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医薬生産資源としての新規粘液細菌の探索と特性評価 

 

飯塚 俊 

 

要旨 

	
 粘液細菌は、デルタプロテオバクテリア（Delataproteobacteria）綱のミクソコックス
（Myxococcales）目に属するグラム陰性、好気性の従属栄養細菌であり、飢餓ストレスに
よって栄養細胞が集合する子実体（fruiting body）に変化し、そこから栄養細胞が再び増
殖する生活環を有する。本菌群は古くから土壌、動物の糞、腐朽木などから分離される

陸生菌として位置づけられてきたが、分離や純粋培養が比較的困難な菌が多く、生息域

や分類学的多様性については未解明な部分が多い。粘液細菌は産業的応用についても注目

されているが、抗生物質生産菌としてよく知られる放線菌と比較して研究は遅れている。また、粘

液細菌は原核生物の中では最大のゲノムサイズをもつ菌群である（最大約 15 Mb）。以上のよ

うに、粘液細菌は、その特異な生活環とともに生物多様性や生態学的役割に興味がもたれてい

るばかりでなく、新規二次代謝産物の探索源としても注目されている。しかしながら、前述のよう

に分離困難なことが多く、探索源として開拓の余地が大きい。以上の背景をふまえて本研究

は、海洋、汽水、温泉などのより広い環境を対象として新規粘液細菌の探索と特性評価

を行なうこと、およびそれらから新規二次代謝産物を見出すことを目的として実施し

た。 
まず、日本各地の海岸や河口域で採取した試料から、海水あるいは汽水の成分組成を

模した寒天培地を用いて粘液細菌を分離した。分離した中で 24 株は、先行研究で分離し
た菌株と同様、浅く陥没したクレーター状もしくは薄膜状の溶菌性 swarm を形成し、外
見上は 既知の Nannocystis 属や Chondromyces 属粘液細菌と似ていた。これらの溶菌性
swarm 形成菌について、先行研究で得た未同定の swarm 形成菌 25 株も加え、16S rRNA
遺伝子配列に基づいた系統解析を行なった。それらは既知の陸生粘液細菌から属レベル

で隔たり、Nannocystineae 亜目中の新規な分類群を形成した。その内の 2 菌株は、NaCl
や海水中カチオン（Mg2+，Ca2+および K+）が生育に必要で、最適 NaCl 濃度は 2−3% 
（w/v）であり、これらについて新属新種名 Plesiocystis pacificaを提唱した。ほかの 6株
も NaCl や海水中カチオン（Mg2+または Ca2+）を生育に要求し、最適 NaCl 濃度は 1−2% 
であり、これらについて新属新種名 Enhygromyxa salina を提唱した。汽水環境からは、
海水より低塩分の環境に適応した溶菌性粘液細菌として 2 株を分離した。その 1 株、
SYR-2T 株は NaCl 濃度範囲 0−2% （至適濃度 0.5−1%）で生育し、カチオン（Mg2+と

Ca2+）を要求した。この菌に対し新属新種名 Pseudenhygromyxa salsuginis を提唱した。さ
らに SMH-27-4 株は、分子系統上は既知の海洋性粘液細菌や SYR-2T株とも異なることか

ら、新属新種名“Paraliomyxa miuraensis”を提唱した。 
つぎに、新規な粘液細菌の分離源開拓をめざし、50℃以上で生育する高温性菌株の分

離を試みた。温泉由来試料を接種源とする 50℃での集積培養によって、27 点から粘液細
菌様の滑走細菌が出現した。しかし、集積培養物には他の滑走細菌が混在し、純粋分離

は困難だった。集積培養物の系統的位置を推定するため、粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子
配列に特異的なプライマーを用いた nested PCR とアンプリコンの系統解析を行った結
果、新規な粘液細菌と考えられる 6 クローンを検出した。このように温泉環境由来の粘
液細菌の純粋分離に至らなかったが、温泉環境に特異的に適応した新規な高温性粘液細

菌の存在が示唆された。 
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さらに、上記の新規粘液細菌分離株からの抗真菌物質の探索を行った結果、

“Paraliomyxa miuraensis” SMH-27-4 株に新規な抗真菌物質を見いだした。構造解析の結
果、この抗菌物質を新規 19 員環ハロゲン化デプシペプチドと同定し、miuraenamide と命
名した。本物質は、植物疫病卵菌 Phytophthora capsici に対し強力な抗菌性を示した。ま
た、化学構造中に β-methoxyacrylate 残基を含み、酵母ミトコンドリア呼吸鎖の NADH オ
キシダーゼを強く阻害することから、作用点はミトコンドリア呼吸鎖と推定された。 
以上のように、本研究では、分類学的に新規な粘液細菌を多数分離し、その 1 株から

抗菌活性を有する新規二次代謝産物を発見し、新たな生物遺伝資源としての海洋性およ

び汽水性粘液細菌の生物学的、産業的意義を証明した。 
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Isolation and characterization of novel myxobacteria and their significance 
as biomedical resources 

 

Takashi Iizuka 
Abstract 

     Myxobacteria are Gram-stain-negative bacteria that belong to a monophyletic phylogenetic 
group as the order Myxococcales in the class Deltaproteobacteria. Cells move by gliding across 
solid surfaces and form spreading colonies or so-called “swarms”. They show complex cellular 
life cycles with cell to cell signaling networks and conspicuous morphogenetic abilities including 
fruiting-body formation. Within the maturing fruiting body, the vegetative cells convert into 
short, optically refractive myxospores. The myxospores are resistant to desiccation or starvation 
and allow myxobacteria to survive under unfavorable environmental conditions. With respect to 
physiology, myxobacteria are categorized into two nutritional groups, one of which is of the 
predatory type decomposing cells of other microorganisms, and one of which is of the cellulolytic 
type feeding on rotten plant materials. Both groups of the myxobacteria produce secondary 
metabolites. Myxobacteria have large genome sizes compared to other phylogenetic groups of 
bacteria. The largest genome size (15 Mb) among the prokaryotes has been reported for a strain 
of Sorangium cellulosum. Such large genomes allow to have many functions of proteins resulting 
in the production of diverse secondary metabolites.  
     Although myxobacteria have for long time been described as soil and terrestrial bacteria, 
our previous study revealed that coastal marine environments yield slightly halophilic 
myxobacteria,. Therefore, the main purposes of this study are to isolate novel myxobacteria from 
more diverse habitats including marine environments and hot springs and to characterize them 
from phylogenetic and taxonomic viewpoints. In addition, I tried to find out novel secondary 
metabolites from these isolates and evaluated the significance of the novel myxobacteria as the 
biomedical resources. 
     A total of 24 strains of myxobacteria that formed swams on agar solid media with viable 
cells of Gram-negative bacteria were isolated from coastal samples collected from different areas 
in Japan. No cellulolytic marine myxobacteria were isolated. Out of the 29 isolates, 5 seemed to 
be halotolerant myxobacteria. The remaining 24 isolates were phylogenetically analysed together 
with 25 strains previously isolated in our laboratory. 16S rRNA gene sequence comparisons 
showed that the 49 test strains could be classified into 7 operational taxonomic units desgnated as 
OTU-1 to OTU-7 within the suborder Nannocystineae. None of the 7 OTUs could be assigned to 
established genera of myxobacteria; that is, all the OTUs detected were taxonomically new at the 
generic level. Among the 7 OTUs, 4 OTUs (OTU-1 to OTU-4) were phenotypically characterzed 
in detail from taxonomic viewpoints. Based on these phenotypic data, I proposed 4 novel genera 
and species, Plesiocystis pacifica, Enhygromyxa salina, Pseudenhygromyxa salsuginis, and 
Paraliomyxa miuraensis to accommodate the strains of OTU-1, OTU-2, OTU-3, and OTU-4, 
respectively. Plesiocystis pacifica and Enhygromyxa salina were marine myxobacteria that 
exhibited optimal growth in a NaCl range of 1 to 2%.  On the other hand, Pseudenhygromyxa 
salsuginis and Paraliomyxa miuraensis are brackish water myxobacteria that grew best at lower 
concentration of NaCl (0.5-1.0 %).   



