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概 要

自然環境や下水汚泥などに存在する多種多様な微生物は極めて重要な役割を担っている。しかし，

その殆どの細菌は未だに人為的に培養することができず，菌叢の全体像や個々の細菌の機能は明ら

かになっていない。今後，我々が地球環境保全に積極的に取り組むためには，これら未知の菌叢の

構造と機能を明らかにし，未知の微生物の持つ有用な機能を積極的かつ効率的に活用していく必要

がある。ブラックボックスが存在すれば，その中身を見たくなるのは必然であり，そのために新た

な手法が開発される。環境分野には魅力ある未踏の研究フロンティアが横たわっている。
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1．環境分野における菌叢解析の目的と意義

菌叢とは様々な“種類”の微生物によって構成され

た集団のことである。種類の表し方は，専門的には

DNA 配列に基づく系統分類による属名や種名 (例：

Nitrosomonas, Thiobacillus denitrificans) が用いられ

るが，機能に基づく表記 (例：硝化細菌，脱窒細菌，

硫酸塩還元細菌，メタン生成菌) は一般にわかりやす

く現在も広く用いられる。また，種類のみならず，数

(個体数) の情報も菌叢を表現する上で重要である。

菌叢解析の直接的な目的は上に述べたような微生物

の種類や個体数を明らかにすることであるが，菌叢解

析は主に我々が目にしている現象の担い手を明らかに

し，その現象を生態学的に説明するために行われてき

た。確かに，菌叢解析により処理性や処理の安定性を

診断したり予測したりすることに対する期待もある。

実際，原生動物の微生物叢は実際に活性汚泥の処理性

の診断に用いられてきた1)。しかし，原核生物 (細菌

および古細菌) の菌叢解析情報からより高度な処理に

対してそれを実現することはまだ難しい。むしろ菌叢

解析によってそれがいかに困難であるかを我々が知る

ことになった。活性汚泥や生物膜の水処理微生物系に

存在する種は 100〜1,000以上と極めて多種多様であ

り，しかもこれまで純粋培養されて生理機能が調査さ

れた原核生物はDNA配列情報から推定される全体の

ごく一部に過ぎないという事実がある。構成細菌のほ

とんどが未培養と知りながら，研究者は菌叢解析やそ

の他の技術を駆使して複雑な環境微生物生態系の現象

を 1つ 1つ説明してきたのである。例えば，硝化細菌

の種類と多様性はアンモニア濃度などの水質を反映す

ること2)，硝化細菌と共存する未培養微生物が硝化細

菌の代謝物や死骸を利用して生態系維持に貢献してい

ること3)，形態的には同一とみなされてきたバルキン

グ原因糸状性細菌の遺伝子系統学的な多様性 4)，嫌気

グラニュールにおいて微生物の 60〜70% もが未知種

であることやメタン生成古細菌が従来知見以上に多様

であること5)，嫌気消化の有機酸分解菌の種多様性が

基質濃度変動への対応を可能にしていると考えられる

こと6)，微生物燃料電池の電力生成には特定の微生物

が必ずしも必要でなく様々な微生物が関与すること7)

など，このような微生物生態学的な知見の積み重ねは

近い将来に廃水処理施設が菌叢解析に基づいた運転の

維持管理や処理水質の安定および向上を実現し，さら

にはエネルギー生産や資源回収施設へと発展していく

ために重要であると考える。現に，廃水処理微生物の

公開データベース MiDAS 8)には未分離の微生物も含
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めて廃水処理で検出される微生物の生態情報 (系統分

