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第 1章 緒論

近年問題化している地球温暖化の原因の一つとして大気中の温室効果ガスがあげられる｡

メタン (CH4) は二酸化炭素 (CO2)に次いで重要な温室効果ガスであり､人為的温室効

果の約20%に寄与していると言われてい草(Griggs&Noguer,2002)oメタンの70-80%は

生物由来(WahlenetaI.,1989)であり､湛水した土壌を含む嫌気的環境において､ほとんど

がメタン生成古細菌によって生成されている｡メタンの発生源としては湿地､土壌堆積物､

水田土壌､下水､埋め立てや家畜などが知られている｡これらのメタン発生源のうち約25%

が水田に由来するとされており(Cicerone&Oremland,1988)､湛水した水田のメタン生成

速度は年間60Tg(KeHeretal.,1994)から110Tg(Cicerone&Oremland,1988)と推定されて

いることからも､水田はメタンの重要な発生源の一つであるO

メタンは湛水土壌中の有機物が嫌気的に分解された産物として生成される｡安定同位体

を用いた実験から､放出されるメタンは稲わらや根からの渉出物､土壌中の有機物から生

成されることが示されており(HolzapfeトPschdrnetal.,1986)､稲わらの水田土壌-の鋤込

はメタンの放出を強く促進することが証明されている(Schutzetal.,1989)｡稲わらはセル

化ケイ素のような無機物も含んでおり､特に稲わらに含まれる多糖類 (セルロースや-ミ

セルロース)が､有機物をメタンと二酸化炭素-と変換する複合的な微生物群の基質にな

ると考えられている(GIissmann&Conrad,2002;Tsutsuki&Ponnamperuma,1987)O

湛水された水田土壌のような嫌気的環境においては､有機物は主として細菌と古細菌か

らなる原核生物群の共同作業によって最終的にメタンや二酸化炭素にまで分解される｡稲

わらのセルロースなどの高分子物質は､それぞれに対応した加水分解酵素を分泌する微生

物により加水分解され､構成単位である単糖が生成する｡続いて単糖は､単糖利用性の微

生物群により酢酸､プロピオン酸､酪酸や､エタノールなどのアルコール類､水素､二酸

化炭素などに分解される｡水田においてメタン生成の直接の基質は主として酢酸､水素で

あり､メタンの約 70%が酢酸由来､残 り約 30%は水素由来であると考えられている

(Krumb6ck&Conrad,1991)oこのうち水素は約95-97%が嫌気的プロピオン酸酸化に伴う

種間水素転移によりメタン生成古細菌に供給されることから(Conradeta/.,1989)､水田土

壌の嫌気的有機物分解においてプロピオン酸酸化細菌とメタン生成古細菌の種間水素転移

は重要な過程であると考えられる｡

プロピオン酸は重要な中間代謝物質であるが､嫌気的な酸化分解反応は生化学的標準状

態(pH7.0)では吸エルゴン反応 (ArGo'-+76.1kJ/mol)であり､本来進行不可能である
(Boone&Bryant,1980a;Schink&Stams,1992)oしかし生成物の水素分圧がメタン生成菌

により十分低く保たれることで反応全体が発エルゴン反応 (ArGo'--102.4kJ/甲ol)にな
り､プロピオン酸酸化細菌とメタン生成菌の両者がェネルギーを得られるようになる

(Boone&Bryant,1980a;Schink&Stams,1992)(表 1-1)Oプロピオン酸酸化細菌は水素を1



除去されなければプロピオン酸を分解できず､またメタン生成菌はメタン生成の基質とな

る水素の供給をプロピオン酸酸化細菌1こ依存しており､このような関係を栄養共生関係と

いう｡プロピオン酸酸化細菌は基本的にはメタン生成菌のような水素消費者との栄養共生

状態でなければ増殖できないため､プロピオン酸酸化細菌の集積培養は増殖に長時間を要

するのみならず､集積過程で増殖が停止すること､もある占そのため､プロピオン酸酸化細

菌をメタン生成菌との共生状態で純粋分離を行うために､段階希釈や熱処理を行った培養

涯を共生パー トナーとなる純粋なメタン生成古細菌や硫酸還元細菌と混合し､液体培養ま

たはロールチューブ法､アガ-シェイク法を用いて人工的に共生状態を作り出す方法など､

さまざまな工夫が凝らされている(Boone&Bryant,1980a;Chenetal.,2005;deBok:eta1.,

2005b;Harmseneta/.,1998a;JmachietaI.,2002;.ImachietaI.,2007a;LiuetaI"1999;

Wa"rabenstehleta/.,1995)Oー

現在までに知られている栄養共生プロピオン酸酸化細菌について表 1-2に示した｡硫酸

還元反応を伴うプロ′ピオン酸酸化により単独で増殖可能であり､さらに栄養共生プロピオ

ン酸酸化も可能な細菌としては Syntrophobacterfumaroxidans(Harmsenethal.,1998a),

SyntrlDPhobacterpfennigil-oNa"rabensteinetal.,1995),SyntrlDPhbbacterwoII'nI-i(Boone&

Bryant,1980b),SyntrDPhobactersulfatineducens(Chenetal.,12005),DesuJfotoh7aCu/um

thermobenzoJ'cumsubsp.thermosyntTIDPhicum(PIuggeleta1.,2002)が報告されているOまた

硫酸塩を利用できず､栄養共生プロピオン酸酸化を,行う細菌としては現在までにSmitheNa

prDPionI'ca(Liuetlal.,1999),･Pelotomaeulum thermoprDPI'onI'cum(Imachieta.,2002a),

PelotomaculumschI'nkiI'(deBoketfal.,2005a),PelotomaculumprDPionicicum(IrhachietaI.A,

2007a)が分離 されているO このうち SmitheIJaprlOPjonicaおよびー⊥Pelotomaculum

them70PrOPI'onicum はプロピオン酸以外の基質 (フマル酸塩やクセトン酸塩)を利用する

ことで単独での増殖が可能である.しかし､Pe/otomaculumschinkiiおよび,Pelotomaculum

ptlDPionI'cI'cumは単独で増殖可能な基質は知られていないため､絶対共生細菌であると考え

られている｡以上のように現在までに分離された嫌気性栄養共生プロピオン酸酸化細菌は

少なく､硫酸塩を利用｢しない絶対共生的なプロピオン酸酸化細菌の水田土壌からの分離は

報告されていない｡そのため､湛水された水田土壌においてヾ嫌気的有機物分解め重要な

一過程である栄養共生プロ.ピオン酸酸化の詳細については明らかにされていない｡嫌気的

プロピオン酸酸化経路は現在までにランダム化 (メチルマロ土ルeoA)経路とアクリル酸

(図1)が働いていることが示されている(Krylovaetal.,1997;Schink,1997).13Cを使用

した RNA-SIPに基づく研究により､イタリアの水田土壌において SyntrlDPhobacter属,

Smithella属,Pe/Otomaculum属に属する細菌が栄養共生共生的にプロピオン酸を酸化して

いることが示唆されているが､純粋分離までは行われていない(Luedersetal,,2004).プロ

ピオン酸酸化細菌の生態を解明するためには､純粋な培養物を得て生理生化学的な解析を

2



進めることが重要である｡また､上記3属の細菌が水田土壌に普遍的に存在し､栄養共生

プロピオン酸酸化を行っているのか､地域により更に異なる栄養共生細菌が関与するのか

も明らかにされていない｡水田土壌における栄養共生プロピオン酸酸化細菌の生菌数につ

いてもポット栽培された土壌における計数 (MPN法)しか報告されておらず(Krylovaeta1.,

1997)､実際の圃場で､また経時的に計数を行った例はなく､生菌数の季節変動や優占種の

推定もなされていない｡

この研究では､平成 15年に本研究室の佐々木が弘前大学生物共生教育研究センター附属

金木農場の水田土壌を接種源として開始した集積培養液を材料として､栄養共生プロピオ

ン酸酸化に関わる細菌および古細菌の純粋培養と併せてプロピオン酸酸化系の解析を行う

ことを冒∴的とする｡メタン生成古細菌は水素+二酸化炭素や蟻酸､酢酸のような特定の基

質をエネルギー源かつ炭素源として生育し､メタンを生成する偏性嫌気性の原核生物であ

る｡水田土壌におけるメタン生成の主な基質は水素十二酸化炭素と酢酸であり∴水素は上

述したように､95-97%が種間水素転移により栄養共生細菌から水素メタン生成古細菌に

供給されている(ConradetaI.,1989)Oメタン生成古細菌は湛水した水田土壌のような嫌気

的有機物分解において重要な役割を担うだけでなく､ー温室効果ガスであるメタンを放出す

る原因でもあるOしかし水田土壌から分離され､記載までされたのは Methanobacten'um

olyZaeFpi(JouJianeta/12000),MethanobrevJ'bacterar7bon'phI'IusSA(Asakawaetal..1993),

MethanosarlCl'na mazeiTMA(Asakawa eta1.,1995),Methanocu/leus chikugoensI's

MG62(Dian,ou,Ietal.,2001),MethanoceuapaludI'colaSANAET (sakaietal.,2008),

MethanocellaaworyzaeMRE50T(sakaieta1.,2010)の6例と少なく (表 1-3)∴水田土壌

におけるメタン生成古細菌と栄養共生細菌との相互関係についても十分に知られていない｡

メタン生成古細菌の分離は水田土壌に生息するメタン生成古細菌の生態を知る手がかりに

なるだけでなく､水田土壌に生息するプロぜオン酸酸化細菌の共生パートナーとして利用

できると考えられるため､水田土壌における栄養共生関係を研究するうえで重要である｡

第,2章では､水田土壌を起源とするプロピオン酸集積培養液を材料としてプロピオン酸

酸化系の解析を行った｡メダン生成古細菌､栄養共生プロピオン酸酸化細菌および集積培

養液に存在する他甲細菌の分離を試み､得られた微生物株について特徴付けを行った.分

離した水素資化性メタン生成古細菌169菌株は新種Methanobacten'umkanagiense169菌

株として記載した.第3章では､水田土壌に生息する培養可能な栄養共生プロゼオン酸酸

化細菌の計数およびPCR-DGGE法を用いた解析を通して優占種の推定を行った｡
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表 1-1.嫌気的プロピオン酸酸化とメタン生成の理論式

反応式 ArGo'(kJ/mof)

1) CH3CH2COO-+3H20 i CH3COO-+HCO31+3H2+H' +76.1

2) 4CH3CH2CO〇一+3H20 与3CH4+4CH3COO~+HCO3ー+H+ -102.4

3) HCO3-+4H2+H' scH4+3H20 -135.6

4) CH3COOT+H20 与 CH4+HCO3- -31.0

4



表 1-2.既知の栄養共生プロピオン酸酸化細菌

温度 硫酸還元能 菌名 分離源 文献

中温性 +

中温性 +

中温性 +

中温性 +

高温性 +

中温性

高温性

中温性

中温性

Syntrophobacterwo/inii

Syntrophobacterpfennlgll

SyntrlDPhobacterfumaroxidans

Syntr10Phobactersulfatirleducens

DesulfotomaculumthermobenzoI'cu叩

subsp.thermosyntrophicum

SmI'the/IapropIOnica

Pelotomacu/umthermoprlDPl0nicum

PelotomaculumschinkiI'

Pelotomacu/umpropl0nicI'cum

下水消化槽

下水プラント汚泥

UASBリアクター

UASBリアクター

UASBリアクター

家庭下水汚泥

UASBリアクター

UASBリアクター

UASBリアクター

(Boone&Bryant,1980b)

(Wallrabensteinetal.,1995)

(Harmsenefal,1998b)

(ChenetaI.,2005)

(PIuggeeta/.,2002)

(Ljueta/.,1999)

(fmachietal.,2002b)

(deBoketa/.,2005)

(lmachietaI"2007)

表1-3.水田土壌から分離･記載されたメタン生成古細菌

生物名 文献

Methanobacten'umolyZaeFpi

MethanobrleVI'bacterarbon'phi/usSA

MethanosancI'namazeiTMA

MethanoculleuschikugoensjsMG62

MethanoceI/apa/udicolaSANAET

MethanoceNaawolyZaeMRE50T

(Joulianeta/..2000)

(AsakawaetaI.,1993)

(Asakawaetal.,I1995)

(Dianouefa1,2001)

(Sakaieta/.,2008)

(Sakaieta/.,2010)
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第2章 プロピオン酸酸化系の解析

第1節 要約

弘前大学農学生命科学部附属生物共生教育センター金木農場の水田土壌を接種源とし､

プロピオン酸を基質として開始した集積培養液について解析を行った｡プロピオン酸集積

培養液では培養期間を通して水素分圧および酢酸濃度は低く保たれ (最大4ppm,0.5mM)､

プロピオン酸の消費とともにメタンが生成する安定なプロピオン酸酸化系が確立された.

PCR-DGGE解析によ-り､集積培養液に時嘩申 3一撃類の細菌が優占して早ることが示唆さ

れた｡塩基配列に基づき､優占している細菌はプロピオン酸酸イヒ細菌と推定される

pelotomaculum属細菌と､その他のDesulfomicrDbium属細菌､sphingobacteriaceae科に

属する細菌であることが示唆された.経時的解析の結果､プロピオン酸の消費とともにメ

細菌のバンド強度が増加した｡古細菌のDGGE解析では､培養を嘩してバンドパターンは

変化しなかった｡

集積培養液から}169菌株､FR-3菌株､SR-20.菌株の3華類甲メタン生成古細菌を分離し

た｡このうち169菌株は系統学的に新規な水琴資化性メタン生成古細菌であった｡本章で

は､169菌株の詳細な特徴付けと新種としての記載および FR-3菌株､SR-20菌株の部分

的な特徴付けを行った｡

16SrRNA遺伝子配列解析の結果､169菌株はMethanobacten'um属の菌株に90%以上

の相同性を示し､Methanobacten'umsubter71ai7eumDSMllO74Tに96.8%と最も高い相同

性を示したoL-FR-3菌株､SR-20菌株はそれぞれMethanoPacteriumformicI'cumstrainMFT

に対して100%､Methanospin'IlumhungateI'JF-1Tに98.4%の相同性を示した0

169菌株は嫌気的条件下で水素+二酸化炭素を基質として増殖し､幅 0.35-0,5pm､長

さ1.6-5Llm の梓菌であったo細胞は直線状からやや湾曲しており､細胞の端は丸みを帯

びていた｡運動性は無く､グラム染色性は不定であった｡透過型電子顕微鏡を用いて観察

したところ､169菌株は鞭毛を持たず､細胞長軸の両末端付近に数本から十数本の繊毛を

有し､細胞壁は厚さ約 6nmのグラム陽性型の構造を示した｡増殖の最適 pHは7.5-8.5､

最適温度は 40℃､最適増殖 NaCl濃度は 0.5%(W/V)であったoMethanobacten'um

subterTaneumDSMllO74Tとは細胞形態､グラム染色性､増殖基質の利用性､およびG+C

含量で異なっていたことから､169T菌株(≡DSM22026T=JCM15797T)を基準菌株として

新種Methanobacten'umkanagienseを提案し､記載した(KitamuraetaLMethanobacten'um

kanaglenSeSP.nOV.,ahydrogenotrophicmethanogen,iso一atedfromJapanesericefieldsoiL

lnt.J.Syst.Evol.MI'crlObI'ol.June2011.61:1246-1252)0

FR-3菌株は嫌気的条件下で水素+二酸化炭素または蟻酸ナ トリウムを基質として増殖

し､幅0.5-0.6pm､長さ3-6pmの梓菌であった｡細胞は直線状からやや湾曲し､細胞の

端は丸みを帯びており､運動性は無かった｡
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SR-20菌株は嫌気的条件下で水素+二酸化炭素を基質として増殖し､幅0,5-0.6pm､長

さ4-10LJmの梓菌であったO細胞は波状に湾曲しており､細胞の端は丸みを帯びていた.

