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Abstract

　　In order to obtain knowledge of taxonomy about microorganisms habiting in Indonesian 
hot springs, the spring water samples from geothermal areas Kawah Domas and Gunung 
Pancar in western Java, Indonesia, were applied to enrichment cultivation and identification 
of microorganisms.  Only archaea were detected in the enrichment cultures derived from 
Kawah Domas, and only bacteria were detected in the enrichment cultures derived from 
Gunung Pancar.  Thermoacidophilic archaeon Metallosphaera sedula and Thermoplasma 
acidophilum were detected as described species from Kawah Domas.  In addition, novel 
species of the genus Sulfurisphaera which was thermoacidophilic archaeon was detected.  
Moreover, Archaeal Richmond Mine Acidophilic Nanoorganisms (ARMAN) and Miscellaneous 
Crenarchaeota Group (MCG) which were uncultured archaeal group were detected in enrichment 
cultures.  On the other hand, Thermus brockianus, Thermus arciformis, Sulfurihydrogenibium 
subterraneum, and Geobacillus icigianus were detected as described bacterial species from 
Gunung Pancar hot spring.  Additionally, a novel specie of the genus Thermus was detected.  
As described above, the detected microorganisms include two archaeal species, which are 
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difficult to culture and highly novel, as well as multiple new species, and reaffirm the value 
of Indonesian hot springs as a research field of microbial taxonomy.
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要　　　　旨

　インドネシアの温泉に生息する培養可能な好熱菌に関する分類学的な知見を得ることを目的
として，ジャワ島西部の地熱地帯 Kawah Domas 及び Gunung Pancar において採取した温泉
水を用い，好熱菌の集積培養ならびに培養された好熱菌の種同定を行った．Kawah Domas の
温泉（泉温 62～75℃，pH 3.3～3.8）由来の試料を用いた集積培養液からは，計 5 種のアーキア
が検出され，それらのうち 2 種は，好熱性クレンアーキア Metallosphaera sedula と好熱性ユー
リアーキア Thermoplasma acidophilum と同定された．また 1 種は，好酸性クレンアーキア
Sulfurisphaera 属の新種であると推定された．さらに，Archaeal Richmond Mine Acidophilic 
Nanoorganisms（ARMAN）および Miscellaneous Crenarchaeota Group（MCG）と呼ばれる
系統群に属する難培養性アーキアが，それぞれ 1 種ずつ集積培養液中に検出された．一方，
Gunung Pancar の温泉（泉温 65℃，pH 7.0）由来の試料を用いた集積培養液からは，計 5 種
のバクテリアが検出され，それらのうち 4 種は，Thermus brockianus, Thermus arciformis, 
Sulfurihydrogenibium subterraneum, および Geobacillus icigianus と同定された．残り 1 種は，
Thermus 属の新種であると推定された．以上のように，検出された微生物には，複数の新種
とともに難培養性で非常に新規性が高いアーキアも含まれており，インドネシアの温泉が新規
好熱菌の探索フィールドとして価値があるという結果となった．

