物間で互いに関わり合いな
がら機能を発揮していると考えられる。そこで我々は，
環境変動を受けた土壌細菌叢の総体としての反応を理解
する目的で，人工的に芳香族化合物で汚染した土壌のメ
タゲノム解析を実施してきた。その結果，汚染物質の分
解菌は優占せず，分解に直接関与しない非分解菌が菌叢
内で優占していたことを見出してきた 6)。例えば汚染物
質として土壌に添加した Phenanthrene（Phn）が分解さ
れた時期のメタゲノム解析では，ショットガンメタゲノ
ムリード 11,331,760本のうち，Phnの初発酸化反応を担
う Phn dioxygenase large subunit の遺伝子断片リードは
わずか 89本であった。またそれら遺伝子断片の由来菌
である Mycobacterium属は，細菌叢全体の 1％程度しか
存 在 し な か っ た。 ま た メ タ ゲ ノ ム 解 析 で は
Mycobacterium 属以外にも 250を超える細菌属が検出さ
れたが，その多くが汚染による増減がほとんど見られな
い，いわば環境変動に対して「サイレント」なレスポン
スであった。このような結果から，「数的にマイナーな
分解菌（キープレイヤー）に対して，直接的には分解に
関与しない大多数の優占菌（オーディエンス）が本当に
サイレントな存在なのか，あるいは何らかのポジティブ
な応答があるのか」という新たな疑問が生まれた。この
ような問いに，培養を介さないメタゲノム的アプローチ

だけで答えるのは難しい。そこで我々は集積培養を介し
て取得した汚染物質の分解細菌コンソーシアムを対象と
することで，メタゲノム解析で提起された問題（キープ
レイヤーとオーディエンスという細菌叢構造にどのよう
な利点があるのか，どのようなメカニズムによってそれ
が成立し得るのか）を実験的に検証することにした。
本稿では，Burkholderiaceae を非分解菌とする 2つの

分解コンソーシアム（2種以上のメンバーから成る複合
微生物系）について明らかになったことを紹介する。分
解菌 Mycobacterium と非分解菌 Burkholderia を含む
Phn分解コンソーシアムでは，Phnによって起きる分解
菌の生育阻害が非分解菌の存在によって緩和され，また
分解菌 Sphingobium と非分解菌 Cupriavidus を含む γ-
hexachlorocyclohexane（HCH）分解コンソーシアムでは，
寒天培地上の分解菌のコロニーに対して非分解菌が方向
性を持ってコロニー成長することで，積極的にコンソー
シアムを形成し得ることがわかった。これらの現象を通
して，コンソーシアムのキープレイヤーと周囲のオー
ディエンスがどのように相互作用するのかを紹介する。

2.　Phn 分解菌の生育阻害と非分解菌による阻害緩和効果

上記の芳香族化合物による汚染土壌を接種源として
Phnで集積培養を行った結果，Phnを重層した無機塩寒
天培地でクリアゾーンを形成するコロニー MixEPa4を
取得した。MixEPa4は黄色のシングルコロニーを形成
するが，16S rRNA 遺伝子解析では Mycobacterium 属，
Burkholderia 属を含む複数の Proteobacteria を構成員と
するコンソーシアムであることが明らかとなった 7,17)。
実際に MixEPa4を栄養寒天培地に接種すると様々な
形態のコロニーが観察され，それらシングルコロニーの
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純粋分離の結果，Mycobacterium sp. EPa45株および
Burkholderia sp. Bcrs1W株を始め複数の Proteobacteria
株が取得された。得られた株のうち EPa45株のみが単
独培養で Phn 分解活性を示し，また Phn 培地上におい
て MixEPa4と同様のクリアゾーンとコロニー形態を示
した。また EPa45株の完全ゲノム配列を決定したとこ
ろ，既知の Phn 分解菌 M. vanbaalenii PYR-1と相同性
のあるフェナントレン完全代謝経路を有していることが
わかった 7)。ところがコンソーシアム MixEPa4では，
EPa45株は分解菌であるにも関わらず単独優占種になら
ず，安定的に非分解菌の Proteobacteria が同等あるいは
それ以上の割合で存在した。よって，このような菌叢構
造は，上記汚染土壌における「キープレイヤーとオー
ディエンス」の問題を考える上でモデルケースとして捉
えることができよう。
先に述べた通り，分解菌 EPa45株は単独培養でも

