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１． 研究課題  

自然環境中の微生物の多くは、実験室での標準培養では増殖できないことが知られており、

海綿関連微生物も例外ではない。それらの存在は、微生物は次世代シーケンサーによる遺伝

子解析技術によって示され、微生物会において微生物ダークマターと呼ばれている(Rinke et 

al., 2013)。未培養微生物の割合に議論が残るものの、これら微生物種は多様性が高いこと

が示されている。この難培養性の改善は、天然物探索研究に探索源拡大に寄与し、その重要性

はますます高くなってきている。 

先行研究では、生きているが培養不可の状態（VBNC）、ほぼ増殖しない状態（NZG）、休眠状

態など、様々な微生物の非増殖状態が報告されており（Lennon and Jones, 2011; Panikov et 

al., 2015; Pinto et al., 2015）、環境中に共生する微生物間でこれらの非増殖状態から目

覚めさせるような化合物が利用されている可能性が示唆されている。本研究では、これまで

海綿内の微生物について休眠・覚醒について調べてきた。また、実際生息環境中での微生物が

どのように増減しているのか調査を行った。 

 

２． 主な研究成果  
このような背景のもと、海綿に連続フローバイオリアクター（CF）培養と I-tip 培養を適用

し、それぞれ分離株 60株を得た。また、同じサンプルを標準寒天培地（SDP）をもちいて培養

した分離株を 60 株得た。これら分離株の際菌種を調べたところ、CF、I-tip、SDP から分離さ

れた際菌種の Shannon-Weaver 多様性指数は、それぞれ 21.9、19.1、10.8 であったことから、

CF と I-tip の培養法では、SDP 培養で得られた分離株よりも、種レベルで多様性が高いこと

が示された。また、３つの培養兵法に共通する種はほと

んど認められなかった。元の海綿内の微生物叢を、16S 

rRNA遺伝子に基づいたIllumina-MiSeqシーケンスによ

って分析したところ、Acidobacteria、Actinobacteria、

Bacteroidetes 、 Chlamydiae 、 Chloroflexi 、

Cyanobacteria 、 Firmicutes 、 Nitrospirae 、

Planctomycetes、Alpha-、Beta-、Delta-、Epsilon-、

Gammaproteobacteria 、 Spirochaetes そ し て

Verrucomicrobia の計 16 種で構成されていた。これら

のうち、本手法らで培養できたのは、Actinobacteria、

Bacteroidetes 、 Firmicutes 、 Alpha- そ し て

図1. 3つの異なる培養方法を用い

て得られた細菌種数とその重複 



Gammaproteobacteria であった。次に、CF、I-tip、および SDP 株について、海綿抽出物がコ

ロニー形成数に及ぼす影響を調べた結果、SDP 株では海綿抽出物によるコロニー形成るつの増

加は観察さなかった。一方 I-tip 株では海綿抽出物によってコロニー形成率が向上するもの

が多く、5倍以上のコロニー形成率を示した分離株が 2つあった。このことから、海綿抽出物

には、細菌の増殖に影響するような化合物が含まれていることが示唆された。 
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５． 研究活動の課題と展望  
得られた難培養性微生物について、コロニー形成率を向上させる化合物の探索をおこなって

いく。本研究は、難培養微生物を培養可能とすることで、学術領域だけでなく医療分野への貢

献が期待される。 