キーワード：インドネシア，微生物，アーキア，バクテリア，16S rRNA 遺伝子クローン解析

1．　序　　　論

　好熱菌は，深海の熱水噴出孔，陸上温泉，酸性鉱山などの高温環境に生息している．陸上温泉は，一
般的な好熱菌の分離源であり，これまでに世界各地の温泉水や温泉底泥から好熱菌の分離記載例が
報告されている．インドネシアはユーラシアプレートとインド・オーストラリアプレートの収束境
界に位置し，70以上の活動的火山がある（Fauzi et al., 2000 ; Yohandini and Muharni, 2015）．そのた
め，多数の地熱地帯と様々な泉質を有する温泉が広く分布している（Yohandini and Muharni, 2015 ; 
Sriwana et al., 2000）．このような環境は多様な好熱菌の分離源として有望であると推定される．
　環境中の微生物多様性を調べる方法として，分離培養や集積培養を行い，単離した微生物の性状
や集積培養液内の種組成を解析する「培養に依存した手法」と，環境中から直接抽出した DNA を
用いて種組成を解析する「培養に依存しない手法」がある．しかし，環境中に生息する微生物につ
いてその性状を解析するためには，純粋培養菌を得る必要がある．インドネシアのいくつかの温泉
では，「培養に依存した手法」と「培養に依存しない手法」を用いて微生物の多様性が調べられてお
り，多様な好熱菌の存在が確認されている（Huber et al., 1991 ; Baker et al., 2001 ; Löhr et al., 2006 ; 
Aminin et al., 2008 Aditiawati et al., 2009 ; Yohandini and Muharni, 2015）．これらは，ジャワ島を
はじめ，サンゲアン島，バリ島，スマトラ島の温泉に生息する微生物の多様性を調べており，同定さ
れた種の中には，生理生態学的特徴や最近縁種との16S rRNA遺伝子の相同性から新種と推定され
るものも複数存在することがわかっている．ジャワ島の硫気地帯 Kawah Domas, Kawah Sikidang, 
Kawah Sileriの温泉水からは最近縁種との16S rRNA遺伝子の相同性からThermoplasma属の新種
が同定されており（Huber et al., 1991），同じくジャワ島の硫気地帯 Kawah Candradimuka, Kawah 
Sileri の温泉水や，インドネシア西部の Domas や Cimanggu の温泉水からは生理生態学的特徴か
ら新種と推定されるバクテリアが同定されている（Huber et al., 1991 ; Baker et al., 2001）．さらに，
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ジャワ島西部の地熱地帯 Kawah Hujan B から同定された Crenarchaeota 門に属する複数種は，
16S rRNA 遺伝子に基づく進化系統樹上の位置から既知種と別のクラスターを形成し，それらは新
種の可能性が高いと考えられている（Aditiawati et al., 2009）．しかしながら，これらの新種と推
定される種を分離し，記載した例は，ジャワ島の硫気地帯 Kawah Candradimuka 由来の新種バク
テリア Ammonifex degensii の 1 種しかない（Huber et al., 1996）．それに加えて，その他のインド
ネシアの温泉に由来する新規好熱菌の分離報告例は，バクテリアでは 2 件しかなく（Kim et al., 
2001 ; Yokota et al., 2016），アーキアでは，本論文中で述べる Sulfurisphaera javensis（Tsuboi et 
al., 2018）以外，報告がなかった．これらのことから，インドネシアの温泉において新種と推定さ
れる好熱菌の存在は確認されているものの，それらのほとんどが新規好熱菌として記載されていな
いのが現状である．そこで本研究では，インドネシアの温泉に生息する新規好熱菌の探索と記載の
ために，あらためて培養可能な微生物を探索し，分類学的な知見を得ることを目的として，微生物
の集積培養と 16S rRNA 遺伝子クローン解析法による種組成解析を行った．

2．　材料と方法

2．1　試料
　2015年4月にインドネシアジャワ島西部の地熱地帯Kawah Domas（6.76S, 107.63E）及びGunung 
Pancar（6.58S, 106.98E）において（Fig. 1），それぞれ 2 ヶ所及び 1 ヶ所の湯溜まりから，底泥を含
む温泉水を採取した（Fig. 2）．Kawah Domasの1つめの湯溜まり（KD1）の泉温は62℃，pHは3.3，

Fig. 1  Location of Kawah Domas and Gunung Pancar.
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2 つめの湯溜まり（KD2）の泉温は 75℃，pH は 3.8 であった．採取時，これらの湯溜まりの表面に
は単体硫黄が析出しており，硫化水素の匂いがした．また，Kawah Domas において湧出する温泉
は酸性硫黄泉であるとの報告もあることから（Purnomo et al. 2016 ; Rahayudin et al., 2018），今回
試料を採取した KD1 と KD2 も共に酸性硫黄泉であると推定された．Gunung Pancar の湯溜まり

