
第 3章 L水田土壌において嫌気的プロピオン酸酸化に関わる栄養共生細菌の計数

第 1節 要約

水田土壌に生息する栄養共生プロピオン酸酸化細菌の経時的計数および優占種の推定を

試みた｡水田土壌は平成 20年4月､6月､7月､8月､11月の5回､落水期と湛水期を含

む時期に採取した｡計数には水素消費パー トナーとして基質利用性の異なる3種類のメタ

ン生成古細菌 (Methanobacten'umkanagl'ense169菌株､Methanobacten'umformicIIcumFR

-3菌株､Methanospin'Num hungateiSR-20菌株)を使用した｡経時的な計数の結果､使

用した菌株の違いによる計数値の著しい差異は観察されなかった｡4月から7月にかけて

計数値は増加 し､最大で約 108cells/g乾土に達した後､･8月以降は減少する傾向が観察され

たoPCR-DGGE 解析により優 占する細菌種の特定を試みた結果､Pelotomaculum､

SyntnPPhobacter､SmI'the/laの細菌が多く検出された.Pe/Otomaculum に近縁な配列は相

同性が97%を超える配列が多くを占め､既知の細菌に近縁な細菌が検出される傾向が観察

された. 6-Proteobacten'aに属する配列は新規性の高い配列が多くを占め､未分離の多様

な細菌が栄養共生プロピオン酸酸化に関与している可能性を示唆した0

PCR-DGGE解析において､水素消費パー トナーがバンドパターンに与える影響を検討し

たが明確な傾向は観察されなかった｡

第 2節 序論

水田土壌においてメタン生成菌との水素/蟻酸の種間転移によって栄養共生的なプロピ

オン酸酸化を行 うプロピオン酸酸化細菌の生態は殆ど明らかにされていない｡栄養共生的

に増殖する Pe/Otomaculum属の細菌を含む Desulfotomaculu〝川 neagelに属する細菌の

RT-PCR解析では､水田土壌には乾燥土壌 1gあたり約 107個の細胞が検出されている

(stubner,20b2)｡水田土壌におけるMPN法を用いた計数はポット栽培の土壌を用いた一例

のみであり (N.KryIova,､R.ConradetaL,1997) ､実際の圃場における計数や経時的な計

数は行われていない｡栄養共生プロピオン酸酸化細菌の培養法を用いた計数には MPN法

が使用されているが､段階希釈により水素/蟻酸消費パー トナーも希釈されるため､特に

高次希釈において栄養共生プロピオン酸酸化細菌の生育が抑制されると推察される｡そこ

であらかじめメタン生成古細菌などの水素/蟻酸消費パー トナーを添加して計数が行われ

る｡栄養共生プロピオン酸酸化では特に蟻酸転移が有利であると考えられている(D.R.

Boone,YLiuetal.,1989)が､~実際に水田土壌中で蟻酸転移が働いているかは明らかではな

く､計数に用いる水素消費パー トナーの蟻酸利用性の影響について詳細な検討は行われて

いない｡

本研究では､水田土壌に生息する栄養共生プロピオン酸酸化細菌の生態に関する知見を
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得るため､MPN法による経時的な計数を行った｡計数には水田土壌由来のメタン生成古細

菌を水素消費パー トナーとして使用し∴水素/蟻酸資化性が計数に及ぼす影響も調べた｡

また PCR-DGGE法を用いて､培養可能な栄養共生プロピオン酸酸化細菌の優占種の推定

を試みた｡L

第 3節 材料と方法

1.培養方法と試料採取

1-1.使用培地および使用菌抹

MPN計数の培養には､上述した方法に従ってミネラル培地を使用し培養 した｡計数には

Methanobacten'umkanagiense169菌株､Methanobacten'umformicicumFR-3菌株､

Methanospin'llumsp.SR-20菌株を水素消費パこ トナーとして使用した.A

1-2.土壌の採取こ前処理と保存､土壌管理と採取日

水田土壌は弘前大学農学生命科学部附属生物共生教育研究センタ十甲水田から平成 20

年4月二6月､7月､8月､11月の5回､落水期と湛水期を含む時期に採取した (図3-1)O

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｡3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幅の目の節を通して粗大な有機物を除き､計数用の試料とした｡土

壌試料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使用ま

で4℃以下で保存した｡

2.土壌の分析 (水分や金炭素､･l全窒素分析)･

2-1.土壌の水分含量の測定

r土壌サンプルは粗大な有機物を除くため 2mm 幅の目の稀にかけたものを使用した｡秤

量ビンに1g程度土壌を加えて正確に重量を測定した後､ふたを開けたまま､̀105℃で､12

時間以上乾燥させた｡デシケータ｣にて30分間放熱した後､秤量ビンのふたを閉めて､重

量を正確に測定した｡再度 2時間乾燥させ､完全に乾燥し重量に変化がないことを確認し

た後､測定結果から水分含量を算出した｡
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4月24日

落水
6月4日

湛水
7月17日 8月6日

落水 弓甚水

申干し開始 中干し終了土壌
菅野 - 5月1日5月22日 7月7日 7月22日

図3-1.平成20年土壌採取日および水管理と土壌管理
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2-2.土壌 pHの測定

土壌 109を50m暮容ビーカーにとり､1NKClを25ml加え､ガラス棒にて撹拝し､室温

に30分以上放置した後､pHメータ- (pHMETERM-ll,HOR旧A)を用いてpHを測定

した｡同様の操作で､溶媒をH20にした場合も測定した｡

2-3.土壌中の全窒素および全炭素の測定

土壌は風乾し､2mmのふるいにかけた後に､メノウ乳鉢で細かく粉砕し水分含量を測定

した. N･C ア ナ ライ ザ ー (AUTOMATJC HlGH SENSmVE N･C-ANALYZER

SUM]GRAPHNC-90A,SUMlKACHEMlCALANALYSlSSERVICE,LTD)で､スタンダー ド

としてアセ トアニリドを約 10mg石英セルに量り取り､全炭素と全窒素を測定した｡土壌

サンプルを同様に約 15mg石英セルに量り取り､全炭素と全窒素を測定した｡

3.MPN法を用いた栄養共生プtiピオン酸酸化細菌の計数

3-1.MPN法の培養方法

計数用に調整した土壌試料を約 1g測り､重量を正確に記録した｡気相を窒素ガスで置換

した9mlの0.03%システイン塩酸塩(pH約7.0)にて土壌試料を107希釈まで段階希釈しこ

土壌試料希釈液とした｡栄養共生プロピオン酸酸化細菌の生育を支持するため､水田土壌

から分離した~3種類のメタン生成古細菌を水素+二酸化炭素を基質として前培養し､水素

消費パー トナーとして使用した｡ただし4月採取土壌試料では水素消費パー トナーとして

169菌株のみを使用した｡土壌試料希釈液は､基質として20mM プロピオン酸ナ トリウム

を含む水素消費パー トナーの培養液 10m暮に対して 1mlずつ接種し36℃､暗所で静置培養

を開始した｡培養はそれぞれ 3連で行った｡

3-2.メタン生成古細菌の種類と前培養

MPN法を用いた計数には169菌株､FR-3菌株､SR-20菌株を水素消費パー トナーとし

て使用した｡各菌株の前培養は､培地にあらかじめ基質 (20mM プロピオン酸ナ トリウム)