類，形態，代謝，廃水処理における存在量等) が属レ

ベルで集積されている。菌叢の理解から菌叢による診

断，さらには制御へと期待が高まる。

2．環境分野における菌叢解析技術の変遷

2. 1 顕微鏡観察による菌叢解析

顕微鏡を用いた形態学的観察による微生物叢解析は

現在においてもなお活性汚泥の状態を評価して維持管

理に役立てる上で有効な方法である。観察対象は主に

原生動物の繊毛虫類，微小後生動物の輪虫類，糸状性

細菌など形態の特徴が捉えやすい数十から百マイクロ

メートル程度の大きさの微生物に限定されるが，微生

物の種類および個体数と微生物が出現する環境 (浄化

の程度) には相関が認められていることから指標微生

物として利用されている。バルキング関連の糸状性細

菌叢はグラム染色とナイセル染色の顕鏡結果と形態観

察結果を組み合わせることで評価できる。原生動物は

廃水中の重金属や有機性化学物質に対する毒性応答の

指標になり得ること9)やメタン発酵などの嫌気環境中

での役割は未解明であることなどから現在も研究が進

められている。顕微鏡観察によるこのような比較的大

型の微生物叢解析は，処理目的が BOD の低減のみの

場合には有用であっても，窒素除去やリン除去に対し

ては適用できない。汚染土壌や地下水のバイオレメ

ディエーションなどに対しても同様に難しい。硝化・

脱窒など酸化還元反応により物質変換を直接担うのは

細菌であるため，これらを観察対象としたいが，球状，

桿状，らせん状など形態的多様性に極めて乏しい中で

特定の細菌の存在や個体数を通常の光学顕微鏡による

観察で評価することは不可能である。しかし，高度な

処理水質に対する要求の高まりや微生物を用いた環境

浄化への期待から細菌類の挙動解明が求められるよう

になったことも菌叢解析が進められた背景にある。

2. 2 培養に基づく方法による菌叢解析

水質浄化に関わる各種細菌の個体数ならびにその変

化を処理性能との関係から明らかにする目的で，平板

培養法や最確値 (MPN) 法など，培養に基づいた微

生物の同定および計数方法が用いられてきた。培養法

の特徴は，アンモニア酸化細菌の場合には亜硝酸イオ

ンの生成を検出し，硫酸塩還元細菌の場合には硫化水

素生成の結果生じる硫化鉄の沈殿を確認するなど，検

出方法が微生物機能の発現に基づいていることである。

培養法では窒素除去に関わるアンモニア酸化細菌 (培

養時間：4〜5 週間)，亜硝酸酸化細菌 (8〜9 週間)，

脱窒細菌 (1〜2週間) のほか，硫化水素生成による

臭気発生および腐食に関わる硫酸塩還元細菌 (2〜3

週間) および硫黄酸化細菌 (1〜3週間)，メタン生成

菌 (4週間) などが検出・定量できる10)。CGYや R2A

などの低栄養培地を用いた培養で得られたコロニーに

対して基質資化性や各種性状試験を組み合わせて十数

種類の属を同定し，微生物叢を推定することもできる。

生物膜内の窒素除去の研究11)など 20世紀末までの水

処理に関する多くの研究が培養法を用いて行われ，メ

カニズム解明やモデル構築等に寄与してきた。一方，

培養には長時間要するため，試験結果を生物反応槽の

運転管理に迅速にフィードバックすることは困難であ

り大きな課題であった。

2. 3 16 S rRNAアプローチによる菌叢解析

(1) 16 S rRNAアプローチ

微生物の“16 S rRNA遺伝子”の塩基配列の分子系

統解析に基づく分類および標的微生物の検出・定量技

術のことを 16 S rRNAアプローチという。rRNA (リ

ボソーム RNA) は細胞内のタンパク質合成器官であ

るリボソームを構成する RNAである。遠心分離によ

る沈降速度の違いから 5 S，16 S，23 S rRNAがあり，

16 S rRNA (真核生物の場合は 18 S rRNA) が分子系

統解析に用いられる。その理由は，①全ての生物に

存在する，②塩基配列の長さが十分で，比較解析に

適している，③遺伝子自体の進化が遅く，保存領域・

可変領域を適度に有している，④公共データベース

が充実しているなどの利点からである。16 S rRNAア

プローチの発展は PCR 法の普及によるところが大き

い。種々の菌叢解析手法は一部を除き PCR 法により

試料中の目的遺伝子を大量増幅することが基本となっ

ている。16 S rRNA遺伝子のほか，硝化脱窒反応にお

いて重要なアンモニア酸化酵素遺伝子 amoおよび亜

硝酸還元酵素遺伝子 nirなどの機能遺伝子を対象に特

定の機能微生物群に絞った菌叢解析や，発現した

RNA を対象に，より活性を反映した菌叢解析が行わ

れてきた。核酸抽出から PCR増幅までの工程は高速

シーケンス法登場後も基本的には変わっていない。

PCR 法で増幅したい DNA 領域の両端を決定する

のがプライマーである。菌叢解析の対象として細菌，

古細菌，特定の微生物系統，機能遺伝子など，目的に

応じた PCR プライマーを選定する。環境試料中の全

細菌を対象とした PCR では，PCR増幅産物は異なる

塩基配列をもつDNAを多数含む。その異なる塩基配

列をもつDNAの数がその環境試料中の微生物の系統

分類学的多様性であり，たとえば種の数である。その

異なる塩基配列をもつDNAをどのように解析するの

かという点に，以降に述べる 16 S rRNA アプローチ

の各手法の特徴が表れている。

(2) DGGE法

DGGE法は，GC 含量の高い配列を付加した PCR増
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幅産物を変性剤 (ホルムアミドなど) の濃度勾配があ