 iv 

     Both marine and brackish water myxobacteria isolated in this study were mesophilic, 
showing the highest growth temperature up to 45ºC. Therefore, I further tried to isolate 
thermophilic myxobacteria as additional biomedical resources. Cultivating hot spring samples on 
solid media at 50°C resulted in the formation of swarm-like colonies. However, it was very hard 
to purify myxobacteria from these cultures because of the co-existence of other gliding bacteria. 
Thus, I attempted to detect myxobacteria in the thermophilic cultures by PCR cloning and 
sequencing of 16S rRNA genes. A clone library constructed by nested PCR using myxobacteria-
specific primers and the bulk DNA from the thermophilic cultures generated 6 clones that 
represent new lineages within the suborders Sorangiineae and Nannocystineae.   
     In order to find out novel secondary metabolites, I prepared culture extracts from the 49 
isolates of myxobacteria and tested them for anti-fungal activity. As the results, one sample 
prepared from Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T showed significant inhibitory activity against 
the oomycete plant pathogen Phytophthora capsici. A novel cyclic depsipeptide compound was 
retrieved from the culture extract of strain SMH-27-4T and was named miuraenamide. This 
compond inhibited NADH oxidase activity of yeast mitochondria. Recently, miuraenamide was 
also demonstrated to have anticancer activity by another group of researchers. 
     Based on the aforementioned results, it is logical to conclude that myxobacteria are widely 
distributed in marine and hot spring environments and are promising resources of novel bioactive 
compounds applicable for biomedical use. 
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第 1 章 概論－粘液細菌とは 

 

 

1.1 はじめに 

 

	
 粘液細菌（myxobacteria）は 19 世紀末に発見された原核生物の一群であり、1892 年に

発表された Myxococcus 属（Thaxter, 1892）が最初の記載例である。古くから微生物学の

教科書には、粘液細菌について以下のような五つの特徴が列挙されている（Stanier et al., 

1976）。(1) グラム染色陰性、絶対好気性、従属栄養性の桿菌で、特異な生活環（life 

cycle）を有し、飢餓などストレス下で栄養細胞が集合し子実体（fruiting body）を形成す

る（子実体の内部に乾燥や飢餓に耐性の粘液胞子 [myxospore] を収納）。(2) 捕食性の

滑走性細菌で、呼称のように細胞群から粘質物を分泌しつつ固体表面上を這うように運

動し、周囲へと広がる拡散性のコロニー、すなわち“swarm”を形成する（鞭毛はもたず線

毛 [pili] が滑走運動に関与）。(3) 土壌や動物の糞や腐朽木などから分離される陸生菌

で、生育適温は 15−35ºC の常温の範囲にあり、生育 pH 域は中性付近である（土壌環境

に偏在するが多くは純粋培養が困難）。(4) 生理的特徴として、溶菌性・蛋白分解性お

よびセルロース（ろ紙）分解性の栄養型に二分され、それぞれ土壌中の微生物捕食者、

およびバイオマス分解者と推定される。(5) ゲノム DNA の G+C モル含量は 67−72% で、

細菌としては高 G+C群に属する。 

	
 粘液細菌は、細胞が凝集して子実体を形成するという見かけ上の類似性のために、と

きとして粘菌（slime molds）と混同されることがある。かつて南方熊楠が観察したこと

で有名な粘菌は真核生物であり、粘液細菌とはまったく異なる。また、myxosporeという

用語は、ミクソゾア（Myxozoa）門に属する小寄生虫である粘液胞子虫（Myxosporea）

がつくる粘液胞子も指して使われるため、これも混同しやすい。粘液胞子虫の多くは魚

類の寄生虫であり、それらの組織内や管腔内で発育して多数の粘液胞子を形成するが、

真核生物ということもあり、その大きさは10–20 µm程度と粘液細菌の胞子と比べても著

しく大きい。 

	
 粘液細菌の生活環の一時期に出現する子実体が、細菌によるものとして認識されたの

は、米国の生物学者 Roland Thaxter の研究以後である。彼は桿菌が集合し、ときには高

さ数百 µm に達する子実体へと変化する様子を光学顕微鏡で観察し、細密に描写し記録

した（Thaxter, 1892）。これが粘液細菌に関する世界初の学術報告で、“myxobacteria”の

術語が初めて用いられた（Reichenbach and Dworkin, 1992）。ここでいう“myxo”とはギリ

シャ語で粘質物（slime）を意味し、細胞から粘性物質を分泌する性質を表わしている。

粘液細菌は、以上のような独特の性質を有する点で、原核生物のなかで細胞形態学上特

異な存在である。 
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 粘液細菌の生活環の模式図を図 1-1 に示す。また、図 1-2 および 1-3 に、それぞれ溶