を添加した点を除いては第2章に記載した方法に従って行った｡

3-3.TCDガスクロマ トグラフおよび HPLC測定による陽性の判定と計数値の算出

MPNの培養液は､Krylovaら (N.Krylova,R.Conradeta1.,1997)の報告に従い0.05%

以上のメタンの生成､および酢酸の生成を確認することで陽性と判定した｡気相のメタン

はTCDガスクロマ トグラフを用いて測定し､液相の酢酸はHPLCを用いて測定した (表 3

-1)0TCDガスクロマ トグラフを用いた気相の分析は上述した方法に従って行った｡
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表 3-1.HPLC測定条件

高速液体クロマ トグラフ :LC-6ALIQU旧 CHROMATOGRAPH1,2

(島津製作所株式会社)

脱気ユニット:DGU-12DEGASSER (島津製作所株式会社)

検出器 :CDD-10AVPCONDUCTMTYDETECTOR (島津製作所株式会社)

カラムオーブン :CT0-10ACOLUMNOVEN (島津製作所株式会社)

インテグレータ- :C-R6ACHOMATOFAC (島津製作所株式会社)

カラム :Shim-packSCR-101H (300mmX7.9mmi.d)

ガー ドカラム :Shlim-packSCR(H)(50mmX7.8mmi.d)

分離温度 :40℃

流速 :0.8mL/min

移動相 :4mMp-トルエンスルホン酸

<検出条件>

反応液 :4nlMp-トルエンスルホン酸及び 100ELMEDIAを含む 16mMBis-tris水溶液

流速 :0･8m)/mirI

検出 ‥poJarity:+,response:SLow,temperature:43

scale:1×24 〃S/cm (標準状態)
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4.陽性試験管のPCR-DGGE解析

MPN陽性試験管の高次希釈培養液には､培養可能な栄養共生プロピオン酸酸化細菌のう

ち優占種が増殖していると考えられるため､PCR-DGGE解析を行い優占種の推定を行った｡

ただし最高次希釈液はメタン生成､酢酸生成ともに非常に僅かであり､栄養共生細菌の細

胞数も少ないと予想されたことから､最高次希釈培養液の一段階低次の培養液からサンプ

リングを行い､PCR-DGGE解析に供した｡

4-1.DGGEおよび DGGEバンドめ塩基配列の決定

DGGE解析は上述した方法に従って行った｡ただし栄養共生細菌を特異的に検出するた

め､使用するプライマーセットの検討を行っ串｡

4-2.DGGE用プライマ⊥セットゐ検討

既知の栄養共生プロピオン酸酸化細菌であるSyntrophobactPr属やSh7I'theIIa属を含む 6

-pnoteobacten'a に特 異 的 な プ ライ オ ー DSBAC3年f(Scheid & Stubner,2001)､

pelotomaculum属を含むDesulfotomaculLimJlineageけ ブグラスターIhに特兵的なプライ

マーDEM116f/DEMl164r(Stubner&Meuser･2000)(表 3-2)を使用した06-Pnoi.eobacten･a

に特異的なプライマーDSBAC355fには GC クランプを付加 し､DSBAC355f-bC とし七

534rとのプライマーペアでPCR増幅を行った.Desulfotomaculumlineageけ ブクラスタ

ーIhの細菌 16SrRNA遺伝子配列を増幅する場合には､まず DEMll鮒DEMl164rプライ

マーペアでPCR垣幅を行い､MagExtractorTM-PCR&GeIc一eanupヰ ット(東洋紡ライフ

サイエンス)を用いて増幅産物を精製し､続いて精製 DNA約 1ngを鋳型としてユニバー

サルプライマー341トGC/534rでnestedPCRを行った｡
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表 3-2.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㌧3-) 標的 参考文献

341f-GC･t GCc一umpcctacgggaggGagGag

534r attaceg喝 9d9Ct9g

DSBAC355f-GC GCclumpGagtgaggaa廿ttgcgc

DEM116f 9taaCgCgt99aモaaCCt

DEM1164r ccttcctccgttttgtea

全細菌

Syntrophobacter, SmitheI/a

を含む 6-PTlDteObacten'a

Pelotomaculumを含む

Desulfotomaculumlineage1

2を改変

GCclump:cgcecgecgcgcgcggcgggcggggcgggggcaegggggg

1:Muyzeretal..1993,2:D.Sheid,S.stubner,2001,3:S.Stubner,K.Meuser,2000
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第4飾 結果

1.土壌分析

全窒素､全炭素､土壌 pHの測定結果を表 3-3に示した｡土壌の全窒素含量は 10.275%

～11.997%の間で変動した｡落水期の 4月､7月に低下する傾向が観察されたが､年間を

通して大きな変化は見られなかった｡全炭素含量 4.27%～4.46%の間で変動し､6月､7

月にやや増加する傾向を示したが､年間を通して大きな変化は観察されなかった｡C/N比

は0.356-0.431の間で変動し､7月に最大値を示した｡pH(KC暮)､pH(H20)はそれぞれ4.ll

-4.3､4.5-5.36の範囲で変動したが､いずれも4月から6月にかけて上昇し､その後低

下する傾向が観察された｡

2.異なる水素消費パー トナーを用いたMPN計数

計数には水素消費パー トナーとして基質利用性の異なる 3種類のメタン生成古細菌

(Methanobacten.umkanagI'ense169菌株､Methanobacterjumfolml'GI'cuふ FR-3菌株､ ,

MethanospI'n'IJumhungateI'SR-20菌株)を使用したが､経時的な計数の結果､7月SRl20

菌株の計数値を除いて使用した菌株の違いによる計数値に著しい蓑異は観察されなかった｡

4月から7月にかけて計数値は増加し､最大で約 108cells/g乾土に達した後､8月以降は減

少する傾向が観察された.(図3-2)】｡

3.MPN高次希釈培養液のPCR-DGGE解析

3-1.採取時期および水素消費パー トナーごとのDGGE解析一

4､6､7､81月 MPNの陽性試験管めうち最高次希釈では第一段階目の PCRでは増幅が

確認できず､nestedPCRを行うことで初めて PCR増幅が確認されたが､DGGE解析の結

果プロピオン酸酸化細菌に近縁な配列は検出されなかった｡そこでnestedPCRの第一段

階目で増幅の確認された試験管について PCR-DGGE解析を行った｡4月 DGGEでは 169

菌株のみを水素消費パー トナーとして使用したが､3連の試験管の間で類似性は観察され

なかったoDesulfotomaculumlineage暮を標的としたプライマーセットDEM116f/1164rお

よび 6-Proteobacten'aのD占sulfobacten'aceaeを標的としたプライマーDSBAC355fを用い

た場合､全細菌用プライマーによるバンドパターンと比較してより少ないバンドに限定さ

れるか､全細菌プライマーで検出されなかったバンドが検出される傾向が観察された｡6､

7､8月 MPNにおいても同様の傾向が観察された｡

4月､6月 MPNでは比較的多様なバンドパターンを示す傾向が観察された (図3-3-3

-6)のに対し､7月､8月MPNではより単純なバンドパターンが検出された (図3-7-

3-10)O特に7月 MPNのDEM116f/1164rによるバンドは水素消費パー トナーの種類が異

なっても非常に類似したバンドが検出され､8月も同様の傾向が観察された｡DSBAC355f

を用いた場合ではDEMl16f/1164rによるバンドパターンと比較してより数が多く､複雑化
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する傾向を示した｡
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表 3-3.土壌 pH､全窒素､全炭素の測定結果

