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培養を経ない手法によって見えてきた微生物の多様性

20世紀の最後の 10年聞は微生物学がかつて経験したことのない大きな転換点の期間だった。

微生物を培養することなくその存在や性質の一端を明らかにすることができる時代が訪れたの

である。すべての微生物(ここでは原核生物に限って話を進める)が持っている遺伝子で、保存

性が高く、しかも種によって“微妙に"配列が異なるもの一一そうした遺伝子のーっとして 16S

rRNA遺伝子が分類の指標として使われるようになった。この遺伝子の配列情報を用いた微生物

学研究は二つの大きな革命をもたらしたといって良い。

ひとつは、それまでさまざまな尺度で“乱雑に"分類されてきたすべての微生物が、きわめて

整然とした系統的位置関係のもとに理解できるようになったことである。もちろん、一つの微生

物が持つ何千という遺伝子のうち、 16SrRNAというたった一つの遺伝子の配列だけで微生物の

分子系統のすべてがわかる訳ではない。しかし“共通言語"が存在しなかった 1980年代までの分

類体系は決してたやすく理解できるものではなく、むしろ特定の分類学者以外を寄せつげない牙

城のようなものが築かれていた。今日、我々はすべての微生物の系統的位置を一本の樹状図の中

に見ることができる。

もう一つの革命は、 16SrRNA遺伝子の情報拡これまでまったく知られていなかった膨大な微

生物群の存在を初めて我々に知らしめたことである。16SrRNA遺伝子の共通配列に基づく PCR

プライマーを用いれば環境試料から直接抽出した DNAを鋳型としてあらゆる種類の 16SrRNA 

遺伝子を増幅することができる。増幅産物をク口一二ングして塩基配列を読むことによってこれ

までに知られていない配列が次々と明6かになっていったのである。これは多くの微生物学者に

とってそれまで経験したことのない衝撃的な出来事だった。もちろん、微生物学者はそれまで何

も知6なかったわけではない。さまざまな環境試料を顕微鏡で覗いて見ると、実に多様な微生物

がそこにいるにもかかわらず、寒天の上で培養してみるとさまざまな微生物が増殖するものの、

それが極めて限られた種類ものであることを経験的に知っていた。しかし、培養できる微生物の

背後にどれくらいの種類の未知微生物が潜んでいるのかを定量的に予見することはまったく不
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可能だった。今日までに知6れている微生物の数は5，000種にも満たない。昆虫の65万種に比

べれば、いかにその数が少なし、かがわかる。微生物の種の定義については今なお議論すべき点は

あるが、こうした分子遺伝学的な解析の結果は微生物の種が千万を越えていても何ら不思議では

ないことを明瞭に示したのである。

ほとんどすべての微生物は未知で培養が困難である

口パート・コツホ以来寒天の上でコロニーを作らせ、純粋微生物を単離することが微生物学の

基盤技術となった。正確に記せばコツホの初期の共同研究者であるウォルター・へスの妻が、そ

れまで使われていた扱いにくいゼラチンの替りに寒天を用いることをすすめ、さらにコツホの助

手であるべトリによってガラスのプレート(いわゆるぺトリ・ディッシユ)の中で、栄養源を含

む寒天を固まらせたものを用いたのが始まりである。寒天培地の上で 1個のコロニーを釣り上げ、

あらためて新しい培地に画線塗抹すると一つの細胞が増殖して再びコロニーができる。こうして

確立した純粋培養系を単クローンとして維持し、研究に用いてゆく。この手法の簡便さに疑いを

挟む余地はない。しかし、ここではすべての微生物は単独で寒天の上でコ口二ーを作るという暗

黙の大前提が存在する。ところが、上述したように環境から丸ごと取ってきた DNAの解析結果

から、培養できる微生物の背後には無数の培養できない、もしくは培養が困難な微生物が潜んで

いることが明らかになった。表 1は身近な環境中にいかに普通の寒天培地では培養できない微

生物が多いかを示している。海水を例にとると、一定量の海水中の全菌数にくらべ実際に寒天培

地の上で生えてくる微生物はわずか 0.1%にも満たないことがわかる。

表 1. 全菌数に対して寒天培地上で生育可能な微生物の割合

(Amann 6 Microbiol. Rev. 1995.59: 143・169による)

環境試料 生育可能な微生物の割合

海水 0.001・0.1(%) 

