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要約

環境中の 99%以上の微生物は現在の技術で培養することができない VBNC（viable but non-

culturable）細菌であることが知られている．VBNC という概念は，環境サンプルを顕微鏡を用い直

接係数した微生物数と比較し,寒天プレート等の培養操作で増殖してくる微生物数が極めて少ないこ

とから提唱された概念であり，120 年以上前から今日まで続く微生物学の常識となっている.これま

で，この未利用である 99%以上の微生物を利用可能とするため，新規培養技術の開発が進められて

おり，近年，新規培養技術の一つである，in situ 培養法が注目を集めている．本技術は，環境サン

プルから単離した微生物細胞を，当該環境で培養を行うというユニークな技術であり，一部の

VBNC 細菌においても培養が可能になる，平板培養法におけるコロニー獲得率が高まるといった報

告がある．

一方，in situ 培養は通常の単離培養よりも工程が増えるため，効率的なスクリーニングのために

はマンパワーや機械による自動化プロセス等を必要とする側面もある．そこで，本研究においては

in situ 培養の利点は残しつつも，より簡易的な単離培養を行うためのツールとして，土壌微生物を

ターゲットとした，新規土壌微生物集積法を考案し，鏃（やじり）と名付けたツールの開発・検証

を行った．

鏃は土壌由来の粘土を元に作られており，土壌への埋設を容易にするために，円錘状に成型され

ている．さらに，微生物の集積を可能とするために，鏃型の内部を空洞にすることで試料の添加を

可能とした．鏃を土壌に埋設し，上から培地等の試料を添加することで，鏃の周囲のみが試料の影

響を受け微生物が in situ で増殖または，試料に引き寄せられ，周囲に住み着くというモデルとなっ

ている．本鏃は極めてシンプルな作りをしており，誰にでも容易に扱うことができるという特徴を

持つ．

まず，鏃の微生物集積における有効性を示すため，ラード試料とし，油脂分解菌の集積を実施し

た．ラードを直接土壌に添加した実験区と比較し，鏃を用いた実験区では，鏃周辺土壌に多種類の

微生物が集積されていることを T-RFLP 解析により示した．また，各サンプルについて従来法（平

板培養）で二次培養を行ったところ，寒天プレート上でラードの分解が確認できたコロニー数は，

鏃（in situ 培養）で最大約 14%，土壌に直接ラードを添加した系で約 11%，土壌そのものでは約

3％と，鏃を用いることで多種類かつ多量の油脂分解菌を集積可能であることが示唆された．
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次に，本鏃は，土壌微生物集積のみならず，効率的なバイオレメディエーションに向けた予備調査

にも応用可能と考え，これを検証した．バイオレメディエーションは微生物の代謝活動を利用して

環境汚染物質を分解し，汚染された場所を浄化するのに有効な技術として広く使用されている．し

かし，より効果的なバイオレメディエーションを実施するためには，対象となる環境にどのような

微生物が存在し，環境汚染物質を分解するのかを事前に検証する必要がある．伝統的にこれらの研

究は，フラスコスケール，または実サイトでの検証がなされてきたが，フラスコスケールでは実際

の環境を正しく反映できているかに疑問が残り，また実サイトでの検証は，広大な敷地と多量の汚

染物質を必要とするなど課題が多い．一方，鏃を用いることで，少量の環境汚染物質かつ実サイト

での検証が可能となる．

環境汚染物質として，フェノールを用い，鏃の有効性を検証した．フェノールを添加した鏃を土

壌に埋設し 2 週間ごとに計 8 週間，鏃周辺土壌のフェノール濃度・微生物叢・phenol 

monooxygenase 遺伝子量を調査した．フェノール濃度は，鏃埋設後 2 週間目にフェノール濃度が

約 300 ppm に達し，十分な汚染区を構築した後，減少することが明らかとなった．また，試験期

間を通して鏃から約 3 cm の距離にある土壌においてはフェノールが検出されることはなく，フェ

ノールの浸透範囲は鏃からの距離約 3 cm 未満の限られたスペースにとどまることも明らかとなっ

た．また，土壌からは，フェノール濃度の減少に伴い，フェノールを分解することで知られている

Bacillus sp.や Streptomyces sp. といった菌の優占化が確認できた．さらに，定量 PCR により

phenol monooxygenase 遺伝子を定量したところ，phenol monooxygenase 遺伝子は試験期間で約

2 倍以上に増加していた．よって，鏃を用いることで，少量の環境汚染物質量，即ち，低コストか

つ実サイトでのバイオレメディエーションに向けた事前評価を行えることが示唆された．
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第１章 序論

第 1 節 微生物と人類の歴史

 微生物とは，肉眼では存在が判別できない極めて小さな生物の総称である．しかしな

がら，我々人類は，目に見えない存在である微生物を古くから活用し生活を豊かにして

きた．例えば，ワイン，納豆，醤油といった発酵食品や抗生物質などに代表される薬，

洗剤に使用される酵素など，その多くは微生物の力を用いて作られたものである．我々

と微生物の歴史は有史以前にさかのぼり，例えばコーカサス地方においては，紀元前

6,000 年（新石器時代）にはワイン造りが確認されている 1)．また，中国の⻩河流域で

はサンザシ，米，ハチミツなど多種の材料を混ぜ合わせて発酵させた酒が発見されてお

り，こちらは最古の酒として紀元前 7,000 年のものと推定されている 2)．醤油・味噌な

どの原形である醤についても，紀元前 1,100 年頃の周王朝初期の記録書『周礼』に記載

がある．日本においても紀元前 400〜500 年（縄文時代末期）には醤の利用が始まって

いたとされており，中国や朝鮮半島から製法が伝えられたヤマト王権の時代に，本格的

に作られるようになったとされている．

第 2 節 微生物学の発展

 微生物という概念を初めて提唱したのは，イタリアの科学者である Fracastoro と考

えられる．古く，病気は何らかの原因によって汚染された空気（瘴気・ミアズマ）に触
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れることで発病すると考えられており，これはミアズマ説として 16 世紀に⾄るまで⻑

く定説とされてきた 3)．例えばマラリアは今でこそ，ハマダラカ（Anopheles spp.）が媒

介するマラリア原虫（Plasmodium spp.）が原因であることが明らかとなっているが，

古くは瘴気が媒介する病気の代表例とされており，その名前は，古いイタリア語で「悪

い空気」という意味の mal aria が由来となっている．

一方 Fracastoro は，空気感染を基礎とするミアズマ説では，天然痘やコレラといった

の感染症の拡大は説明できないと主張し，1546 年，コンタギオン説（接触伝染説）を

提唱した 4)．コンタギオン説においては，病気は瘴気ではなく，生きた伝染性生物

（contagium vivim, contagium animatum）との接触によって発病するとしている．さら

に，Fracastoro は病気が拡大する理由として，この伝染性生物の移動パターンについて，

患者との直接接触による移動以外に，何らかの媒介物を利用した移動，空気移動という

2 つのパターンを主張した．実際に，病原体の存在を突き止めることは叶わなかったた

め，コンタギオン説はミアズマ説を覆すまでは至らなかったものの，病原体の本体が生

物であること，さらに伝染のメカニズムを予想するなど，これは微生物の存在を明確に

示唆したと言えるのではないか．

コンタギオン説の提唱から，およそ150 年後，我々は微生物の“姿”を初めて目にする．

17 世紀のオランダ商人，Leeuwenhoek は，単一レンズの顕微鏡を自作し，初めて微生

物の存在を観察した 5)．その後，唾液，⻭垢，⾬⽔などを観察する中で，⼈間の⾝の回
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りには，肉眼では見ることのできない生物が多量に存在することを明らかにした．

発酵や腐敗などの化学変化が微生物の活動によるものであることは，19 世紀にフラ

ンスの化学者 Pasteur により実証された 6)．

微生物を分離・培養する技術は 19 世紀後半に，ドイツの医師 Koch が発明した．Koch

は，ペプトン・肉エキスを含んだゼラチン培地を用いて微生物の分離培養に成功し，炭

疽菌，結核菌，コレラ菌など種々の微生物を同定した 6)．

Koch の作り上げた分離培養法は，現代においてもその重要性は変わらず，分離培養

法を用い，単一の微生物を分離して利用するというプロセスが広く行われている．

第 3 節 難培養性微生物

Koch により，我々は微生物の単離培養技術を得ることになるが，ほどなくして，環

境中の 99%以上の微生物は現在の技術で培養することができない，いわゆる VBNC

（viable but non-culturable）微生物である事実に直面する．この概念は，環境サンプル

を，顕微鏡を用い直接計数した微生物数と比較し，寒天プレート等の培養操作で増殖し

てくる微生物数が極めて少ない（Great Plate Count Anomaly）ことから提唱されたもの

であり 7,8)，120 年以上前から今日まで続く微生物学の常識となっている. 