細胞は運動性を有していた｡▲

集積培養液から栄養共生プロピオン酸酸化細菌の分離を試み､段階希釈､加熱処理､増

殖因子の添加､単独で増殖可能な基質ゐ探索､モリブデン酸ナトリウムの添加､ノーブル

アガ†を用いたアガ-シェイクなど様々な方法を試験したが､分離には至らなかった｡

集積培養液に存在する他の細菌の分離を試みたところ､基質としてリンゴ酸または0.1%

酵母エキス+プロピオン酸を用いるこどで4F6B菌株;4F6E菌株,6E菌株,7A菌株の計4

種類の細菌を分離した016SrRNA遺伝子配列解析に基づき､4F6B菌株はMuci/aginI'bacter

daejeonensI'S(86%),4F6E菌株は_AmI'nobacten'umco/ombiensbDSM12261T(89.5%),6E

菌株は MenI'scus-glaucopisstrainATCC29398(89.1%),7A菌株は Desu/fomicrobI'um

howegI'cumstrainDSM1741(98ご9%)にそれぞれ最も近縁であることが示された0

4F6B'菌株は幅0.5-0.6pm､長さ0.6-1.Opmの短樟菌で運動性は無く､グラム染色性は陰

性であった｡†増殖基質としてピルビン酸､2-オキソグルタル酸を利用した｡好気培養試験

の結果は陰性であった｡

4F6E菌株は幅 0,8pm､長さ2.0-2.5pmのコンマ状梓菌で､運動性を有し､グラム染色

性は陰性であった.L増殖可能な温度範囲は15℃から55℃､最適増殖温度は25-40℃の範

囲であった｡一0%から-1.5%までのNaCI濃度範囲で増殖可能であり､最適増殖NaCI濃度は

0%から 0.5%であった｡好気培養試験の結果は陰性であった｡増殖基質としてリンゴ酸､

ピルビン酸､2-オキソグルタル酸､ヒスチジン､セリン､アラニン､アスパラギン酸､グ

ルタミン酸､システイン､リシン､グリシン､トリプトファン､カザミノ酸を利用した｡

電子顕微鏡観察の結果､1細胞につき2-3本の鞭毛が観察された｡また､鞭毛の基部は細

胞側面の窪みにあることが示された｡･

6E菌株は幅0.8pm､長さ2.OLJmの梓菌で運動性は無く､グラム染色性は陰性であったo

好気培養試験の結果は陰性であった｡増殖基質としてリンゴ酸､フマル酸､/ピルビン酸､

コハク酸､クエン酸を利用した｡

7A~菌株は幅 1.OLJm､長さ1.4-3.OLJmの碍菌で､運動性を有しグラム染色性は陰性であっ

たO増殖因子として酵母エキスを必要としたと発酵性基質としてピルビン酸を利用し､電

子供与体基質としてピルビン酸､リンゴ酸､フマル酸､乳酸､エタノール､水素+二酸化

炭素､蟻酸を利用した｡酪酸およびコハク酸は電子受容体としてわずかに利用された｡電

子受容体として硫酸塩を利用した｡
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第2節 序論

メタンは温室効果ガスの一つであり､水田土壌は大気中のメタンの重要な発生源の一つ

と考えられているが､このメタンはメタン生成古細菌により生成さ∫れる｡

メタン生成古細菌は水素+二酸化炭素や蟻酸､酢酸のような特定の基質をエネルギー源

かつ炭素源として生育し､メタンを生成する偏性嫌気性の原核生物である｡水田土壌にお

けるメタン生成の主な基質は水素+二酸化炭素と酢酸であり､水素はその95-97%が種間

水素転移により供給されている(Conradeta1.,1989)｡種間水素転移は異なる生物間の水素

の授受を指しており∴例としては揮発性脂肪酸 (VFA)分解細菌がプロピオン酸を嫌気的

に酸化する過程で生成した水素が水素資化性メタン生成古細菌に利用される現象が挙げら

れる(上木勝司､永井史郎,1993)｡プロゼオン酸の嫌気的酸化反応は水素資化性メタン生成

古細菌のような水素消費者により水素が低分圧 (約 10Pa以下)に保たれて初めて可能と

なるため､この関係は栄養共生関係と呼ばれている(Schink&Stams,1992)Oイタリアの水

田土壌において､プロピオノン酸は栄養共生的に分解されていることが示唆されており

(Krylova&Conrad,11998;Luederseta/.,2004)､水田土壌における栄養共生関係は､嫌気

的な有機物分解過程の最終段階であるメタン生成の基質を供給するため重要であると考え

られる｡しかしVFA分解細菌は嫌気的かつ栄養共生を行っている状態で培養する必要があ

り､熱力学的に不利な反応を行うためしばしば増殖が遅く､分離が困難であるため､水田

土壌から栄養共生または硫酸還元を行うプロピオン酸酸化細菌が分離された例はまだ報告

されていない｡また水田土壌から分離され､記載までされたメタン生成古細菌は 6例と少

なく､水田土壌においてメタン生成古細菌とプロピオン酸酸化細菌がどのような相互関係

にあるかも十分に研究されていない.従ってメタン生成古細菌の分離は水田土壌に生息す

るメタン生成古細菌の生態を明らかにするだけでなく､水田土壌に生息するプロピオン酸

酸化細菌の共生パー トナーとして利用できる可能性が考えられる｡水田から分離したメタ

ン生成菌を用いてプロピオン酸酸化細菌を分離することでより実際の生態を反映した研究

を行うことができるため､水田土壌における栄養共生プロピオン酸酸化に関して重要な知

見が得られると考えられる｡

本章では水田土壌を起源とするプロピオン酸集積培養を構築し､気相と液相の経時的解

析を行った｡また､クローン解析およびPCR-DGGE解析を用いた優占種の推定を試みた｡

さらに集積培養液を接種源として､水素資化性メタン生成古細菌の分離､同定を行った｡

そしで分離したメタン生成菌を用いて集積培養液で優占するプロピオン酸酸化細菌の分離

を試み､さらに共存している細菌の分離および特徴付けを行った｡
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第3飾 材料と方法

1.土壌試料

水田土壌は平成 15年 8月に弘前大学農学生命科学部附属生物共生教育研究センター金

木農場から採取した｡水田土壌は約 10cmの深さまで表層の土壌を除き､出来る限り水稲

根や植物遺体を含まないようにして3箇所から採取した｡採取した土壌はチャック付きポ

リ袋に詰め､出来る限り空気が入らないようにして密閉し持ち帰った03箇所から採取し

た土壌をそれぞれ等量ずつよく混合し､2mm幅の目の鯨を通して粗大な有機物を除き､試

料とした｡土壌試料はチャック付きポリ袋に詰め､空気を追い出した上で密閉し､使用ま

で4℃以下で保存した｡

2.培地と培養

2-1.使用培地と培養方法

プロピオン酸集積培養にはWiddelの嫌気性細菌用完全合成培地 (表 211,ただし硫酸

塩を含まない｡以下ミネラル培地とする)(WiddelaPfenni9,1982)を用いた｡特に断らな

い限り培地はpHを7.2-7.5に合わせて使用したO集積培養は1_25m]容量のバイアル瓶に

分注した100miのミネラル培地 (20mMプロピオン酸ナ トリウムを含む)に水田土壌を59

接種し､気相を窒素ガス(100%)で置換してブチルゴム栓/とアルミシールで密閉し､30℃､
ヽ ＼-

暗所で静置した｡この培養液を集積 1回目とし､基質であるプロピオン酸ナ トリウムおよ

び中間代謝物として生成する酢酸が完全に消費された時点で､20mMプロピオン酸ナ トリ

ウムを含む新しいミネラル培地に堆積物を含む 1mlを移植した｡移植した培養液は同様に

して移植を行い､安定なプロピオン酸酸化系を構築した｡

2-2.気相および液相の分析

集積培養液の気相 (水素､メタン)をTCDガスクロマ トグラフ､液相 (プロピオン酸､

酢酸)を F暮Dガスクロマ トグラフによって経時的に分析した｡それぞれの分析条件は表 2

-2,2-3に示した｡

3.顕微鏡観察

集積培養液中の微生物は落射蛍光顕微鏡 (光学顕微鏡,OLYMPUSMX50高級システム

顕微鏡 ;位相差装置,OLYMPUSBX-PHD位相差装置 ;蛍光装置,OLYMPUSBLFLAユ

ニバーサル落射蛍光装置 ;写真撮影装置,デジタルカメラ CanonEOSKissX3)を用い

て行なった｡
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表2-1.Widdelの嫌気性細菌用完全合成培地

KH2PO4

NH4CI

NaCl

MgCl2･6H20

KCI

CaCl2･2日20

Resazrin-Na

Na2S-9日20

NaHCO3
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.2

0

4

0

.0

1

0

5

｣

0

3

0

0

2

0

g

5

､
9

g

9
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叩

6g

p
g

2.529

TraceEIementSolutionSL7 1.0ml

SolutionA 1.Oml

SolutJ'onB 2.0ml

SolutionC 1.Oml

Distilledwater to1.OL

Traceelement solutionSL7

25%HC暮

FeCl2･4日20

CoC12･6H20

MnCl2･4H20

ZnCI2

日3BO3

NaMoO4･2日20

NiC暮2･6H20

CuCl2･2日20

Disti"edwater

om

軸

■i

Ll

g

g

m

m

0

0

9

0

r一l

iii

mg

叩
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mg

mg

1

O

2

6

4

7

7

6

3

2

1

SolutionA
～

NaOH

NaSeO3･5H20

Na2WO4･2H20

Dist‖edwater

9

g

g

m

m

L

5

10

0

0

0

-3

4

1

SolutionB

4-Aminobenzoicacid 4.Omg

D-(+)-Biotin 1.Omg

Thiaminechloride 1Omg

Distillqedwater 1OOml

SolutionC

CyanocobaLamine 5.0mg

Distilledwater ノ100ml



表2-2.TCDガスクロマトグラフ測定条件

ガスクロマトグラフ:ガスクロやトグラフGC-8A(島津製作所株式会社)

カラム:WG100

キャリアーガス :アルゴン (0.5kPa)

検出器 :熱伝導度検出器

定温槽温度 :らo℃

試料注入部温度 :120℃

インテグレータ :クロマ トパックC-R8A(島津製作所株式会社)

表2-3.F旧ガスクロマ トグラフ測定条件

ガスクロマトグラフ:ガスクロマ トグラフGC-8A(島津製作所株式会社)

カラム :ステンレスカラム (内径3mm､長さ2m)

充填剤 :ボラパックN

キャリアーガス∴窒素 (1.7kg/cm2)

検出器 :水素炎イオン化検出器 (水素0.5k9/cm2､空気0.5kg/cm2)

定温槽温度 :170℃

試料注入部温度 :.200℃

インテグレータ:クロ.マ.トパック.C-R64 (島津製作所株式会社)

J
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4.細菌16SrRNA遺伝子の解析

4-1.PCR反応

プロピオン酸集積培養液を1ml採取し､10,000rpm,5分間遠心した｡培養液の上清をデ

カントで大部分除き､さらに10,000rpm,5分間遠心した後に培養液の上清を30plほど残

して除いた.ボルテックスで再懸濁した細胞懸濁液 1FLIを鋳型とし七以下の組成の PCR

反応液を調製LPCR反応を行った｡1.25UのTaqDNAポリメラーゼ(HotStarTaq;Qiagen),

5FLlの10×PCRbu庁er(Qjagen)lTris-C1,KCl,(NH4)2SO4,15mMMgCJ2,p-H8,7(20℃)】,0.2

mMdNTP,0.5LJMのプライマーペアを混合し､滅菌蒸留水で容量を50pIにした.PCR反

応は､サーマルサイクラ-GeneAmpPCRSystem9600(PERKINELMER社)を用いて以下

の条件で行った:95oC,15minのポリメラーゼの活性化､(95oC1分間の熱変性､55oC1

分間のアニーリング､72oC90秒間の伸長反応)×35サイクル､ 72oC で6分間の最終

伸長反応｡アニーリング温度およびサイクル数は使用するプライマーまたは実験により適

宜変更したoプライマーはアニーリング温度55℃でS-D-Bact-0011-a-S117(5'-GTTTGA

TCCTGGCTCAG-3')(AImeta/I,1996)およびS-D-Bact-1492-b-A-19(5'-GGTTACCTT

GTTACGACTT-3')(Stubner&Meuser,2000)を使用した (E.colllの16SrRNA遺伝子配

列の11から1492に一致する)0

4-2.電気泳動およびPCR産物の精製

PCR産物の確認はアガロースゲル電気泳動で行った..アガロースゲルは1×TAEバッフ

ァー【20mMTris-HCl,20mMaceticacid,1mMEDIA(pH8.0)】にアガロース (TAKARAH14,

タカラバイオ)を 1.5%(W/V)添加して調製した.PCR産物 5〃lにく6×ローディングダイ

[0.2%ブロモフェノールブルー､50%グリセロール､10mMEDTA(pH8.0)】1FLlを混合し､

HindⅢ九DNAマーカーとともに電気泳動した.電気泳動終了後､5分間エチジウムブロマ

イド溶液に浸してDNAを染色し､トランスイルミネ一夕-でゲルにUVを照射し､蛍光バ

ンドを確認した｡PCR産物はUItrdcleanTMPCRcJean-upDNAPurificationkit(MOglO
Laboratories,lnc.)を用いてキットの説明書に従って精製した｡

4-3.細菌16SrRNA遺伝子のクローニング

TAKARAのDNALigationKit (MightyMix)を用いて､16SrRNA遺伝子のPCR増幅断

片をpUC19プラスミドベクターに連結し､エレクトロポレーション法(Dowereta/.,1988)

によりEschen'chiacolf'JM109competentceHに導入したoE.colI'細胞をアンピシリン､

lPTG,X-galを添加したLB寒天平板培地に塗布し､37℃で培養したoLB寒天平板上に形

成された白色のコロニーを滅菌した竹串で釣菌し､pUC19の挿入隣接配列を標的としたプ

ライマーM13F,M13Rを用い､6-1に記載した方法に従ってPCR増幅させた｡PCR反応後､

アガロースゲル電気泳動を行い目的の位置(約1500bp)にバンドが出現したコロニーについ
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て釣菌を行い､Lアンピシリンを添加 した SuperBrothlBlactotryptone2.5%(W/V),Yeast

extract1.5%(W/V),NaGI0.5%(W/V)】で一晩培養したO培養液からQlAprepSpinMiniprepkit

(QIAGEN)を用いて形質転換大腸菌からプラスミドを抽出した｡

4-4.配列決定および系統解析

塩基配列の決定は ThermoSequenaseCy5.5dyeterminatorcyclesequencingkit

(AmershamPharmaciaBiotec什社)を用いて､表2-4に示したプライマー (1pmol/pI)

で行ったoPCR反応条件は95oC,2minのポリメラーゼの活性イL(95℃30秒間の熱変性∴

60℃30秒間のアニーリング､.72℃90秒間の伸長反応)×35サイクルで行った.アニーリ

ング温度およびサイクル数は使用するプライや一により適宜変更した.

5/プtZピオン酸集積培養液における細菌群集の変性剤濃度勾配ゲル電気泳動 (DGGE;

DenaturingGradient-GelElectrophoresis)解析

5-1.PCR反応

集積培養液中に存在する細菌群集構造を明らかにするため､PCR-DGGE解析を行った｡

DGGE解析用の細菌 16SrRNA遺伝子配列の可変V3領域 (已Co〟の16SrRNA遺伝子配

列の341から534に一致する)のPCR増幅は､プライマー341fGCと534r(表2-5)を

用い､鋳型 DNAとして4-1と同様に集積培養液から調製した細胞懸濁液を1〃Ⅰ添加し､

以下の条件でPCR反応を行った :94℃で2分間の熱変性､(94℃30秒の熱変性､66℃30

秒のアニーリング､72℃で 1分間の伸長反応)×40サイクル､72℃で 5分間の最終伸長

反応｡PCR産物を1.5%アガロースゲル上で電気泳動を行い確認した後にDGGEに供した｡

5-2.DGGE##

DGGEはDCodesystem(BioRadLaboratories)を用いてメーカーの使用説明書に従って

行った045-70%の変性剤 (100%の変性剤は､6M尿素と40%(V/V)ホルムアミドを含む)

濃度勾配をかけた 10%(W/V)ポリアクリルアミドゲルに､PCR産物2.5LLlをアプライし､

80V､60℃､16時間の電気泳動を行った.その後､1×TAEバッファー (100ml)で 1万

倍に希釈したSYBRGold溶液にポリアクリルアミドゲルを浸して4℃で30分間染色し､

水洗後､ トランスイル ミネ一夕- (ULTRA-VfOLETRADIATIONOBuGATORYEYE

PROTECTION/VILBRLOURMAT)に載せ､デジタルカメラでバンドを撮影した0

5-3.DGGEバンドの塩基配列決定

DGGEバンドの塩基配列を決定するために､トランスイルミネ一夕-上で DNAを含む

ゲル切片を切り取り､200LLlの滅菌TEバッファーが入っている1,5mI用チューブに移し､

4℃で一晩浸漬した.この DNA溶液の純度を確認するため､1FLlの DNA溶液を鋳型にし
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て､プライマーセット等41fGC/534rを用いて再度上述の換作でPCR増幅を行い､′増幅産