るゲル中で電気泳動すると，DNAの塩基配列の違い

が異なるバンドとして現れ，すなわち種数がバンドの

数として現れることから，細菌叢の多様性の可視化に

用いられる手法である。細菌叢の経時変化の可視化に

効果的である。任意のバンドを切り出して塩基配列を

解読し，属や種を決定することもできる。ただし，多

様性が大きい試料の個々のバンドの塩基配列の解読が

困難，数百塩基を超える長さのDNAの解析には不向

きなどの欠点がある。

(3) T-RFLP法

PCR増幅産物を制限酵素で切断すると，塩基配列

が異なるDNAはそれぞれ長さの違う切断断片を生じ

ることになる。T-RFLP 法では蛍光標識された末端

を有する断片長に着目し，末端断片の長さを計測する

ことで，断片長の違いを種の違い，断片長のバリエー

ションを種の多様性，ある断片長のシグナル強さをそ

の種の数的多さとして，菌叢を捉える。DGGE同様，

細菌叢の時間変化の可視化および標的微生物のモニタ

リングに有効である。

(4) クローンライブラリー法

クローンライブラリー法は，環境試料の PCR に

よって得られた様々な微生物由来の 16 S rRNA 遺伝

子の混合液から，単一種由来の個々の 16 S rRNA 遺

伝子を遺伝子組換え技術により別々の大腸菌に導入し，

大腸菌の増殖と同時に増幅される個々の遺伝子につい

て塩基配列を決定し，系統解析により種を推定する方

法である。この過程で，個別の導入遺伝子を保有する

大腸菌を数十〜百，二百程度作製し，これらの大腸菌

コロニー (クローン) を寒天培地上に整列 (ライブラ

リー化) しておき，順次解析していくことで菌叢を明

らかにする。解析数を増やすほど，もとの環境試料中

の微生物群集の分布を反映できると考えられるが，大

腸菌コロニーのピックアップや塩基配列解読の費用を

勘案すると多くとも数百コロニーまでの解析が現実的

なところである。塩基配列を解読した後は BLASTに

よる相同性検索を行うが，たとえば 16 S rRNA 遺伝

子の相同性検索の結果 Uncultured bacterium と相同

性が高いという結果が得られた場合，相同性結果のみ

からその 16 S rRNA 遺伝子を持つ微生物の機能を推

定することは困難である。したがって，より詳細な系

統樹を作成し，系統学的に近縁な分離株から機能を推

定するという方法がとられる。

クローンライブラリー法で解析する遺伝子は 16 S

rRNA遺伝子に限らない。機能遺伝子の解析例として

ポリリン酸蓄積細菌 Candidatus Accumulibacter

phosphatis を取り上げる。この細菌は活性汚泥プロセ

スで生物学的リン除去を担う重要な細菌でありながら，

これまで分離株が得られていない。16 S rRNA遺伝子

に基づく系統樹では，どのリン除去プロセスでもほぼ

単一種として検出されるが，ポリリン酸合成に関わる

機能遺伝子 (ppk1) を対象に系統樹を作成すると，

type I (I-A から I-E) と type II (II-A から II-I) の

14グループに分類でき12)，これらは優占するリン酸

濃度が異なる特徴があることが報告されている13)。16

S rRNA遺伝子の系統解析から機能推定することの限

界を示す一方，分子生物学的手法を新しい培養方法と

組み合わせることの有用性を示しているといえる。

(4) 定量 PCR法

PCR 中に増幅される DNA 量をリアルタイムでモ

ニタリングすることで 16 S rRNA 遺伝子などの目的

遺伝子を定量する手法である。微生物ゲノム上の目的

遺伝子のコピー数がわかっていれば細胞数を定量でき

る。病原微生物など特定の指標微生物の定量に有用で

ある。

(5) FISH法

細胞内の rRNA の標的配列に蛍光オリゴヌクレオ

チドプローブを結合させ，目的の微生物細胞を蛍光顕

微鏡下で可視化する方法に FISH法 (蛍光 in situハ

イブリダイゼーション法) がある。検出された細胞を

計数することで定量も可能である。細胞内 rRNA量

は細胞活性に比例するため，活性の高い微生物の検出

に有用である。rRNA含有量の少ない微生物を検出す

るには蛍光検出感度を高めた CARD-FISH法14)があ

る。FISH 法では経験上，全細胞のおよそ 0.1% の存

在割合があれば目的微生物の存在を確認することがで

きる。生物膜やグラニュールなどの細胞集塊の薄切片

に適用すると微生物空間分布の情報が得られることは

FISH法の大きな特徴である。FISH法で得られる微

生物空間分布と基質等の化学成分濃度分布は空間解像

度の相性が良く，両者の組み合わせは複雑な微生物生

態系の解析に非常に効果的である15)。

(6) キノンプロファイル法16)

微生物の呼吸鎖や電子伝達鎖の構成成分であるキノ

ンを試料から抽出し，HPLCで測定することにより得

られる各種キノンの定量結果により菌叢を表す方法で

ある。キノンの種類および同種のキノンであってもそ

の分子構造は微生物分類群によって異なることから，

キノンの分子種組成であるキノンプロファイルから菌

叢解析できる。本手法は 16 S rRNA アプローチでは

なく，16 S rRNA遺伝子の系統分類のような解像度は

ないが，化学分析であるため定量性および再現性に優

れている特徴をもつ。

(7) 同位体ラベル化法と 16 S rRNAアプローチの組み合わ

せ

安定同位体 (13C, 15N, 18Oなど) および放射性同位

体 (3H, 14Cなど) を用いた生体物質のラベル化をク

ローンライブラリー法や FISH法と組み合わせること
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により，微生物の系統分類と基質利用等の機能を同時