言い換えれば，現在の成果は環境中の 1％未満の微生物から得られたものであり，培

養できない残り 99％の活用可能性が残されていると考えられる 9)．この 99％以上の環

境微生物が難培養性であるという事実は，我々に膨大なる未発掘微生物資源への期待感
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を募らせ，これらにアクセス可能な技術の開発を促した．

現在，主に 2 つのパターンからの技術開発が進められている．1 つは分離培養を行わ

ないメタゲノムアプローチであり，もう 1 つは，分離培養を基本とする新規培養手法の

開発である．

第 4 節 メタゲノム技術の発展について

メタゲノムとは，Handelsman により最初に用いられた用語で 10)，土壌・海水といっ

た環境サンプル全体から抽出された微生物ゲノムのことを示す．Konishi らは，メタゲ

ノムを「多種多様な微生物が共存する複合微生物系ゲノムの混合体」と意味づけた 11)．

そして，このメタゲノムを有効活用する研究・技術のことをメタゲノミクスと呼び，培

養操作を行うことなく環境中の全ての微生物にアクセスできるという特徴を有してい

る．

メタゲノミクスでは，主に２つのアプローチから研究が行われている．１つは，特定

環境の生態系を構成する微生物群集とそれらの代謝活動を網羅的に理解しようとする

微生物生態解析である 12)．環境中から抽出したメタゲノムを分子生物学的手法により，

ゲノム情報を網羅的に解析することにより行われる．ゲノム情報を網羅的に理解するこ

とで，特定の代謝能に関連した遺伝子の有無，難培養微生物のゲノム情報や種々の汚染

物質の分解に関わる微生物群集など，様々な情報を得ることが可能となる．

もう一方のアプローチはメタゲノム中に含まれる有用な機能遺伝子の獲得を目指す
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メタゲノムスクリーニングである 13)．すなわち抽出したメタゲノムからライブラリを

構築し，遺伝子配列や遺伝子に由来する機能に基づいたスクリーニングを行い，目的と

する機能を有する遺伝子の獲得を行うとものである．難培養，未培養の微生物がほとん

どを占める環境サンプルから構築したメタゲノムライブラリをスクリーニング対象と

することで，これまで見過ごされていた有用遺伝子資源（有用酵素）へのアクセスが可

能となる．ゲノム解析技術の発展と比例し，メタゲノミクスは，微生物学において著し

い発展を遂げている．

第 5 節 新規培養技術の発展について

新規培養技術の開発については，主に平板培養などの古典的培養法の改良が行われて

きた．培地・基質組成・ゲル化剤・培養条件・シグナル物質の添加・培養時間などの工

夫を通じて，難培養微生物の培養を可能にしようというアプローチであり，一定の成果

を挙げている 14,15,16)．例えば，ゲル化剤として，寒天の代わりに Gellan gum を用いた

培養法は，多くの場合，寒天よりも培養効率が高くなること，また寒天培地ではコロニ

ーを形成しない微生物でも Gellan gum 培地によって容易に培養できることが明らかと

なっている 17,18,19). 

また，近年では，in situ 培養法やマイクロ・ナノ成型技術を用いた培養法など，新し

いコンセプトに基づいた分離培養技術も発展を見せている 20,21)．
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第 6 節 in situ 培養法について

人工的な培養環境では増殖できない微生物も，環境中ではいかなる難培養性微生物も

増殖するはずである．したがって，実環境中，またはそれを模擬した状態を再現するこ

とで通常の培養方法では培養できない難培養性微生物を獲得できる可能性がある．この

ようなアイデアに基づいて，実環境を模擬する培養手法（in situ 培養法）が考案された．

in situ 培養は目的微生物を分離するため通常以下の手順で行われる 22)．

①：環境サンプルより取得した微生物細胞を培養チャンバーに植菌する， 

②：植菌した微生物がいた環境に植菌済の培養チャンバーを設置し，一定期間 in situ 培

養を行う，

③：一定期間経過後，チャンバー内で生育した菌体を平板培養等の従来法を用いて再植

菌し，二次培養を行う．

 培養チャンバーとは，栄養や生育因子は通すが，微生物は通過することのできない大

きさの膜を有したデバイスであり，内部に培地を充填させて用いる 22,23)．図 1-1 に培養

チャンバーを用いた in situ 培養の模式図を示す．

一見，最後の二次培養で微生物が生育してこないと考えられるが，これまでの報告に

よると，一度 in situ 培養を行うことで二次培養時に増殖してくる確率が高まることが

明らかとなっている 24,25)．一般的に in situ 培養の効果は以下の 3 点とされている 24,25)．

①：培養効率が高い
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図 1. 培養チャンバーを用いた in situ 培養の概要図



8 

in situ 培養を行う前と比較し，平板培養法におけるコロニー獲得率が高まる．

②：新規微生物獲得の可能性が高い

in situ 培養を行った後に，平板培養を行った場合は，行わなかった場合と比較して，

新規性の高い微生物が獲得される割合が高い．

③：平板培養での微生物生理学的性質がユニーク

特定の菌を in situ 培養した場合，行わなかった時と比較し，生理学的性質が異なる場

合がある．

第 7 節 本研究の目的

in situ 培養法は，環境中で微生物を培養させた後，単離を行うという非常にユニーク

な分離培養技術であり，大きな結果を上げつつある 26)．しかしながら，本手法は“環境

サンプルのスクリーニング”，“サンプルから微生物細胞の分離”，“培養装置への植菌”，

“in situ での培養”，“培養装置回収”，“微生物単離”，“微生物の評価”という７プロセス

を必要とし，古典的な分離培養手法である，“環境サンプルの回収”，“微生物の単離”，

“微生物評価”というプロセスに比較し，作業工程が多く，効率化のためにはマンパワー

または機械等での自動化プロセスを要するという側面も有する．

そこで，本研究では in situ 培養の利点は残しつつ，より手軽に微生物を分離培養する

手法の開発を目的に，土壌微生物を in situ で集積する新規ツール鏃（やじり）を開発

し，その検証を行うこととした．



9 

第 8 節 論文の構成

本論文の概略を以下に示す．本論文は第 1 章から第 6 章の計 6 章で構成されている．

第 1 章では，序論として本研究の背景と目的および論文の構成を述べた．

第 2 章では，本研究のコアツールである鏃の開発を行った．

第３章では，鏃を用いて，土壌微生物の集積を行い，鏃の有効性を評価した．

第４章では，鏃の改良を実施した．

第５章では，土壌微生物集積以外の鏃の応用法として，バイオレメディエーションの事

前検証に着目し，その検証を実施した．

第６章では，総括として本研究の成果をまとめ，今後の展望を示した．
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第 2 章 土壌微生物集積ツール 鏃（やじり）の作成と検証

第 1 節 緒言

土壌環境における新規微生物集積ツール“鏃”の開発を行い，鏃を用いた土壌微生物

集積法を提唱した．土壌にはたった 1g の中に 1010〜1011「個」，103〜104「種」の微

生物が生息しているといわれており 27,28)，これまで土壌から数多くの有用微生物が単

離されている 29,30)．

第 2 節 鏃を用いた土壌微生物集積法の概要

 多孔質構造素材で作成した鏃を用いる，新規土壌微生物集積法を開発した．本手法

の概要を図 2-1 に示す．

本鏃は，微生物集積のための試料を持続的に土壌中に供給する担体のようなもので

ある．鏃を土壌に埋設し，試料を添加することにより，試料を利用する微生物が，鏃

表面にて増殖する．よって，鏃を用いることで目的とする土壌微生物を in situ 培養す

ることが可能あり，培養後の鏃を環境サンプルとしてスクリーニング源とすることで

目的微生物の効率的な単離が行えると考えられる．鏃は，“鏃の埋設”，“鏃の回収”，

“微生物の単離”，“微生物評価”という簡略化されたプロセスで in situ 培養同様の効果

が期待できる．

また，鏃は，少量の試料でコンパクトな実験が可能である．そのため環境負荷，ラン
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図 2-1 鏃を用いた新規土壌微生物集積法の概略図
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ニングコストを最小限に抑えることが可能であると考える．鏃に試料を添加し土壌中

に埋設すると，添加された試料は鏃からゆっくりと土壌中に滲出する．その結果，鏃周

辺の限られた空間に⻑期間にわたって試料特異的な空間が構築されるため，倍加時間

の⻑い微⽣物も集積可能であると考えられる．

第 3 節 鏃の開発

3-1 鏃の必要条件

本研究が提案する鏃は，土壌微生物をターゲットとしたものである．よって，使用

する素材による土壌微生物への影響がないということが前提となる．そのため，素材

には余計な有機物を含まない，かつ土壌に近い組成・物理構造を持つことが望まし

い．さらに，土壌に埋設する前に乾熱滅菌を行うことが可能ならば，素材由来の微生

物による影響も取り除くことができる．

3-2 多孔質構造を有した鏃の作成

そこで本研究では，陶磁器などの作製に用いられる土壌由来の粘土を使用すること

にした．形状は土壌に埋設する際に，容易に埋め込められるよう，円錘状の鏃型に成

形し，より多くの微生物を回収するために，成形した素材表面に溝や穴をいれること

で土壌と接する表面積を広げた．さらに，その素材に染み込ませた試料を資化する微

生物の培養を可能とするために，鏃型の内部を空洞にすることで試料の添加を可能と
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した．

また，微生物の住処として定着しやすくするため，「焼き締め」という手法を用いた．

通常，陶磁器の作製には作品の素地に釉薬を掛けて表面の多孔質構造を覆うガラス質の

層を形成させる．このガラス質の層は液体を通さないため，内部に添加した試料は土壌

中に滲出せず，微生物の集積には利用できない．一方，焼き締めでは釉薬を掛けずに固

く焼き上げるため，素材表面の多孔質構造を維持することができる．

原材料は，陶芸機材の総合メーカーである丸二陶料株式会社製の木節粘土を使用し

た 31)．この木節粘土は，花崗岩の風化により生成された粘土が炭化した木片等の有機

物と一緒に流され堆積してできた粘土である．その特徴として，灰色や褐色の外観色

を呈し，粒子が細かく，他の粘土に比べ可塑性および乾燥強度の高さを備えている．

まず，鏃を作製するに当たり「土揉み・土練り」という粘土を練ることで成形しやす

くさせる工程で，粘土と一緒にコーヒー粕を練り混ぜた．それは粘土を窯で焼く「焼

成」の際にコーヒー粕が燃えてなくなる現象を利用し，細かいコーヒー粕のなくなっ

た部分がより多孔質な構造を形成させることができるためである．土壌微生物は菌株

により土壌中における住み場所が異なることが示唆されているため 32)，コーヒー等を

用いてさまざまな大きさの多孔質構造を構築することは有意義であると考える．次

に，円錘状の鏃型に成形し，成形した素材表面に穴や溝をいれ，試料添加用にその内

部を空洞にした．焼成は十分に乾燥させた粘土を酸化状態で約 1,250℃の高温で焼き上
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げた．