物を,2回目の DGGF擢かけた0日酌とするバンドのみ現れ､DNA二.の純度が確認できた

DGGEバンド試料については､塩基配列を1pmolのプライマー534rを用いてシTクエン

シング用 PCRを行い､塩基配列を決定した｡

5-4.集積培養液の経時的解析

プ三ロゼオン酸集積培養液 C166-1の培養液について経時的な気相､液相の測定および

DGGE解析を行った｡

基質として20mMプロピオン酸を含む100mIの培地に対して10mIの集積培養液を接種

し､よく混合した後 10mtずつねじ口試験管に分注した｡培養開始直後を0日とし､その

後14日ごとにTCDガスクロマ トグラフで気相の分析を行い､培養液を採取してFIDガス

クロマ トグラフおよびDGGE解析に供した.TCDおよびFIDガスクロマ トグラフ､DGGE

解析は2-2,5-2に記載した方法に従って行なった｡ただし､TCD測定は微差圧計 (マ

ノスターゲージ WO81FN,山本電機製作所)により大気圧との差圧を測定した後に行っ

たo古細菌のDGGE解析にはプライマーセット0348aF-GC:691R(表2-5)ONatanabeet

al.,2004)を使用した｡培養および測定は2連で行った.
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表2-4.細菌 16SrRNA遺伝子配列決定に使用したプライマー

プライマ一名 配列 (5■-31) Tm値(℃) 参考文献

M13/pUC19reverse

SequenClngPnmerL

OOllF

Bad350F

巨act350R

Bact-520F

Bact520R

巨act-11OOF

B畠ct-1100R

Bact1392R

PeloI

千7promotersequencfngPrimer

GAGCGGATAACAAm CACACAGG 70

Gm GATCCTGGCTCAG
～

TACGGGAGGCAGCAG

CTGCTGCCTCCCGTAG

GTGCCA(;CAGCCGCGG

ACCGCGGCTGCTGGC

GCAACGAGCGCAACCC

AGGGTTGeGCTCGTTG ′~

ACGGGCGGTGTGTRC:

CATGTGGTTTAATTCGACGC

CTTCGCCTCCCm GTAC

52 1

50 2

54 2

58 3

54 3

54 4

52 4

51 5

57.7 Thisstudy

57 Thisstudy

TAATACGACTCACTATAGGG 56

1:(Almeta/.,19T96;Kaneetaj.,1993),2:(Hansenetal.,1999);3:(lTakamieta/.,1997).4:(Kaneet

aI"1993),5:(Kaneeta/.,1993;Lane,1991)

表2-5.DGGE解析に使用したプライマーセット

プライマ一名 配列(5.-3f) -: 標的 参考文献

341f-GC GCclumpCCTACGGGAGGCAGCAG

534r Am CCGCGGCTGCTGG

O348af-GC GCc一umpTCCAGGCCCTACGGG

691R GGAm CARGATrrCAC

全細菌 1

古細菌 2

GCclump:cgcecgecgcgcgcggcgggcggggcgggggcaegggggg

1:MuyzeretaL,1993,2:Watanabeeta1.,2004
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6.プロピオン酸集積培養液からのメタン生成古細菌の分離

6･-1.メタン生成古細菌の分離

7回の継代培養を経た集積培養より､水素+二酸化炭素 (80:20,2atmトを基質とした

嫌気性ロールチューブ法(Hungat占&′Macy,1973)による純化操作を繰り返すことにより.A

素資化性メタン生成菌の分離を行った｡メタン生成古細菌の分離には 2mM酢酸ナトリウ

ムを添加したミネラル培地を用い､嫌気性ロ､丁ルチューブ法では寒天 (1.5%,W/V)∴を添

加して使用した｡培養に用いた水素+二酸化炭素および窒素ガスは全て還元銅で微量の酸

素を除いた｡

6-2.分離菌株の培養

6-1で得られた水素資化性メタン生成古細菌の純粋な分離菌株 (169∴FR-3､SRl20

の 3菌株)は､2mM酢酸ナトリウ声を添加-Lたミネラル培地を用い､水素+二酸化炭素

(80:20.2atm)を基質として培養を行ったO移植は 10mIのミネラル培地を分注したね

じ口付き耐圧試験管に､分離菌株の培養液 1品lを接種して行った.気相は常に窒素ガネで

置換して換作し､ブチルゴム栓とポリカーボネ一十製のキャップで密閉した｡その後気相

を永素+二酸化炭素--(声0:′20,2atm)で置換し30℃､暗所で静置した｡TCDガスクロマ

トグラフを用いて気相を分析することで､基質の消費とメタンの生成を観察t/たO

各菌株の純粋性は20mM硫酸塩+20mM乳酸塩､0.2%ペプトン+0.1%グルコース､0.1%

酵母エキスを添加した条件で分離菌株の培養を行い､増殖の有無で判定した｡169菌株お

よび FR-3菌株は増殖因子として酢酸を必要としなかったため､純粋分離後の培養に酢酸

を含まない培地を使用した｡

6-3.形態的特徴の観察

6-3-1.形態および運動性の観察

169菌株､FR-3菌株､SR-20菌株についてミネラル培地にて培養､した細胞を採取し､

落射蛍光装置 (OLYMPUS,BL-FLA)を備えた位相差顕微鏡 (OLYMPUS,MXL50)で細胞

形態および運動性を観察した｡

6-3-2.繊毛および鞍毛の観秦

169菌株の細胞をネガティブ染色し､透過型電子顕微鏡で微細構造の観察を行った｡

3日間培養した169菌株の細胞を遠心分離 (7,000rpm､10分間､4℃)して集菌し､上

清を除いて滅菌脱イオン水を加え､再懸濁して洗浄し､培地成分を除いた｡再度同様の洗

浄を行った後に､滅菌脱イオン水で適宜希釈した｡

観察のために細胞を載せるメッシュには､使用直前に親水化処理した銅メッシュ (直径

3mmの円形､フォルムバール膜を張り､カーボン蒸着で補強)を用いた｡カーボンの蒸着
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面に細胞懸濁液を 1滴載せ､乾燥を防ぐためシャーレの中で 10分ほど静置L細胞をメッ

シュに吸着させた｡染色液として 0.5%リンタングステン酸を直接 1滴載せ､針先で液を

混合して 1分ほど静置した｡ろ紙で余分な水分を除き､40℃のデシケータで 10分間乾燥

した後に透過型電子顕微鏡 (JEOLJEM2000EX､日本電子､80kV)で観察を行った｡

最適な染色条件を決定するため､2.5%グルタルアルデヒド (以下GA)固定の有無､メ

ッシュに試料を載せる方法と試料にメッシュを載せる方法､界面活性剤 (0.3%ドライウェ

ル)を含むリンタングステン酸で染色する方法を試験した｡培養の時期によっても繊毛の

数などが異なる可能性を考慮し､10日間培養した細胞についても同様にして観察を行った｡

6-3-3.超薄切片の観察

6-3-2と同様に､169菌株の培養液を遠心分離により集菌し､1mlのKe"enberger緩

衝液 (表2-7)に懸濁して洗浄した後に､再度集菌し上清を除いた｡細胞ペレットの5-

6倍から10倍程度の固定液を入れて懸濁し､4℃で1昼夜固定した｡集菌した固定後の細

胞にKeHenberger緩衝液を加えて懸濁､20分放置を3回繰り返したo集菌して上清を除き､-

Ke=enberger緩衝液を約 600pl加え､4℃､60-90分固定したcKeIfenberger緩衝液で3

回洗浄し､その後脱イオン水で 2回洗浄した｡約 1%の酢酸ウランを含む脱イオン水に2

時間浸した後に､脱イオン水で1-2回洗浄して集菌t,た.

2%寒天溶液を融解後約45℃に保持し､集菌ペレットに30日暮加えて保温しながら撹拝し､

スライドガラス上に全量滴下して固め､カミソリで約 1mm3または約 1×1×5mmの角柱

に切り出した｡切り出した寒天片を常温で 50,70,90,95%エタノールに 1時間ずつ漬

けた｡100%エタノールに 30分､2回漬け､100%エタノールを交換した｡以下､漬ける

ときは4℃で漬けた｡別の容器に入れ替え､100%エタノール :プロピレンオキシド(以下

P.0.)-1:1に1時間漬けた.上清を除き､P.0.に1時間漬け､上澄みを3分の2ほど捨

てて液量を減らした｡

RO∴SPURR樹脂-3:1,1:1,1:3に60分ずつ漬け､さらにSPURR樹脂を足し

た (PO.:SPURR樹脂-1:5程度)Oデシケータ内に一晩放置してプロピレンオキシドを

揮発させ､SPURR樹脂だけを残した｡カプセルに試料とSUPRR樹脂を入れ､40℃で■2

時間､さらに70℃で18時間置いて硬化させた.0

実体顕微鏡で観察しながら両刃のカミソリの刃で余分な部分をトリミングし､試料を露

出させた｡ウル トラミクロトーム (LKB2188UltrotomeNova､LKB社製)で調製した超薄

切片をクエン酸鉛※で 10分染色､6%酢酸ウランで 30分染色し､デシケータに保存したo

試料はネガティブ染色と同様に透過型電子顕微鏡で観察した｡

※クエン酸鉛は､沈殿の生成を防ぐためシャJt,内に置いたNaOHの粒で二酸化炭素を除

いた｡
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表 2-6.酢酸ベロナ-ル緩衝液 (Michaelis緩衝液)

Na-ベロナ-ル

Na-アセテー ト

NaCl

脱イオン水

(Ke"enbergeretal.,1958)

表2-7.KeHenberger緩衝液

酢酸ベロナ- ル緩 衝 液
0.1MHCl
脱イオン水

1M-CaCl2※

5.OmI

7.0m]

13.0m1

0.25ml

HC]でpH6-6.2に調 整 25ml

(Ke=enbergeref∂1,1958)

★固定液 (25%グルタルアルデヒドを緩衝液で10倍希釈)

2%オスミウム酸を等量程度加えて終濃度1%オスミウヰ酸とした0

表2-8. SPURR樹脂組成

礼

ER

弘

T

已

D

N

S

9

g

g

g

5

3

3

2

0

0
.

.
1

0

0

★SPURR樹脂/Spurr樹脂低粘度包埋キット (Polyscience社)

SPURR樹脂は上記の比率で試薬を混合し､3回ほど減圧して脱気し､

パラフイルムを巻いて4℃に保存した｡
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6-4.1生理 ･生化学 ･形態学的試験

6-4-1.グラム染色

各菌株の培養液を.1ml採取し､遠心分離により集菌した後に適当な細胞密度になるよう

に滅菌蒸留水を加え､再懸濁した｡この細胞懸濁液をズライドグラス上に5-10〝t滴下し､

白金耳で薄く広げて風乾した.この試料をB&M法(Ba托holomewaMittwer,1952)を用いて

グラム染色した｡

メタノールを満載し､30-60秒固定後､水気をよく切っ-ためちに1%クリスタル紫を静

かに満載し､直ちに5%NaHC03を5-6滴滴下し､30秒後緩やかな流水で丁寧に水洗し

た｡次に2%ヨウ素液を満載し､30秒作用させ､丁寧に水洗した｡次に試料が乾燥する前

にアセトン･エタノール等量混合液で5秒間脱色し､直ちに水洗した｡対比染色としてパ

イフェル液を満載し､5秒間ほど染色後水洗し､風乾したtグラム染色のト標準菌株として

Eschen'chiacoII'JM109株､LactobaciIluscaseI'シロタ株を用いて比較した0

6-4-2.コロニー形態

169菌株についてロールチューブ法またはアガ-シェイク法を行い､コロ､ニーの形態観

察を行った｡ロールチューブ法は169菌株の分離と同様に行った｡アガ-シェイク法は寒

天の終濃度を0.9%とし､ロールチューブを作製せず垂直に立てて寒天を固化させた他はロ

ールチューブと同様に換作した｡

6-4-3.増殖因子試験

169菌株の増殖に対するビタミンの要求性および増殖促進･抑制にかかわる因子につい

て試験したO-ビタミンの要求性はビタミンを含まない培地に繰り返し移植することで判定

した｡また､増殖促進･抑制因子にづいては0.1%グルコース､2mM酢酸ナトリウム､0.1%

トリプトン､0二1%ポリペプ トン､0.1%カザミノ酸､0.025%システイン塩酸塩､0.1%ト

リプチケースペプトン10.1%酵母エキス､2bmM蟻酸をそれぞれ培地に添加しこ10日間

培養後培地に何も添加しないコントロールとメタン生成を比較した｡

6-4｣4.-､抗生物質の増殖に対する影響

~169菌株の増殖に対する抗生物質の影響を試験した｡バンコマイシン塩酸塩､ベンジル

ペニシリンカリウム､ナリジキシン酸､ストレプトマイシン硫酸塩､アンピシリンナ トリ

ウム､ネオマイシン三硫酸塩水和物､バシトラシン､クロラムフェニコールを 0.20LJm孔

のフィルター(Sa仙)rius,MinisartRC15)で漉過滅菌し､終濃度 100,500.,1000,2000LJg/mJ

で添加した培地に移植を行った｡40℃で培養して比増殖速度を測定し､抗生物質を含まな

いコントロールと比較して抗生物質の増殖に対する影響を調べた｡培養は2連で行った｡
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6-5.増殖-の温度､pH,塩濃度の影響

ものを前培養液として使用した｡各試験に応じて調製した培地 10mlに前培養液 1mIを接

種して本培養としたO分離菌株の増殖は､目視により増殖の有無を確認するか､デジタル

比色計 (miniphotolO,三紳工業)を用い420nmの光学密度 (0.D.)を経時的に測定する

ことにより追跡した｡0.D,の測定結果から増殖曲線を作成し､一比増殖速度を算出した｡

1L69菌株の培養温度を4℃､_15℃､20℃､30℃､37℃､40℃く45℃､50℃､55℃､60℃

に設定し､分離菌株の増殖速度に対する温度の影響および増殖可能温度範囲を調べた｡培

地のNaCI濃度を0-15% (W/V),の範囲で変えて培養し､増殖速度-の影響および増殖可

能濃度範囲を試験した｡pH5付近から10付近の間で異なるpH値の培地で培養し､増殖速

痩-の影響および増殖可能 pH範囲を試験した占PHの異なる培地は NaHCO3濃度または

Na2CO3濃度を低 pH側は30mM､高pH側は100mMに設定し､5%Na2CO3または2NHCl

を用いて最終的なpHに調整して使用した｡最適pH試験において､培養前と培養終了後に

培養液のpHをpHメータ- (HORfBA,PHMETERM-ll)で測定したム

6-6.､基質利用性試験

169菌株の基質利用性はミネラル培地を用いて試験した｡-10mlの培地に試験基質を終濃

度が20mMになるように添加し､前培養液を1ml添加した｡メタノール､蟻酸塩､酢酸塩､

メチルアミン､ジメチルアミン､ トリメチルアミン､エタノール､1｢プロパノール､2-プ
ロパノサル､1-ブタノール､_21ブタノール､三3-メチル-1-,ブタノール∴1-ペンタノール､2-

ペンタノール､㌢クロペンタノールの保存溶液はブチルゴム栓で密閉してオー トクレーブ

滅菌し､ピルビン酸はオー トクレーブ滅菌した 0.20〃m､孔のメンブレンフィルター

(Mini.sartRC15,Sartorius)_を用いてろ過滅菌した.水素+二酸化炭素 (80:20,V/V)を基

質とした場合は試験管内の気相を2at叩の水素+二酸化炭素で置換した｡

6-7.DNAG+C%% )

169菌株のゲノムDNAはシュー ドムレインエンドイソペプチダーゼ (Pei)で細胞を処

理する方法を用いて抽出した(Nakamuraetal.,2006).-Methanothermobacterwolfe摘 采の

Peiは大腸菌で発現した組み換え酵素 (rPeiW)･として､岐阜大学の中村浩平助教授にご恵

与いただいた｡rPeiW は0.5mg/ml濃度でHバッファー (50mMHEPES,pH7.0,5mM ジ

チオスレイ トール､-20.8mMNa2S)に溶解した状態で使用した｡169菌株の細胞は対数期

後期に7000rpm,10分4℃で遠心分離して集菌し､Hバッファ十に最懸濁_して洗浄した｡こ

の洗浄操作を再度行い､細胞密度がおよそ 1010ceHs/mlになるように Hバッファーに最懸

濁したO窒素ガス気流下で5mI容量のバイアル瓶に細胞懸濁液を1mI移し､rブチルゴム栓
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とアルミニウムキャップで密閉した｡バイアル瓶はウオーターバスで前後に振塗(150rpm)