Phnを分解できるが，初期接種密度が低い場合は分解活
性が極めて不安定になることがわかっている。汚染物質
の微生物分解の研究分野では，初期接種密度と分解活性
の安定性の間に何らかの関係があることは経験的によく
知られている。我々はこの「分解が不安定になる菌密
度」に焦点を当てて，より詳細な実験を行うことにし
た。EPa45株の細胞懸濁液の段解釈液を Phn を含まな
い無機塩寒天培地にスポットすると，希釈率に応じたコ
ロニー形成が確認された（図 1）。EPa45株は菌体内に
残存した炭素源もしくは無機塩寒天培地に含まれる微量
炭素源を利用してわずかに増殖することでコロニーを形
成できると思われる。一方，Phn 含有無機塩寒天培地
（Phn 培地）に細胞懸濁液をスポットすると，10倍希釈
までは Phn 分解・資化による明瞭なコロニー形成が見

られるのに対し，102倍希釈のスポットから急激にコロ
ニー形成が阻害された（図 1）。これは EPa45株が Phn
分解能を有すると同時に Phn によって生育阻害を受け
ることを意味している。EPa45株の初期接種密度が低い
と Phn 分解活性が不安定になるのは，この EPa45株の
密度依存的な生育阻害と関連していると考えられる。

Phn 分解コンソーシアム MixEPa4では非分解菌が優
占していたことを考慮して，様々な割合で EPa45株と
非分解菌 Bcrs1W 株を混合して Phn 培地にスポットし
た。その結果，非分解菌が十分な密度で存在すれば，
EPa45株自身の菌密度が低い場合でもコロニー形成でき
ることがわかった（図 1）。このような非分解菌による
生育阻害の緩和効果は，MixEPa4の構造的利点の一つ
と捉えることができる。非分解菌と分解菌を別々にス
ポットしたり，非分解菌の培養上清や死細胞を混合して
も，Phnによる分解菌の生育阻害を緩和できないことか
ら，両細胞が接していることが重要であると予想され
た。
これまでの結果から浮き出てきた「細胞密度」と「接
触」というキーワードから，本現象を確率的現象として
シミュレーションした。先に述べた通り EPa45株は
Bcrs1W株との共培養でなくとも，高密度であれば単独培
養でも生育阻害は見られない。このことから，「EPa45株
は寒天培地上で他の細胞と接触していないと Phn によ
る生育阻害を受ける」と仮定した。1 mm2の平面上に n
個の EPa45株の細胞（1 μm2とする）を配置した時に細
胞同士が接触せずに Phnによる生育阻害を受ける確率を
求める。ここでは単純化して，1 mm2の平面を縦横 1 μm
のマス目に分けた時に（合計 106個のマス目），n個の細
胞全てが違うマス目に配置される確率（106Pn/106×n）と
して計算した（図 2）。100 cells/mm2以下ではほぼ 100％
の確率で細胞同士が接触しないが，1,000 cells/mm2前後
から急激に確率が低下し始め，3,000 cells/mm2以上では
ほぼ 0％になる（ほぼ 100％の確率で細胞が接触するマ
ス目が生じる）。では実際のケースではどうだろうか。
Phn 培地における EPa45株単独のコロニー形成率は 102