3-3 鏃のサイズ・重量の測定

作製した鏃の中から無作為に 5 本の鏃を選び，それぞれのサイズ（高さ・外径・内

径・深さ・幅）および重量を測定した．その結果より鏃の表面積（細孔を含まない）

を求め，1 g 当たりの表面積を算出した．また，デジタルマイクロスコープ

（KEYENCE）を用いて鏃表面の拡大写真を撮影した．加えて，蒸留水を鏃に添加し，

試料の染み出し具合を確認した．

3-4 鏃が土壌微生物に与える影響の評価

 鏃を土壌環境に用いるためには，鏃自体が土壌微生物に影響をおよぼさないことを

示す必要がある．そこで，鏃を土壌に埋設し，鏃表層の微生物叢，全菌数，培養可能

な微生物数を調べることにした．これらのいずれもが土壌単体と同様の傾向を示せ

ば，鏃自体が土壌環境に与える影響は少ないと考えられる．

3-4-1 鏃からの土壌サンプル回収法

土壌は，茨城県つくば市水田より採取した土壌を用いた．作成した鏃を土壌に埋設

し，24 時間後土壌より引き抜き，鏃表面に付着している土を軽く払った．回収した鏃

を 50 mL の遠沈菅に入れ，10 mL の生理食塩水を加えた後，超音波破砕機

（Microson™ Ultrasonic Cell disruptor）に，出力 6，1 min の条件で供し，鏃表層から
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微生物および，鏃に組み込まれた土壌を分離した．分離後のサンプルは 6,000×g，

10min，室温にて遠心分離を行い，上清を廃棄した．残った沈殿を鏃から回収したサ

ンプルとした．

3-4-2 全菌数の計測

鏃より回収したサンプルと土壌サンプル間に微生物数の差が存在するのかどうかを

検証するため，それぞれの全微生物数を直検法の一種である臭化ブロマイド (EtBr) 染

色法を用いて測定した．

実際の操作は Someya の手法に従った 33)．まず，有効直径 15.0 mm の吸引濾過器に

メンブランフィルター（孔径 3.0-5.0 μm，ADVANTEC）とポリカーボネートフィルタ

ー（孔径 0.2 μm，ADVANTEC）を順に載せ，その上にファンネルをセットした．ポリ

カーボネートフィルターは，試料粒子を均一に分散させるために予め 100 μg / mL の

Poly-L-lysine（Takara）水溶液に一晩浸し，親水化処理をしたものを乾燥させた後に使

用した．

そして，ファンネルに除菌水を 1 mL 程度加えてから土壌および鏃サンプル希釈懸濁

液を 50 μL-200 μL 加え，フィルターホルダー全体を軽く振ってよく混合させた後，吸

引してフィルター上に試料を捕集した．フィルター上に EB 溶液（100 μg / mL，0.1 M 

リン酸緩衝液 pH 7.2）を数滴加え，室温で 3 min 染色した．吸引濾過でファンネル内

の染色液を取り除き，スライドガラス上にイマージョンオイル（OLYMPUS）を一滴落
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とし，そこに染色したポリカーボネートフィルターを載せた．その上にイマージョン

オイルをさらに一滴載せてカバーガラスで封入し，100 g 程度のゴム栓をカバーガラ

スの上に 1min 置き，カバーガラスをスライドガラスに圧着させた．このプレパラー

トを蛍光顕微鏡にセットし，B 励起下（450〜490 nm），接眼レンズ 10 倍，対物レン

ズ 100 倍の計 1,000 倍にて細菌の計数を行った．検鏡は 1 試料あたり 3 枚のプレパラ

ートを作製し，落射型蛍光顕微鏡（OLYMPUS BX50）を用いた．

細菌数の計数には接眼レンズに 5×5 グリッド（50×50 μm）を用いてオレンジ色の

蛍光を発する細菌を計算した．一視野当たり 30 個以上の細菌数となる条件下で，プレ

パラート 1 枚につき 10 視野を計測し，3 枚のプレパラートの平均値を求めた．顕微鏡

視野当たりの菌数から試料中の菌数を計算する方法を図 2-2 に示す．なお，使用した

器具および Poly-L-lysine 水溶液，EtBr 溶液は除菌したものを用いた．

3-4-3 培養可能な微生物数の計測

鏃および土壌より採取したサンプルを，適宜希釈し，NB 培地（Difco Laboratories）

に 100 μL ずつ塗布した．塗布後，30℃で 5 日間培養を行い，培地上に出現した細菌コ

ロニーを全て計測した．また，培養法によって測定した細菌数も直検法と同様に，鏃

サンプルおよび土壌 1 g 中に存在する細菌数（cells/g dry matter）で表した．

3-4-4 微生物群衆構造解析
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図 2-2 顕微鏡視野当たりの菌数から，試料中の全菌数の換算式
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鏃が土壌微生物生態に与える影響を評価するために，土壌に鏃を埋設・回収した

後、微生物叢を T-RFLP（Terminal restriction fragment length polymorphism）法を用

いて調べた 34)．

3-4-5 T-RFLP 法による微生物群集構造解析

（１）DNA の抽出

本研究では DNA 抽出に FastDNA® SPIN Kit For Soil（MP Biomedicals）を用いた．

本キットは 500 mg までの土壌や活性汚泥などの環境サンプルから短時間で効率よく

DNA を回収でき，広く用いられている．本法は，専用のホモジナイズ装置が必要であ

るが，フェノールやクロロホルムなどの有機溶剤が不要であり，比較的抽出が難しい

とされているグラム陽性細菌の DNA の回収も可能である．

実際の操作は付属のマニュアルを一部改変して行った．その操作方法を以下に示

す． 試料 500 mg を，シリカ製およびセラミック製のビーズ（キット付属）が予め納

められている Lysing Matrix E Tubes（キット付属）に採取した．次いで Sodium 

Phosphate Buffer（キット付属）978 μL，MT Buffer（キット付属）122 μL を加えた．

このチューブを FastPrep Instrument (BIO101 Inc ,Vista, CA, 現 MP Biomedicals) を用い

て 6.0 m/s で 40 sec 間処理した後，1,4,000 ×g で 30 sec，室温で遠心分離を行い，得

られた上清を新しい 1.5 mL 容エッペンドルフチューブに移した．

このチューブに Protein Precipitation Solution（キット付属）を 250 μL 加え，10 回
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上下に混合した．次いで 14,000×g,，5 min，室温で遠心分離し，得られた上清を 1.5 

mL 容エッペンドルフチューブ 2 本に移した．これに Binding Matrix（キット付属）を

500 μL ずつ加えて 2 min 転倒混合した．室温で 3 min 静置した後，上清 250 μL を捨

て，残液とビーズをピペッティングで攪拌した後，300 μL を Catch Tube（キット付

属）にセットした SPIN Filter（キット付属）に移した．このチューブを 14,000×g，1 

min，室温で遠心分離し，Catch Tube を空にした．この作業を残液がなくなるまで繰

り返した．次いで SEWS-M（キット付属）を 500 μL 加え，穏やかに攪拌し，

14,000×g，1 min，室温で遠心分離した．Catch Tube を空にし，14,000×g で 2 min，

室温で遠心分離した．SPIN Filter を新しい Catch Tube に移し，室温で 5 min 放置し

た．これに DES（FastDNA Spin Kit for Soil）を 30 μL 加え，タッピングによりビーズ

と馴染ませた後，14,000×g で 1 min，室温で遠心分離し，Catch Tube に落ちた液を全

DNA 溶液とした．

（２） PCR 

 （１）にて抽出した DNA を鋳型として，16S rRNA 遺伝子の増幅を行った．プライ

マーは真正細菌の 16S rRNA 遺伝子をターゲットとしたプライマー10F の 5'末端に C

を付加し，BODIPYⓇ修飾を施した蛍光プライマー，Q10F および 907R を用いた 35,36)．

BODIPYⓇ修飾プライマーの作成は J-Bio 21 (株) に依頼した．PCR 反応は Ex Taq(Takara)

を用いて行った．表 2-1 にプライマーの塩基配列を示し，反応溶液の組成と PCR 条件
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表 2-1 T-RFLP 解析用プライマー

表 2-2 T-RFLP 解析用 PCR 反応溶液組成
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を表 2-2 および表 2-3 に示す．

得られた PCR 産物の精製には MinElute PCR Purification Kit（QIAGEN）を用い，付

属のマニュアルに従い行った．

（３）制限酵素での切断

制限酵素処理で使用する制限酵素には，4 塩基認識でプライマーに認識部位を持た

ない HhaⅠ（Takara）を用いた．反応組成を表 2-4 に示す．反応は 37℃で 2 時間行っ

た．酵素反応後，QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いて精製を行い，酵素反

応を止めた．手法は，付属のマニュアルに従った．

（４） シーケンサーを用いた電気泳動

制限酵素処理によって得られた DNA 断片（T-RFs）の解析は，ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer（Applied Biosystems）の GeneScan モードにより行った．制限酵素

処理済の PCR 産物 2 μL，Hi-Di formamide 15 μL，スタンダードサイズマーカー

（GeneScan-500 Liz size standard, Applied Biosystems）0.1 μL の混合液を作成した．

混合液を 95℃で 2min 熱処理することで，DNA を完全に 1 本鎖にした後，直ちに氷冷

し，1 本鎖を保ったまま ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer に供した．ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer の操作は付属のマニュアルに従った．測定データの解析にはソフトウ

ェア GeneMapper（Applied Biosystems）を用いた．

3-5 各種土壌における鏃の利用
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表 2-4 制限酵素反応組成

表 2-3 PCR 反応条件
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鏃を土壌微生物集積ツールとして活用するためにはいくつかの解決すべき課題が存

在するが，その１つは鏃が土壌の種類を問わず使用できることと考えられる．世界に

はさまざまな土質の土壌があり，本手法を広く普及させるためには，その全てに利用

可能であることが望ましい．そこで，日本の代表的な土壌３種において，鏃が土壌微

生物生態に影響を与えないことを T-RFLP 法にて確認した．

3-5-1 本実験で用いた土壌

国内の⼀般的な⼟壌として，⿊ボク⼟，褐⾊森林⼟，灰⾊低地⼟の 3 種を試験用土

壌として用いた．土壌はいずれも茨城県つくば市より採取した．

3-5-2 鏃の埋設と回収

 各種土壌に鏃を埋設し，24 時間後に土壌および鏃を回収した．鏃は 3-4-1 に記載の

方法に従いサンプルを回収した．

3-5-3 T-RFLP 法による微生物群衆構造解析

3-4-4 および 3-4-5 に記載の方法で，鏃の土壌への埋設・回収および T-RFLP による

微生物叢解析を実施した．

第 4 節 結果

4-1 作成した鏃
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図 2-3 鏃の詳細
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作製した鏃と鏃表面の拡大写真，サイズ，重量および表面積を図 2-3 に示す．1 g 当

