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1. はじめに 
環境中に生息する微生物は, さまざまな代謝を有しており, 水環境においても水質改善や栄養

塩除去に大いに寄与している. それら微生物を特定する方法として, 微生物が有する塩基配列情

報に基づいた手法が主要であり , またこの手法で最も広く利用されているのがリボソーム

RNA(rRNA)遺伝子の塩基配列である 1)． 近年報告されている DNA シーケンサは, ロッシュ・ダ

イアグノスティクス社の 454 をはじめ，イルミナ社の Genome Analyzer, ライフテクノロジーズ社

の SOLID など多くの次世代シーケンサ 2)があり, これらは非常に膨大な量の塩基配列を高速に読

み取ることが可能である. 例えば, 1 回の解析においてサンプル中に存在している 1 万以上の塩基

配列を得ることができる 3). 故に, 1 つサンプル中に生息する 1 万以上の微生物を把握することが

可能となった. DNA シーケンサの発展により, 膨大な塩基配列データを収集することで地球上に

生息する 99%が未培養微生物であることが明らかとなった. しかし, rRNA 遺伝子の類似性が 97%
以下となる配列が得られたときは, 新種である可能性が高く微生物機能が未知の場合がある．微

生物機能や代謝経路を把握するためには, 今日においても分離培養が有用な方法として報告され

ている. 近年では, 微生物間の微生物相互作用を用いた新規単離培養手法の報告もされており, 
自然界における共生関係による生物，植物のように，微生物においても例外ではないことが明ら

かとなっている. 例えば, 微生物の代表的な報告として硫酸還元菌とメタン生成菌が挙げられる
4). 微生物相互作用を用いた培養手法は，共生関係にある微生物の存在を確認したという前提で成

り立っている. 近年の次世代シーケンサの発展により，膨大なゲノム情報から微生物間の相互作

用を網羅的に解析でき, 複雑な微生物間の相互関係や相互作用ネットワークを解析できるように

なった 5)．その結果，環境中に生息する微生物が変遷する際に，共生関係にある微生物群や相関

がある微生物群を明らかにすることができる．  
本研究では, 各年で多くの未培養微生物が生息している宍道湖を対象として, 未培養微生物を

分離培養するために必要な共生関係にある微生物を把握することを目的として, 微生物相互作用

ネットワーク解析により，宍道湖に生息する未培養微生物間において共生関係の微生物が生息し

ているのか調査した． 
 

2. 実験方法 
2.1 微生物群集構造解析 
まず，各年で行っていた微生物群集構造解析

を組み合わせるために，各データを整理し，宍

道湖の各地点 (Fig. 1) における 2 年間分の微生

物群集構造解析を行った. なお, 年間を通して

いずれかが 3%以上の de novo のみを扱った. 宍
道湖に生息する微生物から得られた塩基配列は，

近縁種検索ツールである QIIME6) 及び Blast tool 
(NCBI: National Center for Biotechnology 
Information の提供)を用いて，近縁種の推定を行

った． 
2.2 微生物相互作用ネットワーク解析 
微生物相互作用ネットワーク解析では，QIIME2 で作成した OUT (operational taxonomic unit) を
整理し，統計ソフトであるPast3を用いて相関係数を求めた.さらに, 強い相関 (rs>0.5，rs<－0.5) か
つ，優位水準(p=0.01) に満たないデータを省いた．次に，ネットワーク図作成ソフトである

Cytoscape _3.7.2 software を用いて分子間相互作用のネットワークを可視化した．  
 

3. 結果及び考察 
3.1 各地点で形成する微生物叢で相関が高い未培養微生物によるネットワーク解析 

 
Fig.1 宍道湖における採水地点 



微生物群集構造解析より得られた未培養微

生物の塩基配列を用いて, 各地点で形成する

微生物叢のネットワーク解析を行った. 微生

物群集構造解析を行った結果, 優占していな

い微生物の中にも多くの未培養微生物が存在

していた. 宍道湖湖心における強い相関を示

した微生物叢を Fig.2 に示す．また, Fig.2 の中

で亜硝酸還元を行っている可能性がある微生

物だけの相関図を Fig. 3 に示す. その結果，

Solimonas terrae，Conexibacter arvalis に近縁な

微生物など，硝酸塩を亜硝酸塩に還元する微生

物に正の相関がみられ, 複数の微生物が共生

し亜硝酸還元を行っていることが示唆された. 
また，好気性細菌である Brevibacillus 属及び 
Acidovorax 属に属する微生物の両者には正の

相関であり，共存していることが示唆された
(データ非表示). また, 塩分濃度が高かった 

S5b 地点では，海洋性細菌が豊富に存在してお 

り, Candidatus Actinomarina，Actinomycetales 科, 
AEGEAN-169 marine group，SAR11 clade I a， 