しながら70℃で10分間予熱し､0.1mlのrPeiW溶液を添加し､さらに70℃で1時間振と

うしながら保温したoゲノムDNAはフェノール/クロロホルム抽出に続いて RNaseA処理

を行い､さらにフェノール/クロロホルム抽出､エタノール沈殿により精製したolOFLlrの

精製 DNA (1FLg/pI)に2U/mlのNucleasePl(ヤマサ醤油)を10由I添加して加水分解し､

モノヌクレオチドを得た｡G+C含量は島津LC-10ADVPシステムを用いた逆相 HPLCによ

り測定した.モノヌクレオチドの分離は40℃､流速 1,5ml/minの 10mM リン酸バッファ

ー (pH3.5)を移動相としてYMC-PackODS-AQカラム (150× 6.Ommid,5FLmParticle

size,12nmpore;YMC)を用いて分離した｡各デオキシリボヌクレオチドは270nmのUV

で測定し､標準液としてデオキシリボヌクレオチドの等モル混合液を使用した｡

6-8.16SrRNA遺伝子配列の決定および系統学的解析

6-8-1.古細菌16SrRNA遺伝子のPCR増幅

169菌株､FR-3菌株､SR-20菌株の培養液を1mI採取し､10,000rpm,5分間遠心し

た｡培養液の上清をデカントで大部分除き､さらに10,000rpm,5分間遠心した後に培養液

の上清を30pIほど残して除いたoボルテックスで再懸濁した細胞懸濁液 1LLlを鋳型とし

て以下の組成のPCR反応液を調製LPCR反応を行った.1ノ.25UのTaqDNAポリメラー

ゼ(HotStarTaq;Qiagen),5〃Iの10xPCRbuffer(Qiagen)【Tfis-Cl,KCl,(NH4)2SO4,15mM

MgCl2,PH8.7(20℃)】,0.2mMdNTP,6.5LJMのプライマーペアを混合し､滅菌蒸留水で容量

を50〃｣にした｡PCR反応は､サーマルサイクラ-GeneAmpPCRSystem9600(PERKIN

ELMER社)を用いて以下の条件で行った :95oC,15minのポリメラーゼの活性化､(95℃

1分間の熱変性､55℃1分間のアニーリング､72℃90秒間の伸長反応)×35サイクル､72℃

で6分間の最終伸長反応｡アニーリング温度およびサイクル数は使用するプライマーまた

は実験により適宜変更した｡プライマーは古細菌 16SrRNA遺伝子に特異的な ArckF

(5'-TTGATCCTGSCGGAGGCYACYGCT137)とArckR (5'-CCAGCCGCAGRTTCC

CCTACGGC-3り(Oyaizu,1999)を用いてPCR増幅を行った｡

6-8-2.PCR産物の確認および精製

PCR産物の確認はアガロースゲル電気泳動で行ったOアガロースゲルは1×TAEバッフ

ァー【20mMTrisIHCI,20mMaceticacid,1mMEDTA(pH8.0)]にアガロース (TAKARAH14,

タカラバイオ)を 1.5%(W/V)添加して調製したoPCR産物 5plに 6×ローディングダイ

[0.2%ブロモフェノールブルー､50%グリセロール､10mMEDTA(pH8.0)]1pIを混合し､

HinDⅢADNAマーカーとともに電気泳動したO電気泳動終了後､5分間エチジウムブロマ

イ ド溶液に浸してDNAを染色し､トランスイルミネ一夕-でゲルにUVを照射し､蛍光バ

ンドを確認したoPCR産物はU暮traCleanTMPCRclean-upDNAPurificationkit(MOB10
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Laboratories,lnc.)を用いてキッ下の説明書に従って精製した0

6-8-3.1.6SrRNA遺伝子のクローニングと塩基配列の決定

4-3と同様にしてクローニング及び塩基配列の決定を行った｡配列決定に用いたプライ

マーについては表 2-9に示したo系統樹は外群と七て Methar70COCCuS､甲eOlicusの16S

rRNA遺伝子配列を用い､4-3に従っ て作成した｡
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表2-9.古細菌16SrRNA遺伝子配列決定に使用したプライマー

プライマ一名 配列 (5--3り 参考文献

M13/pUC19reverse

sequenclngPrimer

O348aF

llOOaR

AIO9F_

Arch-907F

1392R

Bad-520F

PARCH-519R

T7promoter

SequenClngPrlmer

GAGCGGATPACAAm CACACAGG

TCCAGGCCCTACGGG

fGGGTCTCGCTCGTTG

ACKGCTCAG¶lACACGT

AAACTTAAAGGAATTGGCGG

ACGGGCGGTGTGTRC

GTGCCAGCAGCCGCGG

m CCGCGGCKGCTG

TAATACGACTCACTATAGGG

1

1
~
2

3

1

4

5

1:(Achenbach&Woese,1995),2:(GrosskopfetaI･,1998);3:,(Litchflreldetal.,■

2006),4:(TakamietaI"1997),5:(Ovreaseta/.,1997)
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6-9.MethyIComreductasesubunitA遺伝子(mcr:A)の塩基配列決定および系統解析

6-9-1,MethyJCoMreductasesubunitA遺伝子(met:A)のPCR増幅

5-1に記載した方法に従って各菌株の細胞懸濁液を鋳型としてダイレクトPCRを行っ

た.プライマーはメタン生成古細菌のmcTA遺伝子に特異的なmcrA-f(5'-TTGArcCTG

SCGGAGGCYACYGCT-3')とmcrA-r(5'一ccAGCCGCAGRTTCCCCTACGGC-3')

(Lutoneta/.,2002)を用いてPCR増幅を行った.6-2に記載した方法に従ってPCR産物

の確認および精製を行った｡

6-9-2. mcr:A遺伝子のクローニングと塩基配列の決定

5-3に記載した方法に従って､mcnA遺伝子のクローニングおよび塩基配列の決定を行っ

たOクローン化したDNAの全配列を決定し､近縁なメタン生成古細菌株のmcnA遺伝子配

列との配列相同性マ トリックス及び系統樹を作成したO系統樹は推定 McrAアミノ酸配列

に基づきCIustalW(Thqmpsoneta/"1994)でアラインメントを行い､MEGA4･0(Tamuraet

a/.,2007a)を用いて近隣結合法にキ二り作成 した.外群とし< Methanopyruskandlen'

DSM6324Tのmcr:A遺伝子配列を用いた0

6-10.塩基配列の受付番号

本研究で分離した169菌株の16SrRNA遺伝子配列およびmcrA遺伝子配列は､受付番

号AB368917およびAB551869で､GenBank/EMBUDDBJデータベースに登録した｡
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7.プロピオン酸酸化細菌の分離の試み

7-1.材料および培養

上述した方法に従って集積培養液C165-1を移植し､集積培養液C166-1を得た｡この集

積培養液 C166-1を分離源としてプロピオン酸酸化細菌の分離を試みた｡分離操作には特

に断らない限り基質として20mMプロピオン酸ナトリウムを添加したミネラル培地を使用

した｡

7-2.純粋性の評価

分離操作を行った培養液は上述した方法に従って気相および液相の分析を行うとともに､

顕微鏡観察またはPCR-DGGEにより汚染細胞の有無を確認した｡

7-3.段階希釈法

接種源を段階希釈することで栄養共生プロピオン酸酸化細菌の純粋化を試みた｡希釈は

0.03%システイン塩酸塩を含む滅菌水9mlに対して接種源を1ml添加し､101希釈とした｡

同様に段階希釈を行い 107希釈まで作製し､20mM プロピオン酸ナトリウムを添加した

169菌株の前培養液9mlにそれぞれの希釈液を1mtずつ接種して培養した｡169菌株の前

培養は上述した方法に従って行った｡

7-4.加熱処理

集積培養液を55,65,75,85℃でそれぞれ30分間加熱処理し､移植を行った｡移植には通

常通りのミネラル培地､前培養した169菌株､FR-3菌株､SR-20菌株の培養液をそれぞ

れ使用し､経時的に気相を分析しプロピオン酸の分解を観察した｡

7-5.アガ-シェイク法

集積培養液を接種源として上述した方法に従らてアガ-シェイクを行った.ただし培地

には予め前培養したM.kanagiense169菌株の培養液を使用し､基質として20mMプロピ

オン酸ナトリウムを添加した｡

7-6.ノーブルアガ-を用いたアガ-シェイク

集積培養液を接種源として上述した方法に従ってアガ-シェイクを行った.ただし固

化材としてノーブルアガ- (終濃度 0.9%)を用い､培地には予め前培養した 169菌株の

培養液を使用した｡基質として20mMプロピオン酸ナトリウムを添加した｡

7-7.増殖促進因子の添加

栄養共生プロピオン酸酸化細菌の増殖因子となりうる物質を探索するため､増殖因子と
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なる可能性のある物質を添加した培地を使用して集積培養液の移植を行った｡増殖因子候

補物質として終濃度 0,1%の酵母エキス､0.1%酵母エキス+カザミノ酸､0.05%ポ リペプ

トン､10%培養上清(集積培養液の上清を0.2FLm孔フィルタTで渡過滅菌したもの)､1mM

FeCl2について試験した｡

7-8.単独で増殖可能な基質の探索

栄養共生プロピオン酸酸化細菌が単独で増殖可能な基質を探索するため､乳酸ナ トリウ

ム､フマル酸ナ トリウム､リンゴ酸ナ トリウム､ピルビン酸ナ トリウム､エタノール､コ

ハク酸ナ トリウムを基質として添加した培地に集積培養液を移植した｡各基質はそれぞれ

終濃度20mMになるように添加した｡

7-9.モリブデン酸ナトリウムの添加 ノ

集積培養液 において栄養共生プロピオン酸酸化細菌に次いで優 占していた

Desulfomicrobium属細菌の増殖抑制を目的として､1-10mMの終濃度でモリブデン酸ナ

トリウムを添加した培地に集積培養液を移植した｡
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8.プロピオン酸集積培養液に生息する細菌の分離

8-1.細菌の分離

･プロピオン酸集積培養液を75℃で30分間熱処理した培養液を接種源として集積培養液

に存在する細菌の分離を行った｡20mM リンゴ酸および 0.1%酵母エキスを基質として､

培養温度30℃でtj-ルチューブ法(Hungate&Macy,1973)を繰り返しJ-_4種類の純粋な培

養物 (4F6B,4F6E,6E,7A菌株)を得た｡

8-2.分離菌株の培養

培地はミネラル培地を用い､温度試験以外の培養はすべて30℃で行った｡増殖に対する

塩濃度の影響は､ミネラル培地を基本培地とし､NaCl濃度を変化させた培地を使用して調

べた｡

また､通常の培養については､それぞれ 0.1%酵母エキスを添加したミネラル培地にて

20mM リンゴ酸ナ トリウムを基質として培養を行った｡移植は 10mIの新しい培地に 1mt

の培養液を接種することで行った｡

8-3.r形態的特徴の観察

'各分離菌株の形態的特徴について､3.顕微鏡観察に従って位相差顕微鏡を用いて観察し

た｡

8-4.生理学試験 ､

生理学試験は好気培養試験および基質利用性試験を除き4F6E菌株のみ行った｡

8-4-1.生理学試験に使用した培養液と培地条件

生理学試験に使用する接種用培養液は100mtのミネラル培地に20mM リンゴ酸と0.1%

酵母エキスを添加した培地にて培養したものを用いた0

4F6E菌株の温度試験と塩濃度試験はミネラル培地に1.0%酵母エキスを添加したもの､

基質利用性試験はミネラル培地に0.2%酵母エキスを添加したものを基本培地として使用

した｡7A菌株の基質利用性試験には0.1%酵母エキスを添加した培地を基本培地として使

用した｡

8-4-2.温度試験

基本培地に20mMリンゴ酸を添加した培地に培養液を1m)ずつ接種し､4℃､10℃､15℃､

20℃､25℃､30℃､37℃､40℃､45℃､50℃､55℃および60℃で2週間から4週間培養

した｡増殖は目視及びデジタル比色計 (miniphoto10,三紳工業)を用い420nmの光学密

皮 (0.D.)を測定した｡
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8-4-3.塩濃度試験

基本培地の塩濃度を0%､,0.1%､0.5%､1.0%､1.5%､2,0%および5.0%に調整し､20mM

リンゴ酸を添加した培地に培養液を1m[ずつ接種し40℃で2週間培養したO増殖は月視及

びデジタル比色計 (miniphoto10,三紳工業)▲を用い420nmの光学密度 (0.D.)を測定し

た｡

S-4-4.基質利用性試験

試験する各基質を添加した基本培地に､培養液を10%(V/V)ずつ接種し､4F6E菌株は40℃

で､4F6B､6E､:7A菌株は30℃で2週間培養した｡増殖は吸光度測定装置 (A42ム)と目視

で判定した｡有機酸は1M溶液を調製し (リンゴ酸のみ0.5M溶液とした)､脱気､ガス置

換の後オートクレーブ (121℃､15分)したものを使用した｡アミノ酸はねじ口試験管に

終濃度20mMとなるように各アミノ酸を量りとり､ガス置換の後オートクレーブ(115℃､

10分)し､そこに基本培地を添加したものを使用した｡カザミノ酸は 1%溶液を調製し､

脱気､ガス置換の後オートタレ-ブ (121℃ ､15分)したものを使用し終濃度0.2%になる

ように基本培地に添加した｡4F6B菌株および6E菌株について試験した基質を表2-10に､

4F6E菌株について試験した基質を表2-11に､7A菌株について試験した基質を表2-12

に示す｡7A菌株の基質利用性試験では､発酵性基質としての利用性に加えて､硫酸ナトリ,

ウム (終濃度 20mM)を電子受容体とした場合の電子供与体としての基質利用性も試験し

た｡また､共生的基質利用性は表 2-12に示した基質のうち､H2+CO2および蟻酸を除く

基質について､硫酸塩を除いた培地に共生パートナーとしてM,forml'cicumFR-3菌株の培

養液を10% (V/V)添加して試験したo
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表2-10.4F6B,6E菌株の基質利用性試験に用いた基質

蟻酸 リンゴ酸

酢酸 ピルビン酸

プロピオン酸 乳酸

酪酸 クエン酸

コハク酸 2-オキソグルタル酸

フマル酸

表2-ll.4F6E菌株の基質利用性試験に用いた基質

アミノ酸 有機酸

L-アラニン

L-システイン

しアスパラギン酸

L-グルタミン酸

しフェニルアラニン

グリシン

しヒスチジン

L-イソロイシン

しリシン

L-ロイシン

L-メチオニン

しアスパラギンー水和物

L-プロリン

しグルタミン

しアルギニン

しセリン

L-トレオニン

L-バリン

しトリプ トファン

しチロシン

ピルビン酸

フマル酸

コハク酸

リンゴ酸

プロピオン酸

クエン酸

酢酸

乳酸

酪酸

2-オキソグルタル酸

蟻酸

基質は終濃度20mMで試験し､カザミノ酸 (終濃度0.2%)も試験した｡

L-システイン､しヒスチジン､しリシンは塩酸塩を使用し､

有機酸はナトリウム塩を使用したO
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表2-12.7A菌株の基質利用性試験に用いた基質

蟻酸 フマル酸

酢酸 ピルビン酸

プロピオン酸 乳酸ノ

酪酸 エタノール

コハク酸 H2+CO2

リンゴ酸

H2+C02は2atmで試験し､それ以外は終濃度20mMで試験した｡

有機酸はナトリウム塩を使用した｡
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8-4-5.電子受容体試験

7A菌株の電子受容体の利用性について試験した｡電子供与体基質として 20mM乳酸ナ

トリウムを添加し､電子受容体とーして亜硫酸ナ トリウム (3mM,20mM)､チオ硫酸ナ トリ

ウム (20mM)､硫酸ナ トリウム (20mM)､硝酸ナ トリウム (20mM)､フマル酸ナ トリウ

ム (20mM)､DMSO (20mM)をそれぞれ添加したO培養 14日後にLOD420の値を測定し

電子受容体を添加しないネガティブコントロールと比較して増殖の有無を確認した｡

8-4-6.好気培養試験

4F6B菌株､4F6E菌株､6E菌株が通性嫌気性細菌であるかを確認するため好気培養を

行った｡培地はミネラル培地 (Na2S､レサズリンを除く)に0.1%酵母エキスと20mMリ

ンゴ酸を添加した培地を使用し､好気条件にて30℃で培養した｡増殖の有無は目視にて判

定した｡

8-5.系統学的解析

4F6B菌株､4F6E菌株､6E菌株の 16SrRNA遺伝子全塩基配列の決定のため､プライ

マーにS-D-Bacト0011-a-S-17とS-D-Bad-1492-b-A-19を用いて増幅PCRを行った｡PCR

産物の精製の後､S-DIBact10011-a-S-17 と S-D-Bact-1492-b-A-19に加え､Bact350R､

Bact520F､BactllOOF､Bact1392R (表 2-4)をプライア一に用いてシーケンズ pcRを

行い､エタノール沈殿の後､シーケンシングを行った｡PCR産物のシーケンシングは

BigDye⑳Terminatorv3.1CycleSequencingKitを用いてシーケンス反応を行い､Applied

Biosystems3500ジェネティツクアナライザー(AppliedBiosystems)で泳動･解析を行った｡

得られた塩基配列は GenBank/EMBL/DDBJ遺伝子データベースを BLASTプログラム

(Altschuletal.,1990)により検索を行った｡また､各菌株で得られた16SrRNA遺伝子全配

列を用いて既知細菌株 16SrRNA遺伝子配列との相同性比較を行い､近縁な細菌株 16S

rRNA遺伝子配列との系統樹を作成した.系統樹の作成にはMEGA4(Tamuraeta/.,2007b)