たりの細孔を含まない鏃の表面積を算出した結果，1.76 ± 0.11 cm2/g であった．ま

た，ひとつひとつ手造りであるため，各鏃には多少のバラつきがあった（図 2-3）．サ

イズのバラつきに比べると各鏃の間で重量と表面積の差が大きかった．鏃表面の拡大

写真から表面には細かい割れ目のような溝があり，細かい凹凸が形成されていた（図

2-3）．試料の染み出し具合も，手造りゆえの差が見られた（Data Not Shown）．

4-2 土壌サンプルの回収量

土壌に埋設した鏃 1 本あたりのサンプル回収量は，およそ 0.2 g（wet matter）であ

った．

4-3 全菌数の測定

鏃中の微生物数をサンプル 1 g 中に存在する微生物数（cells/g dry matter）で表

し，破砕処理の有無によって回収できる細菌数を比較した．その結果を表 2-5 に示

す．この結果より，土壌中と鏃サンプルの微生物数はほぼ等しくなることが示され

た．EtBr 染色法によって得られる全細菌数は土壌では 7.8×108-9.3×109（平均

3.7×109）cells/g dry matter，鏃では 5.5×108〜8.2×109（平均 1.2×109）cells/g dry 

matter であった．

4-4 培養可能な微生物数の比較
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NB 培地上に生育してきたコロニー数は，土壌では 2.2×107-4.4×107（平均 2.5×107）

cells / g dry matter，鏃では 9.0×106〜2.2×107（平均 1.0×107）cells / g dry matter で

あり，こちらも土壌と鏃サンプルの両方に大きな差は見られなかった．結果を表 2-5

に示す．

4-5 微生物叢解析結果

T-RFLP 解析より，鏃より回収したサンプルは土壌と同様の微生物叢を示すことが明

らかとなった．得られた T-RFLP プロファイルを図 2-4 に示す．T-RFLP プロファイル

の 1 つのピークはおよそ 1 種類の微⽣物種を⽰しており，ピーク⻑が⾼いものほど当

該環境における存在量が多いことを示す．

4-6 各種土壌における微生物叢解析結果

T-RFLP プロファイルを図 2-5-図 2-7 に示す．用いた全ての土壌で，鏃は土壌と同様

の微生物叢を示した．

第 5 節 考察

 本章では，土壌環境での微生物集積を可能とする，新たな研究ツールとして鏃を作

製した．また，作製した鏃のサイズや重量等を測定した．

鏃の各サイズの誤差は小さかったものの，重量および表面積においては最大値と最

小値の差が大きい．そのため，極端に大きさの異なる鏃の使用には注意が必要であ
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表 2-5 直検法と培養法における土壌と鏃の比較
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図 2-4 土壌および鏃の T-RFLP プロファイル

（cycle は PCR の cycle 数を示す）
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図 2-5 ⿊ボク⼟壌および鏃の T-RFLP プロファイル

図 2-6 褐色森林土壌および鏃の T-RFLP プロファイル

図 2-7 灰色低地土壌および鏃の T-RFLP プロファイル

bp

bp

bp
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る．また，鏃表面の拡大写真から非常に細かい凹凸が確認できた．このことから土揉

み・土練りの段階でコーヒー粕を練り込んだこと，釉薬を使用せずに焼き上げたこと

による表面の多孔質化が示唆された．

実験の安定化のためには，鏃間の試料の滲出速度は非常に重要と考える．そこで，

使用前に，蒸留水等を添加し染み出し速度が等しい鏃を用いることが必要である．

一般的に土壌を含めた環境中の微生物は直検法では 108~1010 cells/g，培養法では

107 cells/g 程度の検出が報告されている 37)．本章で用いた土壌においても同様の傾向

を示した．一方，鏃中の微生物においても，直検法では 109 cells g，培養法では 107

cells/g と土壌と等しい結果が得られた．よって，鏃の埋設方法および，鏃サンプル回

収方法には問題がないことが示された．各結果とも鏃サンプルにおいて微生物数がや

や少ない値を示すのは，回収時に生理食塩水に晒すなどの操作を行ったため，一定の

微生物ロスが発生したためと考えている．

T-RFLP プロファイルから，鏃サンプル中の微生物叢と土壌中の微生物叢はほぼ等し

いことが各種土壌において示された．

以上の結果より，鏃自体が土壌微生物に与える影響は少なく，鏃は土壌環境に適用

可能であることが明らかとなった．
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第３章 鏃を用いた土壌微生物集積

第 1 節 緒言

本章では，鏃を用いた土壌微生物集積を行い，その効果を検証した．鏃を用いた土

壌微生物集積は，従来から広く行われている試料を環境中に加えて特定微生物の集積

を試みる集積培養法 38)にコンセプトが類似している．よって，集積培養法との差異も

同時に示す必要があると考え，これを実証した．

第 2 節 実験方法

土壌は，第 2 章と同じつくば市水田土壌を用いた．また，鏃に添加する試料とし

て，ラード（純製プリマラード プリマハム）を選択した．ラードは環境中の微生物

によりたやすく分解を受ける易分解性物質であり，多くの菌がラードを用いて増殖す

ると考えられる．よって本章で行う検証には最適であると考えた．図 3-1 に本章の実

験概要を示す．

2-1 試験区の設定

以下，①-③の試験区を用意し，実験を行った．

①： 土壌（コントロール） 

②： 土壌に直接ラードを散布したもの（ラード区，集積培養） 

③： 土壌に鏃を埋設し，ラードを添加したもの（鏃区） 



32 

図 3-1 鏃の有効性評価
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2-2 試験方法

評価手法としては，微生物叢および分解菌に注目した．鏃にラードを添加し，環境

中に埋設することにより，鏃表面に試料特異的な微生物が培養されるのであれば，鏃

より回収したサンプルの微生物叢が特異的に変化するはずである．また，鏃で多くの

ラード分解菌が in situ 培養されれば，平板培養法における分解菌の出現割合も向上す

ると考えられる．よって上記 2 点の評価対象をラード区およびコントロールと比較

し，鏃区における優位性が確認できれば，鏃を用いた土壌微生物集積法の有効性を示

すことができると考えた．微生物叢の変化は，16S rRNA 遺伝子をターゲットとした T-

RFLP 解析にて評価し，平板培養における分解菌の出現割合についてはラードを重層さ

せた平板培地を用い，ラードを分解したハロー形成を指標に分解菌数をカウントし

た．

2-2-1 サンプルの回収方法

コントールおよびラード区では，直接土壌を回収した．鏃区では第 2 章 3-4-1 に記

載の方法に従った．サンプリングは 4 日ごとに実施した．

2-2-2 T-RFLP 法による微生物群集構造の解析

DNA の抽出，T-RFLP 法による微生物叢解析は，第 2 章 3-4-5 に記載の方法で行っ

た．



34 

2-2-3 培養法によるラード分解菌の取得割合

NB 寒天培地に下記に示す方法で調整した 1 ％ラードエマルジョンを重層させ，各

サンプルの希釈液を植菌した．30 ℃で 5 日間静置培養後，ラードを分解したハローを

形成した菌体をラード分解菌としてその割合を求めた．

培養に用いるラードエマルジョンは次のように作成した．終濃度 1%になるようにラ

ードを蒸留水に溶かし，100 ppm の plysurf A210G を加え，15,000×g，10 min，室温

でホモジナイズすることでエマルジョン化を行った．エマルジョン化したラードに終

濃度 1.5 %になるように寒天を加え，オートクレーブにて滅菌を行った．

2-2-4 取得したラード分解菌の T-RFLP 解析

試験区ごとに実験期間中に取得したラード分解菌を全てまとめて，T-RFLP 解析に供

した．DNA の抽出および T-RFLP 法による微生物叢解析は，第 2 章 3-4-5 に記載の方

法で行った．

第 3 節 結果

3-1 T-RFLP 法による微生物叢解析

 実験開始後 4-20 日における，T-RFLP プロファイルを図 3-2-図 3-4 に示す．コントー

ルでは，実験期間内に細菌叢の変化は確認されなかった（図 3-2）．ラード区では 4 日

と 8 日においてラード添加による微生物叢の変化が確認できた（図 3-3）．
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図 3-2 コントロール（土壌）における T-RFLP プロファイルの推移

bp
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図 3-3 ラード区における T-RFLP プロファイルの推移

（コントロールと異なるすなわちラードの影響により発生したと考えられる

微生物ピークを図中赤矢印で示した．）

bp
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図 3-4 鏃区における T-RFLP プロファイルの推移

（コントロールと異なるすなわちラードの影響により発生したと考えられる

微生物ピークを図中赤矢印で示した．）

bp
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また，12 日以降はコントールと同様のプロファイルを示した．鏃区においても，コ

ントールとは異なったプロファイルを示した（図 3-4）．すなわち，ラードに応答した微

生物が集積されていることが示唆された．また，鏃区のみに出現する微生物ピークも確

認できた．

3-2 培養法によるラード分解菌の取得割合

 ラード分解菌の取得割合を図 3-5 に示す．鏃区においてより多くの分解菌の培養が

可能であることが示された（図 3-5）．

3-3 ラード分解菌の T-RFLP 解析

ラード分解菌の T-RFLP プロファイルを図 3-６に示す．コントロールとラード区で

は獲得したラード分解菌の微生物叢は同一の傾向を示したが，鏃区では，両区に比較

して多種多様な分解菌が確認された．ただし，コントロールとラード区のみで確認さ

れた分解菌も存在した．

第４節 考察

鏃を用いることで，微生物叢に変化が生じることが確認された．すなわち，目的微

生物の集積すなわち in situ 培養が行えたことが示唆された．また，平板培養法におい

てもその効果が確認できた．T-RFLP 解析でラード区に比べ鏃区で数多くのピークが確

認できた理由としては，土壌環境にラードを直接添加することで，ラードは速やかに
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図 3-5 平板培養法における，ラード分解菌の取得割合
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図 3-6 取得されたラード分解菌の T-RFLP プロファイル