採取時期 全窒素(%) 全炭素(%) C/N比 pH(KCl) pH(H20)

4月 10.745

6月 11.572

7月 10.275

8月 11.606

11月 11.997

4.291 0,399

4.455 0.385

4.428 0.431

4.297 0,370

4.270 0.356

4.15 5.08

4.30 5.36

4.28 5.05

4.15 4L75

4.11 4.50
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水入れ 田植え 中干し開始 中干し終了

4/12 5/12 6/11 7/11 8/10 9/9 10/9 11/8

+ 1690 FR-3O SR-20* SoifTemperature(oC)
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図3-2.異なる水素消費パー トナーを用いた栄養共生プロピオン酸酸化細菌の経時的計数
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

4月土壌
A B C

A-1

AA:,qI･

8-1 C-1ヽ
B-2も :

B̂_i

C-2ー

A-4-一 一一

A-5ー

4月169-1
A B

無･-一宇

I I

h Bi J

p *

i i

A ~6 ～ BB李 ･･ ' - I-

C-3一,

4月169-2 4月169-3
C A B C A B C

A-7-▲

A･8}≡二三

C-4 .

E烹 烹

I I

BB-_1.:A

C-8→如 ■

A-9･｢■- ■

C-9ー
C-5一一一一 C-10--.I
Cl6-ト.～

C-7rL _

C-11- -.良

C-121_ H■書

図 3-3.4月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン 1-3:4月土壌 DNA､4-6:4月-1(169菌株)

7-9:4月-2 (169菌株)､10-12:4月-3(169菌株)

バンド番号の前とレーンの上に記 したA､B､C は使用 した増幅プライマーの

種類を示している｡Aは全細菌用プライマー341トgc/534｢､

Bは Desulfotomaculum用プライマーDEM116f/1164r､

Cは S-Proteobacteria用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表す｡

図中のバン ドのうち配列決定に成功したものについて以下に示 した｡

バン ド番号 決定した配列名 バン ド番号 決定した配列名

4-169-0312-2 C-4

4-169-0312-3 C-7

4-169-DEM-1 C-8

4-169-DEM-3 C-11

4-169-DEM-4 C-12

4-169-DEM-5

4-169-DSB-1

4-169-DSB-2

4-169-DSB-3

4-169-DSB-4

4-169-DSB-5
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1 2 3

6月土壌
A B C

4 5 6
6月169-1

A B C

~J

B･12ー

C-13ー
C-14ー

BB.:;.3:蛸

告∵司 B-15

卓越凄 IC115汁rpy

A-10一 . I,ir
I■~?･丁

7 8 9

6月169-2
A B C

C-1177 1

B-16ー

C-18一 柳
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図 3-4.6月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン 1-3:6月土壌 DNA､4-6:6月-1(169菌株)､

7-9:6月-2 (169菌株)､10-12:6月-3(169菌株)

バン ド番号の前とレーンの上に記 したA､B､C は使用 した増幅プライマーの

種類を示している｡Aは全細菌用プライマー341f-9C/534r､

Bは Desulfotomaculum用プライマーDEM116f/1164r､

Cは S-Proteobacterla用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表す｡

図中のバンドのうち配列決定に成功したものについて以下に示 した｡

バン ド番号 決定した配列名 バン ド番号 決定した配列名

B-8 4-169lDEM-3 B-15 6-169-DEM-5

B-9 4-169lDEM14 C115 6-169-DSB16

B-13 6-169-DEM147 C-19 61169-DSB-G24

B-14 6-169-DEM-42 C-23 6-169-DSB-18
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図 3-5.6月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン1-3:6月土壌 DNA､4-6:6月-1(FR-3菌株)､

7-9:6月-2 (FR-3菌株)､10-12:6月-3 (FR-3菌株)

バンド番号の前とレーンの上に記したA､B､C は使用 した増幅プライマーの

種類を示している｡Aは全細菌用プライマー341f-gc/534r､BはDesu/fotomaculum

用プライマーDEMl16f/1164r､ Cは S-Proteobacteria用プライマー

DSBAC355fをそれぞれ表す｡

図中のバンドのうち配列決定に成功したものについて以下に示した0

バンド番号 決定した配列名 バンド番号 決定した配列名

B-7 4-169-DEM-1 C-32 6-FR3-DSB -23

B-15 6-169-DEM-5 C-36 6-FR3-DSB-G16

C-7 4-169-DSB-2 C-38 6-FR3-DSB-29

C-30 6-FR3-DSB-30
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図3-6.6月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン1-3:6月土壌 DNA､4-6:6月-1(SR-20菌株)､

7-9:6月-2(SR-20菌株)､10-12:6月-3(SR-20菌株)

バン ド番号の前とレーンの上に記 したA､B､C は使用 した増幅プライマーの

種類を示 している｡Aは全細菌用プライマー341ト9C/534｢､

Bは Desu/fotomaculum用プライマーDEMl16f/1164r､

Cは S-PIlDteObacteria用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表すo

図中のバン ドのうち配列決定に成功したものについて以下に示 した｡

バン ド番号 決定した配列名 バン ド番号 決定した配列名

4-169-DEM-3 C-4 4-169-DSB-1

4-169-DEM-4 C-7 4-169-DSB-2

6-SR20lDEMl47 C-52 6-SR20-DSB-G49

6-SR20-DEM-38 C-56 6-SR20-DSB-49

6-SR20-DEM-42
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図 3-7.7月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン1-3:7月-1(169菌株)､4-6:7月-2 (169菌株)､

7-9:7月-3(169菌株)､10-12:7月-1(FR-3菌株)､

13-15:7月-2(FR-3菌株)､16-18:7月-3(FR-3菌株)

バンド番号の前とレーンの上に記したA､B､C は使用した増幅プライマーの種類を示している｡

Aは全細菌用プライマー341f-gc/534r､ BはDesu/fotomaculum用プライマーDEM116f/1164r､

Cは S-Proteobacten-a用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表す.

図中のバンドのうち配列決定に成功したものについて以下に示した｡

バンド番号 決定した配列名 バンド番号 決定した配列名

Bl26 6lSR20-DEM-42 C-59 7-169-DSB-8

B-32 7-169-DEM-3 C-63 7-169-DSB-12

C-7 4-169-DSB-2
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図3-8.7月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン1-3:7月-1(SR-20菌株)､

4-6:7月-2(SR-20菌株)､

7-9:7月-3(SR-20菌株)

バンド番号の前とレーンの上に記したA､B､C は使用した増幅プライマー

の種類を示している｡Aは全細菌用プライマー341f-gc/534｢､

BはDesulfotomacu/um用プライマーDEMl16f/1164r､

Cは S-Proteobacten'a用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表す｡

図中のバンドのうち配列決定に成功したものについて以下に示した｡

バンド番号 決定した配列名 バンド番号 決定した配列名

B-15 6-169-DEM15 B-32 7-169-DEM-3

B-26 6-SR20-DEM-42 C-59 7-169-DSB-8
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図 3-9.8月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン1-3:8月-1(169菌株)､4-6:8月-2 (169菌株)､

7-9:8月-3(169菌株)､10-12:8月-1(FR-3菌株)､

13-15:8月-2(FR-3菌株)､16-18:8月-3(FR-3菌株)