（GP）の泉温は 65℃，pH は 7.0 であった．Gunung Pancar の地質はカオリナイト（Al4Si4O10（OH）8）
やディッカイト（Al2Si2O5（OH）O4）などが含まれていることが報告されており（Yoga et al., 2020），
塩化物硫酸塩泉であると推定された．これらの試料は 20 mL のグラスバイアル瓶に入れ，保温な
どの温度コントロール無しに実験室に輸送された．

2．2　集積培養
　0.1% Yeast Extractを加えたMBS培地（Kurosawa et al., 1998）5 mLを，ねじ口試験管（ST-16.5L, 
日電理化硝子）に取り，採取された温泉試料を 50 µL 加えて好熱菌の集積培養を行った．培養温度
と培地 pH は，65℃，pH 3.0（KD1），75℃，pH 4.0（KD2），65℃，pH 7.0（GP1）とした．さらに，
いずれの温泉試料を用いた集積培養においても，培養液に単体硫黄を添加しない系列と添加する系
列を設け，全 6 系列（KD1 由来：Kd1, Kd1-S, Kd2, Kd2-S, GP 由来：Gp, Gp-S）とした．ねじ口試
験管のキャップを軽く緩めた状態で，アルミブロック恒温槽（DTU-1BN, タイテック）にセットし，
各培養温度で保温した．好熱菌の増殖は，培養液の 600 nm における吸光度（OD600）を毎日測定す
ることにより観察した．好熱菌の増殖が確認された集積培養液 50 µL を，新しい培地 5 mL に植え

Fig. 2  Sampling ponds.  a) KD1, Kawah Domas.  b) KD2, Kawah Domas.  c) GP, Gunung Pancar.
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継ぎ，同じ条件で培養を行うという操作（継代培養）を繰り返した．この継代培養を，最初の培養
を 1 代目として 5 代目まで行った．5 代目の集積培養液を，微生物種組成解析のための DNA 抽出
用と，分離培養に用いるための微生物凍結保存用に分け，それぞれ次のように調製，保存した．ま
ず DNA 抽出用の試料として，集積培養液 1 mL を遠心分離（21,880 g, 25℃，5 分）し，上澄み液を
除いた湿菌体を－25℃で冷凍保存した．微生物凍結保存用の試料は，集積培養液 600 µL に 50% グ
リセロールを 200 µL 加えてよく混ぜることにより調製し，－80℃で保存した．

2．3　16S rRNA遺伝子クローン解析法による集積培養液中の微生物種組成解析
　冷凍保存した湿菌体を TE バッファー（10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0）450 µL に再懸濁
し，DNA 抽出キット（Extrap Soil DNA Kit Plus ver. 2，日鉄住金環境）を用いて全 DNA を抽出
した．この DNA を鋳型として，PCR 法によりアーキアおよびバクテリアの 16S rRNA 遺伝子を増
幅した．PCR プライマーとして，アーキアの 16S rRNA 遺伝子の増幅には A340F（5’-CCCTAYG-       
GGYGCASCAG）と U1000R（5’-GGCCATGCACYWCYTCTC）（Gantner et al., 2011）を，バクテ
リアの 16S rRNA 遺伝子の増幅には B27F（5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG）と U1492RM（5’-        
GGYTACCTTGTTACGACTT）（Nishiyama et al., 2013）を用いた．PCR 条件は，初期変性（94℃，
3 分），［変性（94℃，30 秒），アニーリング（57℃，30 秒），伸長（72℃，2 分）］を 30 サイクル，最
終伸長（72℃，5 分）とした．得られた PCR 産物を，DNA 精製キット（NucleoSpin Gel and PCR 
Clean-up Kit, タカラバイオ）を用いて精製し，Nishiyama et al.（2013）に従い 16S rRNA 遺伝子
クローンライブラリーを構築した．これを用いて，Sakai and Kurosawa（2016）に従い各集積培養
液中の微生物の種組成を明らかにした．16S rRNA 遺伝子配列は EzTaxon（Kim et al., 2012）を用
いて既知の配列と比較し（Kim et al., 2012），98％以上の配列相同性を有する株は同種とみなした．