（赤矢印は，鏃を用いた場合に主に観測された微生物ピークを示す）

bp
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拡散・分解されてしまうが，鏃区では試料は毛細管現象により徐々に内側から鏃表面

に染み出していくため，倍化時間の⻑い微⽣物等も集積できることが理由であると考

えている．これは，12 日の T-RFLP プロファイルにおいて，鏃区のみがコントロール

と比較し特異的なピークが出現していることが支持している．また，鏃の特異的なピ

ークは，環境常在菌の鏃への定着性や付着性，菌の運動性が大きく関わっていると考

えられる．

培養法による優位性は，上記の理由に加え，ラード区ではラードが染み出した土壌

のみを回収するのは非常に困難であるため，通常の土壌も多量に混ざってしまった為

であると考えられる．一方，鏃区では試料の拡散は鏃表面で抑えられるため，確実に

目的微生物を含むサンプルを回収することができる．鏃区において，ラード区やコン

トロールと比較し，異なった分解菌が出現したことは，in situ 培養の効果であると考

えている．

よって，鏃を用いることで，in situ 培養の効果を兼ね備えつつ，簡易な単離培養が

可能であることが示唆された．
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第４章 鏃の改良

第 1 節 緒言

 前章までにおいて，鏃を用いた土壌微生物集積の効果が示唆されたが，実験を通じて

鏃はいくつかの改善すべき点を抱えていることが明らかとなった．以下，鏃の課題点を

記載する．

①：先端が円錐型であり，添加した試料が主に鏃の下部より土壌環境に滲出する． 

②：コーヒー粕を練りこんだ焼成や，穴や溝の成型により，製造上の手間が増え大量生

産に適さない． 

よって，本章では，これら課題を解決すべく，新型鏃の開発を行った． 

第 2 節 新型鏃の開発

新型鏃については，旧型に対して，以下，①-③について変更を行った． 

①：形状を円錐型から，円筒形に改めた． 

②：周辺土壌に一様に試料が滲出するよう，末端は半球状とした． 

③：型を用いた製造を可能とするため，コーヒー粕の練りこみや，溝や穴の成型をやめ

た． 

焼締め等，その他製法・原材料は，第 2 章に記載の鏃との変更点はない． 

2-1 鏃のサイズ・重量・内容量の測定
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作製した鏃の中から無作為に 5 本の鏃を選び，それぞれのサイズ（高さ・外径・内径・

深さ・厚さ），重量，内容量を測定した．サイズの測定にはノギスを用いた．

2-2 試料の添加方法，および土壌サンプリング方法

前章までに用いた鏃は，表面に溝や穴を有していたため，サンプリングにおいて鏃そ

のものを回収することが可能であった．しかし，新型鏃は溝等の加工を行っていないた

め，鏃そのものから得られる土壌サンプル量は微量である．よって，添加した試料が鏃

より滲出する範囲を計測し，その範囲の土壌をサンプリングすることとした．また，鏃

に添加した試料を鏃全体から均一に滲出させるために，直接試料を添加する形から，珪

藻土に含ませた試料を，鏃に添加する方法に変更した．珪藻土を用いることで，試料が

鏃内部に均一に接触し，鏃全体から満遍なく滲出するのではないかと考えられる．

第 3 節 鏃に添加した試料の滲出範囲の計測

鏃に添加した試料の土壌拡滲出囲および，珪藻土を用いる添加法を検証するために，

フェノール（和光純薬工業）を試料として用い，鏃に添加したフェノールの土壌滲出範

囲を明らかにすることとした．実験の概要を図 4-1 に示す．

3-1 使用土壌

茨城県つくば市の畑より採取した土壌を，2 mm メッシュの篩にかけ，通過分を実験

に使用した．篩を通過した土壌 1.2 kg を 121 ℃，20 分の条件でオートクレーブし，こ
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図 4-1 鏃に添加した物質の滲出範囲の調査
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れを 3 回繰り返した．オートクレーブ後の土壌を，縦 210 mm×横 150 mm×深さ 70 mm

のプラスチックケースに充填し，本作業を 3 回繰り返すことで，3 つの土壌入りケース

を作成した．なお，土壌環境を周辺環境に馴染ませるため，土壌を充填したケースは，

25 ℃で 2 日間静置した後に実験に用いた．

3-2 フェノール添加鏃の埋設

鏃 1 本につき，フェノール 333 mg，蒸留水 333 μL，珪藻土 333 mg の混合物を添加

したフェノール鏃を 12 本用意した．用意したフェノール添加鏃を 1 ケースにつき，4

本ずつ等間隔に埋設した．なお，試験は室温を 25 ℃に保った実験室内で実施し，水分

の蒸発を防ぐためアルミホイルでケースに蓋をした．

3-3 土壌サンプリング法

1 週間ごとに計 4 週間，各ケースより 1 本の鏃を選択し，選択した鏃の中心部から，

それぞれ，0-0.8 cm，1 cm，3 cm の距離にある土壌をサンプリングした．まず，鏃を周

辺の土壌を崩さないようゆっくりと上部に引き上げることで回収した後，内径 21 mm

のポリプロピレンチューブを用い，鏃の中心部とチューブの中心が同じになるように土

壌に突き刺し，チューブ内部の土壌を鏃より 0.8 cm の距離にある土壌とした．次いで

約 1 cm および 3 cm の距離にある土壌を，スパチュラを用いて回収した．

3-4 土壌に滲出したフェノールの定量
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サンプリングした土壌から酢酸エチルを用いてフェノールを抽出し，GC-MS による

フェノールの定量を行った．2 g の土壌に 4 mL の酢酸エチル(和光純薬工業)を加え，ボ

ルテックスミキサーでよく攪拌した後，10 min 静置した．上澄に無水硫酸ナトリウム

（和光純薬工業）を加え脱水し，ガスクロマトグラフ（TRACE GC 2000 GC instrument,

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA），に質量分析計（FINNIGAN POLARIS Q MS 

instrument, Thermo Scientific）を接続した GC-MS を用いて，フェノールの量を測定し

た．フェノール定量条件を，表 4-1 に示す．

第 4 節 新型鏃が土壌微生物に与える影響評価

本章で開発した鏃は，第 2 章の鏃から，原料の変更は行っておらず，また土壌そのも

のをサンプリングする形に変更したため，基本的には土壌微生物に与える影響はないと

考えられる．しかしながら，第 2 章においては鏃埋設後 24 時間のみの細菌叢を解析し

たため，本章においては，試験期間を 2週間まで延⻑し，変性剤濃度勾配ゲル電気泳動

法(DGGE)34)にて細菌叢を評価し，土壌微生物への影響を確かめることとした．

4-1 使用土壌

2 mm の篩を通過したつくば市畑土壌約 1.2 kg を 210 mm×150 mm×70 mm のプラ

スチックケースに充填し，土壌微生物を実験環境に順応させるため，25 ℃で静置した．

2 日後，鏃 5 本を土壌に埋設した．試験期間中は室温を 25 ℃に保った，
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表 4-1 フェノール定量における GC-MS 条件
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4-2 DNA の抽出

0，1，3，7，14 日目に鏃から 0-0.8 cm の距離にある土壌を本章 3-3 に記載の方法

でサンプリングし，第２章 3-4-5 に記載の方法で DNA 抽出を行った．鏃より 5 cm 以

上離れた土壌についても，コントロールとして同様にサンプリングを行い，DNA を抽

出した．

4-3 16S rRNA 遺伝子の増幅

 抽出した DNA を鋳型として，16S rRNA 遺伝子の増幅を行った．表 4-2 にプライマ

ーの塩基配列を示し，反応溶液の組成と PCR 条件を表 4-3，表 4-4 に示す．

得られた PCR 産物の精製には MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN) を用い，付属

のマニュアルに従い行った．

4-4 DGGE 法による微生物生態解析

 得られた PCR 産物に，等量の 2×Dye Solution（0.5% Bromophenol Blue，0.5% 

Xylene cyanol 70% Glycerol）を添加し，DGGE に供した．DGGE ゲルのアクリルアミ

ド濃度は 8 %（w/v）とし，変性剤濃度勾配を 30-60 %にして作成した．なお，7M 尿

素および 40 %ホルムアミドを含む溶液を 100%変性剤とした．電気泳動には，D-Code 

Universal Mutation Detection System（BIO-RAD Laboratories Inc.）を用い，60℃，36 

V で 18 時間泳動を行った．
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表 4-2 DGGE 解析用プライマーの塩基配列

表 4-3 DGGE 解析用 PCR 溶液の組成

表 4-4 DGGE 解析 PCR 条件
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第 5 節 集積培養との比較について

 第 2 章のラードを用いた試験によって，集積培養とは異なる微生物挙動を示すことが

明らかとなった．この理由を第 2 章においては，鏃を⽤いることで，⻑期間試料が⼟壌

環境に暴露されることでさまざまな微生物が集積されることによるものと考察を行っ

た．そこで，実際に鏃が⻑期間にわたって試料を⼟壌環境に暴露させることが可能であ

ることを証明するため，フェノールを添加した鏃と，フェノールを土壌に直接添加した

場合とで，それぞれ土壌中のフェノール濃度を比較した．

5-1 試験設計

土壌は，つくば市畑土壌を 2 mm メッシュの篩にかけ，通過分を実験に使用した．鏃

1 本につき，フェノール 333 mg，蒸留水 333 μL，珪藻土 333 mg の混合物を添加した

フェノール添加鏃を 21 本用意した．作製したフェノール鏃を土壌に埋設したものを鏃

区とした．比較のため土壌にフェノールを直接添加することで 500 ppm フェノール漉

き込み土壌を作製し，これをフェノール漉き込み区とした．また，コントロールとして

土壌のみの系も用意した．試験開始より 0, 2, 4, 7, 14, 21, 28 日目にそれぞれ鏃から 0-

0.8 cm の距離にある土壌をサンプリングした．実験は 3 連で行った．

5-2 フェノールの定量

 フェノールの定量は本章 3-4 に記載の方法に従い実施した．値は 3 連の平均値（±
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SD）を算出した. 

