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 自然界､ならびに様々な人工的環境において、ある種の微生物が単独で存在していることは

ほとんどなく､他の微生物と様々な相互作用を及ぼしあいながら共存していると考えられて

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

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

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

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

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

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

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

態系）を構築し、その解析をおこなった。 

 本研究では、堆肥を微生物源として集積培養を繰り返すことにより構築された､50℃、好気

条件下、静置培養で稲わら、紙などの様々なセルロース物質を効率よく分解することができ

る微生物群集（original microflora）を実験に用いた。original microfloraは継代培養に対する安

定性を有しており、20回以上に渡る継代培養後もその機能（高効率セルロース分解）と構造

（検出される微生物種）に変化はみられなかった。original microfloraの PCR-DGGE解析では、

好気性、嫌気性の細菌が安定に共存していることが示されていた。本研究では、この original 

microfloraから分離した細菌をもとに、セルロース分解能を有する安定な混合培養系（人工生



態系）を構築し、そこでの各微生物の役割、および各微生物間の相互作用（微生物間ネット

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

複数種の微生物が安定に共存するメカニズムを解明することを目的として実験をおこなった。 

（１）original microfloraからの細菌の分離   original microfloraから好気、嫌気両条件下

で微生物の分離を試みた結果、PCR-DGGE解析で優占種として検出されていた５種全ての細

菌を含む、７種の細菌の分離に成功した（表１）。これらのうちセルロース分解能を示したの

は偏性嫌気性細菌の CSK1株のみであった。CSK1株は既知セルロース分解細菌の Clostridium 

thermocellum に近縁であったが、各種系統分類学試験をおこなった結果、生育至適温度、酸

素耐性などの点で相違がみられたため、Clostridium属の新種として Clostridium straminisolvens

と命名、提唱した。CSK1 株は original microflora の培養条件、好気静置培養では生育せず、

また嫌気条件下においてもそのセルロース分解効率は非常に低く、高効率分解のためには他

の非セルロース分解性細菌の寄与が必要であると考えられた。 

 

表１ original microfloraから分離された細菌 

 Growth Utilizationa

 aerobic anaerobic Cellulose Cellobiose Glucose Acetate Ethanol

Clostridium straminisolvens CSK1 c - + + + - N.T.b N.T. 

Clostridium sp. FG4 c - + - + + N.T. N.T. 

Pseudoxanthomonas sp. M1-3 c + + - - - - - 

Brevibacillus sp. M1-5 c + - - - + - + 

Bordetella sp. M1-6 c + - - - - - - 

Bacillus sp. M1-1 + + - + + + N.T. 

Virgibacillus sp. M1-4 + - - - - + N.T. 
a CSK1株、FG4株は目的とする有機物を唯一の炭素源とした培地で嫌気的に培養し、酸生成の有無に
より判定。その他の株はBiOLOGシステムを用いて好気的に培養した結果。ただしエタノールの利用性
は液体培養によるエタノールの減少を直接測定した。 b N.T., not tested  c これら５種はoriginal 
microfloraからPCR-DGGE法で検出されていた細菌 
 