倍を境に急激に低下した（図 1）。無機塩培地のスポッ
ト内コロニー数から細胞密度を概算してみると，生育阻
害が起きない 10倍希釈の密度は約 240 CFU (Colony 
Forming Unit)/mm2であった。CFUが全菌数よりも小さ
いことを考慮すれば，「細胞が接触しない確率（阻害を
受ける確率）」が低下し始める密度と概ね同レベルと考
えられる。また 10倍希釈の液滴を寒天培地全体にプ
レートアウトすると，細胞密度が低下してコロニー形成
が阻害されることがわかった。非分解菌との共培養で
EPa45株が希釈率に応じたコロニー形成が起きたのは，
EPa45株自身の密度は低くても，非分解菌を合わせた全
体として細胞密度が高ければ生育阻害が緩和されたため
だと解釈できる。もちろんこれらの議論はシミュレーショ
ンに過ぎず，実際に細胞同士がダイレクトに接触する必
要があるのか，あるいは一定範囲内であれば距離があっ
ても問題ないのか，今後顕微鏡レベルでの詳細な解析が
必要である。しかしこれまでの結果を鑑みるに，生育阻
害ならびにその緩和効果に細胞密度とそれに付随する確
率的な現象が介在した可能性は高いだろう。

MixEPa4には Bcrs1W株以外に Bordetella属や Dyella

図 1．Phn分解菌 Mycobacterium sp. EPa45株の Phnによる生
育阻害と非分解菌 Burkholderia sp. Bcrs1W 株による緩和
効果。

 EPa45株の細胞懸濁液の段階希釈液を無機塩寒天培地
（左），Phn含有無機塩寒天培地（中）にスポットした。（右）
EPa45株の段階希釈液を Bcrs1W 株の細胞懸濁液（一定濃
度）と合わせて Phn 含有無機塩寒天培にスポットした。
見えているコロニーは EPa45株のコロニー。
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属など，異なる family や class の Proterobacteria の非分
解菌株も取得されている。これらの分離株についても程
度の差こそあれ，Bcrs1W 株と同様の緩和効果が認めら
れた。さらに全く分離源の異なる大腸菌についても明確
な緩和効果が確認された。よって非分解菌による生育阻
害の緩和は，限られた株との特異的な関係性というより
は，特定の細菌群に限定されない緩い関係性において発
揮されるように思われる。このような緩い関係性は，土
壌環境が短期的に汚染された際に重要であろう。初期状
態の土壌では分解菌の存在量は極めて低密度であり，そ
のキープレイヤーが機能を発揮しようとする時に，周囲
のメジャーなオーディエンスがどのような細菌群である
かはその時の環境条件による。先行研究である汚染土壌
の 16S rRNA 遺伝子の次世代シーケンス解析でも，初期
状態の土壌で Mycobacterium 属は細菌叢全体の 0.05％
しか存在せず，また優占している細菌群は経時的に変化
し続けた 6)。このような条件においては，幅広い細菌間
で成り立つ緩い関係性の方が有効に働く可能性が高い。
では非分解菌による生育阻害緩和はどのようなメカニ
ズムによって起きるであろうか。これまでも複合微生物
系を対象としたバイオレメディエーションの研究は数多
く存在する 8,14)。分解促進のメカニズムを分子レベルで
明らかにした例はまだまだ少ないのが現状であるが，例
えば共在菌によるデッドエンドな中間代謝産物の分解
や，バイオサーファクタントの生産，分解に伴う酸化ス
トレスの低減などが知られている 14)。今回の EPa45株
の生育阻害が細胞密度依存的であることを考慮すると，
Pseudomonas 等で報告がある芳香族化合物分解遺伝子
の Quorum sensing を介した発現制御 1) も疑う必要があ
るだろう。現在，EPa45株および Burkholderia 株のト
ランスクリプトーム解析や遺伝子破壊株を用いた遺伝学
レベルの解析を進めており，今後の実験により，EPa45