菌性およびセルロース分解性の粘液細菌の子実体の写真を示す。粘液細菌の生活環は大

別して二つのサイクルから構成され、栄養増殖（vegetative growth cycle）と分化

（developmental cycle）の過程が知られている。前者では、栄養あるいは餌となる微生物

が比較的に豊富な条件下で、通常の細菌のように二分裂で増殖する。この間にも細胞群

集が滑走運動し、他の微生物を溶菌するなどの集団的挙動を示す。栄養源が不足し飢餓

状態になると、細胞同士が凝集塊を形成し、多数の細胞と粘質物からなる構造物である

子実体へと変化する。子実体の内部には、休眠状態の細胞である粘液胞子が数千－数万

個収納されている。胞子は飢餓や乾燥や高温などの環境ストレスに耐性を有し、場合に

よっては数十年間の生残が可能である。増殖に好適な条件がそろえば、胞子は発芽し、

栄養増殖を再開する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1. 粘液細菌の生活環．不藤（2002）から改変． 
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図 1-2. 細菌溶解性粘液細菌の子実体－細菌溶解性菌株. A. Stigmatella aurantiaca DW4 の

子実体の走査電子顕微鏡像（不藤・山中, 1992）．子実体は、柄の先端に球状－卵型の胞子嚢

を持ち、その中に多数の粘液胞子（myxospore）を含む．B. Chondromyces sp.の子実体の実体

顕微鏡写真．子実体は、柄の先端に房状の胞子嚢を持ち、その中に多数の胞子を含む（筆者

撮影）．Bar＝100 μm. 

  

B 

A 



 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3. セルロース分解性粘液細菌の子実体．Sorangium cellulosum KW6 株の子実体の実体

顕微鏡写真（筆者撮影）．A，ろ紙上に生育したコロニー（swarm）； B, 左側の長方形の内側、寒

天片に近い部分の拡大図; C, 右側の長方形内の部分の拡大図．Bar (右下)=0.5 mm D, 黒い

長方形内の部分の拡大像．bar（右下）＝0.25 mm． 

 

 

1.2 粘液細菌の研究概史 

 

	
 20 世紀に入り、主として形態学的、分類学的な観点からの粘液細菌の研究が開始され

た。1910 年代以降には、Baur、Kofler、Jahn（1924）らの研究があり（Reichenbach, 

2005）、1920-30 年代には Krzemieniewska and Krzemieniewski（1926）の報告がある。

Pinoy （ 1921 ）は、粘液細菌 Chondromyces crocatus によるグラム染色陽性細菌

（Micrococcus）の溶菌現象を初めて報告し、粘液細菌がほかの菌を栄養源とすることを

示唆した。東北帝国大学の Yoshii（1926）は、日本各地の土壌試料や動物糞から

Myxococcus 属細菌を分離し、豆腐やおからを培地に加えるなど培養法に工夫を施し、日

本初と思われる粘液細菌に関する報告を行なった。二次代謝産物の生産菌として近年に

注目されるセルロース分解性粘液細菌については、Imshenetski and Solntseva (1936) や

Krzemieniewska and Krzemieniewski (1937) の報告があるが、それらの内容は形態学的、分

類学的な記載にとどまった。Solntseva (1939) は、Chondromycesなどの細菌溶解性の粘液
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細菌による植物病原細菌の溶菌について報告したが、これは粘液細菌の農学的応用に関

する先駆的研究である。 

	
 粘液細菌は、細胞を覆う粘質物により細胞同士が凝集するため、個々の細胞が液体媒

質中に分散することがない。したがって、通常の希釈平板法によるコロニー分離が困難

な点が、研究上の課題である。分離法として粘液細菌の細菌捕食性に着目し、細菌細胞

を「生き餌」とした集積培養法も考案されてきたが、この方法は煩雑な植え継ぎ操作を

伴い、効率的手法ではない。Singh（1947）は細菌溶菌性の粘液細菌の分離および純化法

（live bacteria-baiting method）を考案し、グラム染色陰性菌に対する捕食性を利用して土

壌から粘液細菌を分離し、分離株による抗生物質生産の可能性についても言及した。こ

の頃、 Oxford (1947) は Myxococcus virescens の培養物中に、黄色ブドウ球菌

Staphylococcus aureusの生育阻害物質を見い出した。Katō（1955）は日本の山岳土壌から

粘液細菌 Myxococcus fulvus を分離し、分離株の抗細菌活性や、すでに出現していた抗生

物質耐性菌に対する抗菌性も確認した。1960 年代には、おもに土壌試料から分離された

粘液細菌の分類学的研究が行なわれた。とくに、McCurdy（1963, 1969, 1989）は多数の

菌株を分離し、子実体の形態的特徴などに基づき粘液細菌を分類した。その頃、粘液細

菌に関して、溶菌酵素 (Bender 1962, Gillespie and Cook 1965) や抗インフルエンザウィル

ス物質（Katzenberger and Kausche 1957）などの応用研究も開始された（岡崎, 1970）。粘

液細菌の二次代謝産物が注目されるようになったのは、Warner & Lambert 社による

ambruticin（アンブルテシン）の構造決定の報告（Ringel et al., 1977）以降である。1980

年代以降は、ドイツの GBF（Gesellschaft für biotechnologische Forschung）が研究を主導し

た（Reichenbach and Höfle 1989）。日本では、Onishi et al.（1984）が粘液細菌の抗生物質

の研究を開始し、抗大腸菌物質 M-230B を見い出した。その後に、抗真菌、抗ウィルス

や抗癌活性物質が粘液細菌から続々と発見され、単離・構造決定が行なわれた。近年は

粘液細菌のゲノム情報解析も行われるようになり、二次代謝産物の生合成遺伝子群

（polyketide synthase [PKS] genes）の構成や制御機構が解明されつつある（Perlova et al., 

2006）。この点は、次の第 2章でも触れる。 

	
 近年に明らかになった粘液細菌の際立った特徴の一つとして、長大なゲノムサイズを

有することが挙げられる（表 1-1）。とくに、セルロース分解性粘液細菌 Sorangium 

cellulosumの一菌株は約 15 Mbのゲノムサイズを有し（Han et al., 2013）、抗生物質の生

産菌として知られている Streptomuces属放線菌の 6–12 Mb（Romero-Rodriguez et al., 2015）

や、さらに真核生物である出芽酵母サッカロマイセスの 12 Mb をも凌駕している。この

ように大きなゲノムを有することで、多数の遺伝子が保有され、多様な機能のタンパク質

が生産され、複雑な形態分化や、多様な二次代謝産物の生産が可能になったと考えられ

る。他方で、細菌溶解性の粘液細菌 Myxococcus 属や Stigmatella 属のゲノムサイズはやや

小さく、9–10 Mb と報告されている。これらのサイズも、放線菌に匹敵する大きさであ
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り、細菌溶解性の粘液細菌による二次代謝産物の生産能も、決して小さくはないと考え