第 6 節 結果

6-1 鏃のサイズ・重量・内容量の測定

実際の鏃の写真を図 4-2 に示す．また，鏃のサイズ，重量，内容量を測定した結果を

表 4-5 に示す．ひとつひとつ手造りであるため，鏃のサイズ，重量，内容量には多少の

バラつきがみられたが，前章までに用いた鏃に対し，その差は小さいものであった．

6-2 鏃に添加したフェノールの土壌滲出範囲

GC-MS によるフェノールの測定結果を図 4-3 に示す．試験期間を通して鏃から約 3 

cm の距離にある土壌においてはフェノールが検出されることはなく，フェノールの滲

出範囲は鏃からの距離約 3 cm 未満の限られたスペースにとどまることが明らかとなっ

た．また，鏃埋設後 7 日目には周辺土壌においてフェノールが検出されたことから，鏃

に添加したフェノールの一部は 7 日以内に周辺土壌へ滲出することも明らかとなった．

6-3 DGGE 法による土壌微生物叢解析

DGGE 法による土壌微生物叢解析結果を図 4-4 に示す．試験期間を通して，鏃周辺土

壌と土壌は同一の細菌叢を示した．

6-4 集積培養と比較したフェノール濃度変化
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図 4-2 新型鏃の詳細

表 4-5 新型鏃の計測結果
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図 4-3 鏃に添加したフェノールの滲出範囲
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図 4-4 土壌と新型鏃周辺土壌の DGGE 解析
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各試験系における土壌中フェノール濃度の経時変化を図 4-5 に示す．コントロール

土壌ではすべてのサンプルにおいてフェノール濃度は検出限界以下であった．フェノー

ル漉き込み区では時間の経過に伴い濃度が減少し，14 日目でほぼゼロとなった．鏃区

では 28 日目までフェノールが検出された．

第 7 節 考察

 本章では，第 2 章において作成した鏃の改良を実施した．改良により，各鏃のサイズ，

重量，内容量といったバラツキが抑えられ，また，型を用いた製造が可能になったこと

からより実用的なツールになったと考えられる．

しかしながら，本鏃によっても試料の滲出量・速度は安定しなかった．図 4-6 に 4 本

のフェノール添加鏃を用いて，土壌に埋設後 3 日目の鏃周辺 0.8cm 圏内のフェノール

濃度と，DGGE による細菌叢解析結果を示す．4 本の鏃間でフェノールの滲出速度は異

なっていたが，細菌叢自体は同一の結果を示した．よって，鏃は定量的な実験よりも主

に定性的な実験に用いられることが望ましいと考えられる．

図 4-3 において滅菌土壌を用いたにも関わらず土壌中のフェノール量が経時的に減

少しているが，これは土壌の滅菌が不完全であったため，残存した微生物による，フェ

ノールの分解が生じたためと考える．実際に，本土壌希釈液を NB 培地に塗布したとこ

ろ，1.2×103 cfu/土壌 g 程度のコロニーが発生した（Data Not Shown）．

また，鏃より土壌に滲出する試料はおおむね鏃から 3cm 以内に収まっていた．これ
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図 4-5 集積培養と鏃のフェノール濃度変化の違い
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図 4-6 鏃の個体差（滲出速度差）による土壌微生物への影響
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は，非常に興味深い結果であり，鏃を用いることで微生物集積が低環境負荷で実施可

能であることを意味している．本事象は，土壌特性，試料特性，そして分解菌の有無や

数に左右されると考える．他の物質においてもフェノール同等の結果を見せるのかにつ

いては，今後さまざまな土壌タイプや試料を用いて確認する必要がある．
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第５章 鏃の微生物生態解析への応用

第 1 節 緒言

当初，鏃は新規土壌微生物集積ツールとして開発された．しかしながら，前章までに

観察された鏃の特性を鑑みると，定性的な微生物生体解析のツールとしても応用可能で

あると考えられる．よって，本章では土壌微生物集積以外の鏃の応用方法として微生生

態解析，主に効果的なバイオレメディエーションに向けた備えとして，鏃の応用を試み

た．

第 2 節 バイオレメディエーションの備えとしての鏃の応用

近年，さまざまな化学物質で汚染された環境の修復技術として，低環境負荷，低コス

トといった利点を有するバイオレメディエーションが注目を集めている．

バイオレメディエーションは本来，汚染事故が起きた際に実施されるものであるが，

事故の際は，より効率的かつ迅速な実施が求められるため，事前検証を行い有事に備え

る必要がある．すなわち，予め汚染が想定される物質を用いて，当該環境における汚染

物質分解菌の挙動とそれを取り巻く微生物生態系の解析を行い，汚染物質の分解メカニ

ズムを事前に推定し，環境修復マニュアル等を策定することが求められている 39,40,41)．

そのため，これまで実験環境に汚染物質を添加した系で汚染物質分解のモニタリングや

生態系影響評価が行われ，数多くの知見が得られている 42,43,44,45,46,47)．
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しかしながら，これらの知見の多くは，実験室レベルで得られたものであり，得られ

たデータが実環境中の生態系でも再現されることは稀である 44)．そこで，実環境中で汚

染物質を人為的に散布する実験も行われているが，広大な土地が必要となり，また，コ

スト面や環境への負荷も問題視されている 48,49,50,51)．よって，環境への負荷を最小限に

しつつ，かつ実環境に近い実験系の構築が必要とされている．

鏃は，前章までの結果から，in situ かつ低環境負荷の土壌微生物実験が可能であるこ

とが示されている．すなわち，鏃に環境汚染物質を添加することで，疑似的な汚染環境

を作り上げることができ，当該土壌における環境汚染物質の微生物分解メカズムを知る

ことができると考え，これを実証することとした．

第 3 節 実験方法

3-1 モデル環境汚染物質の選定

 本実験に用いるモデル環境汚染物質は，物質的な安定性があること，これまでに分解

菌・分解酵素の報告があり，実際に微生物による分解が期待できるものであることが望

ましい．本実験においては，上記観点に加え，汚染物質の環境影響評価的側面を考慮し，

第 4 章においても用いられたフェノールをモデル物質として選択した．

3-2 フェノール汚染モデルの構築と微生物生態解析

鏃を用いて，フェノール汚染モデルを構築し，経時的な，フェノールの減少および微
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生物生態の推移を確認することとした．実験の概要を図 5-1 に示す

3-2-1 使用土壌

茨城県つくば市の畑より採取した土壌を，2 mm メッシュの篩にかけ，通過分を実験

に使用した．通過した土壌 1.2 kg を縦 210 mm×横 150 mm×深さ 70 mm のプラスチッ

クケースに充填し，25℃で 2 日間静置した．

3-2-2 フェノール添加鏃の埋設

鏃 1 本につき，フェノール 333 mg，蒸留水 333 μL，珪藻土 333 mg の混合物を添加

したフェノール添加鏃を 4 本用意した．用意したフェノール添加鏃を 3-2-1 の土壌ケー

スに等間隔に埋設した．なお，実験期間中は室温を 25 ℃に保ち，水分の蒸発を防ぐた

めアルミホイルでケースに蓋をした．

3-2-3 土壌サンプリング

鏃埋設直後の土壌を 0 週とし，2 週間ずつ計 8 週間，土壌サンプリングを実施した．

2 週間ごとに 1 本の鏃を選択し，選択した鏃からそれぞれ，0-0.8 cm の距離にある土壌

をサンプリングした．サンプリングは，第 4 章 3-2-3 に記載方法に従い行った．また，

コントロールとして，選択した鏃より 5cm 以上離れた土壌を同様に，ポリプロピレン

チューブを用いて回収した．

3-2-4 フェノールの定量



62 

図 5-1 鏃を用いたフェノール汚染土壌の微生物生態解析フロー
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フェノール添加鏃区の土壌および，コントロール土壌より，酢酸エチルを用いてフェ

ノールを抽出し，GC-MS によるフェノール濃度の測定を行った．GC-MS での測定は，

第 4 章 3-4 に記載の方法に従い行った．

3-2-5 DGGE 法による微生物生態解析

サンプリングした土壌から DNA を抽出し，16S rRNA 遺伝子をターゲットとした

DGGE 解析を実施した．DNA の抽出は 2 章 3-4-5，プライマーおよび DGGE 解析につい

ては，第 4 章 4-3，4-4 に記載の方法に従い行った．また，フェノールの影響を大きく

受けた細菌を特定するため，DGGE 後のゲルよりフェノール鏃土壌に特徴的なバンドを

切り出し，DNA 抽出を行った後，シークエンス解析により微生物種を同定した．

(1) DGGE バンドの 16S rRNA 遺伝子をターゲットとしたシークエンス解析

DGGE 後のゲルを目視で確認したうえで，コントロールと比較しフェノール鏃に特徴

的なバンドを切り出し，Qiagen Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いて DNA をゲルから

抽出した．抽出は付属のマニュアルに従い行った．得られた生成物を鋳型に MicroSeq® 

500 16S rDNA PCR Kit（Applied Biosystems）を用いた，16S rRNA 遺伝子の， Top500

領域をターゲットとした PCR を実施し，得られた PCR 産物について MicroSeq® 500 

16S rDNA Sequencing Kit（Applied Biosystems）と，Applied Biosystems™ 3730xl DNA 

Analyzer（Applied Biosystems）を用いたダイレクトシークエンスにより，塩基配列を決

定した．一連の操作は Applied Biosystems のプロトコルに従い行った．決定された塩基
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配列は，BLAST を用いて，DNA 塩基配列データベース（GenBank / DDBJ / EMBL）に対

して既知の微生物の 16S rDNA 配列との相同性検索を行い，近縁種と推定される微生物

を同定した．なお，得られた塩基配列は，GeneBank に登録した（登録番号 AB933322–

AB933327) .