株の分解遺伝子の発現制御や生育阻害，また非分解菌に
よる緩和効果の分子メカニズムが明らかになることが期
待される。

3.　HCH 分解菌への非分解菌のコロニー接近現象

ここまでは多環芳香族化合物であるフェナントレン分
解コンソーシアムを紹介してきた。多環芳香族化合物は
汚染歴のない土壌では微生物分解に数週間以上要するこ
ともあるので難分解性の化合物と言えなくもないが，そ
もそも自然由来の化合物（主な起源は生体や化石燃料の
燃焼） 25) であるために，環境中から比較的に容易に分解
細菌を分離することができ，それら分解菌は長い進化の
過程で高度に組織化された代謝系を有していることが多
い 4)。ここでは環境中での微生物分解性が極めて低い有
機塩素系殺虫剤 HCH の分解コンソーシアムを紹介す
る。HCH は 1825年に初めて人工的に合成され，1942
年に γ 異性体である γ-HCH の殺虫剤活性が発見されて
以降，様々な国の土壌環境に使用されてきた 10,11)。環境
中での高い残留性や生体への毒性が指摘され，1990年
代には多くの国で使用が中止されているが，未だに環境
汚染物質として大きな問題になっている。このような背
景から，微生物が HCH と出会ってから数十年しか経過
しておらず，その分解遺伝子は現在進行形で進化の途中
にあると考えられている 22)。よって，HCH 分解菌なら
びにその分解コンソーシアムは，どのように HCH 代謝
系や共生系が構築されるのか，その最初のステップを見
るのに適した研究対象だと言える。

HCH 分解菌はこれまで世界各地で取得されており，
特に sphingomonads おいては酵素・遺伝子・ゲノムレ
ベルで研究が進められている 22,24)。しかし HCH 分解コ
ンソーシアムの研究については，好気的環境では汚染土

図 2．様々な細胞密度の EPa45株を寒天培地にスポットした際に，培地表面で細胞が接触しない確率。
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壌や分解コンソーシアムの系統学的解析を行った研究
や 3,15,16,18)，機能遺伝子の解析を含めたものは汚染土壌の
メタゲノム研究等が報告されているだけである 2,9,13,19,21)。
我々は国内の HCH 汚染汚泥を接種源として HCH のみ
を炭素源とした集積培養を行うことで，安定的に分解
活性を示すコンソーシアム EB2を取得した。EB2から
は HCH分解・資化能を有する Sphingobium sp. TKS株
と，それら能力を示さない Cupriavidus sp. TKC 株や
Pseudomonas sp. TKP 株が純粋分離された。TKS 株は
完全ゲノム配列が決定されており，11個のレプリコン
を有する複雑なゲノム構造や，既知の HCH 分解遺伝子
と相同性が極めて高い遺伝子セットを保持していること
がわかっている 22)。EB2を対象にしたメタゲノム解析で
は HCH 代謝経路の各遺伝子が見つかっているが，分解
に重要な上流代謝遺伝子は全て Sphingobium 属タイプ
に由来することから，EB2は TKS 株をメインの分解菌
とするコンソーシアムであると考えられる。しかしなが
ら，同メタゲノム解析による菌叢構造は Sphingobium
属で単独優占しておらず，Cupriavidus 属が同程度以上
の割合で存在していることがわかった（図 3）。このよう
な分解菌 sphingomonadsと非分解菌 Proteobacteriaから
構成されるコンソーシアムは，インドの汚染土壌を由来
とする HCH 分解コンソーシアムからも取得されてお
り，何らかの構造的利点があるのではないかと予想して
いる。
上記の通り TKS 株は単独で HCH を分解・資化でき

るものの，分解活性は非常に不安定である。HCH のみ
を炭素源とした無機塩寒天培地においても，中間代謝産
物が蓄積したと思われる褐色の小さいコロニーが形成さ
れる。しかしながら TKS 株は単独培養ではなく，コン
ソーシアムの状態で接種すると褐色化せずに不定形の大
きなコロニーが形成される。そこで我々は寒天培地上の
コロニーという状態に注目し，様々な条件において分解