バンド番号の前とレーンの上に記したA､B､C は使用した増幅プライマーの種類を示している｡

Aは全細菌用プライマー341f-gc/534r､ BはDesu/fotomaculum用プライマーDEMl16f/1164r､

Cは S-Proteobacten'a用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表すO

図中のバンドのうち配列決定に成功したものについて以下に示した｡

バンド番号 決定した配列名 バンド番号 決定した配列名

A-21 4-169-DEM-4 B-33 8-169-DEM-2

B-8 4-169-DEM-3 C-4 4-169-DSB-1
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図3-10.8月 MPN陽性培養液の PCR-DGGE解析

レーン 1-3:8月-1(SR-20菌株)､

4-6:8月-2(SR-20菌株)､

7-9:8月-3(SR-20菌株)

バン ド番号の前とレーンの上に記 したA､B､C は使用 した増幅プライマー

の種類を示 している｡Aは全細菌用プライマー341f-gc/534｢､

Bは Desu/fotomacu/um用プライマーDEM116f/1164r､

Cは S-Proteobacten'a用プライマーDSBAC355fをそれぞれ表す｡

図中のバン ドのうち配列決定に成功 したものについて以下に示 した｡

バン ド番号 決定 した配列名 バン ド番号 決定した配列名

B-7 4-169-DEM-1 B-41 8-SR20-DEM-29
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3-2･MPN･PCR-DGGEで検担された細革 1.6SrRNA遺伝子配列の解析

4月～8月の MPN高次希釈液からPCR-DGGEを行い､得られたバン ドの配列解析を行

ったoDesu/fotomacu/um Iineagelを標的としたプライマーセットDEM116f11164rを用い

た場合､Pelotomaculum に近縁な配列が検出された (表 3-4)oバンド4-169-DEM-1､

4-169-DEM-3は4月､6月､8月に 169菌株､FR-3菌株､SR-20菌株のいずれの菌株に

おいても共通して検出された｡バンド6-169-DEM-5､6-SR20-DEM-42は 6月､7月にい

ずれの菌株でも検出された.バン ド7-169-DEM-3は7月のみ､いずれの菌株でも検出され

たOバンド8-SR20-DEM-29は 8月のみ､SR-20菌株でのみ検出されたoPe/Otomaculum

属に近縁な配列のうち､16SrRNA遺伝子配列の相同性において別種とする基準の97%未

満を下回ったのは8-SR20-DEM-29のみであった｡

6-Proteobacten'aのDesulfobacten'aceaeを標的としたプライマーDSBAC355fを用いた

場合には Syntrophobacter､SmI'theNaに近縁な配列が検出された (表 3-5).検出された

配列 16種類のうち 10種類は 6月にのみ検出されたが､バンド4-169-DSB-2の配列は 4

月､6月､7月にいずれの菌輝でも共通して検出された.また4-169-DSB-1も4月､6月､

8月にいずれの菌株でも共通して検出された｡また､16種類中 12種類の配列は 1種類の

水素消費パー トナーでのみ検出された｡

図 3-11に DEM116Ⅳ1164rで検出された配列に基づく系統樹を示した｡4-169-DEM-1､

4-169-DEM-3､6-169-DEM-5､81SR20-DEM-29はPelotomacu/um に近縁であることが示

され､イタリアの水田土壌から本研究と同じプライマーセットを使用 して得られているク

ローンDesulfotomaculum sp.DEM-KMe98-4(StubneraMeuser,2000)に対しても近縁で

あることが示唆された｡＼MPNニPCR-DGGElこおいてはクローン C165-1-1と同一の配列は

検出されなかった06-SR20-DEM-42ヾ 7-169-DEM-3の配列はPelotomaculum とは系統的

に離れた位置に関係付けられた｡

図 3-12に DSBAC355fで検出された配列に基づく系統樹を示した0DSBAC355fでは

栄養共生プロピオン酸酸化細菌が含まれる Syntnophobacter,rSmI'thellaに近縁な配列が複

数種類観察され､クラスターを形成していた｡また上記二属の他に Geothn'xに近縁な配列

や､6-FR3-DSBl29のような系統的に離れた配列が観察されたム
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表 3-4.DEM116〝1164rを用いたMPN-PCR-DGGEで検出された配列

ノ芸%Fh 配列名 月 パー け 一 一近縁生舶 木P(o:,a

B-7 4-169-DEM-1 4,6,8 MK,MF,MS Pelotomacu/umthem70PrlDP10ry'cum 97･7

B-8 4-169-DEM-3 4,6,8 MK,MF,MS Pe/otomacu/umschI'nkii 99.3

B-15 61169-DEM-5 6,7 MK,MF,MS Pe/otomacu/umschinkl'i 97,2

B-26 6-SR20-DEM-42 6,7 MK,MF,MS CJostt7-dI'umvI'r7'de 96.5

B-32 7-169-DEM-3 7 MK,MF,MS Desulfotomaculumha/ophI'lum 92･7

B-41 8-SR20-DEM-29 8 MS PelotomaculumpTIOPIOnicJ-cum 96･6

MK=M.kanaglenSe169,MF=M.fom7icI'cumFR-3,MS=Methanospin'/Iumsp.SR-20

'シーケンスにより配列決定したバンドと同じ移動度のバンドは同じ配列とし､

検出された月および水素消費パー トナー､最近縁種とその相同性を示した｡
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表3-5.DSBAC355fを用いたMPN-PCR-DGGEで検出された配列

バンド 配列名 月 パー け - 近縁生物名 相同性
番号 (%)

C-8 4-169-DSB -3

C-7 4-169-DSB-2

C-4 411691DSB-1

C-12 4-169-DSB-5

C-15 6-169こDSB -6

C-19 6-169-DSB-G24

C-23 6-169-DSBl18

Cl21 6-169-DSB-9

Cl36 6-FR3-DSB-G16

C-38 6-FR3-DSB-29

C-30 -6-FR3-DSB-30

C-32 6-FR3-DSB-23

C-55 6-SR20-DSら-49

4,6 MK,MS

4,6,7 MK,MF,MS

4,6,8 MK,MF,MS

4 MK

6 MK

6 MK

6 MK,MS

6 MK,

6 MF

6 MF

6 MF

6 MF

6 MS

C-55 6-SR20-DSB-G556 MS

C-51 6-SR20-DSB-G496 MS

C-63 71169lDSB-12 7 MK

C-59 7-169lDSBl8 7 MK

SmHhe/JaprlDPIOnica

SyntrlDPhobacterwolinI'i

SyntTlDPhobactersulfatirleducens

SyntrlDPhobactersulfatirieducens

Graci/I'bacterthermotoler7anS

SyntTlDPhobacterfumarlDXidans

HoIophagafoetida

Smlrtheuaprvp10nlrCa

Gracl'/l'bacterthem70tO/erans

MicTOPruinaDycogenica

SyntrlDPhobacterwo/iniI'