3．　結果および考察

　インドネシアの地熱地帯の 3 ヶ所の温泉試料を用いて，それぞれ採取した環境に近い培養温度と
pH を設定し，硫黄を添加する系列と添加していない計 6 つの集積培養系列 Kd1, Kd1-S, Kd2, 
Kd2-S, Gp, Gp-S で微生物の集積培養を行った．その結果，全ての系列で好熱菌の増殖が認められ
た．これら 6 つの集積培養系列それぞれに対し，16S rRNA 遺伝子クローン解析を行い，Kd1 で 39
クローン，Kd1-S で 37 クローン，Kd2 で 13 クローン，Kd2-S で 11 クローン，Gp で 16 クローン，
Gp-S で 15 クローンの合計 131 クローンが得られた．これらのクローンの塩基配列について，
DNA データベースに対する相同性検索を行った結果を Table 1 に示す．

3．1　Kawah Domasの温泉由来の微生物
　Kawah Domas の温泉由来の微生物はすべてアーキアであり，記載種としてはいずれも好熱好酸
性の Metallosphaera sedula と Thermoplasma acidophilum が検出された．M. sedula は生育温度
50～80℃（至適生育温度 75℃），生育 pH 1.0～4.5 の偏性好気性アーキアであり，酸性硫黄泉に生
息する（Huber et al., 1989）．また，独立栄養的にも従属栄養的にも生育ができ，独立栄養時には
黄鉄鉱，黄銅鉱，閃亜鉛鉱などの硫化鉱石から金属を溶出する（Huberet al., 1989）．さらに，重金
属に耐性を持つことから，鉱石から金属を回収する技術であるバイオリーチングへの応用が期待さ
れている（Huber et al., 1989 ; Auernik et al., 2008）．T. acidophilum は生育温度 45～63℃（至適
生育温度 59℃），生育 pH 0.5～4（至適生育 pH 1～2）の通性嫌気性アーキアである（Segerer et 
al., 1988）．本種は 1970 年に石炭廃棄物から初めて分離され，その後も硫黄温泉や硫気孔などに生
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育していることが確認されている（Darland et al., 1970 ; Segerer et al., 1988 ; Yasuda et al., 1995）．
またインドネシアの温泉においても，Thermoplasma 属の存在が分離されているが（Huber et al., 
1991 ; Malik et al., 2014），性状に関する報告は無い．T. acidophilum は，単体硫黄存在下で生育が
非常に良くなることが知られており（Segerer et al., 1988 ; Yasuda et al., 1995），本研究において
も硫黄を含む集積培養液（Kd1-S）中でのみ増殖したと考えられる（Table. 1）．また，本研究では
65℃で集積培養を行ったが，T. acidophilum の基準株は生育上限温度が 63℃であると報告されて
いる（Darland et al., 1970; Segerer et al., 1988）．今回検出された T. acidophilum の記載種との相
同性は 99.3% であるが，生育温度の違いを考慮すると基準株とは別種の可能性もある．
　KD1 の温泉由来の微生物に関して最も特筆すべき結果は，Archaeal Richmond Mine Acidophilic 
Nanoorganisms（ARMAN）系統群および Miscellaneous Crenarchaeota group（MCG）系統群に
属する難培養性のアーキアが集積培養液中に検出されたことである．ARMAN 系統群は，2006 年
にアメリカのリッチモンド鉱山の強酸性廃水中で Baker らによって発見された新門レベルの未培
養アーキア系統群である（Baker et al., 2006）．また，この系統群は，細胞とゲノムサイズが非常に
小さく，代謝能力が制限され共生性のアーキアであると推定されている DPANN グループに属す
る（Chen et al., 2018 ; Comolli et al., 2009）．しかしながらARMANの培養株が得られた例は今まで
になく，その生理学的特徴は不明な点が多い．本研究では，ARMAN を含む集積培養液の 4 回の
継代培養に成功したことから，用いた培養条件が ARMAN の生育に適していたと考えられ，今後，
ARMAN の生理学的特性の特性評価が可能となることが期待される．現在われわれは，これらの
アーキアの性質の解明ならびに記載を目的として，鋭意培養実験を行っているところである．
　また，ARMAN に加えて MCG 系統群に属するアーキアも KD1 の集積培養液中に検出された．
MCG 系統群は 2003 年に深海の海底堆積物から豊富に検出され，Miscellaneous Crenarchaeota 
group と呼ばれるようになり（Inagaki et al., 2003），2014 年に Bathyarchaeota 門として提唱され
た（Meng et al., 2014）．この系統群は地下水や水田土壌，海底などの無酸素環境で生息する主要な
アーキアの 1 つであり，地球の生物地球化学的循環において重要な役割を果たしていると考えられ
ている（Inagaki et al., 2003 ; Lloyd et al., 2013 ; Meng et al., 2014 ; Pan et al., 2020）．しかしながら，