菌と非分解菌のコロニーの状態を比較した。その結果，
EB2において最大優占種であった Cupriavidus sp. TKC
株は無機塩寒天培地や栄養を抑えた R2A 寒天培地等で
コロニー辺縁部が樹状に伸びる性質があり，周囲に
TKS 株のコロニーが存在する場合は，その TKS コロ
ニーに向かって辺縁部が方向性を持って成長するという
現象を発見した（図 4a）。またさらに培養を続けると，
TKC 株に周囲を囲まれた TKS 株のコロニーが拡大する
ことがわかった（図 4b）。本現象と EB2の不定形コロ
ニーとの間に直接的な関係があるかはわからないが，少
なくとも TKC 株が TKS 株の固体表面上での生育範囲
拡大に寄与し得る現象として注目に値するだろう。
このような固体表面におけるコロニー辺縁部の拡大成
長は，TKC株の近縁種である C. metallidurans CH34の
swarming や twitching，また他の細菌への接近ならば粘
液細菌の Myxobacterium の gliding など，様々な細菌種
において広く知られる現象である 5,20)。現在のところ
TKC 株の方向性コロニー成長がどの移動形式に帰属さ
れるかは判明していないが，コロニー成長に数日から 1
週間程度を要することから，細胞分裂を基本とする移動
性ではないかと考えている。また本株が Cupriavidus属
であることを考慮すると，この属の type species との関
連性は特筆すべきものがある。この属は 1987年に Casida
らの研究グループによって提唱され，「a non-obligate 
bacterial predator of bacteria in soil」として Cupriavidus

図 3．HCH分解コンソーシアム EB2の菌叢解析。
 EB2のショットガンメタゲノムリードにおける 16S rRNA

遺伝子リードの集計。

図 4．R2A寒天培地における非分解菌 Cupriavidus sp. TKC 株
の方向性コロニー成長。

 （a）TKC 株のコロニー辺縁部が HCH分解菌 Sphingobium 
sp. TKS株に接近する様子。（b）TKC 株に囲まれた後に観
察される TKS株の二次的なコロニー成長（矢印部分）。
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（lover of copper）necator（slayer）N-1株が報告されて
いる 12)。N-1株は様々な細菌の捕食を行うが，一部の被
食細菌はその溶菌作用が刺激となって二次的な成長を起
こすことが知られている 12)。TKC 株による TKS 株の溶
菌作用は観察されてはいないものの，TKS 株への接近
とそれに続く TKS 株の二次的成長は興味深い共通点と
言えよう。
この TKC 株の方向性コロニー成長が TKS 株以外の細
菌も対象とし得るのか調べた結果，同属の Sphingobium
属以外に Sphingomonas属，Novosphingobium 属および
Sphingopyxis属の株に接近する一方で，大腸菌には接近
しないことが明らかとなった。よって TKC 株は何らか
の機構により sphingomonads を認識して接近している
可能性が高い。しかし Sphingopyxis属には低分子の生育
因子を生産することで，他の細菌株の生育を促進するこ
とが知られており 23)，今後は TKC 株と sphingomonads
の両面から方向性コロニー成長のメカニズムを追求する
ことで，異種間のコンソーシアムが形成される初期段階
のプロセスが明らかになるだろう。

4.　お わ り に

本稿では汚染物質分解コンソーシアムにおける分解菌
と非分解菌の関係性として，Phn と HCH の分解コン
ソーシアムを紹介した。どちらのコンソーシアムにおい
てもキープレイヤーである分解菌は菌叢の単独優占種に
ならず，非分解菌が同等もしくはそれ以上の割合で存在
していた。筆者らは分解能力を持たない大多数のオー
ディエンスが，どのような役割を担い得るのかに焦点を
絞り研究を進めてきた。その中で明らかにできた現象で
ある Phn 分解コンソーシアムにおける生育阻害緩和，
および HCH 分解コンソーシアムにおける方向性コロ
ニー成長は，どちらも固体培地上での現象である。現象
を定量的かつ多角的に解析するには，系内の均質性が高
い液体培養を用いた実験が有利であるが，固体培地には
気相と固相の境界面が存在する点で土壌の微小環境と類
似するとも言える。将来的には本コンソーシアムで明ら
かになった両者の関係性が，土壌環境においてどのよう
に働き得るのかを追求していきたいと考えている。
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