SyntrlDPhobacterwo/inii

SmI'theNapIlDP10nica

Algorimatlnabuyr7'ca

Ho/ophagafoetI'da

SyntrlDPhobacterfumarlDXidans

Geothrixfermentans

96

933

94.1

94.2

94.5

99.2

90.8

94.7

98.4

95.1

96

92.2

95.3

93.4

89.9

95.7

98

MK=M.kanaglenSe169,MF=M.formicicumFR-3,MS=Methanospin'Numsp.SR-20

★シーケンスにより配列決定したバンドと同じ移動度のバンドは同じ配列とし､

検出された月および水素消費パー トナー､最近縁種とその相同性を示した｡

115



Peptococca
cea
e

002

図 3-ll.DEM116〃1164｢を用いた MPN-PCR-DGGE解析で得られた配列の 16SrDNA配列に基

づいた系統樹｡()内には配列のアクセッション番号を示した｡【】内には配列が検出された月､水素

消費パー トナーを示した (n:検出されなかった､ MK:Methanobacten'um kanagJ'ense 169菌株､

MF:Methanobacten'um formI'cI'cum FRl3菌株､ MS:Methanosp/'n'//um SRl20菌株)O例 :【4-6-n-8,

MKイトn]の場合､4月､6月､8月に Methanobacterium kanag/'ense169菌株でのみ検出されたこ

とを示す｡各ノー ド値はブー トス トラップ値(>50)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｡ CIostn-d/'um ce//u/ovorans(X73438)をアウトグループとしたO背景が黄色の配列

は水田由来の配列を示し､背景が青色の配列は本研究で検出された配列を示す｡過去にプライマ

ーペア DEM116〃DEM1164｢により検出された配列は★で示した(StubneraMeuser,2000)0
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図 3-12.DSBAC355fを用いたMPN-PCR-DGGE解析で得られた配列の 16SrDNA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｡【】内には配列が検出された月､水素消

費パー トナーを示した (図4-10を参照)｡各ノー ド値はブー トストラップ値(>50)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｡∈■.co″(｣01695)をアウトグループとした｡背景

が黄色の配列は水田由来の配列を示し､背景が赤色の配列は本研究で検出された配列を示す｡

過去にDSBAC355fにより検出された配列は★で示した(Scheid&Stubner,2001)O

117



第 5飾 考察

1MPN計数において､計数値は4月から7月にかけて上昇し､その後下降する傾向が観察

された (図 3-1)O水田土壌において水素消費パー トナーとLなりうる水素/蟻酸資化性メ

タン生成古細菌の生菌数は土壌ごとに異なるが､培養法においては102-1Jo7cells/gdrysoil

の範囲で検貯されている(Asakawa&Hayano,1995;Asakawaetal.,1998;Grosskop-fetal"

ことが報告されている(Asakawa& Hayano,1ノ995;Schtzefal.,1989)｡しかし､近年

Watanabeら(Watanabeeta/.,2009)がMPN-PCRにより土壌中のmcrA遺伝子の数および

転写産物の数を計数したところ遺伝子数は年間を通して変動しないが､mcIA遺伝子数あた

りの転写産物数の比および潜在的メタン生成活性は7月から9月にかけ上昇し､その後下

降することを明らかにしているoメタン生成活性の変動はプロピオン酸酸化細菌の生育に

も影響すると考えられるため､プロピオン酸酸化細菌の計数とメタン生成古細菌の活性を

関連付けて調べることが､水田においてプロピオン酸酸化に関わる細菌及び古細菌の生態

を明らかにするために必要である｡

169菌株およびFR-3菌株の計数値は-7月 17日の落水期の土壌において最も高い値が得

られた｡今回計数したプロピオン酸酸化細菌は嫌気性細菌を対象としており､ 田面水が無

くなる落水期の土壌が酸化的になることを考慮すると､計数値は低下する･と予想されたが

実際には増加 していたOこの原因としては､採取場所が透水性の不良な湿田であるため落

水開始 (7月 7日)'から土壌採取の時点までに十分に乾燥せず､土壌の嫌気状態が保たれ

ていた可能性が考えられる｡

､7･月のSR-20菌株によ~る計数値を除いては､偏性水素資化性の 169菌株の計数値と比較

して水素/蟻酸資化性の FR-3菌株および水素資化性の SR-20菌株の計数値が 101～102の

オーダ⊥で高くなる傾向が観察された (図 3-2)よこの結果は水素消費パー トナーの蟻酸

利用性が計数値に影響する可能性を示唆しており､栄養共生プロピオン酸酸化に蟻酸転移

が重要である(deBoketaI.,2002)という報告に沿っていた0

6-ProteobacteT7'aおよびDesulfotomaculumlineageJに特異的なPCRプライマーを用い

た PCR-DGGE解析によって1高次希釈のMPN陽性培養液にはすべて､共生的プロピオン

酸酸化細菌PelotomaculumおよびSyntrophobacterに系統的に近縁な細菌が増殖している

ことが示されこ弘前大学附属生物共生教育研究センター金木農場水田土壌には培養可能な

プロピオン酸化細菌としてPelotomaculum属およびSyntrophobader属が優占しているこ

とが明らかにならた (表 3⊥4､,5)0 Pelotomatu/um属に近縁な配列は8-SR20-DEM-29を

除きいずれの水素消費パー トナーを用いた MPNにおいても検出され､Pelotomaculum属

細菌が水素消費パー辛ナ-の蟻酸利用性に関わらず増殖することが示唆された (表 3-4).

また､4-169-DEM-3､ 6-169-DEM-5､ 8-SR20-DEM-29はそれぞれ絶対共生菌と報告され

ているPeJotomatulumschinkii(16StRNA遺伝子配列相同性 99.3%､97.2%)(deBoketa/.,
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2005)､またはPelotomaculumprDPionicicum (96.6%)(Imachieta/.,2007)に近縁である