淡水 0.25 

湖 0.1 -1 

汽水 0.1 -3 

活性汚泥 1 -15 

湖沼底泥 0.25 

土壌 0.3 
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大腸菌に代表されるような微生物はたやすく寒天で培養でき、そのような微生物を用いること

によって、今日の微生物学および分子生物学の基礎が築かれた。しかし、大腸菌は微生物が培養

しやすく研究に便利な生物という明らかに誤った固定観念を植え続けてきたことは否めない。現

在、私たちのような微生物生態学に携わる者から見れば、大揚菌は完全に例外的な微生物である。

平均世代時間、つまり 1個の細胞が2個になるまでに要する時間、がわずか 30分程度の微生物

など、ほんの限6れた種類にしか過ぎないのである。

こうして私たちはこれまで扱ってきた微生物が微生物種全体のうちの氷山の一角であること

を知りつつある。世紀の変わり目とともに微生物学はまったく新しい局面を迎えたのである。

培養困難な微生物とは

筆者自身、環境微生物がいかに培養困難かを思い知らされたのは、ある種のメタン生成古細菌

(アーキア)の純粋分離を試みた時に遡る。それまでは培養が容易な微生物を扱っており、仮に

途中で培養がうまくいかなくなる微生物(そのような微生物は実はとても多いのだが)があって

も、そのようなものは切り捨てて、ハンドリングが容易なものだけを意識的に扱ってきた。実験

室で扱いやすい微生物を相手にするのが微生物学におけるある種の不文律である。

出会った微生物は酢酸を資化するメタン生成古細菌だった。今日地球温暖化ガスとして、また

は天然ガスの主成分として、さらには嫌気性水処理プロセスの主要生産物としてもメタンの重要

性が認識されている。生物学的に発生するメタンの 70%が酢酸由来なのだが、なぜか微生物の

分離例は極端に乏しかった。しかし、いろいろな証拠からその微生物は嫌気環境に普遍的に存在

し、とりわけメタン発酵水処理プロセスには相当量存在していて、しかもどのような形状の微生

物かもわかっていた。ただ、絶対嫌気性微生物であるこの菌の分離は、始めた当時の技術の未熟

さゆえに遅々として進まなかった。少なくとも技術上の問題が分離できない最大の理由と思われ

た。しかし、結果としてわかったのは、この菌はそもそも寒天の上でコロニーを形成するという

微生物学者が期待する本質的能力に欠付ているということだった。さらにはこの菌は液体培養に

おける世代時聞が約3日から 7日を要した。大腸菌にくらべると天文的な長さであるが、それで

も唯一の救いは酢酸のみを唯一の炭素源かっエネルギー源とした液体培地でとにかく生育する

ことだった。そこで、限界希釈培養と呼ばれるひたすら希釈し、もっとも希釈の高いところから

生育してくる微生物を改めて希釈培養するという面倒な培養操作を何年も繰り返すことになっ

た。さらにここで問題になったのは、この菌拡生育のために初期菌体接種量が少なくとも 1000

(細胞)個のオーダー必要であるということだった。微生物の分離は 1個の細胞を増やす単クロ

ーン培養が前提である。残念ながらこの微生物に対してはそれができなかった。理由は今もつ
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図1.物質(生育因子)を介した微生物問コミュニケーションの模式図(文献 1，2に基づく)

て明6かではない。結局この微生物を純粋に分離したという証明は、さまざまな有機物を加えた

培養を行ってもこの形態の微生物以外の徴生物が増殖してこない、という観察結果によってなさ

れた。もちろん単クローンという証明はできなかったわけだが、この種の微生物は今日において

も依然として純度証明が難しい。

純粋培養を基礎にした徴生物学から複雑微生物系へ

爾来我々はもっぱら分離培養が厄介な微生物を単離し、機能を解明する研究を行ってきている。

厄介さにもさまざまな程度やタイプがあることもわかってきた。さまざまな研究を通して筆者ら

が得たものは、そうした微生物は他の微生物と共存させたときに初めて生育したり、分離できる

ものが多いということである。例えば微生物閏ではさまざまな物質のやりとりがあると考えれて

いる。いわゆるシグナル物質や生育因子と呼ばれるものがそれにあたる。このような物質の介在

が明確であれば、その物質を添加することによって純粋培養が可能になるはずである。しかし、

物質のやりとりを証明し、その構造を決めてゆく研究は思うほどたやすくはない。そうした中、

我々は、ある種の微生物(A)が別種の微生物(8)の生産する何か(何かというのは現在まだ構造が

わかっていなし1という意味である)によって生育が著しく助長されることを見いだした(図 1) 