られる。 

	
 本章冒頭で述べたように、粘液細菌は長年にわたり好気性菌とされてきたが、2-

chlorophenol の脱塩素化菌の集積培養の過程で、嫌気性粘液細菌 Anaeromyxobacter 

dehalogenans 2CPが分離された（Sanford et al., 2002）。この菌は重金属還元能や放射性

元素（U，Tc）の還元・不溶化能も示し、重金属や放射性物質で汚染された土壌の浄化

への応用も試みられた（Wu et al., 2006; Marshall et al., 2009）。なお、Anaeromyxobacter

のゲノムサイズは粘液細菌としては比較的に小さく、5 Mbと報告され、二次代謝産物の

生産遺伝子群は欠失しているようである。 
 

表 1-1. 粘液細菌および他の代表的微生物のゲノムサイズの比較 

菌種・菌株 ゲノム 

サイズ

（Mbp） 

CDS 文献 

粘液細菌    

	
 Sorangium cellulosum So0157-2 14.8 11,599 Han et al. 2013 

	
 Sorangium cellulosum So ce56 13.0 9,367 Schneiker et al. 2007 

	
 Stigmatella aurantia DW4/3-1 10.3 8,352 Huntley et al. 2011 

	
 Haliangium ochraceum SMP-2T 9.44 6,719 Ivanova et al. 2010 

	
 Mxococcus xanthus DZ2 9.29 7,709 Müller et al. 2013 

	
 Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-CT 5.01 4,346 Thomas et al. 2008 

その他の細菌    

	
 Amycolatopsis mediterranei U32 (放線菌)*1 10.2 9,228 Zhao et al. 2010 

	
 Bradyrhizobium japonicum USDA110（根粒菌） 9.11 8,317 Kaneko et al. 2002 

	
 Streptomyces avermitilis MA-4680T (放線菌)*2 9.03 7,574 Ikeda et al. 2003 

	
 Escherichia coli K-12（大腸菌） 4.64 4,288 Blattner et al. 1997 

	
 Bacillus subtilus 168T（枯草菌） 4.21 4,100 Kunst et al. 1997 

	
 Mycoplasma genitalium G37T（マイコプラズマ） 0.58 470 Fraser et al. 1995 

	
 Candidatus Carsonella ruddii（細胞内寄生菌） 0.16 182 Nakabachi et al. 2006 

アーキア    

	
 Methanococcus jannaschii DSM 2661T（メタン生成菌） 1.66 1,738 Bult et al. 1996 

真核微生物    

	
 Aspergillus oryzae RIB40（麹カビ） 37.0 12,074 Machida et al. 2005 

	
 Dictyostelium discoideum（粘菌） 34.0 12,500 Eichinger et al. 2005 

	
 Saccharomyces cerevisiae S288C（出芽酵母） 12.1 6,340 Goffeau et al. 1996 

*1, リファマイシン生産菌; *2, エバーメクチン生産菌  
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1.3 粘液細菌の分類学  

 

	
 従来、粘液細菌の分類では、子実体の形態的特徴をもとに属や種が記載されてきた。

子実体の形態や色調は多様で、Myxococcus 属の単純な球状、Cystobacter 属や Archangium

属の不定形集塊状、Stigmatella 属や Chondromyces 属に見られる樹状のガラス工芸品のよ

うな複雑な形状（図 1-2）まであり、子実体の形態的特徴は分類学上重要である。しか

し、寒天培地上で培養する間に色調や形態が変化し、また、ときとして子実体を作らな

くなるなど、形態的特徴が不安定な場合も多い。近年は、16S rRNA遺伝子の塩基配列に

基づく分子系統解析が確立し、粘液細菌の分類学に客観性が付与された。分子系統解析

による系統樹と、形態的分類との照合から、形態的特徴に基づいた従来の分類もおおむ

ね妥当と考えられる（Spröer et al., 1999）。Reichenbach (2005) は、Bergey’s manual of 

Systematic Bacteriology、第 2 版で、粘液細菌群をデルタプロテオバクテリア

（Deltaproteobacteria）綱の中の 1 目（order Myxococcales、粘液細菌目）、3 亜目

（suborder）、5 科（family）、16 属（genus）に分類した。彼は前掲書の中で、海洋性粘

液細菌や通性嫌気性粘液細菌にも言及したが、上記の分類体系には未編入であった。現

在における細菌分類学の中での粘液細菌の系統的位置を図 1-4 に、粘液細菌目の高次分

類群を表 1-2 に示す。なお、ハリアンギウム（Haliangiaceae）科は正当名としてはまだ

認められていない。 

	
 粘液細菌に共通の生理的性質として、大部分の属種は溶菌性か蛋白分解性を示すが、

Byssophaga と Sorangium の 2 属はセルロース分解能を示す。筆者の観察では，Sorangium

属は弱い溶菌活性も示し、菌株間で活性に差はあるが、大腸菌生菌体はおおむね溶解し

にくく、オートクレーブ処理菌体なら溶解する傾向にある。化合物利用性については、

筆者の観察では、ほぼすべての粘液細菌の分離株は、カゼインを基質として生育可能で

あり、この点から考えて、プロテアーゼによる菌体分解産物のアミノ酸やペプチドを利

用するらしい。硝酸塩やアンモニウム塩などの無機窒素源の資化能に関しては、セルロ

ース分解性粘液細菌である Byssovorax（Reichenbach et al., 2006）と Sorangium の 2 属の

みが保持する。これらの菌株の多くは，糖と硝酸塩および若干の生育因子を含む単純な

組成の培地で培養可能である。粘液細菌の糖の資化性については、Stigmatella aurantiaca

はグルコースを利用するが、Myxococcus xanthusは利用せず、ともにデンプンは利用しな

い。Corallococcus coralloides はグルコースやマルトースなどの単糖を利用しないが、デ

ンプンは部分的に分解し、三糖の形で摂取する（Reichenbach, 2005）。本研究の先行研

究において、Fudou et al.（2002）が記載した海洋性粘液細菌 Haliangium は、溶菌性（蛋

白分解性）であり、デンプンは分解するがセルロース（ろ紙）は分解しない。 
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図 1-4. 細菌超界における粘液細菌群の分子系統学的位置．NCBI（National center for 

biotechnology information）に登録された 16S rRNA 遺伝子配列をもとに作成した近隣結合（NJ）

系統樹．細菌の門レベルの呼称を，系統樹上の各細菌の学名の右側に示す．アーキア

（Desulfurococcus mobilis および Methanobacterium oryzae）の配列を外群とする．各分岐点の

数値は，1,000 抽出による bootstrap 値（≥500 のみを表示）．bar＝5% 塩基置換． 
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 粘液細菌の酸素要求性に関しては、陸生粘液細菌属および 1 属の海洋性粘液細菌