Table 1  Identified bacterial species in the enrichment cultures



44

宮林裕香，坪井和彦，酒井博之，Naswandi Nur，Antonius Suwanto，黒沢則夫 温泉科学

ARMAN と同様にこの系統群も純粋培養株が得られた例は今までになく，分離されれば少なくと
も新綱レベルで新規なアーキアとなる．
　KD2 由来の集積培養液中からは，KD1 由来の集積培養液中でも検出された既載種の M. sedula
に加えて，同じく好熱好酸性アーキアである Sulfurisphaera 属の新種 1 種が検出された．この
Sulfurisphaera 属の新種は，われわれのグループで集積培養液から単離し，詳細な性質解析結果に
基づいて，すでに Sulfurisphaera javensis として記載されている（Tsuboi et al., 2018）．性質解析
の結果，S. javensis は生育温度 60～90℃（至適生育温度 80～85℃），生育 pH 2.5～6.0（至適生育
pH 3.5～4.0）の通性嫌気性アーキアであることがわかった（Tsuboi et al., 2018）．また，単体硫黄，
塩化鉄（III）の存在下で嫌気的に増殖し，好気的条件で化学独立栄養的に増殖する（Tsuboi et al., 
2018）．Sulfurisphaera 属は 1998 年に箱根の大涌谷温泉から分離された超好熱菌 Sulfurisphaera 
ohwakuensisが記載されて以来20年間1種のみであった（Kurosawa et al., 1998）．今回，S. javensis
の記載と同時にSulfurisphaera tokodaiiの再分類も行われ，Sulfurisphaera属は現在3種で構成され
ている．インドネシアの温泉からの新規超好熱性アーキアの分離例はこれまでに無く，Sulfurisphaera
属として記載された最初の例となった．