(文献 1，2Tさらに微生物(8)の生産物は微生物(A)のみならず、種や属を越えた他の微生物(C)

や微生物(0)の生育を促進すること、さらに微生物(C)怯属種の異なる微生物(G，F， 1， J， K)の生産

物によっても生育促進を受けることを明らかにした。これらのことは微生物聞での物質のやり取

りは我々が想像する以上に複雑多様であり、さまざまな微生物聞の crosstalkが行われているこ
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図2.無酸素環境における微生物間共生。多くの絶対嫌気性微生物 (A)は自ら産生する水素が一

定以上の濃度に達すると生体反応を停止させてしまう。そのため反応(生育)が進行するために

は水素除去者としての第2の微生物 (B) を必要とする。

とを強く示唆するものである。現在生育促進物質の精製と構造決定を行うとともに、 crosstalk 

の広がりを芋づる式の実験を行うことによって明らかにしようとしている。

これとは別に嫌気性微生物においては種間で主にやりとりされる分子は水素である。図 2に

示すように、多くの嫌気性微生物は物質の分解過程で水素を発生する。しかし、水素は一定以上

の濃度まで蓄積すると、物質の嫌気的酸化反応そのものを阻害してしまう。嫌気性微生物群はこ

れを回避するために、発生する水素を速やかに除去する微生物をそばに配置している。"水素除

去者"は多くの場合、水素を用いて炭酸ガスを還元しメタンを作るメタン生成古細菌である。実

際の複雑系を insitu hybridizationなどの手法で観察すると、水素発生を行う微生物を取り囲むよ

うに水素資化性メタン生成古細菌が存在していることがわかる(文献3，4，5}，我々は種閏水素伝

達を介した微生物間相互作用を嫌気環境における微生物共生系として定義している。このように

メタン生成古細菌に依存して生育する嫌気性微生物は非常に多いと考えられており、実際我々の

研究でも多数の共生微生物の分離(この場合、純粋な2種類あるいは3種類の微生物によって構

成された継代培養可能な安定した共生系というのが筆者らの“純粋分離"の定義である)に成功し

ている(文献6}，一方、一見こうして他者依存的な微生物も我々の想像以上に変幻自在であり、

基質によっては単独で生育することもあることを数多く見いだしている(文献6，7，8，9}，すなわ

ち、これらの微生物は環境中に存在する基質の種類によって"単独生活者"になるか、他者依存的

な生活者になるかを自在に選んでいるとも言える。"単独生活者"と、他者依存的な生活者として

存在している時との閏では発現する遺伝子群が大きく異なることもあり、そのような微生物につ

いては現在詳細なプ口テオーム解析を進めている(文献 10}， 
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図3.微生物間共生の例:左はbenzoateを分解する純粋2者培養系。短梓菌が benzoateを分解

する微生物、長梓菌は水素を除去するメタン生成古細菌。メタン生成古細菌がいないと短梓菌は

benzoateを分解することができず、生育もできない。一方右の写真は短梓菌の純粋培養。この

短梓菌は crotonateとしづ不飽和脂肪酸を基質にした場合には純粋培養が可能である(文献 7

参照のこと)。

こうして我々は今ようやく 1種類の徴生物の独立した情報から複雑系全体を理解しなければ

ならなかった限界を一歩乗り越えて、複数種の微生物の相互作用から複雑系を理解する世界に向

かいつつある。二人の人間の関係か6千人の人間社会を理解するのは困難であるが、少なくとも

二人の人間の関係の中から社会の仕組みの本質を垣間見る事ができる。これと同じように微生物

が織りなす複雑系を理解するためには少なくとも 2種の徴生物の相互作用を理解することは必

要不可欠である。このことは結果的に、これまで見えなかった微生物の存在を明らかにすること

にもつながる。

最後に

改めて強調したいのは、微生物は純粋培養できてこそ初めてその遺伝学的、生化学的、生理的

実体を明らかにできるということである。しかし、従来の培地の上で、従来どおりの単一種の純

粋培養を目指している限り、その背後にある膨大な未知未培養微生物の実体に迫ることはできな

いだろう。微生物間コミュニケーションという視点から新たな複雑系解析のアプローチが生まれ

ると筆者は信じている。
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