SAR86 に属する未培養微生物に正の相関がみ 

られた (Fig. 4). これらの海洋微生物が増加し 

た要因としては, その地点が海水環境に近い 

ことが考えられる. また，各地点のネットワー 

ク図を Fig. 5 に示す. これらの結果から, 宍道 

湖の微生物の変遷は, 微生物群集構造解析に 

よって明らかにされてきたが, ネットワーク 

解析により相互関係の複雑さや環境要因によ 

る依存性を明確に表すことができた．

3.2 全地点で全期間を通して優占していた

微生物

次に, 宍道湖全域において優占している微

生物群について解析を行った．全ての地点にお

いて最も存在割合が高いのは，hgcI clade に属

する微生物であった. この微生物の近縁種は, 
広範囲の淡水生息地で一般的かつ豊富に存在

していることが報告されている 9). また, hgcI 
cladeに属する微生物は, Demequina luteaと近縁

であり, その微生物は, 微生物活性が低下する

が, 嫌気性条件で 2% (w/v) NaCl 濃度以下であ

れば亜硝酸塩から硝酸塩へ還元することが可

能であると報告されている 10). そこで, 微生物

の増減が環境的要因なのか他の微生物との共

生関係なのか明らかにするために微生物相互

ネットワーク解析を行った．S5b 地点以外では

hgcI clade に属する微生物は，他の微生物との

相関がほとんど見られなかった．一方，S5b 地

点では，hgcI clade に属する微生物の存在割合

は, 他の地点よりも低かったが Tenacibaculum 
sediminilitoris及びDefluviimonas indicaと負の相

Fig. 2 Cytoscape を用いた S3 における微生 
物相互作用ネットワーク解析の結果. 

オレンジの線：正の相関，水色の線：

負の相関 

 

Fig. 3 S3 において亜硝酸還元を行っている 
微生物群

 

Fig.4 S5b において高い相関を示した海洋性 
微生物群

Table.1 hgcl clade と相関を持つ微生物と 
その相関係数

Table.2 Flavobacterium 属と相関を持つ 
微生物とその相関係数

地点 相関を示した微生物群 相関係数 目的の微生物群

s5b

CL500-29 m arinegroup 0.8022

hgcl clade

Tenacibacu lum
sed im in ilitoris

-0.75834

NS11-12 m arine groupⅢ 0.70702

Defluviim onas ind ica -0.72275

地点 相関を示した微生物群 相関係数 目的の微生物群

s3

SAR11 -0.77723

Flavobacterium
SAR11 Clade III -0.8022

Cand idatus Aqu iluna -0.8022

s5t SAR11 Clade III -0.75653



関を示した (Table.1). Tenacibaculum sediminilitoris
に属する微生物は, 嫌気条件で 2.0~4.0% (w/v) 
NaCl 濃度で増殖し, Defluviimonas indica は, 好気

条件で 1.5~2.0% (w/v) NaCl 濃度で増殖できると

報告されている 11,12)．負の相関があると一方の増

加に対し，もう一方の微生物が減少するため，hgcI 
clade に属する微生物は，あらゆる水環境下で単

離され幅広い分布を示すことから，宍道湖の微生

物叢への影響を受けていないと考えられたが，上

記の微生物群と負の影響を受けていることが示

唆された． 
宍道湖においては淡水側の地点で優占してい

た微生物は，あらゆる水環境下で単離されている 
Flavobacterium 属に属する近縁種であった．この

微生物は，海洋細菌の未培養微生物である Clade 
III に属するグループと Candidatus Aquiluna との

間 に 負 の 相 関 を 示 し た  (Table.2). 特 に , 
Flavobacterium 属の存在割合は，斐伊川流入口付

近である地点で最も高かったことから, 海洋性細

菌の未培養微生物である Clade III に属する微生

物とCandidatus Aquilunaの存在割合の減少に伴い，

Flavobacterium 属に属する微生物が優占していた

と考えられ，この 3 種の微生物群の相関は，宍道

湖における淡水側の地点の微生物変遷に影響し

ている可能性があると考えられた．  
 

4. まとめ 
本研究により, 宍道湖に生息する微生物の微生物相互作用ネットワークにより，複雑な微生物

の相関を明らかにした. その結果，宍道湖の未培養微生物のいくつかの微生物群は, 共生関係で存

在数が増減していることが示唆された．これらの結果から，宍道湖の微生物群は, 微生物相互作

用を有している微生物が存在していることが明らかになった 
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Fig. 5 各地点の相関の高い微生物による 

ネットワーク図 
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