ことが示された｡6-SR20-DEMA2､はClostn'diumvirjde(96.5%)(BuckeIetaI.,1994)に近

縁であったが､C/Ostn'dium vjn'deは5-アミノ吉草酸などを利用して増殖し､発酵産物とし

てアンモニア､酢酸､プロピオン酸､酪酸､吉草酸を生成すると報告されて奉り､-プロピ

オ ン酸酸化 に関与 してiい る可能性 は低い と考 え られたO一方 7-169-DEM-3 は

DesuIfotomaculumhalophlrlum(92.7%)(Tardy-Jacquenodetal"1998)に近縁であったが､

D.halophilumは硫酸塩の存在下で､I.ピルビン酸やリンゴ酸を硫酸還元基質および発酵基質

として利用するが､プロピオン酸はいずれの基質としても利用しない｡従って､一プロピオ

ン酸の嫌気的酸化経路であるメチルマロニル CoA経路 (図1)で中間代謝物として生成さ

れるリンゴ酸､ピルビン酸を利用して増殖した結果7-169-DEM-3が検出された可能性が考

えられたoまた､最も近縁であるD.halophI'/umに対しても16SrRNA遺伝子配列の相同性

が92.7%と､同属と判断する基準の95%をも下回っていたことから､未知の代謝能を有し

ている可能性も否定出来ない｡いずれにせよ､MPN高次希釈液で検出されたことから水田

土壌に相当数生息していることが推察されるため､水田土壌の生態系に関する基礎的な知

見を琴める意味でも､Pe/otbmacu/um属細菌のみならず71169-DEM-3のような新規性の高

い細菌の分離および生理 ･生化学的性質の解析は重要であると考えられる｡

本研究でDSBAC355トをプライマーとして用いた場合､MPN陽性の高次希釈培養液から

はSyntrDPhobaetpr,i-Smithellaが主に検出され､栄養共生プロピオン酸酸化細菌の検出に

成功したことが示唆されたoScheidandStubner"(2001)は土壌および水稲根から抽出した

DNA を鋳型として DSBAC355fを用いて PCR､クローニング､T-RFLP解析を行い､

DesulfobaeteT7'aceaeに属する配列を検出しているが､6LSR20-DSB-G55を除いては本研究

で検出した配列との系統的な類縁関係は低いことが示唆された (図3-12)oこの理由とし

ては､直接土壌 DNAを採取する方法に対して集積培養を経たことで目的とするプロピオン

酸酸化栄養共生細菌を効率よく検出することに成功したと考えられる0~

ただし､この実験においては MPN を経ることで培養条件に適した細菌のみが増殖し､

検出されていると考えられるため､実際に環境別 こ生息する菌数あるいは微生物種の数に

対して少なく見積もられていることを考慮に入れて結果を解釈する必要がある｡-

Syr7trlDPhobacterに近縁な配列は､4､6､7,月に検出された 41169-DSB-2と､4､6､8

月に検出された4-169-DSB-1を除いては 169菌株､FR-3菌株､SR-2q菌株のうち1種類

の水素消費パー トナーでしか検出されず､また_4月､-6月､7月それぞれの月にのみ検出

された配列も存在した (表 3-5)04-169-DSB-1および4-169-DSB-2は4月から計数値が

上昇する 7､8月にかけて継続して､かつ 3･種類の水素消費パー トナー全てにおいて検出

されたことから､水田土壌において安定に存在し､プロピオン酸の代謝に関与しているこ

とが示唆された｡対照的に4月のみ､6月のみ､7月のみ､169菌株､FR-3ー菌株､SR-20

菌株のうち 1種類の水素消費パー トナーでのみ検出された配列は採取時期の影響や水素消
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費パー トナーの種類の影響を受けたことが示唆された｡採取時期の違いによる影響要因と

しては､地温､水管理 (落水､湛水)､pH､栽培中の水稲による影響などが考えられる｡

落水期の4月に検出された配列は4種類 (4-169-DSB-1,2,3,5)と少なく､湛水していた

6月には13種類と増加した.その後中干JLで落水された7月には3種類､8月には1種類

と劇的に減少した｡ただし7月､8月 DGGEではDSBAC355fによるバンドが全体的に薄

く､ダイレクトシーケンスによる配列決定が困難なバンドがあり､実際には配列決定した

他にもより多くのバンドが存在した｡そのため､より正確なデータを得るためには上記の

バンドをクローン解析などによーり配列決定する必要がある｡しかし､現時点では湛水期の

6月にSyntrDPhobacterに近縁な細菌が増加し､7月の落水期以後は微生物種の構成が単純

化したか､DSBAC355fで検出可能な生菌数が減少した可能性が示唆されたo

MPN-PCR-DGGEに対する水素消費パー トナーの影響要因としては基質利用性､特に蟻

酸の利用性や､運動性の有無な どが考 えられ る｡今回検出された配列の うち､

Pelotomaculumに近縁な配列の多くが3種類の水素消費パー トナーいずれにおいても検出

されたのに対し､SyntrlDPhobacterに近縁な配列は 7種類のうち 3種類 (4-169-DSB-5,

6-169-DSB-G24,71169-DSB-8)が 169菌株のみ､2種類 (6-FR3-DSB-23,30)がFR-3菌

株のみで検出された去また､SmI'theuaに近縁な配列はFR-3菌株では検出されず､水素消

費パー トナーが異なることで増殖 ･集積される細菌が異なる可能性が示唆された｡この差

異が計数値に与える影響は明らかではないが､見かけ上は計数値が類似していたとしても

その内訳が異なることも起こり得ることが示唆された｡従って単一種の水素消費パー トナ

ーのみを用いて計数した結果には偏りまたは不足が生じている可能性がある｡

16SrRNA遺伝子を標的とした分子的手法により圃場のメタン生成古細菌群の群集構造

が安定しており､通年で変動しないことが示されているが(K佃geretaI"2005;Watanabeet

aJ.,2006)､Watanabeら(WatanabeefaJ.,2009)により水田の湛水期と落水期で活性のある

メタン生成古細菌群集が変化することが明らかにされたことから､水素消費パー トナーの

種類の変化という点からも水管理が栄養共生プロピオン酸化細菌に影響を与える可能性が

考えられた｡また､SyntrlDPhobacterおよびSml'theIIaに近縁な配列は新規性の高い配列が

多く(表3-5)､水田土壌において未培養の栄養共生プロピオン酸酸化細菌が多数生息し､

働いていると推察されたO

水田における栄養共生プロピオン酸酸化を理解する上で､プロピオン酸代謝に関わる細

菌の分離および生理･生化学的性質の解析は言うまでもなく重要である｡MPN-PCR-DGGE

において､Pelotomaculum属細菌､SynttlDPhobacter属細菌､Smithella属細菌が優占的に

検出されたことは以前イタリアの水田土壌を用いて行われた RNA-SIPに基づく研究の結

果と符合しており(Luedersetal.,2004)､上記 3属の細菌が水田土壌における嫌気的プロピ

オン酸代謝において重要な役割を担っていることを示唆した｡また､異なる地域の水田土

壌において嫌気的プロピオン酸酸化に関与する微生物が共通して検出されたことも非常に
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興味深い｡これら3属に近縁な配列の中には新規性の高い配列も多く存在しており､複数

種類の水素消費パー トナーを用いた MPN法が新規性の高い栄養共生細菌の分離において

も有効に働く可能性が示された｡今後検出された配列に相当する細菌の分離､特徴付けを

行う.ことで∴水田において実際にプロピオン酸酸化に関わる微生物群の生態や機能につい

てより詳細に推測することが可能になると考えられる｡

121



第 5章 組合考秦

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､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が

(Conradetal.,1989)､現在までに分離された栄養共生プロピオン酸酸化細菌は5属9種と

少ない(Boone&Bryant,1980a;ChenetaI.,2005;deBoketal.,2005;Harmsenetal.,

1998a;Jmachiet_aI.,2000;Liuetal.,1､999;Pluggeetal.,2002;WaHrabTensteinetaI.,1995)o

Pelotomacu/um属細菌を含む Desulfotomaculum lineageサブクラスターIhに属する細

菌の 16SrRNA遺伝子配列は､水田を含むメタン生成的環境において広く＼検出されており､

(ImachjBtal.,2006)水田土壌のRT-PCR解析では乾燥土壌 1gあたり約 107個の細胞が検出

されている(Stubner,2002)｡また､イ タリアの水田土壌において Syntrophobacter属､

SmI'theIIa属､PeIotomacu/um属の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)｡しかし､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､

地域によや更に異なる栄養共生細菌が関与するのかは明らかにされていない.そのため､

湛水された水田土壌において､嫌気的有機物分解の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｡プロピオン酸酸化細菌の生態を解明す

るためには､r純粋な培養物を得て生理生化学的な解析を進めることが重要である｡

さらに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(Krylovaeta/.,1997)､実際の

圃場で､また経時的に計数を行った例はなく､優占種の推定もなされていない｡･

本研究では､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もて､栄養共生プロピオン酸

酸化に関わるノ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った.,

栄養共生プロピオン酸酸化に関わる細菌および古細菌を純粋分離し､その生理 ･生化学的

性質を詳細に特徴付けすることで､実際の水田土壌におけるそれら細菌の機能および働き

を推察し､嫌気的プロピオン酸化からのメタン生成に関する微生物の生態について考察し

た｡また､水田土壌に生息する栄養共生プロピオン酸酸化細菌の生態に関する知見を得る

ため､MPN-PCR-DGGE法による経時的な計数および優占種の推定を行った｡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ピ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､弘前大学附属金木農場の水艶土壌を接種源とし､プロビオシ酸を基質とし