に内包されるプログラムを使用した｡

8-6.DNAG+C含量

4F6E菌株のゲノムDNAは以下の方法で調製した｡

培養液を採取し､10000rpm､10分間遠心して集菌した｡培養上清を捨て､集菌した細胞

に0.3mlのTESSbuffer(25mMTris-HClpH7.5,5mMEDTA,50mMNaCl,25%Sucrose)

を加えて懸濁後､リゾチーム溶液0.3mI(10mg/mlin50/20TEbuqerl50mMTris-HCL,20mM

ED¶1,pH7.5)を加えゆっくりと撹拝し､37℃で 30分間静置した｡10%SDS溶液 30〃暮

とプロテイナーゼK溶液 (10mg/m=n50mMTris-HCupH7.2])を20pl加え､50℃､3時

間静置した｡ゲノムDNAはフェノール/クロロホルム抽出に続いてRNaseA処理を行い､
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さらにフェノール/クロロホルム抽出､エタノール沈殿により精製した｡適量のTEに溶解

させ､試料DNA溶液とした｡

ゲノムDNAG+C含量は6-7に記述した方法に従ってHPLCにより測定した｡

8-7.塩基配列の受付番号

本研究で分離した4F6B㌧菌株､4F6E菌株､6E,菌株の16SrRNA遺伝子配列は､それぞ

れ受付番号AB623230,AB623229,AB623231で､GenBank/EMBUDDBJデータベースに

登録した｡

､~)
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第4節 結果

1.プロピオン酸酸化集積培養液の分析

1-1.気相および液相の経時的変化

集積培養液のメタン､水素,プロピオン酸､酢酸の経時的変化を図2-1に示す｡集積培

養液では､プロピオン酸の消費に伴いメタンの生成が観察され､初濃度 12.9mMのプロピ

オン酸から生成したメタンの最終濃度は44.2%であった｡酢酸は培養 27日後に最大値の

0.5mM､水素は培養 34日後に最大値の4ppmに達したが､いずれもその後低下し低濃度

に保たれた｡

1-2･プロピオン酸集積培養液の顕微鏡観察

集積培養液に含まれる細胞を位相差顕微鏡･落射蛍光顕微鏡で観察した｡図2-2は集

積培養液で観察された細胞の集合体である｡幅約 叫m完長さ2-4pmの直線状の棒状細胞

と0,5pmX2-5pmの直線状からやや湾曲した棒状細胞が最も多く観察され､次いで矢印

で示した約 1.0-1.5pmX2.5-3pmの米粒型の棒状細胞が多く観察されたo図2-2Bは図

2-2A_と同視野の蛍光顕微鏡写真で､Aで見られた2種類の棒状細胞の両方でf42｡の自家

蛍光が観察されたが､米粒型の棒状細胞では全く蛍光は見られなかった｡
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図2-1.集積培養液におけるメタン､水素､プロピオン酸､酢酸の経時的変化
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A

′′
肌

…

図2-2.プロピオン酸集積培養液で観察された細胞の集合塊 (×1000倍)

A:明視野観察､B:蛍光観察｡米粒型の梓状細胞を矢印で示した｡
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1-3.16SrRNA遺伝子配列に基づくプロピオン酸酸化細菌の推定

培養液 C165-1からクローン C165-1-1(1490bp)が得られた｡BLAST検索の結果から

C165-1-1と高い相同性を持つ既知の配列について表2-12に示した｡クローンC165-1-1

はプロピオン酸酸化細菌として知られるPelotomaculumpropionicI'cumの16SrRNA遺伝

子配列に対して最も高い95.2%の相同性を示したが､Cryptanaerobacterphenoljcusに対

しても高い相同性を示した (94.7%)o

c165-1-1と近縁な細菌株 16SrRNA遺伝子配列に基づき作成した系統樹を図2-3に示

したO系統樹においてもC165-1-1はPpropI'onI'cjcumおよびC.phenoII'cusと近縁である

ことが支持された｡

2.プロピオン酸集積培養液における細菌群集のDGGE解析

2-1.集積培養液C16511,C16611のDGGE解析

プロピオン酸集積培養液 C16511および C165-1から移植して得られた集積培養液

C16611に

いバン二

共生プロt

ン ド B-18

Sphingob

いてPCR_DGGE
7L＼

3本検出された (

2-14)｡バン

キ結果､総計 12本のバンドのうち蛍光強度の高

4,-B-7,8,ll)O塩基配列に基づき､バンドB-7は栄養

化細菌であるPeloto

aFlavobacten'um

も複数検出されたが､

B-10はSedimentl'baetersaaJt:

[umpropIlonicicum(AB154390)に95.2%,バ

(AM419442)に 100%,-バ ン ド p-11 は

taiI'L(X67853)に92.6%の相同性を示圭た く表

移動度が等しかった｡蛍光態度の低いバンド

ま塩基配列を決定することができなかった｡バンド

9芦.3%の相同性を示したo■さ｢

2-2.集積培養液の経時的な気相､液相の測定およびDGGE解析

集積培養液 C166-1について培養 0,14,28,42,56,70,98日後柱TCDおよびFIDガスクロ

マ トグラフを用いた分析とDGGE解析を行った｡DGGE解析を行った結果､培養期間を通

して集積培養液ではバ ン ド B-7 の Pe/Otomaculum 属細菌 と､バ ン ド B-8'の

Desulfomicrobium属細菌が優占していることが示された (図215).プロピオン酸の消費

とともにメタンが蓄積 され､メタンの増加に伴い Pe/Otomaculum 属細菌および

DesulfomicrlDbium属細菌のバンドの蛍光強度が増加する傾向が観察された｡

図2-6に集積培養液C166-1の古細菌を標的としたDGGE解析結果を示した｡169菌

株､FR-3菌株､SR-20菌株とMethanosaeta属菌株に近縁なバンドをそれぞれ別々にPCR

後混合したサンプルを古細菌マーカーとしてC166-1のDGGEパターンと比較した (レニ

ン1,15).経時的解析の結果､集積培養液ではMethanospin'l/umsp,SR-20菌株のバンド

A-3および Methanosaeta属に近縁なバンドA-4が優占しており､培養を通してバンドパ

ターンは変化しなかった｡レーン14の接種源ではMethanospI'n']/umsp.SR-20菌株のバン
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ドA-3の強度はごく低かったが､移植後培養とともにバンド強度が増加する傾向が観察さ

れたO対照的にMethanos?eta属に近縁なバンドA-4は常に一定の強度で存在していたO

バンドA-4の配列はMethahOSaetahirundI･nacea(AY970347)に99,1%(328/331)の相同性を

示した
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図2-4.プロピオン酸集積培養液のDGGE解析

レーン1:クローンC165-1-1,2:集積培養液 C165-1,3:集積培養液C166-1

B-7(C165-111):Pe/otomaculum propI'onicI'cum (AB154390)に 95.2%, B-8:Desulfomicrobium

aestuan'J'(AM419442)に 100%,B-10:Sedimentibactersaa/ensis (AJ404680)に 93.3%,

B-11:Sphingobacteriaceae科F/avobacteriummizutaI'i(X67853)に92.6%の相同性を示した｡
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表2-14.DGGEバンドの配列に近縁な生物名および相同性

バンド 生物名 相同性(%)A

B-7 Pe/otomacu/umpJPPionicjcum(AB154390)

B-8 DesulfomI',CrDbI-umaestuan'i(AM419442)

B-10 Sedimentjbactersaa/ensis(AJ404680)

B-11 Flavobacten'ummizutaI']'(X67853)

★16SrRNA遺伝子配列に対する相同性を示す

42



5

4

3

2
1

(
一n)u
a6oJp^
H

(一∈)aueula
≡

0

20 40 60 80

day

+ Methane(ml) 一一X--Hydrogen(ul)

--lAcetate(mM) 十 Propionate(mM)

(vqu
J)aleta
3V

(m
∈
)ateuo
!do
J
d

5

0

1

1

5

1 2 3
B-13､
B-14→

BB二12さ

B131+

BB1-45//

議 7= ,

3r12rlJilli0ii987654

～.I-▲～■*叫JLJJL>(A
78_/ ･一一一手J

B-9ー
B-10-I

Bl111ト

i
,r
H

J
i

.
日

当

‥
7

:;.:I.._
!
':
..;D

.1

■-B-15
■-B-16

7
3r
I-一-

l
■ ■- ■ ■-■
一 一 th;i;こて

∴

▲
1_也

一 ･一 ･- tr■■■H

I
A
I

_

ri;f
7
こ

14 15 16

■ - ■一 一
∵

∵

;
I
f
･'
5"

+L-.1

拙
:
‡;tI.-bL

L'･,千T､

図2-5.集積培養液C166-1の経時的解析

レーン1:クローンC165-1-1,2:集積培養液C166-1(接種源),3-4:培養 0日目,5-6:14日,

7-8:培養28日目,9-10:培養42日目,ll-12:培養56日目,13-14:培養84日目,15-

16:培養 98日日

バンドB-1-11は図2-4と対応しており､B-13-16は新たに検出されたバンドを示す｡
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図2-6.集積培養液 C166-1の経時的解析 (古細菌 DGGE)

レーン1,15:169菌株,FR-3菌株,SR-20菌株,Methanosaetasp.混合マーカー,

2-3:培養 0日目,4-5:培養 14日目,

6-7:培養 28日目,8-9:培養42日目,

10-ll:培養 56日目,12-13:培養 70日目,

14:集積培養液 C166-1(接種源),16:169菌株

バンドA-1:MethanobacteriumformI'C/'cumFR-3菌株,A-2:169菌株,

A-3:Methanospin'IIumhungateJ'SR120菌株,A-4:Methanosaetaharund/'nacea(AY970347)に99.1%
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3.プロピオン酸集積培養液からの水素資化性メタン生成古細菌の純粋分離

水田土壌由来のプロピオン酸集積培養液からメタン生成古細菌 169菌株､FR-3菌株､お

よびSR-20菌株が分離された｡分離源であるプロピオン酸集積培養液では､蛍光性の梓菌

と非蛍光性の梓菌が混在した細胞の集合塊 (～約 100〃m)が顕微鏡下で多く観察された｡

観察された蛍光性の細胞の中でも優占していると考えられたのは直線状からやや湾曲した

棒状の細胞で､運動性を持たず､形態的に Methanobacterium属菌株に類似していた｡ま

た､集合塊を形成せず浮遊している､湾曲した蛍光性の梓菌で､運動性のある細胞も観察

された｡水素+二酸化炭素を基質としてロールチューブ分離を繰り返し､純粋なメタン生

成古細菌の培養手夜を得たO分離菌株を20mM硫酸塩+20mM乳酸塩､0.2%ペプトン+0.1%

グルコース､0.1%酵母エキスを添加した条件でそれぞれ培養を行ったが､いずれも汚染細

胞の増殖は観察されなかったO各分離菌株は水素+二酸化炭素ガス(80:20)を基質とじて培

養した場合､メタン生成を行うとともに増殖が観察された｡

3-1.169菌株の特徴

3-1-1.169菌株の形態的特徴

得られた分離菌株 169菌株の顕微鏡観察及びメタン生成と増殖の観察を行った｡分離菌

株を位相差顕微鏡､落射蛍光顕微鏡により観察し､写真撮影を行った (図 2-7)0169菌

株は幅約0.35-0.5LJm,長さ約 1.6-5Pmの梓菌であり､連鎖して長さ30pmに達する細胞

も観察された｡細胞の形状は直線状からやや湾曲しており､細胞の両端は丸みを帯びてい

た｡胞子を形成せず､運動性はなく､グラム染色性は不定であった｡分離菌株の細胞は図

に示したように､メタン生成古細菌に特有のF420の自家蛍光を有していた｡

169菌株の細胞は蒸留水および2% SDS水溶液に90分以上懸濁した場合でも溶解しな

かった｡

3-1-2.電子顕微鏡による微細構造の観察

169菌株について電子顕微鏡による微細構造の観察を行った｡ネガティブ染色により､

細胞の両末端付近には直径約5nmの繊毛が最大ゾ10本程度観察されたが､鞭毛は観察され

なかった (図 2-8a)｡細胞の表面には斑紋状の模様が観察された (図 2-8b)｡超薄切片

の観察において169菌株はグラム陰性の真正細菌に特有の外膜を持たず､厚さ約6nmのグ

ラム陽性型の構造をもつ細胞壁が観察された (図2-8C)0

3-1-3.最適温度試験

増殖に対する温度の影響は4℃から60℃の間で試験した｡増殖とメタン生成は15℃から

45℃の間で観察され､40℃で最も高い比増殖速度 (0.038h-1)を示した (図2-9)｡4℃お

よび50℃以上では増殖は観察されなかった｡
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3-1-4.最適 NaCI濃度試験

169菌株の最適 NaCl濃度及び増殖可能 NaCI濃度範囲は0-15% (W/V)の間で試験さ

れた｡0-7% (0-1,2M NaCI)の濃度範囲で増殖およびメタン生成が観察され､0.5%

(0.086MNaC))で最も高い比増殖速度(0.024h-1)を示した(図2-10)08%(1,37MNaCI)

以上の濃度では169菌株は増殖およびメタン生成を行わなかった0

3-1-5.最適 pH試験

169菌株の増殖速度に対するpHの影響はpH5.0-10,3の間で試験された｡増殖可能な

pHの範囲は6.5-9.6の間であり､pH7.5-8.5で最も高い比増殖速度 .(0.032-0.029打1)

を示した (図2-ll)0pH6.0以下または9.9以上では増殖は観察されなかった｡

3-1-6.基質利用性試験

培養とともにメタン生成と明確な増殖 (培養液の白濁)が見られたのは水素+二酸化炭素

だけであった｡
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n=3,エラーバーは標準偏差を示す｡
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図2-12.169菌株の高層寒天におけるコロニー形態
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3-1-7.コロニー形態

培養90日後までに高層寒天培地に形成されたコロニーは直径0.1-0.5mm程度の大きさ

で､白色から乳白色の球状～円盤状であった (図2-12)0

3-1-8.増殖因子

169菌株はビタミン無添加培地に5回移植を繰り返しても増殖し､増殖にビタミンを必

要としなかった｡0.1%グルコース､2mM酢酸ナトリウム､0.1%トリプトン､0,1%ポリペ

プトン､0.1%カザミノ酸､0.025%システイン塩酸塩､0.1%トリプチケースペプトン､0.1%

酵母エキスはメタン生成を促進しなかった｡20mM蟻酸の添加によりメタン生成量はコン

トロールの約35%に抑制された｡

3-1-9.抗生物質に対する応答

169菌株は2000m9｢1ァンピシリン､バンコマイシン､1000mg｢1ペニシリンにより増

殖を阻害されなかった.2000mgrlペニシリン､100Imgrlナリジキシン酸､ストレプトマ
イシンを添加した場合はそれぞれ増殖速度がコントロールの約61.0%､53.8%､52.1%に

減少した｡これらの抗生物質はさらに高濃度でより強い増殖抑制を引き起こした｡1000mg

｢1ナリジキシン酸､100mg｢1ネオマイシン､,バシトラシン､クロラムフェニコールにより

増殖は完全に麿誓された.