（Haliangium）はすべて絶対好気性であるが、前述のように通性嫌気性粘液細菌

Anaeromyxobacter dehalogenansが発見された（Sanford et al., 2002）。この菌は溶菌性を示

さず、子実体も形成しないが、光学的高屈折性を呈する楕円体形の細胞が観察され、こ

れらは粘液胞子と考えられる。また、生理的性質の点では、2-chlorophenol の脱ハロゲン

活性を示すなどの特徴を有しており、既知の粘液細菌と性質が大きく異なる。16S rRNA

遺伝子の分子系統上では、シストバクター（Cystobacteraceae）科に属している。粘液細

菌目のほかの科に属する嫌気性菌株の報告はない。 

近年、 Sorangiineae 亜目の新規粘液細菌が相次いで分離され、新属新種として

Phaselicystis flava および Sandaracinus amylolyticus と命名され、これらを包括する新しい

科（family）として、Phaselicystidaceae および Sandaracinaceae が提唱された（Garcia et 

al., 2009; Mohr et al., 2012）。このように、100年以上の研究史がある陸生粘液細菌では

あるが、21世紀に入っても新規な高次分類群の発見が相次いでいる。 

 

表1-2. 粘液細菌目（order Myxococcales）の分類群 

亜目（suborder） 科（family） 基準属（type genus） 

Cystobacterineae（シストバクター） Cystobacteraceae Cytobacter 

 Myxococcaceae Myxococcus 

Nannocystineae（ナノシスティス） "Haliangiaceae" Haliangium 

 Kofleriaceae Kofleria 

 Nannocystaceae Nannocystis 

Sorangiineae（ソランギウム） Phaselicystidaceae Phaselicystis 

 Polyangiaceae Polyangium 

 Sandaracinaceae Sandaracinus 

 

 

1.4 粘液細菌の粘質成分および菌体成分 

 

	
 粘液細菌が分泌する粘質物の主成分は多糖であり、Cystobacter 属や Archangium 属の多

糖は主にグルコース、ラムノースおよびマンノースから成る。Stigmatella aurantiacaの多

糖はグルコースやガラクトースを、Sorangium属の多糖はガラクトースやマンノースを多

く含む（Reichenbach, 2005）。 

	
 陸生粘液細菌の主な脂質成分は、イソ分岐鎖型の C15，C17 脂肪酸、およびモノ不飽

和の直鎖 C16 脂肪酸（C16:1）である。ミクソコックス（Myxococcaceae）科とシストバ

クター科の菌株はヒドロキシ脂肪酸を含み、その大部分は 2-hydroxy 脂肪酸
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（isoC17:1.2OH）である。他方、ポリアンギウム（Polyangiaceae）科、ナノシスティス

（Nannocystaceae）科、およびコフレリア（Kofleriaceae）科はヒドロキシ脂肪酸を含ま

ない。Myxococcus xanthus のリン脂質の大部分（60−80%）は phosphoethanolamine で外膜

に多く、分岐鎖脂肪酸とともに細胞膜の柔軟性に寄与し、滑走運動を可能にするらしい。

ほかの特徴的成分として、細菌には珍しいステロイド脂質を有し、こちらも膜の柔軟性

に関与するらしい（Reichenbach, 2005）。Nannocystis 属は乾燥重量の 1.5−2.2%の

cholestenol と cholestadienol を、Polyangium 属は lanosterol を、Cystobacter 属は lanosterol

類似物質をそれぞれ含む。Corallococcus 属は squalene や steroid を有し、一方、

Myxococcus、Chondromycesや Sorangiumの 3属はこれらを欠く（Reichenbach, 2005）。 

菌体に含まれる主要な呼吸鎖キノンは、陸生粘液細菌では menaquinone-8（MK-8）で

ある（Reichenbach, 2005）。本研究の先行研究にて不藤や飯塚らが見出した海洋性粘液

細菌 Haliangium 属の場合も、主要キノン種は MK-8 である（Fudou et al., 2002）。菌体

polyamine の主成分は、陸生粘液細菌では homospermidine であるが、海洋性粘液細菌

Haliangium属では spermidineや spermineである（Hamana et al., 1998; 2004）。 

粘液細菌の酵素やタンパク質としては、細菌としては報告例が少ない、Ser/Thr protein 

kinase、DOPA decarboxylase、G-proteinや calmodulin-like S-proteinが報告され、細胞間信

号伝達や細胞の分化誘導に関与するらしい。これらは細胞膜に含まれるステロイド脂質

とともに、粘液細菌の真核生物に類似した特徴とされる（Reichenbach, 2005）。 

 

1.5 “Social prokaryotes”としての粘液細菌 

 

	
 粘液細菌はその独特の生活環とともに、捕食性を示す点で他の細菌から区別される。

粘液細菌は捕食性微生物（micro predator）とされ、プロテアーゼやグルカナーゼなどを

分泌しながら周囲の微生物や有機物を徐々に分解し、溶出するアミノ酸やペプチド、糖

などを利用すると考えられる。その際には細胞が群集をなし、粘質物を分泌して固体表

面を滑走運動しながら、いわゆるスワーム（swarm）と称する独特の外観の拡散性コロ

ニーを形成する。粘液細菌は鞭毛を有さず、滑走運動には線毛（pili）が関与する

（Dworkin, 2000; Pelling et al., 2005）。スワーム形成の利点は、多数の粘液細菌の細胞か

らの溶解酵素や抗菌性物質が、周囲の微生物細胞や高分子に対して集積的に作用する点

にあるとされる。そのような細胞群集を狼の群れになぞらえ“wolf pack” と呼ぶこともあ

る（Kaiser, 2004）。前述のように、粘液細菌の細胞は粘質物に覆われ純化困難なことが

多い。そのため、粘液細菌としては比較的に培養が容易で、細胞がかなり分散して生育

するモデル微生物として、Myxococcus xanthusや Stigmatella aurantiacaが従来の研究には

繁用されてきた。また、粘液細菌は独特の生活環を有し（図 1-1）、生育に好適な条件

下では細胞分裂により増えるが、その場合でも倍加時間は 3−14 時間であり、大腸菌や枯
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草菌と比較して増殖速度は遅い（Reichenbach, 2005）。乾燥や栄養制限などの環境スト