（２）高効率セルロース分解混合培養系の解析   CSK1 株と非セルロース分解性分離株

とを混合した２種混合培養系によるセルロース分解を検証したところ、M1-3、M1-5、もしく

はM1-6株との２種混合培養系でセルロース分解が確認された。これら３株の好気性細菌が酸

素を消費し培養液を嫌気化することで、CSK1株の生育が可能になるのだと考えられる。さら

にこの３株と CSK1株との４種混合培養系（CSK+M356）は、original microfloraと同等の高効

率セルロース分解能を有していた。また CSK+M356は嫌気条件下ではその分解効率が顕著に

落ちることから、培養液の嫌気化に加えて、好気性細菌の好気的な代謝も重要であることが

示唆された。そこで CSK1株純粋培養と CSK+M356のセルロース分解過程の解析、比較をお

こなった。CSK+M356 では、純粋培養時よりもセルロースをよく分解しているのにもかかわ



らず、培養液中の糖や酢酸の蓄積が低く抑えられていた。また培養液の pHは、純粋培養時に

は 6以下の低 pHが保たれていたが、CSK+M356では一度 pHは 6以下にまで低下したものの、

その後上昇し中性付近にまで回復した。純粋培養時にみられるようなセルロース分解産物の

過剰な蓄積や低 pHはセルロース分解を阻害することがよく知られており、非セルロース分解

細菌による分解産物の消費、pH中性化という作用が、セルロース分解の効率化に大きく寄与

していると考えられる。 

（３）安定な５種混合培養系の解析   CSK+M356は高いセルロース分解効率を示したが、

継代培養を繰り返すとM1-5株が検出されなくなり、群集構造の安定性をみるモデルとしては

不十分であった。一方で、この CSK+M356 に PCR-DGGE 解析で優占種として検出されてい

た FG4株を加えた５種混合培養系（SF356）は、20回の継代培養後にも全ての構成メンバー

が安定に共存していた（表２）。そこでこの SF356を安定な群集のモデルとして、さらなる解

析をおこなった。SF356 における各メンバーの役割、および各メンバー間の相互作用を理解

するために、SF356 のメンバーのうちのひとつを除いた 4 種混合培養系、ノックアウト群集

を構築した（ノックアウト群集はΔXと表記、Xは除かれた菌株名）。まず各混合培養のセル

ロース分解過程を解析、比較することで、除かれた菌株の群集内での役割を推定した。ΔFG4

（CSK+M356と同義）では、培養液中の糖の蓄積が多く、酢酸の蓄積が少ないことから、FG4

株が糖を醗酵し酢酸を生成していると推察された。またΔFG4 でのみ培養後期の pH 中性化

がみられることから、FG4 株による過剰な酢酸生成が pH 低下を引き起こし、セルロース分

解に抑制的に働いていると予想された。ΔM1-5 でも同様に糖の蓄積が多く、M1-5 株の糖消

費が示唆された。ΔM1-3では酢酸の蓄積が多く、M1-3株の酢酸消費が示唆された。BiOLOG

による解析では M1-3株に酢酸利用能はみられなかったが、CSK1株の培養上清での M1-3株

純粋培養実験によりM1-3株が酢酸利用能を有することが示された。以上の実験、および各分

離株の純粋培養での特徴をもとに、各分離株の役割を図１のように推定した。 

各メンバー間の相互作用を理解するために、各混合培養系の継代培養前後における各分離

株の残存、消失を調べた（表２）。SF356、ΔM1-3、ΔM1-6では全メンバーが継代培養後（22nd 

generation）も残存していた。ΔCSK1では継代の過程で FG4、M1-5、M1-3株の順に消失した。

これはこの３株がセルロース分解産物に依存しているためであると推察される。ΔFG4 では

M1-5株が消失したが、これはM1-5株が FG4株の代謝産物（グルコース）に依存しているた

めと考えられる。ΔM1-5では CSK1、FG4株が消失した。これは代謝フローからは説明でき

ず、セルロース分解産物を介した相互作用以外の要因が働いていると推察される。 

（４）異種細菌間相互作用の解析   SF356 の構成メンバーの純粋培養系、および 2-5 種

混合培養系の培養過程における各細菌の生育を定量的 real-time PCR法によりモニタリングし

た。その結果、M1-3株による M1-5株の生育抑制といったような、これまでの解析からは見

出されていなかった関係がいくつか明らかとなった。また各分離株を他の分離株の培養上清

を添加した培地を用いて培養することで、セルロース分解代謝産物や、pH変化などを介さな



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

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

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

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

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

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

M1-3株の生理状態にも影響を及ぼしていることが示された。 

（５）まとめ   群集によるセルロースの高効率分解には、非セルロース分解細菌による

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

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

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

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

生物の安定な共存を可能にしているのだと考えられる。 

 

表２ 各混合培養系における構成微生物種の残存と消失 

2nd generation 22nd generation Mixed 
culture 

 

CSK1 FG4 M1-3 M1-5 M1-6 CSK1 FG4 M1-3 M1-5 M1-6

SF356  + + + + + + + + + + 
∆CSK1  N.I. + + + + N.I. - - - + 
∆FG4a  + N.I. + + + + N.I. + - + 
∆M1-3  + + N.I. + + + + N.I. + + 
∆M1-5  + + + N.I. + - - + N.I. + 
∆M1-6  + + + + N.I. + + + + N.I. 

a CSK+M356と同義。 +, detected; -, not detected; N.I., not inoculated in the mixed culture 
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図１ SF356におけるセルロース分解の

代謝フローと各菌株の役割のネットワ

ークモデル 