3-1-10.169菌株の系統学的解析

169菌株の16SrRNA遺伝子部分配列 (1465bp)を決定し､169菌株と近縁なメタン生

成古細菌の配列に基づく相同性マトリックスおよび系統樹を作成した (表 2-14,図 2-

13)0169菌株はMethanobacten-um属菌株の中温性の種に最も近縁であった016SrRNA

遺伝子配列の相同性はM.subtetTaneumDSMllO74TとM.tormicI'cumDSMl声35Tに対して

最も高い債を示した (それぞれ96.8%､之96,4%)Oまた､McrA推定アミノ酸配列に基づく

系統樹 (図2-14)においてもM.subterraneumDSMllO74Tと系統的に近縁であること

が確認された｡

3-1-ll.G+C含量の測定

169菌株のゲノムDNAのG+C含量はHPLCを用いた測定と､モノヌクレオチドの等モ

ル混合液 (ヤマサ醤油)との比較により計算された｡169菌株のゲノムDNAのG+C含量

は39.3moI%G+Cと計算されたO
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図2-13.169菌株と近縁菌株の16SrRNA遺伝子配列に基づく系統樹.CIustalW(ThompsonetaI.,

1994)でアラインメントを行った後､MEGA4.0(Tamuraeta/.,2007a)を用いて近隣結合法により系

統樹を作成した｡スケールバーは配列座位あたりの塩基置換数を示す0
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図 2114.169菌株と近縁菌株の McrA推定アミノ酸配列に基づく系統樹.MEGA5.0に含まれる

clustalW でアラインメントを行った後､ブートストラップ解析および近隣結合樹の描画を行ったO

スケールバーは配列座位あたりのアミノ酸置換数を示す｡

アウトグル｢プにはMethanopyruskandle/iDSM6324'(U57340)を使用七たD
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3-2.FR-3菌株の特徴

FR-3菌株は幅約 0.5-0.6pm,長さ約 3-6pmの梓菌であり､細胞の形状は直線状から

やや湾曲しており､細胞の両端は丸みを帯びていた｡胞子を形成せず､運動性はなかった｡

また､分離菌株の細胞は図に示したように､メタン生成古細菌に特有のF420の自家蛍光を

有していた (図2-15)｡増殖基質として水素+二酸化炭素または蟻酸を利用し､メタンを

生成した.16SrRNA遺伝子配列はMethanobacterjumformicicumstrainMFT(AY196659)

に対して100%と最も高い値を示した｡

3-3.SR･20菌株の特徴r

sRl20菌株は幅約0.5-<0.6Hm,長さ約4-10pmの梓菌であり､細胞は湾曲し､両端が

丸みを帯びていたoL胞子を形成せず､運動性を有していたoま挺､ノ分離菌株の細胞は図に

示したように､メタ諜生成古細菌に特有の

基質として水素+二酸化炭素またを利用

の自家蛍光を有していた (図2-16)｡増殖

タンを生成したが蟻酸は利用しなかった｡

16SrRNA遺伝子配列はMethanospI'n'IIumhungateI'JF-1Tに対して98.4%と最も高い値を
示した｡
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4.プロピオン酸酸化細菌の分離

栄養共生プロビオシ酸酸化細菌の純粋化 ･分離のため､段階希釈､加熱処理､/7ガーシ

ェイク法､増殖因子の添加やモリブデン酸ナトリウムの添加について検討した｡

段階希釈においては､107希釈まで作製した希釈培養液のうち増殖が観察された105希釈

と106希釈について PCR-DGGE解析と顕微鏡観察を行づたが､汚染細胞は脱落せず存在

していた｡

加熱処理においては 55℃～85℃､30分間の処理を行ったが､目的とするプロピオン酸

酸化細菌以外の汚染細胞は脱落せず､PCR-DGGE解析では加熱処理前に検出されなかった

バンドが複数検出されたO･Pelotomacdlum属細菌に相当するバンドは加熱処理後も存在し

ていたが､バンド強度は加熱処理前と比較して相対的に低くなる傾向が見られた｡さらに

加熱処理した培養液は移植後､メタン生成が非常に遅くなり､85℃では停止した｡

アガ-シェイク法による分離操作では､培養4日後からコロニーが形成されたが､コロ

ニーを釣菌し､20mMプロピオン酸ナ トリウムを添加した169菌株､FR-3菌株の培養液

に接種しても増殖は観察され奉かったoそこでコロニーを直接顕微鏡観察したところ

Desulfomt'cllDbI'umb属細菌に類似 した細胞の塊が観察された.12 ケ月培養 しても

Pelotomaculum属細菌のコロニーは形成されなかったOノーブルアガ-を用いたアガ-シ

ェイクではPelotomaculumに類似した細胞を含むコロニーが形成されたが､DGGE解析の

結果､釣菌培養液にはPe/otomacu/umは含まれておらず､プロピオン酸の分解も進行しな

かった｡

0.1%酵母エキス､ペプトンの添加によりメタン生成は促進される傾向が観察されたが､

1mMFeCl2の添加によるメタン生成の促進は観察されなかった｡いずれも顕微鏡観察およ

びPCR-DGGE解析によりPelotomaculum以外の汚染細胞の増加が示唆された.

硫酸還元細菌である Desulfomicrobl'um の増殖はモリブデン酸の添加により抑制されな

かった｡また､メタン生成はモリブデン酸の濃度を0.1mMから1mM,10mMと上げるに従

いより強く抑制された｡

単独で増殖可能な基質の探索においては､PCR-DGGE解析を行ったところプロピオン酸､

リンゴ酸､コハク酸､フマル酸､エタノールいずれの基質でも Pelotomacu/um および

DesulfomicrDbiumのバンドが観察された.ピルビン酸ではPelotomaculumのバンド強度が

減少し､SPI'rDChaetesに近縁なバンドが検出された075℃30分の加熱処理を行った培養液

を接種源として､プロピオン酸､リンゴ酸､コハク酸､フマル酸､エタノール､ピルビン

酸を基質とした培地に移植を行ったが､Pe/Otomaculumの選択的な増殖は観察されず､汚

染細胞のバンドが多数検出された｡結果として今回用いたいずれの方法によっても

Pe/Otomaculum属細菌の純粋分離には至らなかったo
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5.プロピオン酸集積培養液に共存する細菌の分離

5-1.4F6E菌株ー

4F6E株の細胞の形態は湾曲してお り､大きさは幅 0.8pm､長さ2.0-2.5pmであったO･グ

ラム染色性は陰性で､胞子を形成せず､運動性が確認された (図2-18)｡また､4F6Eに

おいて､ネガティブ染色した細胞の透過型電子顕微鏡観察により簡毛をもつことが確認さ

れた (図2-19)｡また､鞭毛の基部が細胞のくぼみ部分に存在していることが示された｡

5-1-2.増殖に対する温度の影響

経時的な吸光度の測定と目視の結果から､■4F6E菌株の増殖可能な温度範囲は15℃から

55℃､′増殖至適温度は25℃から40℃であることが示された｡4℃､10℃および60℃での

増殖は観察されなかった｡

5--1-3.増殖に対する塩濃度の影響

経時的な吸光度の測定と目視の結果から､増殖可能な塩濃度範囲は0%から1,5%までで､

至適増殖NaCI濃度は0%から015%であることが示された.また､NaCI濃度が_2,0%+u上

での増殖は観察されなかった｡
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図2-18. 4F6Eの顕微鏡観察 (倍率×1000倍)

バーは10〃.mを示す｡
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図2-19.4F6Eの透過型電子顕微鏡写真

リンタングステン酸によりネガティブ染色した細胞を5,000倍で観察した｡

スケールバーは 1LJmを示すO

65



5-114.基質利用性試験

経時的な吸光度の測定と目視の結果から､試験した11の有機酸のうち､リンゴ酸､ピル

ビン酸､2-オキソグルタル酸の利用が確認されたOまた､20のアミソ酸のうち､ヒスチジ

ン､セリン､アラ羊ン､アス了1ラギン酸､グルタミン酸､システイン､リシン､グリシン､

トリプトファンの利用が確認された｡また､カザミノ酸の利用が確認された｡

5-1-5.好気培養試験

好気培養の結果､4F6E菌株の培養手夜において増殖は観察されなかった.

5-1-6.系統解析

16SrRNA遺伝子配列に基づいて作成した系統樹を図2120~に示した｡4F6E菌株の16S

rRNA遺伝子配列と系統樹に示した株の16SrRNA遺伝子配列の相同性は83.6%から

89.5%の範囲であった.Synergistaceae､科の基準種SynergistesjonesI'iATCC

49833T(McSweenyetJa/.,1993)に対する相同性は83.6%であった04F6E株と16SrRNA

遺伝子の配列相同性が高かったのはAminobqcten'um?olombien声eDSM12261T

(89･5%)(Baenaeta/.,1998)であり′､系統樹ではAp71'nobaoteriymmobileDSM12262Tと共

に共通のクレードを形威した (図2-20)_0

5-1-7.DNAG+C含量

4F6B菌株のゲノムDNAのG･C含量は/HPLCを用いた測恵と､ヰノヌクレオ≠ドの等

モル混合液 (ヤマサ醤油)との比較法より59.1mot%と計算された.
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図2-20.4F6E株とSyneTgI'staceae科の細菌種との16SrDNA配列に基づいた系統樹o系統樹作

成に用いた配列はすべて基準種由来である｡()内には配列のアクセッション番号を示した｡各ノー
ド値はブー トス トラップ値を示し､スケールバーは配列座位あたりの塩基置換数を示す｡

SyntrophomonaswolfeI'DSM2245Tをアウトグループとした｡
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5-2.4F68菌株

4F6B棟の細胞の形態は短棒状で､大きさは幅0.5-0.6pm､長さ0.6-1.OpmであったOグ

ラム染色性は陰性で､胞子を形成せず､運動性はなかった (図 2-21)｡好気培養の結果､

4F6B菌株の培養液において増殖は観察されなかった｡基質利用性試験において､ピルビン

酸､2-オキソグルタル酸を培地に添加した場合に､ネガティブコントロールと比較して高

いOD420の値を示し､増殖基質としての利用を示唆した (表2-15)016SrRNA遺伝子配

列解析に基づき､4F6B菌株は最 も相同性が高い菌種でも 86%(MucilagI'nibacter

daejeonensis)(AnetaI.,2009)と系統的に近縁な種が存在せず､系統樹においても同様の結

果が宗等れた(図′2-24).以後BacterDidetesbacterium4F6B菌株と表記する0

5-3.6E菌株

6E菌株の細胞の形態は棒状で､大きさは幅 0.8LJm､長さ2.OpmであったOグラム染色性

は陰性で､胞子を形成せず､運動性はなかった (図2-22)｡好気培養の結果､6E菌株の

培養液において増殖は観察されなかった｡基質利用性試験において､リンゴ酸､フマル酸､

ピルビン酸､コハク酸､クエン酸を培地に添加した場合に､ネガティブコントロールと比

較して高いOD420の値を示し､増殖基質としての利用を示唆した (表2-16)0/16SrRNA

遺伝子配列解析 に基づ き､6E 菌株 は MeniscusglaucopisstrainATCC 29398

(89.1%)(lRGENS,1977)に最も近縁であることが示され､系統樹においてBacteroidetesに

位置づけられることが示唆された (図2-24)o以後､BacteroJ'detesbacterium6E菌株と

表記する｡

5-4.7A菌株

7A菌株は幅1.OLJm､長さ1.4-3.Opmの梓菌で､運動性を有しグラム染色性は陰性であ

った (図 2-23)｡増殖因子として酵母エキスを必要と∴した｡0.1%酵母エキスの存在下で

は0.01%の場合と比較して良く増殖した｡発酵性基質としてピルビン酸を利用し､リンゴ

酸は利用しなかった｡硫酸ナトリウムを電子受容体とした場合､電子供与体基質としてピ

ルビン酸､リンゴ酸､フマル酸､乳酸､エタノール､水素+二酸化炭素､蟻酸を利用した｡

酪酸およびコハク酸は電子供与体としてわずかに利用した (表 2-17)Oメタン生成菌 M.

foTmicI'cumFR-3菌株との共培養では､基質としてピルビン酸､リンゴ酸､フマル酸､乳酸､

エタノールを利用して増殖し､共培養の結果としてメタンが生成された｡基質として乳酸

ナトリウムを使用した場合､電子受容体として硫酸塩､亜硫酸塩､チオ硫酸塩､DMSOを

利用し､フマル酸塩及び硝酸塩をわずかに利用した (表2-18)016SrRNA遺伝子配列解

析に基づき､7A菌株はDesulfomicrobiumnowegI'cumstrainDSM1741T(98.9%)に最も近

縁であることが示され､系統樹においてもDesulfomicrDbI'um と同一のクレードに位置づけ

られた (図2-25).以後Desulfomicrobiumsp.7A菌株と表記する｡
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倍率×1000倍､バーは10fJmを示す

輔庵 苛う :-1li薄 王./'約 二∴tい､･r･
･也I.節

-".

一
L
｢,
F=

Ipヽ il _､■.･'.:･=-ll.-･::

IT.;: ∫

:
';
I･ii･

l･
L･･A:

ド
.,
I
:L舟

ミ■ ▲ー ′ '.:-亘 ∴ 章

it･:i:.-:-_I: -こ:I-二 二 -'-･:i''.:.:車:=;:1 ㌧ .I LI

…嘩 慧 瑚 鵬 も､ 叫 畢 肇t1 .i.
I.'E宙 _ Vミ鈴 与 T L;--i H1;.義.I./.I.I:Tと/i,言､;

d 指 ;-j i ;lLl丸 .'叶fji,藍ユご:_llLふ
卓 ` 柵 '.k

-t.
■■■■-

図2-23.Desu/fom/'crobI'umsp.7A株の

顕微鏡写真

倍率×1000倍､バーは10〃mを示す

l■-I-･PVLPt+

_ ヽ _ _ _ l 二千占-:_:;:

l'､~ む.rけtL..:･工†rL:-.言 J-捨 1=声 ∴一

Ir'i,∴ 上も./L予 . ･十.,i i,..;I.㌧ヨ

rL i､･･‥ ･ L I I,モー

了 ･ . ･ ･･･.･ 耳∴ .:.こて.･･1.

2㌦ :･∴ .(_:,.竃 .∴志 こ .≡
I.チ..一､_I..1..■Jt̀J･

>＼-
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表2-16.4F6B菌株および6E菌株の基質利用性

物質名 4F6B菌株 6E菌株

蟻酸

酢酸

プロピオン酸

酪酸

コハク酸

リンゴ酸

フマル酸

ピルビン酸

乳酸

クエン酸

+

2-オキソグルタル酸 -+

++十十

+:利用した,-:
利用しなかった,
(+):わずかに利用した
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表2-17.DesulfomicrlDbiumsp.7A菌株の基質利用性

物質名 発酵性基質 電子供与体' .共培養での基質利用性''

蟻酸

酢酸

プロピオン酸

酪酸

コハク酸

リンゴ酸

フマル酸

ピルビン酸

乳酸

エタノール

H2+CO2

+

(+)

(+)

+

+
十

十
+

+ ++++十m

基質はH2+C02を除いて終濃度20mMで試験した｡
H2+C02は2atmで試験した｡

★電子受容体として20mM硫酸ナトリウムを添加した｡
*'M
.
formI'cicumFR-3菌株との共培養で利用性を試験した｡

+:利用した,-:
利用しなかった,
(+):わずかに利用した

N
.
D
.:no
tdetermined

表2-18.DesulfomicIlDbI'umsp.7A菌株の電子受容体利用性

電子受容体★ 利用性

硫酸ナ トリウム

亜硫酸ナ トリウム

チオ硫酸ナ トリウム

フマル酸ナ トリウム

硝酸ナ トリウム

DMSO

+
+
+

(+)

(+)

+

電子受容体は終濃度20mMで試験した｡

電子供与体基質 :20mM乳酸ナトリウム

+:利用した,-:利用しなかった,(+):わずかに利用した
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図2-24.4F6B菌株および6E菌株と近縁種の16SrRNA遺伝子配列に基づく系琴樹

()内には配列のアクセッション番号を示した｡各ノード値はブー トストラップ値を示し､スケール

バーは配列座位あた りの塩基置換数を示すoThermoanaeTlDbacter7'um thermosaccharDlyticum

(FJ465165)をアウトグルTプとししたO-
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図2-25.7A菌株と近縁種の16SrRNA遺伝子配列に基づく系統樹

()内には配列のアクセッション番号を示した｡各ノード値はブートストラップ値を示し､.スケール

バーは配列座位あたりの塩基置換数を示すoEscherichiacoil(JO1695)をアウトグループとした｡
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第5飾 考察

1.水田土壌を起源とするプロピオン酸集積培養

表 1こ-1に水素+二酸化炭素または酢酸からのメタン生成反応の理論式と､プロピオン酸

の嫌気的な酸化反応において考えられる理論式を示した(SchinkaSlams,1992;上木勝司､

永井史郎,1993)｡嫌気的環境におけるプロピオン酸は式 1の反応で酢酸､水素､二酸化炭

秦-と分解されると考えられるが､式 1は生化学的標準状態では吸エルゴン反応であり､

本来進行不可能な反応であるも そこで式3の水素+二酸化炭素からのメタン生成反応が共

役して生成物の水素が除去されることで反応全体が発エルゴン的になり､反応の進行が可

能となる (式2)0 Scholtenら(Scholten&Conrad,2000)は､栄養共生プロピオン酸酸化細

菌Syntrophobacterfumaroxlldansと水素利用メタン生成菌Methanospirillumhungateiとの

二種共生培養で､プロピオン酸の消費に伴いメタンと酢酸が生成することを報告している｡

また､Dong ら(Dongetal.,1994)は栄養共生プロピオン酸酸化細菌 Pelotomacu/um

thelmOPrOPionI'cum と水素利用メタン生成菌 MethanothermobbcterthemlOadtotrlDPhicus

strainAHに酢酸利用性メタン生成菌･Methanosaetathermophilaを加えた三種共生培養で

は､酢酸が一時的に蓄積し速やかに消費されることを報告している｡今回の実験において､

集積培養液でわずかに水素と酢酸の蓄積が見られたことから､表 1-1に示した式 1でプ

ロピオン酸の分解が起こったものと思われる｡続いて生成した水素は式3のメタン生成反

応によって除かれ､式2のように反応が進行したと考えられる.さらにImachiら(lmachiet

al.,2000)の報告と同様に酢酸が速やかに消費されたことから､酢酸利用メタン生成菌が培

養液に存在し､式4で酢酸を分解したことが示唆された｡

プロピオン酸酸化経路のもうひとつの可能性として､アクリル酸経路による酸化が考え

られるoSmI'theI/a属菌株はアクリル酸経路によりプロピオン酸を酢酸と酪酸に不均化し､

栄養共生的にβ酸化を行い酢酸-と分解する(deBoketa/.,2001;Liueta/.,1999).しかし

ながら､集積培養液で優占する細菌が Pelotomaculum属に近縁であり､SmitheI/a属が検

出されていないこと､これまでに水田土壌でSmithena属菌株によるプロピオン酸酸化が証

明されていないこと(Krylovaeta/.,1997)から､アクリル酸経路によるプロピオン酸酸化が
起こづている可能性は低いと考えられた｡水素と酢酸がいずれも低い濃度に保たれていた