て安定なプロピオン酸酸化系を確立し､解析を行った｡PCR-DGGE解析により､集積培養

液にはプロピオン酸酸化細菌 と推定 され る Pe/Otomaculum 属細菌 と､その他の

DesulfomicrlDbium属細菌､-メSphingobacten'aceae､科に属する細菌の3種類の細菌が優占し
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てい ることが示唆 されたO古細菌の DGGE 解析では､MethanospI'n'uum お よび

Methanosaetaが優占していたb 集積培養液から169菌株､FR-3菌株､SR-20菌株の3種

類のメタン生成古細菌を分離したが､このうち 169菌株は系統学的に新規な水素資化性メ

タン生成古細菌であると考えられたため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

を示した.FR-3菌株､SR-20菌株はそれぞれ Methanobacten'umfolmicI'cumstrainMFTに

対して 100%､Methanospin'IIumhungate/'JF-1Tに98.4%の相同性を示したol169菌株は形

態的特徴､基質利用性､抗生物質に対する応答､G+C含量において Methanobacten-um

subteJ柑neum PSM llO74Tと異なるため､Methanobacten-um属に属する新種と考えられ

た.169菌株を新種 Methanobacteriumkanagl'ense として提案し､記載したO

､また､プロピオン酸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た｡段

階希釈､加熱処理､アガ-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

など複数の方法を検討したが､汚染細胞は脱落しなかった｡PCR-DGGE解析では加熱処理

や添加物 によ り新たなバン ドが複数検 出され､集積培養液 C166-十 に存在す る

Pelotomaculum属細菌を純粋化することはできなかったが､集積培養液 C16611に共存す

る細菌 BacterDidetesbacterium 4F6B 菌株､,SynengistaceaebacteriuJm 4F6E菌株､

BacteroI'detesbacterium6E菌株､▲Desulfomicrobl'umsp.77A菌株を純粋分離し､4F6E菌株

について詳細な特徴付けを行った016S rRNA 遺伝子配列解析に基づき､･4F6B菌株は

MucI'/aginI'bac始rdaejeonensI'S(86%)､ 4F6E菌株は･Aminobacterjum colombienseDSM

12261T(89.5%)､-6E菌株はMeniscusg/aucopisstrainATCC29398(89.1%)､ 7A菌株は

Desu/fomicrobium nowegicum'strainDSM-1741(98.9%)にそれぞれ最も近縁であった0

4F6E菌株はSynelgl'staceae科の新規細菌株であることが示され､新属を形成する可能性

も示唆された04F6E株とAmihobaeteilum属とを明瞭に関係付けるためにはM.formicI'cum

との共培養でのアミノ酸利用性試験を行う必要があると考えられた｡

第 3章では､水田土壌に生息する栄養共生プロピオン酸酸化細菌の経時的計数および優

占種の推定を試みたO水素消費パ- トナーの差異が与える影響を検討するため､,計数には

基質利用性の異なる3種類のメタン生成古細菌(Methanobacten'umJkanagI'ensb169菌株､

Methanobacter7'umformicicum FR-3菌株､Methanospin'uumhungateiSR-20菌株)を使

用した｡'経時的な計数の結果､使用した菌株の違いによる計数値の著しい差異は観察され

なかった｡4月から7月にかけて計数値は増加 し､最大で約 108cells/g乾土に達した後､8

月以降は減少する傾向が観察された｡PCR-DGGE解析により優占する細菌種の特定を試み

た結果､PelotomacuIum属､Syntrophobacter属､Smitheua属に属する細菌が多く検出さ

れたoPe/Otomaculum属に近縁な配列は相同性が97%を超える配列が多くを占め､既知の

細菌に近縁な細菌が検出される傾向が観察された0 6-伽 teobacten'aに属する配列は新規
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性の高い配列が多くを占め､未分離の多様な細菌が栄養共生プロピオン酸酸化に関与して

いる可能性を示唆した.PCR-DGGE解析において､水素消費パーートナーがバンドパターン

に与える影響を検討したが明確な傾向は観察されなかった｡

1集積培養液C165-1では形態的にMethanobacten'um属に類似したメタン生成古細菌が優

占しており､･実際た 169菌株や FR-3菌株のような Methanobacten'um属に属する株が分

離された.最初に分離された 169菌株は集積培養液におい七優占していたと考えられたが､

蟻酸利用性を欠く偏性水素資化性の菌株であった｡また､集積培養液 C166-1において移

植を繰り返すごとに SR-20菌株が優占してきたが､SR-20菌株も蟻酸を利用しなかぅた｡

栄養共生プロピオン酸酸化において種間水素転移に加えて種間蟻酸転移が重要であるとい

う証拠が複数報告されている(Bodne~etaI"1989;d占BoketaI.,2002;deBoketal.,2004b)

にも関わらず､･実際に水田由来の集積培養液からは蟻酸利用性を持たないメタン生成古細

菌が分離され､水素消費パー トナーとして働くことが示されたoち既知の栄養共生プロピオ

ン酸酸化細菌において､中温性のPe/Otomaculum属､SyntrlDPhobac由r属､SmI'theIJa属の

細菌はいずれもMethanospin'llum属のメタン生成菌を水素消費パー トナーとして利用し､

分離に成功している｡SR-20菌株はMethanospin'Ilumhungateiと異なり蟻酸を利用しない

ことが示されたが､Methanobacten-um属に無い運動性を有している.本研究において集積

培養液の移植を繰り返すことによりMethanospL'n']/umtsp.SR-2白菌株が優占する傾向が観

察されたことは､プロピオン酸酸化細菌の栄養共生的培養において MethanospiniIJum属メ

タン生成菌の運動性が優位に働く可能性を示唆している｡また､､MPN-PCR-DGGEにおい

て水素消費パ- -トナー として MethanospinrIJum sp.SRl20菌株 を使用 した場合､

SyntrlOPhobacter属だけではなく㌧SmI'thella属に近縁な新規性の高い (16SrRNA遺伝子配

列の相同性が94.7,-96%)′,配列も多く検出されたことから､未培養の栄養共生プロピオン

酸化細菌の分離に有効である可能性も示唆された｡

分離された.これらの菌株はいずれも0.1%酵母エキス+リンゴ酸を基質として分離され､,

4F6E菌株については詳細な特徴付けを行った04F6E菌株は Synergistaeeae科に属し､

AminLobacten'um属細菌に近縁であった.集積培養液の DGGE解析において主要なバンド

ではなからたが､基質利用性どしてプロピオン酸酸化経路の中間代謝物であるピルビン酸､

リンゴ酸を利用可能であることが示された.､また､.7A菌株は集積培養液において主要なバ

ンドの一つであるDesu胎mt'crDbium 属細菌に相当する細菌であることが確認された07A

菌株は発酵性基質どしゃピルビン酸､,-電子供与体としてピルビン酸､リンゴ酸､フマル酸

を利用した04F6B菌株は基質と心電ピルビン酸を116E菌株はリンゴ酸､フマル酸､コハ

ク酸､ピルビン酸を利用凍るこせが示された.これらの集積培養液に共存している細菌は

いずれも嫌気的プロピオン酸酸化経路であるメチルマロニル CoA経路の中間代謝物の利

用性を有することが示さ寓だO'/･プ ロ悪オン酸酸化の中間代謝物を消費または除去すること
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が栄養共生細菌のエネルギー産生に対して有益であるかは明らかではないが､･今回分離さ