に解析できる手法がある。

安定同位体を用いる SIP法17)は，安定同位体標識の

基質で培養後にDNA抽出して密度勾配超遠心分離を

行うと，安定同位体を取り込んだ微生物由来の DNA

が取り込んでいない微生物のDNAより重いため分離

され，重いほうのDNAクローンライブラリーの個々

の塩基配列を解析することで，供与基質を利用した微

生物種を特定できる手法である。RNA を対象とする

RNA-SIP 法18)の結果は，(DNA-)SIP 法より活性を

反映する。

放射性同位体を用いるマイクロオートラジオグラ

フィと組み合わせた方法に MAR-FISH法19)がある。

放射性同位体で標識された基質を微生物に取り込ませ

た後，FISH法と組み合わせる。試料をスライドガラ

ス上に固定し，FISH法，続いて放射線に感光する乳

剤をコーティングして露出・現像を行い，顕鏡する。

放射性物質を同化した微生物細胞から放出される放射

線により生成される銀粒子の位置画像と，FISH法に

よる微生物検出画像とを重ねることで，供与基質を取

り込んだ微生物を特定できる手法である。

(8) 16 S rRNAアプローチからの実用化事例

16 S rRNAアプローチが新しい微生物の発見，その

後の処理プロセスの実用化へと発展した嫌気性アンモ

ニア酸化 (anammox) 細菌の事例を紹介したい。anam-

mox反応自体は 1977年に予測されていたが，anam-

mox反応を担う微生物が特定されたのは 1999年20)の

ことである。Planctomycetes 門に属することがク

ローンライブラリー法により示され，さらに FISH法

用プローブの塩基配列が報告されたことで，環境中か

ら anammox細菌の検出が可能となり研究が急速に進

展した。例えば，定量 PCR 法を用いて anammox細

菌が確実に存在する植種源を選定したことで集積培養

期間が短縮され21)，結果的に窒素除去速度が最も高い

anammox細菌の発見に繋がっている。現在，世界で

は 100 基を超える anammox実規模プラントが稼働22)

しているが，菌叢解析技術がもたらした成果である。

3．現在の菌叢解析技術と展望

DGGE 法やクローンライブラリー法が導入された

当時，DNA配列を解読するシーケンス法はもっぱら

サンガーシーケンス法 (キャピラリーシーケンス法)

であったが，2000年代から登場した高速シーケンス

法 (次世代シーケンス技術，以下 NGS) は瞬く間に

我々の分野を席巻した。現在の NGS は大別して，1)