ことから､集積培養液ではプロピオン酸酸化菌と水素利用メタン生成菌､酢酸利用メタン

生成菌との､プロピオン酸の安定な分解共生系が確立されていたことを明らかにした｡

プロピオン酸集積培養液では､蛍光性の梓菌と非蛍光性の梓菌が混在した細胞の集合塊

(～約 100〟m)が顕微鏡下で観察され､蛍光性の細胞は特有の補酵素F420の蛍光を有す

ることからメタン生成古細菌であると考えられた｡一方米粒型の非蛍光性梓菌 (図 2-2)

はプロピオン酸集積培養液中に常に存在し､かつ蛍光性の梓菌と集合体 (グラニュール)

を形成する頻度が高いことから､プロピオン酸酸化細菌であると推察された｡このような

集合体の形成は嫌気性消化槽 (UASBリアクター)においても報告されており(Schmidta
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Ahring,1995)､栄養共生プロピオン酸酸化において種間水素/蟻酸転移を維持するために

重要であると考えられている(Booneetal.,1989;DeBoketal.,2004a)0,

プロピオン酸集積培養液から得られたクローンtC165-1-1と近縁な細菌株 16SrRNA遺

伝子配列を用いて作成した系統樹 (図2-3)と相同性比較の結果からC165-1-1はプロピ

オン酸酸化菌として知られるPelotomaoulumのクレードの中に位置する種レベルで新規な

細菌であることが示唆された｡

プロピオン酸集積培養液C165-1およびC166-1のDGGE解析では､クローンC-165-1-1

と移動度を等しくするバンドが常に存在しており (図 2-4)､プロピオン酸の消費､メタ

ンの生成に伴いバンド強度が相対的に増加する傾向が観察されたことから (図 2-5)､

Pelotomaculum に近縁な,C165-1-1が集積培養液において優占してプロピオン酸酸化を行

っていると推察された｡

集積培養液中にはPelotomaculumに近縁なバンドの他にもDesulfomicrlDbium属,また

は SpI7ingobacterjaceae科に属するバンドが検出された(図2-4).各バン下の配列と≦ク･ロ

ーンC165-1-1､4F6B-菌株､-4F6E菌株､6E菌株､7A菌株の配列を比較し,さらに集積培

養液の~DGGEバンドと比較した結果､DesuIfQmicrobium 属のバンドは 7A菌株に､

Sphingobacten'aceae科に属するバンドはBactervI'detesbacterium 4F6B菌株に相当する

ことが明らかにされた.(図2-26)0

-集積培養液 C166-1の古細菌特異的プライマーを用いた経時的な DGGE解析において

169菌株やFR-3菌株が検出されなかった.この理由としては､分離に用Vpヽた時点の集積培

養液から移植を繰り返したことで優占する水素資化性メタン生成古細菌の種類が変化して

いた可能性が考えられた｡ 日常の顕微鏡観察においても､移植を繰 り返すごと~に

Methanobacten'um属に類似した形態の細胞に対するMethanospin'IIum SR-20菌株および

Methanosaeta属古細菌に類似した形態の細胞の割合が増加していたことがDGGE解析に

反映されたと考えられる｡また､169菌株およびFR-3菌株はプライマー0348aF-GC/691R

を使用した場合､SR-20菌株と比較して PCR増幅効率が不良であり (データは示してい

ない)､PCR増幅効率の違いにより169菌株および FR-3菌株が検出されなかった可能性

も考えられた｡以上のことから､最終的に集積培養液 C166-1において Methanospin'uum

SR-20菌株がメタン生成古細菌として優占し､栄養共生プロピオン酸酸化細菌の水素消費

パートナーとして､Methanosaeta属古細菌が酢酸の分解者として働いていることが強く示

唆された｡
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図2-26.集積培養液および集積培養液に共存する細菌のDGGE解析

レーン1:プロピオン酸集積培養液C166-1
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2.プロピオン酸集積培養液の水素資化性メタン生成古細菌

水田土壌由来のプロピオン酸集積培養液からメタン生成古細菌 169菌株､FR-3菌株､お

よびSR-20菌株を純粋に分離した｡16SrRNA遺伝子配列の解析結果から､169菌株およ

びFRl3菌株はMethanobactet7'um属菌株､SR-20菌株はMethanospI'n'Ilum属菌株に近縁な

メタン生成古細菌であると考えられた｡

分離菌株のうち169菌株は最初に分離され､かつ 16SrRNA遺伝子配列の他菌株との相

同性から新規性が高いと考えられたため､新種として提唱するために詳細な特徴付けを行

った｡

169菌株の微細構造のうち､斑紋状の構造と機能の関係については明らかではないが､
～,

メタン生成古細菌であるMethin占bacten'umfonmicicumやM.bryantiI'のネガティブ染色に

おいても類似した構造が観察されている(Langenberg9taI･･196,8)oM_fo勲 鱈umは直径
7nmの網目状繊維構造を持ち､緊密なクランプを形成すると撃告されているが､169菌株

では繊維構造は観察されず､rM.formicicumとの差異が示された(Langenbさrget;aI.,1968).
M.subteJ柑neum DSM11074Tは3.6℃でも増殖すると報告されているが､169菌株は4℃

では増殖せず､増殖可能温度範囲に差が観察された｡169菌株の基質利用性試験において､

培養とともにメタン生成と明確な増殖 (培養液の白濁)二か観察されたのは水素+二酸化炭

素だけであった｡169菌株は試験した他の基質を増殖およびメタン生成に利用しなかった

ため､偏性水素資化性であると考えられた｡169菌株は有機物の添加も必要とせず､ビタ

ミンを添加しない培地に移植を繰り返しても増殖したため､独立栄養的に増殖し､増殖に

ビタミンが必須ではないこ変を明らかにしたと理由は明らかではないが20mM蟻酸塩の添

加によりメタン生成が抑制される現象が観察された｡細菌のタンパク質合成を阻害するス

トレプトマイシン､ネオマイシンや細菌細胞壁合成を阻害するバシトラシンにおいてメタ

ン生成が抑制または阻害された原因は明らかではないが､169菌株に対して抑制的または

阻害的な効果を持つという結果が示されたらナリジキシン酸では培養後の pHがいずれも

6.5付近にまで低下していたため､pHの低下によりコントロールより低い値を示した可能

性もあるが､100mgrlから500mg｢1の間で急激な比増殖速度の低下が見られたため､ナ
リジキシン酸の濃度依存的な増殖抑制も起こったと推察される｡ナリジキシン酸は細菌の

ると考えられているが､既知のメタン生成古細菌の分離菌株について感受性を試験した例

はM.subterraneumの1例しかなく(Kote暮nikovaetal.,1998)､ナリジキシン酸がメタン生

成古細菌の生育を阻害するという報告はないO-方で､M.ivanovI'i,M.thelmOautOtrOPhjcum

などのメタン生成古細菌はDNAジャイレースのサブユニット9yrBと相互作用するクーマ

マイシン及びノボビオシンに感受性であり､Methanosarcinabarken'はサブユニットgyrA

と相互作用するシプロフラキサシンに感受性であると報告されており(Sioudeta/_,1988)､

メタン生成古細菌や高度好塩菌においても真正細菌の DNA ジャイレースに類似した酵素
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が存在することが示唆されている｡現在までにメタン生成古細菌がDNAジャイレースを有

しているという直接的な証拠は得られていないが､169菌株がナリジキシン酸により生育

が抑制された理由として DNAジャイレースに類似した酵素を持つ可能性が考えられる｡

M.subtemaneumは500mgrlのナリジキシン酸および100mgrlのストレプトマイシンに
非感受性であると報告されているが(Kotelnikovaefa1,1998)､169菌株は感受性を示した

ため､両菌株の抗生物質に対する応答に差異があることが明らかにされた.16SrRNA遺

伝子配列?相同性検索串よ甲16SrRNA遺伝子配列に基づき作製した系統樹 (図2113)

から､169菌株はM,subterTaneumと系統的に近縁である事が示唆された｡16SrRNA遺

伝子軒列の相同性においては97%未満が別種とす争基準と考えられているが､169菌株は

既和のメタン生成青細菌中標準菌株に対していずれも 97%未満の相同性を声したため､

Mbthanobacten'um属だ属する新瞳であることが示唆された.Meihanobacten'uni属に属す

る偏性水素資化性と考えられている菌株と169菌株とlの16SrRNA遺伝子配列相同性マ ト

リックスを表2-19に示した0169菌株は最大でも95二5%の相同性しか示さず､′表2-19

に示したいずれの菌株とも別種であることが示唆された｡

78



表2-19.169菌株と近縁な偏性水素資化性メタン生成古細菌の16SrRNA遺伝子配列の相同性マ

トリックス

.3....J1-:...M..bryanti1-Str;RiH2 94.5 9年0 1PP+94,7 94.-.4 94.6 97i声 9;9:0.守阜o.

5 M.congo/ensestr.CT 94.0･94二ナ 由4.4-･94.8 ･100 _98.~1-92.‥ラ･:-:91,2.-ぬ12

6 M.cuwumstr.Px1 93.9 94.9 94.6 95.1 99.1 100 92.7 91.6 90.7

7 M.ivanoviistr.OCM140 93.1 93.7 97.5 93.4 92.7 92.7 100 95.8 95.6

8 M.u/I'ginosumstr.Kf1-F1 91.4 92.0 96.0 91.9 91.2 91.6 95.8 100 96.1
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16SrRNA遺伝子配列の相同性検索の結果､169ト菌株は M.formicicum DSMZ1535Tに

96.4%､M.subterraneumDSMllO74Tに96.8%と､別種とする基準の97%未満を下回っ

てはいたが高い相同性を示したため､169菌株が新種であることしを確証するためより詳細

に形態 ･生理 ･生化学的特徴の比較を行った｡

表 2-20に169菌株およびMethanobacten'um属の他種の形態的 ･生理的特徴について

示したoKotelnikovaら(Kotelnikovaetal.,1998)によるとM.subteJ摺neumが0.1-0.15pm

xO.6-1.2pm と細胞長が短く､､繊維状の形態をとらないのに対し､169菌株は0.35-0.5

×1.6-5pmとM.subterraneumに比べて細胞長が長く､繊維状の形態を取ることがあり､

M.subtenlaneumとは異なる特徴を示した.また､グラム染色性はM.subtteraneumが陽

性とされている(KotelnikovaetaI.,1998)のに対し､169菌株はグラム不定であった｡基質

利用性については､M.formicicumとM.subtenlaneumが蟻酸を利用すると報告されている

(Bryant&Boone,1988;Kotefnikovaeta/.,1998)のに対し､169菌株は蟻酸を利用せず､増

殖に水素+二酸化炭素のみを用いる偏性水素資化性であった.また､169菌株はpH6.5か

ら7.0で良好に増殖したが､M.formicicumとM.subterraneumは増殖が不良であると報告

されている(Bryant&Boone,1988;Kote暮nikovaetaI"1998)0M.fom7I'cicum が酢酸塩の添

加により増殖が促進される(Bryant&Boone,1988)のた対し､169菌株は促進されなかった｡

169菌株と系統的に最も近縁であったM.subterraneumは100mgrlのストレプトマイシン

及び500mg｢1ナリジキシン酸に対して非感受性であると報告されており(Kotelnikovaef

aI,,1998)､両菌株の抗生物質に対する応答に差異があることが示唆 された.M.

subterraneumのG+C含量は54.5%であるとされているのに対し､169菌株は39.3moI%

とM.subteI71aneumに対して低い値を示した.形態､生理 ･生化学的特徴における以上の

点についてM.formI'cicumおよびM.subterTaneumと169菌株は明らかに異なっていたこ

とから､169菌株は Methanobacten'um属に属する新種であると考えられた｡169T菌株(≡

DSM22026T=JCM15797T)を基準菌株として新種 MethanobactenTumkanagienseを提案
し､記載した(KitamuraetaLMethanobacterT'umkanagI'ensesp.nov.,ahydrogenotrophic

methanogen,isolatedfromJapanesericefieldsoil.Int.J.Syst.Evol.MicrobI'oI.June2011.

61ニ1246-1252)0

新種Methanobacten'umkanagienseの記載

Methanobacten'umkanagl'ensesp.nov.の記載

Methanobacten'umkanagiense(ka.nalgi.en'se.N.Ln,adj.kanagiensepertainingtoKanagi,

Aomori,Japan,wheretheorganismwasjsolated)

グラム不定を示し､細胞の形態は棒状【1.6-5.0〃m (長さ)×0.35-0.5〝m (直径)】

で､細胞の両末端に繊毛を有する｡高層寒天培地中のコロニーは円盤状でクリーム色のコ

ロニーを形成する｡胞子形成能は確認されない｡15-45℃で増殖し､最適増殖温度は40℃｡
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増殖可能pH範囲は6,5-9.6で-i増殖最適pH範囲は7.5-8.5､増殖可能NaCI濃度範囲は

0-7%(W/V)で､増殖最適NaCl濃度は0.5%.増殖基質として水素+二酸化炭素のみを利用

し､メタンを生成する｡蟻酸､メチルアミン､酢酸､ピルビン酸､メタノールや他のアル

コールは増殖基質として利用しないo増殖にビタミンを必要とせずこ有機物の添加なしに

ミネラル培地で独立栄養的に増殖する｡増殖は酢酸または酵母エキスにより促進されない｡

DNAG+C含量は39.3mol%｡

-基準菌株は169TでありヾJCMとDSMZに､それぞれDSM22026T､JCM 15797Tの寄

託番号で寄託した｡この菌株は水田土壌を起源とする嫌気性のプロゼオン酸酸化集積培養′､､一′

液から分離された｡

81



表
2
-
2
0
.
M
e
th
a
n
o
b
a
c
te
n
'u
m
k
a
n
a
g
I'e
n
s
e
s
p
.
n
o
v
と
他
の
M
e
th
a
n
o
b
a
d
e
n
'u
m
属
菌
種
の
.形
態
的
･
生
理
的
性
質
わ
比
較

M
.
k
a
n
a
g
le
n
S
e

M
.
Fo
m
7icic
u
m

M
.
s
u
b
te
rra
n
e
u
m

M
.
a
lo
a
lt'p
h
I'lu
m

M
.p
a
lu
s
tTe

c
h
a
ra
c
te
ristic

16
9
T

D
S
M
15
3
5
T

D
畠
M
llO
74
T

D
S
M
3
3
8
7
T

･D
S
M
3
10
8
T

M
o
Jp
h
o
/o
g
y
.'_

S
iz
e
(u
m
)

L
o
n
g
ro
d
s

F
ila
m
e
nts

G
ra
m
sta
in
re
s
u
lts

～
F
im
b
ria
e
～

C
a
ta
b
o
/ic
s
u
b
s
tra
te
s
:

H
2/C
0
2

F
o
rm
a
te

G
ro
w
th
re
q
u
lre
m
e
n
tS
:

C
h
e
m
o
a
u
to
tro
p
h
ic

く
A
ce
ta
te
stim
u
la
te
s
g
ro
w
th

C
o
m
p
o
u
n
d
s
s
tim
u
la
tin
g
g
ro
w
th

C
o
n
d
itio
n
s
s
up
p
o
rtin
g
m
o
s
t
ra
p
id
g
ro
w
th
.'

p
H
ra
n
g
e
(o
ptim
u
m
)

T
e
m
p
e
ra
tu
re
ra
n
g
e
.
oC
(o
p
tim
u
m
)

S
a
lin
ity,
M
(o
p
tim
u
m
)

M
o
l%
G
+
C

R
e
fe
re
n
c
e

0
.3
5
-0
.5
×
1
.6
-5

0
.4
-0
.8
×
2
-15

0
.1-0
.15
x
0
.6
-1.2

0
ふ
0
.6
x
2-2
5
ノ

0
.5
x
2
.5-5

v
a
ria
b
le

v
a
ria
b
le

+

Y
E
,P

6
,5
-9
6
(7
.5
-8
.5)

6
.6
-7
.8
(N
D
)

6
5
-9
2
(7
.8
-8
8)
7
0-9
.9
(8
1-9
1)

N
D
(7)

15-4
5
(4
0
)

2
5
15
0
(374
5)

3
6
-4
5
(2
0-4
0)

N
D
(3
7)

2
0-4
5
(3
3
-3
7)

0-1
2
(0
.0
86
)

N
T

0
-1
.4
(0.2
-1
.2
5)

N
D

0-0
.3
(0
2
)

3
9
3

4
1-4
2

5
4
5

5
7

34

T
h
lS
Stu
d
y

1
2

3
4

F
o
r
sy
m
b
o
ls
s
e
e
d
e
fin
itio
n
s
;-,n
e
g
a
tiv
e
;
+
,
P
o
sitiv
e
;Y
E
,
ye
a
st
e
xtra
c
t;
P
,
p
e
pto
n
e
s
.
N
D
,
n
o
t
d
e
te
rm
in
e
d
.
N
ll
n
o
t
te
ste
d

1
,
B
ry
a
n
t
&
B
o
o
n
e
,
19
8
7
;
2
,
K
o
te
tn
ik
o
v
a
e
t
a
1.,
1
9
9
8
;
3
,W
o
ra
k
it
e
t
a
I+
1
9
8
6
;4
,
Z
e
lln
e
r
&
W
in
te
r,
1
9
8
7

8
2



FR-3菌株は形態的特徴､基質利用性からMethanobacten'um屑のメタン生成菌と.近縁で

あることが示唆された016S､rRNA遺伝子配列の相同性が Methanoba.cten'umAformicl'curp

strainMFTに対 して 100%であった結果から､′水素 ･蟻酸資化性メタン生成古細菌

Methanobacten'umformicicumと同種であることが示された.