レスが加わると、多数の栄養細胞が滑走運動して集合し、高さ 100 µm−1.0 mmに達する

子実体を形成する（図 1-2, 1-3）。その内部では、一部（0.1−10%）の栄養細胞が耐久性

細胞である胞子に変化し、乾燥や飢餓などの生育困難な状況下でも生き残る。胞子は栄

養細胞に比べ乾燥や高温（60˚C）や紫外線、あるいは超音波などへの耐性度が増し、常

温の乾燥状態において 22 年の長期保管の後にも生存した例がある（Reichenbach, 2005）。

生育に適した条件が回復すれば、子実体の中の胞子は一斉に発芽して栄養細胞となり、

細胞集団として栄養増殖の過程に復帰すると考えられる（図 1-1）。集団で増殖を再開

する場合には、溶解酵素の集積的作用による栄養物の確保、あるいは細胞間の信号伝達

物質の高濃度の蓄積という意味で、個々の細胞が単独で増殖を始めるより生存に有利と

推定される。 

前述のように、粘液細菌は生活環の大半を細胞集団として行動するため、“social 

prokaryotes”と呼ばれる。子実体や胞子の形成の際には通常の栄養増殖の時期と比較し、

新たに 30種類以上のタンパク質が合成される（Kaiser, 2004）。Myxococcus xanthusの細

胞間情報伝達には主に、化学物質を介した信号伝達系（chemical signals）および細胞間の

直接接触（physical contact）を介した信号系、の二つがはたらく（Kaiser, 2004; Ueki and 

Inouye, 2006）。子実体や胞子の形成に関わる化学的信号系は少なくとも 5 種（A−E）あ

るとされる（Kaiser, 2004; Ueki and Inouye, 2006）。子実体形成の過程は細胞凝集と分化

誘導の二段階からなり、まず栄養の制限により細胞内の (p)ppGpp 濃度が上昇し、A-

signal 信号系が始動して細胞が凝集する（図 1-5）。さらに一連の反応により、C-signal 

信号系が作動して細胞の滑走運動が制御され、子実体形成が誘導される（図 1-6）。A-

signalの実体は，特異的プロテアーゼの作用で生成したアミノ酸とペプチドとの混合物と

考えられている。シグナルとなるアミノ酸濃度は細胞密度におおむね比例するため、A-

signal系は細胞密度感知機構（quorum sensing）の一つと推定され、asgA, B, Cの 3遺伝子

の産物が関与する。一方、C-signalは細胞表層に局在し、その伝達には細胞同士の直接接

触が必要である。その際に特異的プロテアーゼにより、csgA遺伝子産物の分子量 25 kDa

の SCADタンパク質（short chain alcohol dehydrogenase）が切断され、17 kDaの C-signal

分子へ変換されるらしい。C-signal 量が少ない間は細胞の運動方向は周期的に逆転し

（waving あるいは rippling）、これにより細胞間の接触頻度が増加し表層の C-signal量が

徐々に上昇し、やがて閾値に達すれば細胞集団の同一方向への移動 (streaming) が誘起さ

れ子実体形成が開始される（Kaiser 2004）。C-signal は act オペロンを活性化し、その遺

伝子産物が CsgA タンパク質の発現量を制御する。さらに、FruA タンパク質のアスパラ

ギン酸残基のリン酸化が誘導され、二つのオペロン（frz と dev）への信号伝達を促す

（図 1-5）。frz 遺伝子は、腸内細菌である Escherichia や Salmonella の走化性遺伝子と相

同性を示した。FrzCD タンパク質のメチル化・脱メチル化が運動方向の制御に、他方で
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dev遺伝子産物は胞子形成に関与する。 

Myxococcus xanthusでは、タンパク質リン酸化を介した信号伝達系が大別して二つ知ら

れている。第一は His/Asp phosphorelay系であり、センサーの機能を果たす His kinaseと

response regulator から構成され、これらは他の細菌にも見られる。His kinase は環境中の

信号を感知し、自身の His 残基を ATP でリン酸化し、さらにリン酸基は response 

regulator の receiver 領域の Asp 残基へ転移し、次に effector 領域が活性化する。この領域

に DNA結合部位があり、response regulator は転写因子としてはたらく。類似の系は酵母

の浸透圧調整に関与する MAP kinase cascade である。M. xanthus では、His/Asp 

phosphorelay系が線毛形成や運動性、細胞の分化誘導、浸透圧耐性、あるいは熱ショック

応答などに関与するらしい。第二は、真核生物の Ser/Thr/Tyr リン酸化系に類似した伝達

系、protein Ser/Thr kinase（PSTK）であり、細菌では M. xanthusから最初に見いだされた。

M. xanthusの PSTKは分化誘導のさいの信号伝達に関与すると推定され、粘液細菌以外の

細菌ゲノムからも PSTK類似酵素の遺伝子群が見つかった。 

粘液細菌の集団的挙動の際には，化学物質や酵素系の他に、pili（線毛）や fibril（邦訳

なし）を介した情報伝達も必要らしい。M. xanthus の線毛の生合成遺伝子が特定され、

Pseudomonas aeruginosaの IV型線毛の生合成系との相同性が示された。線毛（Pili）は細

胞の極に着生するのに対し、fibrilは細胞に周生し、長さ 50 µm、径 15−30 nmで多糖とタ

ンパク質から構成され、これらの中には ADP ribosyl transferaseが含まれる。このリボシ

ル化が fibril を介した細胞間情報伝達に関与し、これにより細胞同士が互いの位置関係を

認識し立体的に配列する（Dworkin, 2000）。滑走運動や細胞間の接着にはカルシウムイ

オンが必用であり fibrilの形成を誘導する。 

Stigmatella aurantiacaの子実体形成機構も比較的よく研究されており、細胞が凝集し分

化が誘導され子実体を形成する点は M. xanthus と共通であるが、相違点もあり光および

フェロモンが凝集に関与する（White and Schairer, 2000）。 
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図 1-5. A-signal 伝達系の概略図（Kaiser, 2004）．栄養の制限により A-signal の生産が誘導さ

れ，A-signal センサーHPK（Sas S）を介し，A-signal 依存性遺伝子（Ω4521）の発現が活性化さ

れる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-6. C-signal 情報伝達系の概略図（Kaiser, 2004）．二細胞が細胞端同士で接触し情報を伝

達する．図中には主に右側の細胞を示したが，左側の細胞でも同様な機構の作用を想定して

いる．“P”は細胞表層でのプロテアーゼによる切断を示し，C-signal 分子が 25k から 17kDa へ

小型化し細胞表層に止まる．仮想的 C-signal sensor 分子と 17kDa タンパク質は相互作用し，

信号が“reversal generator”に伝達され，信号強度に応じて二種類の運動，streaming あるいは

waving が誘起される．Streaming により細胞が集合，子実体形成に至る．  
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1.6 先行研究における新しい粘液細菌の分離と生態  

 