3-2-6 次世代シーケンサーによる微生物生態解析

フェノール添加鏃区の DNA については，次世代シーケンサー（NGS）Miseq（Illumina）

を用いた細菌叢解析 52)を PCR-DGGE とあわせて実施した．

（1）16S rRNA 遺伝子の増幅

PCR によって 16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域(約 460 bp)の増幅を行った 53)．DNA ポ

リメラーゼには正確性と伸⻑性の⾼い KAPA HiFi DNA Polymerase（日本ジェネティク

ス）を用いた．表 5-1 にプライマーの塩基配列を示し，反応溶液の組成と PCR 条件を

表 5-2 および表 5-3 に示す．増幅産物に AMpure Beads XP（Beckman A63880）16 µL

をボルテックスしてから加え，ピペッティングして室温で 5min インキュベートした．

AMpure Beads XP は磁性を帯びた DNA 吸着ビーズで，DNA の精製に利用可能である．

マグネットスタンドに溶液をセットし，静置することで溶液中からビーズを回収し，上

清を廃棄した．さらに 80% EtOH によりビーズを洗浄した．この操作を 2 回繰り返し

た．チューブの蓋を空け，室温で 5min 静置して，ビーズを乾燥させた．チューブをマ

グネットスタンドからはずし，pH 8.5 10 mM Tris-HCl 42.5 µL を添加し，ピペッティ
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表 5-1  NGS 解析用プライマー

表 5-2  NGS 解析用 PCR 溶液の組成

表 5-3 NGS 解析における 16S rRNA 遺伝子増幅 PCR 条件
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ングを行い，室温で 2min インキュベートした．

マグネットスタンドを用いてビーズを回収し，上清の精製増幅産物を新しい PCR チ

ューブに回収した．回収した溶液をアガロースゲル電気泳動によって目的配列が増幅さ

れていることを確認した．

（2）index 付加 PCR 

次世代シーケンサーMiSeq（Illumina）は多数の DNA 断片を同時並列的に解析するシ

ーケンサーであり，複数のサンプルを同時にシーケンス解析することが可能である．

MiSeq では個々の配列がどのサンプルに由来するものであるかを区別するため，増幅産

物の末端に既知である index 配列の付加を行う．index 配列は Illumina 社によって既定

されており，12 種類の index 1 と 8 種類の index 2 の二つの組み合わせによって，計 96

種類のサンプルを区別して同時にシーケンス解析することが出来る．表 5-4 にインデ

ックス付加 PCR におけるプライマーの塩基配列を示し，反応溶液の組成と PCR 条件を

表 5-5 および表 5-6 に示す．

増幅産物に AMpure Beads XP（Beckman A63880）28 µL をボルテックスしてから加

え，ピペッティングして室温で 5min インキュベートした．マグネットスタンドに溶液

をセットし，静置することで溶液中からビーズを回収し，上清を廃棄した．さらに 80% 

EtOH によりビーズを洗浄した．この操作を 2 回繰り返した．チューブの蓋を空け，室

温で 5min 静置することでビーズを乾燥させた．チューブをマグネットスタンドからは
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表 5-4 NGS 解析用 Index 付与プライマー

表 5-5  NGS 解析用 Index 付与 PCR 溶液の組成

表 5-6  NGS 解析 Index 付与 PCR 条件
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ずし，pH 8.5 10 mM Tris-HCl 27.5 µL を添加し，ピペッティングして室温で 2min イン

キュベートした．マグネットスタンドを用いてビーズを回収し，上清の精製増幅産物を

新しい PCR チューブに回収した．その後，アガロースゲル電気泳動によって目的配列

が増幅されていることを確認した．

（3）ライブラリの作成

Index 付与後の PCR 産物 MilliQ 水を用いて 10 倍希釈し，1 µL を Bioanaluzer（Agilent）

の 1,000kit を用いて解析することでライブラリの塩基⻑を確認した．また，Qubit 

Fluorometer（original model, Thermo Fisher Scientific）および Quant-iT™ dsDNA BR 

Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて DNA 濃度を定量した．得られた塩基⻑と

DNA 濃度から，各 PCR 産物のモル濃度を算出した．算出式を，図 5-2 に示す．算出し

たモル濃度から，DNA 濃度が 4 nM となるよう MilliQ 水を用いて希釈し，それらを 1

つにまとめ，ライブラリサンプルとした．

（4）MiSeq を用いた 16S rRNA 遺伝子解析

MiSeq を用いて 16S rRNA 遺伝子の解析を行った．ライブラリサンプル 5 µL に 0.2 M 

NaOH 5 µL を添加し，室温で 5min インキュベートした．このサンプルを氷上に移し，

HT1 Buffer 990 µL を添加して 20 pM 変性ライブラリを調製した．90 µL の変性ライブ

ラリを等量の変性 PhiX ライブラリと混合し，96℃，2min インキュベートしてさらに熱

変性させた．氷上で 5min インキュベートした後，反応液 600 µL を MiSeq Reagent kit  
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図 5-2 PCR 産物のモル濃度算出式
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v2 500 cycle 試薬カートリッジに添加した．フローセル，試薬カートリッジ，バッファ

ーボトルを MiSeq にセットして，シーケンス解析を開始した．なお，シークエンス結果

は，DDBJ Sequenced Read Archive に登録した（登録番号 DRX121990–DRX121994）．

（5）RSV の抽出

次世代シーケンサーから出力されたデータをもとに微生物群集構造解析を行った．群

衆構造解析には，無償の統計解析ソフトウエアである R version 3.4.3（http://www.r-

project.org/）と，Jeff らによって開発された微生物群集解析ツールを統合したパイプラ

インソフトウエア Mac QIIME54)を用いた．また，R 用パッケージとして，Biocinductor

より，"dada2"，"phyloseq"，"DECIPHER"，"phangorn"，"ShortRead"，"QuasR"の各ラ

イブラリを利用した．

まず，QusR ライブラリを用い，抽出されたシークエンスデータから，5’末端のプラ

イマー由来領域並びに，3 末端の最後の 1 塩基を除去した．Miseq でのシークエンスに

おいて，5 末端はプライマー由来の配列となっており，本領域は本来の生物の持つ 16S 

rRNA の配列でないことがあるため，除去することが望ましい．また，各リードの最後

の 1 塩基（3 末端）はクオリティが保証されていないので，除去した．続いて ShortRead

ライブラリを用い，Short read，Long read 等のリードを除去し，Forward，Reverse の

両塩基が存在するリードのみを抽出した．

最後に，DADA2 を用い，シークエンスクオリティに基づくフィルタリングを実施（閾
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値を Quality score 20 未満と設定）し，RSV を推定した．

（6）DADA2 

これまで，微生物群衆解析には，OUT（operational taxonomic unit）が主に用いられ

てきたが，本研究では，Cahhahan らによって開発された DADA2 アルゴリズム 55)を用

い，得られたリードの分類を行った．DADA2 では，OTU の代わりに RSV（Ribosomal 

Sequence Variant）の推定を実施する．OTU では，一定の閾値の元，似た配列を同様の

配列とするが，RSV ではシークエンスのエラー率を計算し，元のシークエンスからエラ

ーを除くという手法をとり，OTU では同一とされるリードも分類することが可能など，

より高い正確性を有する．

（7）微生物種の同定

推定した RSV に対して， SILVA reference files（release 128）56)を用い，生物種の同

定を実施した．同定された生物種から，真核生物・葉緑体・ミトコンドリア由来と分類

された RSV を除き，さらに，平均出現頻度 1%未満の RSV を除去した後，Genus レベル

で描写を行った．

（8）α 多様性解析

真核生物・葉緑体・ミトコンドリア由来と分類された RSV を除いた後の RSV に対し

て ， 試 験 期 間 中 の 細 菌 叢 の 変 化 を と ら え る た め に ， Shanon57,58) ， Simpson59) ， 

InvSimpson59)をそれぞれ用いて，α 多様性解析を実施した．
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3-2-7 定量 PCR による Phenol monooxygenase 遺伝子の定量

フェノール鏃土壌におけるフェノールの減少が，実際にフェノール分解菌が関与して

いることを示すために，phenol monooxygenase 遺伝子 60)を対象とした Real-time PCR

を実施した．

3-2-5 で抽出したフェノール鏃区 DNA を鋳型として，phenol monooxygenase 遺伝

子の増幅を行った．phenol monooxygenase は phenol hydroxylase とも呼ばれ，フェノ

ール代謝系で最初に作用する酵素である．フェノール代謝系の概略を図 5-3 に示す．プ

ライマーには phenol monooxygenase 遺伝子特異的なプライマーとしての報告がある

PHE-F および PHE-R を用いた 61)．使用したプライマーの配列を表 5-7 示す．このプラ

イマーは phenol monooxygenase の α サブユニットをコードする領域に特異的に結合

する．この領域は二価鉄のバインディングサイト，ダイマーの形成時の結合部位，およ

び活性中心を含むユニットである．このプライマーを用いて PCR を行った際の増幅産

物は約 206 bp となる．

Real-time PCR は Light Cycler 1.5（Roche Diagnostics）と蛍光試薬 FastStart DNA 

MasterPLUS SYBR Green I（Roche Diagnostics）を用いて行った 39)．反応液組成，およ

び反応条件を表 5-8，表 5-9 に示す．スタンダードには Comamonas testosteroni より

抽出したゲノム DNA を鋳型とした PCR 増幅産物を用いた．反応終了後，分析データを

Light Cycler Software Version 3.5（Roche Diagnostics）を用いて解析した．また，phenol 
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図 5-3 フェノール代謝経路 

(KEGG：http://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?

scale=1.0&map=map00362&keyword=phenol より) 
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表 5-7 real-time PCR 用プライマー

表 5-8  real-time PCR 用 PCR 溶液の組成

表 5-9  real-time PCR 条件
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monooxygenase 遺伝子と 16S rRNA 遺伝子のコピー数をそれぞれ測定し，図 5-4 に記