数百 bp程度の比較的短い長さの塩基配列を大量に取

得する方法と 2) 数 kb以上の長い塩基配列を取得す

る技術に大別される。前者は Illumina 社の MiSeq/

HiSeq/NovaSeqシリーズに代表され，NovaSeqは一

度の解析で 2 Tb (テラバイト) 以上の塩基配列を解

読できる能力がある。後者は PacBio シーケンサや

MinIONに代表され，数 kb〜数百 kb の長い塩基配列

を得る点が特長である。NGS を用いて菌叢解析を行

う場合，アンプリコンシーケンス法とメタゲノムシー

ケンス法に大別される。アンプリコンシーケンス法は，

16 S rRNA 遺伝子などの特定遺伝子を PCR 増幅し，

増幅産物を NGS 解析する方法であり，現在最も一般

的な手法である。一方のメタゲノムシーケンス法では

抽出 DNA を断片化した後，ランダムにシーケンス

(ショットガンシーケンスと呼ばれる) を行う手法で

ある。メタゲノムシーケンスでは試料 DNAに含まれ

る遺伝子を網羅的に解析するため，菌叢 (who is

there?) の情報に加えて，遺伝子の有無に基づいて機

能推定を行うことができる点が魅力である。しかし，

廃水処理 (活性汚泥) のような比較的単純な組成の試

料ですら，100 種類以上の細菌が存在することが明ら

かとなっており，全種類の細菌のゲノム情報を網羅的

にシーケンス解析するには膨大なシーケンス量が必要

となる。例えば，微生物ゲノムの大きさを 4 Mb，

ショットガンシーケンスによってゲノム全体をカバー

するためには 100倍のシーケンス量が必要だと仮定す

ると，[4Mb×100倍×100 種類]=40 Tb相当のシー

ケンス解析が必要である。このような膨大な量の塩基

配列を獲得するための労力に加えて，Tb クラスの塩

基配列情報を解析するための計算機リソースと技術者

(バイオインフォマティシャン) の確保がハードルと

なり，メタゲノム解析は研究レベルでの実施に留まっ

ているという印象である。

NGS を用いることによって，廃水処理装置内にど

のような細菌がいるのかを DGGE 法やクローンライ

ブラリー法と比べて，遙かに詳細に我々は理解できる

ようになった。その一方で，NGS は我々の知識の限

界も示唆している。例えば，著者は前述の anammox

細菌の機能を網羅的に解明するために，anammox細

菌の全ゲノム配列を NGS によって解読したが，ゲノ

ム上から見出された遺伝子約 4,000 個の内，機能を推

定できた遺伝子はわずか 1/4程度であった23)。これは

遺伝子およびタンパク質 (酵素) について我々の知見

が不十分であることを如実に示している。こうした機

能未知遺伝子の解析が微生物の機能，ひいては廃水処

理装置の性能を理解する上で次の課題であることは疑

いない。従来，遺伝子が司る機能は遺伝子組換えやタ

ンパク質精製・機能解析といった手法によって解明さ

れてきたが，こうした従来の解析手法のハイスルー

プット化が今後十年では大きな研究課題になるだろう。

また，NGS データの活用も今後の課題である。

NGS によって得られる菌叢や遺伝子情報はいわゆる

菌叢解析再訪24



ビッグデータに相当する情報であり，統計数理処理と