SR-20菌株は形態的特徴および16SrRNA遺伝子配列解析の結果から､朋ethanospI'nIllum

属に属する水素資化性メタン生成古細菌であると考えられたoSRl20菌株の16Sr如 A遺

伝子配列はMethanospin'NumhungateI'JF-1Tに対して最も高い98.4%の相同性を示し､別

種とする基準値 (97%未満)を上回っていた.しかしMethanospI'n'numhungateiJF-1Tが

メタン生成基質として蟻酸を利用すると報告されているのに対して､SR-20菌株は利用蓮

ず､基質利用性における差異が観察された｡新種であるかどうかの判定にはさらに詳細な

生理 丁生化学的特徴付けや DNA-DNAハイブリダイゼーションなどの検討が必要であると

考えられた｡

3.プロピオン酸酸化細菌

栄養共生プロピオン酸酸化細菌の分離のため､段階希釈､加熱処理､アガ-シェイク法J

増殖因子の添加やモリブデン酸ナトリウムの添加など複数の方法を検討した.しカぅしヤ､ず

れの方法によっても純粋分離に至らなかったことから､集積培養液 IC16611に存在する

pelotomaculum属細菌の分離において本研究で行った方法は効果的でないことが示された｡

4.プロピオン酸集積培養液に共存する細菌

16SrDNA配列に基づいた簡易同定から4F6E株はSynengistaceae科の細菌株であるこ

とが分かっている｡4F6E株の以下の特徴一絶対嫌気性､非胞子形成､グラ′ム染色陰性､樟

菌､増殖に酵母エキスを必要とする､アミノ酸分解性細菌である-はSynergistaceae科細

菌の共通の特徴であり､形態学､生理学的な面からも4F6E株がSyneFgistaceae科に属す

ることが示唆された｡

4F6E株の16SrRNA遺伝子配列のSynengistaceae科の基準種Olypespecies)で奉る

synengistesjonesI'i.ATCC49833T(McSweenyetal.,1993)の16SrRNA遺伝子配列に対する

類似性は 83.6%と､別属であるとする目安95.0%未満(Ludwigeta/.,1998)よりも低い値で

あったoさらに､最近縁種である基準種Aminobacten'umcolombI'enseDSM12261T(Baena

eta1.,1998)の16SrRNA遺伝子配列に対する類似性は89.5%と､別属であるとする目安

95.0%未満よりも低い値であった｡そのため､4F8E株はSynellgistaceae科の新規細菌株

であることが示唆された｡しかし､16SrRNA遺伝子配列に基づいた系統樹 (図2-20)

では､Aminobacten'umcolombienseDSM12261T､Aminobacten'ummobileDSM

12262T(Baenaetal.2000)と高いブー トス トラップ値で支持される共通のクレー ドを形成

し､また､A.colombienseDSM12261TとA.mobI'/eDSM12262Tの16SrRNA遺伝子配列
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の類似性は同属であるにも関わらず91.3%と低い値を示していることから∴ 4F6E株は-

Aminobacten'um属に属する可能性が考えられた｡そこで､表2-20に､ 4F6E株とA.

colombienseDSM12261TとA.mobI'leDS叫12262Tの特徴比較を示したO生理的な性質で

共通していたのはいずれの菌株も同程度のNaCr耐性を示すことのみで､増殖温度範囲､

利用できる基質には差異があった｡'以上のことから4F6E株はAminobacten'um属とは那

属である可能性も否定できない｡A.colombienseとA.mobileはMethanobacten'um

formicicumと共培養することで､単準では利用できないアミノ酸を数種類利用できること

が報告されている (表2-20)(Baenietal.,2000b;BaenaetaI.,1998).そのため､4F6E

株とAminobacten'um属とを明瞭に関係付けるためにはM.formicicumとの共培養でのアミ

ノ酸利用性試験を行う必要がある｡
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表2-20.4F6E株A.polombienseDSM12261TとA.mobileDSM12262Tの特徴比較

A.co/ombiense A_mobl'/e

DSM12261TI DSM12262T2

細胞形態 CuⅣed CuⅣed CuⅣed

細胞サイズ-(pm) 0.8×2.0-2.51 0.2-0.3×3.040 0.3×4.0-5.0
運動性 +

ゲノムDNAの

G+C含量(mol%G+C)

増殖温度範囲 (℃)-

増殖至適温度 (℃)

59.1 46

15-55 20｣42

25-40

増殖 NaCt範囲 (%V/V) 0-1,5

増殖至適 NaCl濃度 (%V/V) 010.5

基質利用性試験 :

ピルビン酸 +

コハク酸

リンゴ酸 +

フマル酸

クエン酸

C(-ケトグルタル酸 +

乳酸

酢酸

プロピオン酸

酪酸

蟻酸

L-セリン +

L-トレオニン

しシステイン +

しアラニン +

しグルタミン酸 +

L-バリン +

しイソロイシン

しプロリン

L-メチオニン

しアスパラギン酸 +

･

ND

+

+

+
√

･
+

√

･
+

.

√

√

l

ND

+

+

+

･
+
I

+
･

+
･

+

l

1

+
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トロイシン

L-フェニルアラニン

L-ヒスチジン +

L-アスパラギン

L-グルタミン

しアルギニン

L-リシン +

グリシン +

しチロシン

し トリプトファン +

★
+

+

1S.Baenaら､(Baenaetal.,19981､ 2S.Baen aら(Baenaeta/.,2000a)のデータを使軌
'はM.foTmicicumとの共培養時のみ利用｡+ :利用した, - :利用しなか った
いずれの菌株もカ ザミノ酸を利用した ｡
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16SrRNA遺伝子配列解析に基づき､4F6B菌株はMucilaginibacterdaejeonensI'Sに､6E

菌株 は Meniscusglaucopis に最 も近縁であることが示唆 された.4F6B 棟 の

MucI'Iaginibacterdaejeonensisに対する16SrRNA遺伝子配列の類似性は 86%､6E菌株

のMenI'scusglaucopI'Sに対する16SrRNA遺伝子配列の類似性は 89.1%と､いずれも別種

であるとする目安の97%未満､別属であるとする目安95.0%未満(Ludwigeta/.,1998)より

も低い値を示したため､4F6B菌株および6E菌株は少なくとも新種であると考えられた｡

7A菌株は､16SrRNA遺伝子配列解析に基づき DesulfomI'crDbiumTnOWegI'cum DSM

1741(SharakGenthneretaI.,1997)に最も近縁であることが示された.Desu/fomicrobI'um

nowegicumDSM1741に対する16SrRNA遺伝子配列の類似性は98.9%であり､別種であ

るとする目安の97%未満を上回っていた(Ludwigetal･,1998)oしかし､.Desu/fomL'cnobiuヮ

nowegI'cumが発酵性基質としてフマル酸､･リンゴ酸を利用するのに対し(SharakGenthner

etal.,1997)､7A菌株はいずれも利用せず (表2-15)､両者の基質利用性に明らかな差異

が観察されたo従って7A菌株がD.nowegicum とは種レベルで異なる可能性も考えられ

たo以後､7A菌株をDesu/fomicrlDbiumsp.7A菌株と表記する.
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5.プロピオン酸酸化系における微生物間の相互作用に関する考察

プロピオン酸集積培養液からは水素資化性メタン生成古細菌として Methanobacten.um

kanagiense169菌株､Methanobacten'um formI'cicum FR-3菌株､ Methanospin'Ilum

hungateiSR-20菌株が分離され､酢酸資化性メタン生成古細菌としてMethanosaeta属菌

株の存在が確認されたO栄泰共生プロピオン酸化細菌と推定されたPelotomaculum属細菌

の純粋分離には至らなかわたが､共存する細菌として DesulfomicrlDbium sp,7A菌株や

Synergistaceaebacterium4F6E菌株､Bacteroidetesbacterium4F6B菌株､Bacteroidetes

bacterium6E菌株が分離されたo

M.kanagiense16g菌株､/M.fom71'cl'cumFR-3菌株こ Methanospin'IJumhungateI'SR-20

菌株は栄養共生プロピオン酸化における水素消費パ -トナーとして､Methanosaeta属菌株

はプロピオン酸の酸化によこり生成ざれる酢酸の消費者として働いていたと推察されるoI

DesulfomI'crDbiumsp.7A菌株は発酵性基質としてピルゼン酸を利用し､,メタン生成菌と

の共生状態では､基質としてリンゴ酸､-フマル酸､上ピルビン酸を利用した (表2-17)oま

た､Synergistaceaebacterium4F6E菌株はピルビン酸､1 リンゴ酸を利用しこBacteroidetes

bacteiiumー4F6B菌株はピルビン酸､BacterDidetesbacterium6E菌株はフ尋ル酸､コハク

酸､-1)ンゴ酸､ピルビン酸を利用した (表2-22)Oこれらの基質はすべてプ七ピオン酸の

嫌気的酸化経路であるメチルマロニルCoA経路における中間代謝物である(Schink,1997)｡

共存している細菌が継代培養を繰り返しても脱落せず､これらの基質を共生状態または発

酵により利用できるという結果は､集積培養液において共存細菌が栄養共生プロピオン酸

酸化により生成される中蘭代謝物を利用して増殖している可能性を示唆した｡

しかし､プロピオン酸酸化の中間代謝物を利用して増殖する微生物の存在を裏付ける直

接的な証拠はなく∴RNA-SlPを用いた研究においてSmithel/a属細菌がプロピオン酸を不

均化して生成した中間代謝物の13C一酪酸をSyntnofohionas属細菌が取り込み増殖した可能

性が言及されたのみである(LuedersetaI.,2004).現在までに Pelotoma'culuin属細菌や

Syntrophobacter属細菌に関しては間接的な証拠も示されておらず､中間代謝物の消費が栄

養共生プロゼオン酸酸化細菌に対して有益に働くかどうかも明らかではない｡

データは示していないがく本研究で用いた集積培養液においては､少なくとも島津有機

酸分析シヌテムによるイオン排除型 HPLC分析の検出酸界(約0二1mM)を越える濃度の酢酸

およびプロピオン酸以外の代謝物は検出されず､プロピオン酸酸化細菌から中間代謝物が

漏出したとしても極めて微量であることが考えられたoしかし､Desulfomicnobiumsp.7A

菌株のDGGE解析におけるバンドの蛍光強度はC165-1-1と同等程度であり (図2-5)､

その存在量は微量な中間代謝物により増殖した結果とは考え難いO従って､プロピオン酸

酸化細菌が生産した中間代謝物のかなりの量を､共存するDesulfomicrobI'umsp.7A菌株な

どが利用し速やかに消費していると推察される｡近年､安定同位体を用いた DNA-SIP と

NMRによるメタボローム解析とDGGE解析の組み合わせにより代謝産物と微生物群の相
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互関係を解析する手法が開発され､実際にグルコース利用性細菌の代謝産物が他の細菌に

利用される代謝産物の動態をモニタリングすることに成功している(Dateet声I.,2010).ま

た､NMRと安定同位体標識を用いることで生きた細菌の代謝産物を解析する手法が開発さ

れ､BJ'hdobaeten'umlongumの産生したアミノ酸を Eschen'chiaeoliQ157が利用する封 ､

う細菌間相互作用が明らかにされている(Nakanishietal.).これらの手法をプロピオン酸酸

化集積培養液に適用することで､プロピオン酸酸化細菌と共存細菌の代謝産物の流れを明

らかにするこ七が可能になると期待される｡

一方で､近年種間電子伝達や中間代謝物を利用する以外の共生関係も自然界に広く存在

することが明らかにされてきている(福井作蔵 ･秦野琢之,2008)｡アミノ酸やビタミンなど

の微量栄養素の相補による微生物間共生も報告されており､例と-してビフィズス菌

Bifl'dobacten'umに対するプロピオン酸菌Propionibacter7'um frleudenreichiI'の培養上清 (増

殖促進活性物質として2-amino-3-carboxyト1,4こr!aphthoquinoneを含む)の添加が増殖を促

進する現象などが挙げられる(Morietal.,1997).近年分離された Syntrophobacter

sulfatireducens(Chen etal.,2005)は､培養 液 中に 共存 Eしていた ･PTDteinI-philum

acetatI'genes(Chen&Dong,2005)の存在下で栄養共生プロピオン酸酸化が促進されたとい

う報告がなされているoDesulfomicrobiumsp.7A菌株やSynergI'staceaebacterium4F6E

菌株､BacteroI'detesbacterium-4F6B菌株､Bacterol'detesbacterium 6Er菌株は R

acetatigenesと系統的な類縁関係は低かぅたが､類似した栄養共生プロピオン酸酸化の促

進効果を有する可能性が考えられる｡これらの菌株がビタミンなどの増殖促進物質を分泌

し､栄養共生細菌の代謝 ･増殖に対して有益に働いている可能性も考えられる｡本研究で

プロピオン酸酸化細菌を純粋分離することができなかった理由の一つとして､共存する細

菌の分泌物がプロピオン酸酸化細菌の増殖に必須であるか､または増殖を促進している可

簡性も否定出来ない.,プpピオン酸酸化細菌と水素消費パー トナ ｣の共生関係に付随する

形で､異存する細菌が増殖基質の供給に対して増殖因子の分喝を行う､共生関係が存在す

ることが示唆された｡

Desulfomicrobiumsp.7A菌株や.Synergistaceaebacterium-4F6EE菌株のような細菌の代

謝がプロピオン酸酸化細菌に与える影響は現時点では不明であるが､実際の水田土壌にお

いてはさらに多様な細菌がプロピオン酸酸化細菌と共存していることは容易に想像される｡

環境中ではプロピオン酸酸化細菌であるPelotomacu/um属細菌と水素資化性メタン生成古

細菌Methanobacten'um属古細菌､ Methanospl'n'llum属古細菌と.の一対-の単純な系では

なく､中間代謝物を利用する複数の細菌が関与しながら栄養共生プロピオン酸酸化が行わ

れていると推察される (図2-28)｡従って栄養共生プロピオン酸酸化に関わる微生物の生

態を明らかにするために､プロピオン酸化細菌とメタン生成古細菌との純粋な共培養に対

するDesu/fomI'crobI'umsp.7A菌株やSyrlergI'staceaebacterium4F6E菌株の添加がプロピ

オン酸酸化に与える影響を評価する必要がある｡
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表2-22.共存菌株におけるプロピオン酸酸化経路に関わる基質の利用性

4F6E 4F6B菌株 6E菌株 7A菌株

物質名 発酵性基質 発酵性基質 発酵性基質 発酵性基質
_共培 養での

基質利用性'

蟻酸

酢酸

プロピオン酸 〉

酪酸

コハク酸

リンゴ酸 ー +

フマル酸

ピルビン酸 + +

十

十

十

+ +

L

l

+

+
+

+:利用した､J :利用しなかった､(+):わずかに利用した. N.T.:nottested

'M.formI'cicumFR-3菌株との共培養で利用性を試験した｡
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