	
 前述したように、粘液細菌は 20 世紀後半に至るまで一世紀間にわたり土壌細菌とされ

てきた（Reichenbach, 1999）。海岸環境から海洋性粘液細菌を分離したとの報告も過去

にあったが（Roper and Marshall 1977; Yamamoto et al., 1982; 山本, 1983）、それらの菌株

の系統解析結果もないため詳細は不明である。1990 年代後半になって、本研究の先行研

究において、筆者らのグループが人工海水培地を用いて、細菌捕食性を利用した分離手

法により、初めて海洋性粘液細菌の本格的な分離に成功した（Iizuka et al., 1998）。分離

株の内で、黄色の皮膜状のコロニーを形成した一菌株とその後に分離した同属異種株に

ついて、新属新種 Haliangium ochraceum（基準株 SMP-2T）および Haliangium tepidum

（基準株 SMP-10T）を命名した（Fudou et al., 2002; 不藤, 2002）。これらの菌株は、海水

（海岸）相当の NaCl濃度 2−3%（w/v）の環境に適応していると考えられる。 

	
 粘液細菌が生育する物理化学的条件については、中性付近の pH 域における常温環境

とされてきた。しかし近年には、いわゆる極限環境からも粘液細菌が見いだされた

(Dawid, 2000)。たとえば、ケニアのアルカリ湖からは pH9 以下で生育しない好（耐）ア

ルカリ性粘液細菌（Myxococcus sp.）が分離された。 

	
 生育温度に関しては、南極の土壌から 18˚C 以上で生育しない好冷性の粘液細菌様の細

菌溶解性菌株が得られた。これらの菌株の外観は陸生粘液細菌である Nannocystis 属や

Polyangium 属に類似していたが、その後の続報や寄託菌株も存在せず、詳細は不明であ

る。高温側では、45˚C 以上の高温環境に分布する粘液細菌の報告は少ないが、土壌由来

の Myxococcus sp. GT-7 株は至適生育温度 42−44ºC で、生育最高温度は 48ºC と報告され

た（Gerth and Müller, 2005）。代表的な高温環境は温泉や深海熱水噴出孔であるが、これ

らの環境試料から高温性粘液細菌を分離した例はまだない。 

	
 非培養アプローチによる系統解析に関しては、海底火山付近の海底試料から、粘液細

菌由来と推定される 16S rRNA遺伝子断片が検出された（Moyer et al., 1995）。しかし、

菌株自体は分離されていないため、この遺伝子を保持していた菌が実際に高温性かどう

かは不明である。 

	
 粘液細菌は非病原性とされてきたが、近年、米国西部におけるダニ媒介性の家畜風土

病 “Epizootic bovine abortion”の病原体として、シストバクター亜目の未分離の粘液細菌

（aoEBA）の関与が疑われている（Teglas et al. 2006; Brooks et al., 2011）。この病原体は

ダニ唾液腺に局在するらしい（Chen et al., 2007）。この報告は粘液細菌の安全性に関し

て再考を促すと同時に、動物体内という粘液細菌の新たな生息環境を示唆する点で非常

に興味深い。 

	
 以上に述べたように、従来は常温性の陸生菌とされた粘液細菌について、新たな生

息環境や生態が明らかにされつつある。これらの中で、Fudou et al.（2002）が海洋性粘
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液細菌 Haliangium を見出し、培養可能な菌株として分離した点については、特筆すべき

点である。Haliangium ochraceum からは、次節に述べるように新規生理活性物質も得ら

れている（Fudou et al., 2001; 不藤, 2002）。したがって、未開拓の生息環境からの粘液細

菌の探索は、分類学的に新規な粘液細菌の発見をもたらすだけではなく、応用微生物学

的な観点からも有意義であると考えられ、筆者が本研究に着手する動機となった。 

 

1.7 本研究の目的および本論文の構成  
 

	
 前述のように、粘液細菌の多様性や生態については、新しい知見がもたらされてはい

るが、なお未知の点が多く、探索源を広げることによって新規な粘液細菌の発見につな

がることが期待される。しかしながら、粘液細菌研究の最大の課題は、今日でも数十年

前と同様に、効率的分離法がない点にある。抗菌剤による粘液細菌の選択的分離法も報

告されたが（Karwowski et al., 1996; Reichenbach and Dworkin, 1992）、筆者らの追試では、

その有効性は確認できていない。このような分離や純粋培養の困難性のために、多種多

様な生理活性物質を生産する生物資源としての潜在的利用価値があるにもかかわらず、

放線菌などと比較して十分に利用されてこなかった（不藤・山中, 1992）。 

	
 とくに、海洋あるいは温泉など未開拓の生息環境に由来する粘液細菌に関しては、従

来はほとんど研究例がないため、陸生粘液細菌の生産物とは異なる化学構造の物質や活

性が異なる新規物質の発見が可能と考えた。実際に、筆者らの先行研究において、粘液

細菌の新しい探索源として海洋環境に着目し、沿岸地域から 33 株の粘液細菌を得た

（Fudou et al., 2001; 不藤, 2002）。これらは、コロニーや子実体の形状から、6 株は

Myxococcus属と推定され、他の 27株は Polyangium 属あるいは Nannocystis属に近縁の新

規分類群と推定された（不藤, 2002）。これらの中で、2 株については詳細な分類学的検

討を加え、前述のように粘液細菌の新属 Haliangium 属を提唱している（Fudou et al., 

2002）。また本属の一種 Haliangium ochraceum からは、図 1-7 に示す新規生理活性物質

haliangicinが得られた（Fudou et al., 2001）。生理活性物質の生産の観点からは、上記の

haliangicin 生産菌以外に、2 株について抗菌活性が検出された。この内、陸生粘液細菌の

Nannocystis 属に外観が類似した 1 菌株の生産物は、Nannocystis 属菌が生産するキレート

化合物である既知物質 nannochelin と同定された。しかし、ほかの Nannocystis 属様菌株

の 1株の生産物は、生成量が微量であり構造推定に至らなかった（不藤, 2002）。 
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図 1-7. 海洋性粘液細菌 Haliangium ochraceum から発見された haliangicin の化学構造． 

 

 

	
 そこで本研究では、新たに海洋や温泉由来の新規な粘液細菌を分離し、先行研究にお

いて詳細な分類学的検討を行わなかった海洋性粘液細菌分離株をも加えて、それらの分

離株の純粋培養法の確立と特性評価を行うことを目的として探索と実験を行なった。ま

た、分離株の培養物から、新規生理活性物質を見出すことも研究目標として、抗菌活性

物質の探索を行なった。 

本論文では、本章につづき、1) 海岸由来の新規海洋性粘液細菌の探索、2) 新たな分

離源としての温泉環境における新規粘液細菌の生息の確認、3) 新規粘液細菌からの新規

代謝産物の発見、の三つの項目を中心に次のように各章で報告する。第 2 章では微生物

医薬の歴史を概説し、さらに 21 世紀における粘液細菌も含めた微生物からの医薬品探索

の意義と先行研究を含めた背景について述べる。第 3 章では、海洋性、汽水性粘液細菌

の探索と新規分類群の提唱について述べる。第 4 章では、温泉環境における新規粘液細

菌の探索について述べる。第 5 章においては、海岸土壌から分離された新規粘液細菌の

1 株に由来する新規環状デプシペプチドであるミウラエナミドの特性評価について報告

する。最後に、第 6 章において本研究に関する全体的考察を行ない、21 世紀の粘液細菌

研究の方向性についても展望する。 

	
 新規粘液細菌については、16S rRNA遺伝子配列に基づいた系統的解析を行ない、その

分類学的性質について記載する。群別化した粘液細菌について、公開された菌株データ

ベースの情報も考慮に入れ、その生態を推定する。新規環状デプシペプチドについては、

既知の類似化合物との比較、および最新の知見から、医薬への応用の可能性について推

論する。 
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第 2 章 粘液細菌の応用および医薬探索資源としての意義 