載の計算式より各サンプル中における全菌数に対する phenol monooxygenase 遺伝子

の存在比を求めた．

第 4 節 結果

4-1 フェノール汚染モデルにおける土壌フェノール量の推移

GC-MS によるフェノール濃度の測定結果を図 5-5 に示す．コントロール土壌では試

験期間を通してフェノールが検出されることはなかったのに対し，フェノール鏃土壌で

は鏃埋設後 2 週間目のフェノール濃度が約 300 ppm であり，その後は減少し，6 週で

検出限界以下となった．よって，鏃に添加したフェノールが周辺土壌へ浸透し，フェノ

ール分解菌によって，分解されたと推測される．また，回収した鏃の臭いを確認したと

ころ，4 週目にはフェノールの臭いが確認されたが，6 週目は臭いが感じられなかった

ことから，鏃に添加したフェノールは約 1 ヶ月をかけて周辺土壌へ浸透したと考えられ

る．

4-2 DGGE 法による土壌微生物叢解析

DGGE による微生物生態解析結果を図 5-6 に示す．コントロール土壌では試験期間を

通して微生物叢がほとんど変化することはなかったのに対し，フェノール添加鏃土壌で

は微生物叢に変化が見られた．鏃周辺土壌にフェノールの存在が確認された 2 週目に
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図 5-4 phenol monooxygenase 遺伝子の存在比算出式
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図 5-5 試験期間中における土壌中フェノール濃度の推移
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図 5-6 DGGE 解析による土壌微生物の推移
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は，微生物叢がコントロール区と比較して大きく異なっていたことから，鏃に添加した

フェノールが土壌微生物に影響を与えていることが明らかとなった．鏃に添加したフェ

ノールの影響を大きく受けた細菌を特定するため，コントロール区と比較してフェノー

ル鏃区に特徴的な DGGE バンド（図 5-6 の 1-6）の切り出しを行い，得られた配列デー

タの相同性検索（BLAST）を行った.その結果，バンド 1 および 2 は Bacillus sp.と，3 お

よび 4 は Streptomyces sp.と，5 は Amycolatopsis sp.と，6 は Actinoallomurus sp.とそれ

ぞれ高い相同性を示した．これらの細菌のうち，Bacillus sp.および Streptomyces sp.は

それぞれカテコールのメタおよびオルト開裂を介してフェノールを分解することが知

られている 62,63)．従って，これらの細菌が実験系において優占化し，フェノールの分解

に寄与したと推測される．

4-3 次世代シーケンサー解析結果

次世代シーケンサーでの解析結果を図 5-7〜図 5-10 に示す．次世代シーケンサーの

結果は PCR-DGGE の結果同様に，フェノールの減少と連動して，Bacillus sp.，

Streptomyces sp.，Amycolatopsis sp.，Actinoallomurus sp.の優占化を示した．また，同

様にフェノール分解の報告がある，Cupriavidus sp.64)も 6〜8 週のサンプルにおいて検出

された．

また，α 多様性解析の結果から，フェノールが残存していた 6 週目までにおいて，フ

ェノール分解菌の優占化に起因し，細菌叢の多様性が失われていたが，8 週目において
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図 5-7 次世代シーケンサー解析における総リード数
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図 5-8 総リードから Quality フィルタリングまでのリード数の推移
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図 5-9 微生物叢の推移（属レベル）
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図 5-10 α多様性解析結果



84 

は，多様性が回復し始めていた．

4-4 定量 PCR 解析結果

16s rRNA 遺伝子（全細菌数想定）に対する phenol monooxygenase 遺伝子の存在比

の経時変化を図 5-11 に示す．全細菌数に対する phenol monooxygenase 遺伝子の存在

比は，コントロール土壌では実験期間を通じてほとんど変化しなかった．対してフェノ

ール鏃土壌では実験開始 2 週間で遺伝子量が増加した後，4 週目で減少し，6 週間目に

は実験開始時の約 2 倍まで増加した．よって，フェノールの分解は細菌によるものと推

定可能である．

第 5 節 考察

本章の実験により，鏃を用いることで，環境負荷の少なく，簡便でコスト効率が良い，

生態解析が行えることが示唆された．

従来バイオレメディエーションの予備検討として実施されてきた，in situ 現場試験で

は，広大な圃場（土壌量換算で 1-5,000 トン）を必要とし 65,66)，環境汚染物質の使用量

も非常に多いことが課題とされていた．対照的に鏃では，非常に省スペースでの試験が

行える．本実験において，鏃は 333 mg のフェノールで 300 ppm の汚染区を作り出し

ていたが，これまでの in situ 現場試験においては，最低でも 300 g のフェノールが必要

となる．また，⼟壌汚染は鏃のように，徐々に徐々に汚染が進⾏し，⻑期間に亘って
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図 5-11 phenol monooxygenase 遺伝子の存在比推移
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汚染物質が環境に暴露されるケースも考えられ，鏃を用いてのデータ採取はより有意義

なものと考えられる．

real-time PCR に関して，本章で得られた結果を見ると，フェノール鏃区で確認され

た Bacillus 属を中心とするフェノール分解菌の報告がある RSV の存在比は明らかに 2

倍以上に増加している．よって，全ての RSV がフェノール分解遺伝子を有していない

可能性を考慮しても，phenol monooxygenase 遺伝子の存在比は 2 倍以上に向上してい

るはずである．この原因としては遺伝子増幅に用いたプライマーが Bacillus 属を代表と

するグラム陽性菌の phenol monooxygenase 遺伝子に適していない可能性が考えられ

る．本研究で用いたプライマーと Bacillus 属由来 phenol monooxygenase 遺伝子とをア

ライメントした結果を図 5-12 に示す．Bacillus 属由来 Phenol monooxygenase 遺伝子

と本研究で用いたプライマーは配列にミスマッチが多く，本プライマーを用いた PCR

では遺伝子を増幅できない可能性が示唆された．本実験で用いたプライマーは

Comamonas sp.や Burkholderia sp.などのグラム陰性菌の phenol monooxygenase 遺伝

子をリファレンスとして作成されている 61)．そのため，本研究で支配的であったグラム

陽性菌の phenol monooxygenase 遺伝子をカバー出来ていないと考えられる．また同

様に，Streptomyces sp.に関しては，phenol monooxygenase 遺伝子の配列が報告され

ておらず，こちらも今回使用したプライマーによって検出されなかった可能性が高い．

フェノールの分解と微生物の関連を正確に評価するためには，これらのグラム陽性菌由
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来 phenol monooxygenase 遺伝子情報も加味した，新たなプライマーの設計が必要で

あると考えられる．
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図 5-12 PHE F および PHE R と Bacillus 属由来 phenol monooxygenase 遺伝子のアライメント 
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第 6 章 総括

本研究では，土壌微生物をターゲットとした集積ツールとして，鏃を作成し，鏃を

用いた in situ 培養の効果を有する新規土壌微生物集積法を提案した．

第 2 章では，本研究のコアツールである多孔質構造を有した鏃を作成し，鏃を用い

る土壌微生物集積法を考案した．加えて，作成した鏃の土壌微生物への影響を評価し

た．鏃は，直検法，培養法そして T-RFLP 法のいずれにおいても土壌そのものと同様の

傾向を示し，鏃が土壌微生物に与える影響は限りなく少ないことが明らかとなった．

よって，鏃は土壌環境に用いることが可能と結論づけた．

第 3 章では，実際に鏃を用いた土壌微生物集積を行った．土壌に埋設した鏃にラー

ドを添加し，T-RFLP 法により鏃表層の細菌群衆構造の推移解析，培養法にてラード分

解菌の取得をそれぞれ行い，鏃の有用性を示した．鏃を用いることで，鏃表層の微生

物叢は大きく変化し，また，ラード分解菌についてもコントロールや集積培養と比較

して取得効率が高く，多種多様な菌が取得できることが明らかとなった．今後，本効

果が in situ 培養の効果に依存することを追加実験により明らかとする必要がある．

第 4 章では，生産性や実用性の向上を目的に鏃の改良を実施した．新型鏃では，鏃

自体を回収する形から，鏃周辺土壌をサンプリングする形に改めた．鏃に添加した試

料は，鏃から約 3cm までの範囲で滲出していることが明らかとなった．これは，環境

に高負荷な試料を用いても，大きな環境汚染は引き起こさず in situ 試験が行える事を
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意味している．よって，物質の制約なく，今後さまざまな試験が行えると考えてい

る．また，鏃では添加した試料は集積培養と⽐較し⻑期間環境中に保持されるこも明

らかにした．本事象が，第 3 章におけるコントロールや集積培養との差となって表れ

るのではないかと考えている．

第 5 章では，土壌微生物集積法以外の鏃の応用として，微生物生態解析への応用を

行った．フェノールを汚染物質として，土壌環境においてフェノールが分解され，微

生物叢が変化していく様子を確認することができた．よって鏃は土壌微生物集積以外

にも，定性的な微生物生態解析において強力なツールになると考えられる．

本研究を通して鏃には 4 つの特徴があることを実証した．

①：in situ で土壌微生物集積が行えること 

②：使用する試料による環境負荷を最小限にできること 

③：使用する試料の量が従来法より極めて少ないこと 

④：簡便で誰にでも扱えること 

上述した特徴を考えれば，鏃は未だ発展途上ではあるものの，土壌微生物集積を始め

としたさまざまな土壌微生物実験への応用が期待される．一例として，Stable Isotope 

Probing（SIP）への応用について記述する．

SIP 法は，Radajewski らによって開発された手法 67)で，様々な化学物質の代謝に関与

する微生物を同定するための手法として，広く使用されている．これまでのいくつかの
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研究において，実際の現場試験が行われてきたが 68,69)，SIP 法で用いる安定同位体が高

コストであること，環境中への安定同位体の放出は好ましくなくことから，多くは実験

室レベルでの試験にとどまっている現状がある．  

しかしながら鏃では，添加する試料の量は少なく，また環境汚染リスクも低いことか

ら，SIP 法での現場試験には最適であると考える．

開発当初は，より簡易な in situ 培養を実現するための，土壌微生物集積という切り

口で研究を進めていたが，今後，さまざまな研究に鏃が活用され，大きな成果を挙げ

る日もそう遠くないのではないかと期待をしている．
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