の相性が良い。一方，NGS と対になって解析されな

ければならない，水質や運転データの収集・公開は

NGS のデータの蓄積と比べて大きく遅れている。

NGSデータはDDBJや GenBank といった公共データ

ベースに登録・公開されているが，解析した試料の由

来や水質・運転条件などの詳細は省略される場合が多

い。これでは NGSデータを統計解析し，工学的に有

意義な情報を抽出することは困難である。NGSデー

タを工学的に活かすためには，論文や公共データベー

スのプラットフォームにおいて，NGSデータと水質

や運転条件の情報を併せて公開する必要があり，その

ための協力体系や仕組みの整備も今後の課題である。

NGS 解析とは別に，細菌数を定量する目的で定量

PCR 法も有力なツールである。定量 PCR 法において

も，NGS同様，近年大きな技術革新があり，PCR反

応をナノ流路集積デバイス上で行うことによってス

ループットが飛躍的に向上した。定量 PCR 法は，例

えば，健康関連微生物 (原虫，細菌，ウイルス) の検

出・定量を目的に行われるが，検出対象毎に異なる

PCRプライマーが必要であるため，1個のサンプルに

ついて複数の PCR反応が必要である。例えば，腸管

系ウイルスの定量では 10 種類以上の PCR反応が必要

であり，これを各検体について繰り返し分析を行う

必要があった。従って，定量 PCR 法を繰り返し行

う必要があり，試薬，労力，時間ともにスループット

に課題が残されていた。現在市販されているナノ流路

デバイス，例えば，Fludigm 社の市販チップ (96.96

Dynamic Array chip) では一度に 9,216 個の定量

PCR反応を同時に行うことができ，これらの課題を

一度に解決できる手法として注目を集めている。著者

がこれを応用した例では，10 種類程度の健康関連微

生物を同時に遺伝子定量できることを確認している24)。

本技術によって，96 well フォーマットの定量 PCR装

置では 1ヶ月以上の測定日数を要していたところを一

日内で測定を終えることができた。健康関連微生物の

モニタリング技術として定量 PCR 法は今後もゴール

ドスタンダードでありつづけると考えられ，さらなる

普及が期待される。

最後に NGS やマイクロ流路デバイスといった技術

革新とは別に，培養法の重要性を強調したい。NGS

が注目されて久しいが，anammoxやアンモニア酸化

古細菌 (AOA) といった廃水処理におけるキープレ

イヤーの発見は常に培養ベースの手法が先行してきた。

上述の通り，塩基配列の解読技術は革新的に成長した

が，塩基配列から得られる情報は限られており，我々

にとって最も興味のある「機能」については別の切り

口が必要である。微生物の分離培養や遺伝子組換えと

いった従来の手法も今後存在意義を失うことはなく，

むしろ，NGS 解析の解釈を補完するために重要性を

増すと考えられる。特にハイスループットな培養技術

の開発は急務の課題であり，我々の取り組むべき課題

はまだまだ多く残されているようである。
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