3．2　Gunung Pancarの温泉由来の微生物
　Gunung Pancar の温泉由来の集積培養液中に検出された好熱菌はすべてバクテリアであり，硫
黄を含まない集積培養液中（Gp）からは，新種を含む 3 種の Thermus 属に属する種が検出された．
現在までに，Thermus 属には合計 17 種が記載されており，これらの原記載株は主に中国，アメリ
カ合衆国，およびアイスランドの温泉から分離されている（Brock and Freeze, 1969 ; Williams et 
al., 1995 ; Chung et al., 2000 ; Bjornsdottir et al., 2009 ; Zhang et al., 2010 ; Ming et al., 2014 ; Yu et 
al., 2015 ; Khan et al., 2017 ; Zhou et al., 2018 ; Ming et al., 2020）．また，この種は温泉だけではなく，
水道水のような人工的な環境からも分離され，世界中の熱環境の至る所に分布している（Brock 
and Freeze, 1969 ; Kristjansson et al., 1994 ; Williams et al., 1995）．Thermus 属は，グラム陰性の
桿菌で好気性のバクテリアとして知られており，生育温度 40～79℃（至適生育温度 70～72℃），生
育 pH 6～9.5（至適生育 pH 7.5～7.8）である（Brock and Freeze, 1969）．
　硫黄を含む集積培養液中（Gp-S）からは Gp では検出されなかった記載種 Sulfurihydrogenibium 
subterraneum と Geobacillus icigianus が検出された．S. subterraneum は生育温度 40～70℃（至適
生育温度 60～65℃），生育 pH 6.4～8.8（至適生育 pH 7.5）の通性嫌気性のバクテリアである（Takai 
et al., 2003）．原記載株は鹿児島県の菱刈金鉱山の地下の熱水帯水層から分離された（Takai et al., 
2003）．種名の由来である「subterranean」は「地下」を意味するが，今回は地下ではなく陸上温泉
から検出された．また，今までにインドネシアのいくつかの温泉において微生物の多様性が調べら
れきたが（Huber et al., 1991 ; Baker et al., 2001 ; Löhr et al., 2006 ; Aminin et al., 2008 Aditiawati 
et al., 2009 ; Yohandini and Muharni, 2015），本種が属する Aquificae 門のバクテリアがインドネシ
アの温泉で検出されたのは初めてである．Aquificae 門は水素をエネルギー源として利用できるこ
とが特徴的であり（Gupta, 2014），本種は水素，チオ硫酸塩，または硫黄元素を電子供与体とし
て，二酸化炭素を炭素源としてのみ増殖できる偏性化学合成独立栄養性細菌である（Takai et al., 
2002）．本研究において検出された S. subterraneum は，硫黄を添加した Gp-S の集積培養液中で優
占しており（14 クローン），単体硫黄を利用することで増殖能力が向上した可能性がある．一方 G. 
icigianus は，生育温度 50～75℃（至適生育温度 60～65℃），生育 pH 5.0～9.0（至適生育 pH 6.5～
7.0）の好気性もしくは通性嫌気性のバクテリアである（Bryanskaya et al., 2015）．原記載株はロシ
アの間欠泉から分離された（Bryanskaya et al., 2015）．現在までに，Geobacillus 属には計 14 種が
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記載されているが，これらの原記載株は中国，ロシア，カザフスタンなど世界中に広く分布してお
り，油田や缶詰，土壌などあらゆるところから分離されている（Donk, 1920 ; Priest et al., 1988 ; 
Manachini et al., 2000 ; Nazina et al., 2001 ; Kuisiene et al., 2004 ; Nazina et al., 2005 ; Bryanskaya 
et al., 2015 ; Semenova et al., 2019）．

4．　ま　と　め

　インドネシアジャワ島西部の地熱地帯 Kawah Domas 及び Gunung Pancar において計 3 ヶ所の
温泉試料を用いて集積培養を行い，培養液中の好熱菌の種組成を調べた．その結果，6 種のアーキ
アと 5 種のバクテリアが集積培養液中に検出された．集積培養条件に硫黄の添加の有無を加えるこ
とにより，より多くの種の検出に成功した．本研究により，これまで情報の少なかったインドネシ
アの温泉に生息する好熱菌に関する知見が広がったが，同国にはまだまだ無数の温泉が分布し多種
多様な好熱菌が生息していると考えられ，今回得られた情報はその一端に過ぎない．また，採取し
た 3 つの温泉水全てで新種が検出された．検出された新種の中には，難培養性で非常に新規性の高
いアーキアも含まれており，インドネシアの温泉が新規好熱菌の探索フィールドとして価値がある
という結果となった．
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