れた4種類の細菌が栄養共生プロピオン酸酸化の中間代謝物､もしくは2次的な代謝産物

を利用して集積培養液中に共存している可能性は否定出来ない.また､SyntrlDPhobacter

sulfatireducenSに対して ProteinI'phLI/um acetatigenesが栄養共生プロピオン酸酸化を促進

したように(Chen&Dong,2005)､-4F6E菌株､4F6B菌株､.6E菌株､7A菌株がビタミン

などの未知の物質を分泌し､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｡この場合､栄養共生プロピオン酸酸化細菌と共存している細菌はゆるい共

生関係にあるとも言えようO･この仮定が正しいならば､栄養共生プロピオン酸酸化細菌の

分離を試みた際に､コロニー形成が難しいことや増殖が遅くなる現象は､ゆるい共生関係

にある細菌が脱落することにより栄養共生細菌の増殖が抑制されることが影響している可

能性も考えられる｡共存する細菌の分泌物がプロピオン酸酸化細菌の分離に必要であるな

らば､集積培養凍または共存する細菌の純粋培養液を採取し､オー トクレーブやフィルタ

一波過により滅菌した上清を滞地をこ添加･し､分離操作を行 うことでコロニー形成が促進さ

れる可能性が考えられる｡

また､プロピオン酸酸化細菌のコロニーやミ形成されない理由の一つとして考えられるの

は水素消費パー トナーとして使用しているメタン生成古細菌と接触する確率が低いことが

考えられる｡プロピオン酸酸化細菌は水素消費パー トナーと距離が近いほど種間水素転移

に有利に働くことが知られているが､そのために両者が近接するこ'とが必要になる(lshiief

aI.,2005J)O分離操作に用いるメタン生成古細菌の密度が低い場合､プロピオン酸酸化細菌

との平均的な距離が大きくな り種間水素転移が起こりにくくな_ることは容易に想像される.

PelotomaouIu177thermopropI'onicumは運動性を持たないが鞭毛を有しており､｡鞭毛を介し

て水素消費パー トナーと連結､接近することが報告されている(lshiietal.,2005).またミ

近年fuhermoprlDPiont'cumの全ゲノム配列が解読され､鞭毛先端に存在する.FliDダンパク

質が水素消費パ｢ トナーであるMethanothem70bacterthermautotrlDPhicusのメタン生成に

関わる酵素の転写活性を発現上昇させることが示されている(ShirTIOyarTiaetal.,2009).プ

ロピオン酸集積培養液に存在するC165,1-1もPelotomaculum属菌株に近縁であることが

示されたことから､P thelmOPrOPionieumの鞭毛と類似した構造を有している､可能性が考

えられるO･鞭毛の有無はt電子顕微鏡などにより確認する必要があるが､もし C165-1-1も

鞭毛を有して,いるならば､P themoprDPionI'cum と同様にメタン生成菌との相互作用が働

く可能性があると考えられるO液体培養においてFuhem70PrOPionlbumの鞭毛は比較的自

由に動くことができると考えられるが､アガ-シェイクのような高層寒天培地に混合され

た場合は固化材によりある程度固定され､鞭毛がM.thermautotTIOPhicus,t接触する機会が

著しく減少することが容易に想像される｡同様に､C165-1-1も水素消費パー トナーと接触

する機会が減少し､液体培養と比較して増殖が抑制されるのではないだろうか｡

本研究で明らかにしたことを総合すると､水田土壌において優占する培養可能な栄養共
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生プロピオン酸化細菌は Pelotomaculum､SyntrDPhobacter,Smithe//aで､それらは水素

消費パー トナーとして添加したメタン生成古細菌の種類によりある程度選択されている可

能性が示唆された｡実際に､蟻酸利用生を欠くMethanobrleVJ'bacterarlbon'phI'IusDSM1125
1

との共培養やは Syntrophobacterfumanoxt'dansは増殖しなかったと報告されている(Dong

etaI.,1994)｡また､その場合も蟻酸利用性を持つ細菌を添加することでプロピオン酸酸化

が起こった(Don9efaJ.,1994)ことから､水素消費パー トナーの基質利用性がプロピオン酸

酸化細菌との相性に大きく影響していると考えられる｡

Pelotomaculum は既知の細菌と同種レベルの配列が多く､それに対して SyntTlDPhobacter

は新規性の高い配列が多かった｡IPelotomLacu/um はいずれの時期 も検出されたが

Syntrophobacterは4月および 6月に多く､多様な配列が検出された.これらのことから､

Desu/ibtomaculumeJusterlhに属するPelotomacijlumに近縁な細菌が水田土壌に常に一定

数存在しているが､SyntrDPhobacter,SmI'tf7eI/aは時期により菌数や種類が変動している

可酸性が考えられる.SyntrDPhobqcter,SmitheIIaの変動には稲の成長による有機物の供

給や地温の変化､さらには土壌の酸化還元電位を劇的に変動させる中干しなどが影響して

いるかもしれないPPelotomaculun7層細菌は胞子形成することが知られており(deBoket

a/.,2005;lmachietaI.,2002b;Jmachiet叙,2007)､酸素や乾燥への耐性が強いと考えられ

るため中干しを経ても生菌数を維持していた可能性が考えられた｡

水田土壌において(､水稲根の周囲は根の分解や渉出物として有機物が供給され､さらに

根からの酸素の流出により硫黄の酸化が起こり､硫酸塩が供給される(Chenefal,2007;

Liesacketbl.,2000;wind&Conrad,1995)O-硫酸遼元能を持つプロピオン酸酸化細菌はこ

の硫酸塩を利用して増殖することができると考えられ､実際に水田土壌における栄養共生

プロピオン酸酸化細菌と硫酸還元プロピオン酸酸化細菌の 叩PN法を用いた計数では同じ

オーダーで (1071cells/g乾土)検出されている(Krylovaetal.,1997).一方 Pelotomaculum

を含むDesulfotomaculumc一usterIhに属する細菌もRT-PCR解析法により107ceHs/g乾土

のオーダーで検出されており(Stubner,2002)､水田土壌には硫酸還元能をもつプロピオン

酸酸化細菌と栄養共生プロゼオン酸酸化細菌が同程度存在しておりr､土壌の酸化還元電位

や基質の供給､水素消費パー寸ナ-の活性や硫酸塩の濃度など､水田土壌中の環境条件に

合わせて優占する細菌が変動すると推察された｡

第2章の集積鹿養液だけでなく､第 3章のMPN-PeR-DGGEにおいても､プロピオン酸

酸化に直接関与していないと考えられる細菌が多数検出されており､Pelotomaculumのみ

ならずSyntnophobacterやSmithellaといった栄養共生プロピオン酸酸化細革が共存する細

菌と中間代謝物をやり取りしている可能性が季唆された｡本研究の示した韓果から､r水田

土壌において栄養共生プロピオン酸酸化系に関わる微生物が､従来想定されていたような

プロピオン酸酸化細菌と水素消費パー トナーとの単純な相互関係に留まらない､より複雑

な系によりプロピオン酸を分解していることが推察された｡
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