 

 

2.1 はじめに 

 

微生物学の研究の歴史の中で、微生物が医薬探索資源として注目され始めたのは抗生

物質（antibiotics）の発見からである（天児, 1988）。抗生物質とは、ストレプトマイシン

の発見者 Waksman による 1942 年の造語で、本来は「微生物が生産する物質で、微生物

の発育や代謝を阻止するもの」を意味する（田中, 1992）。1928 年、Fleming がグラム染

色陽性菌に対する生育阻止物質を青カビ Penicillium notatumから発見し、ペニシリンと名

付けたことが抗生物質の最初の例である。Chain et al.（1940）は、Fleming が分離した青

カビの培養物からペニシリンを茶色の粉末として抽出することに成功し、多くの細菌に

対する顕著な生育阻害効果を確認した。さらに 1943 年に大型タンクでの通気攪拌培養に

よるペニシリン発酵生産がアメリカで実現し（田中, 2000）、第二次大戦中にはペニシリ

ンが傷病治療に絶大な威力を発揮した。この大成功が契機となり抗生物質の研究は 1940-

1950 年頃に最盛期を迎え、多数の抗生物質の登場により感染症による死者は激減した。

たとえば結核は 1950 年頃まで日本人の死因の首位を占め、サルファ剤やペニシリンも結

核菌には無効だったが、ストレプトマイシンの登場で治療可能となり、結核死は急減し

た（中山, 1988）。 

	
 抗生物質は人類の健康と福祉に大きく貢献してきたが、一方で耐性菌の問題がある。

上記したペニシリン抽出に成功した 1940 年には、すでにペニシリンの耐性菌が確認され

ている（Abraham and Chain, 1940）。20世紀後半において、医療や畜産・水産業などの現

場において抗生物質が濫用された結果、耐性菌が急増し、大きな問題となってきた（吉

川 , 1995）。院内感染の原因となる多剤耐性黄色ブドウ球菌（methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus, MRSA）や多剤耐性緑膿菌（multiple-drug-resistant Pseudomonas 

aeruginosa, MDRP）などの相次ぐ発生に続き、近年はカルバペネム耐性腸内細菌

（carbapenem-resistant Enterobacteriaceae）などの出現も懸念されている（「カルバペネム

耐性腸内細菌に関する米国 CDC の発表と日本国内の状況」国立感染症研究所、

2013/3/8）。いったん制圧されかけた結核についても、多剤耐性結核菌  (multiple-drug-

resistant tuberculosis, MDR-TB）や広範囲薬剤耐性結核菌（ extensively drug-resistant 

tuberculosis, XDR-TB）が出現し（青木, 2007）、新規な抗結核菌剤も要望されている。全

世界では年間三百万人が結核により死亡しており（Ducati et al., 2006）、決して過去の病

気ではない。 

抗生物質の過剰使用は抑制する必要があるが、21 世紀の今日も感染症の根絶にはほど

遠い現状にあるため、微生物代謝産物あるいは合成化合物からの新規な作用機構の抗生
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物質の探索は継続している。たとえば、病原菌の菌体密度感知機構に注目し、病原細菌

が分泌するオートインデューサーなどホルモン様増殖制御因子の受信を妨害し感染を阻

止する試み（石田ら, 2006; 西口ら, 2006; 篠原, 2006）、あるいは病原細菌の付着機構に

着目した、人体への定着防止の試み（三浦, 2006）などもある。 

細菌の自己防衛（損傷修復）手段の一つである SOS 反応に着目した例もあり、

Achaogen 社がその鍵となる LexA タンパク質分解の抑制剤として新規アミノグリコシド

剤 plazomicin を開発中である。この物質は放線菌由来抗生物質 sisomisin の誘導体で、多

剤耐性グラム陰性菌や MRSA などに対する抗菌性、および人体への安全性も確認された

（Cass et al., 2011）。この例は、既知抗生物質や開発中止製品について新たな適応を探索

する、いわゆるドラッグ・リポジショニング（Schubert, 2010）の例としても興味深い。

他方で、グラム陰性菌の多剤排出蛋白質 AcrB の立体構造解明を手掛かりとして排出蛋白

質の発現を抑制する薬剤を設計し、耐性獲得の阻止を試みた例もある（Bohnert et al., 

2013; Opperman and Nguyen, 2015）。 

	
 

2.2 粘液細菌からの生理活性物質の探索 

	
 

	
 応用微生物学の視点からの粘液細菌の最も注目すべき特徴は、多数の新規な二次代謝

産物を生産する点にある。とくにセルロース分解性粘液細菌である Sorangium属菌種から

多くの新規物質が見い出されている。第 1 章でも述べたように、この分野は主として

GBF で 研 究 さ れ  (Reichenbach, 2001) 、 現 在 は HZI (Helmholtz Zentrum für 

infektionsforschung)に引き継がれている。しかし、それらの中で医薬として商品化された

のは、epothilone の誘導体 Ixabepilone の一例のみであり（図 2-1）、他の多くの物質の実

用化が将来に期待される。 

	
 粘液細菌由来化合物として、今までに 100 種以上の基本骨格と 350 種の構造類縁体を

含む約 650 の物質が得られ、その大半は新規物質だった（Gerth et al., 2003）。それらの

中で代表的物質の構造上の特徴として、図 2-2 に示すようにマクロサイクリックラクト

ン環、ラクタム環や直鎖状および環状ペプチド類が多く、次いで芳香環、複素環やアル

カロイドも含まれる。細菌としては珍しいテルペノイド類（aurachins）や三重結合を含む

物質（maracins）、あるいはホウ素化物（tartrolon）などもある。それらの代謝産物に共

通的に見られる構造上の特徴は、ポリケチドや非リボソーム性ペプチド、あるいは両者

のハイブリッド型である（小鹿・不藤 , 2009）。その中で、Sorangium 属細菌由来の

maracin（Herrmann et al., 1998）や同属由来のチアゾール環を含むマクロライド thuggacin

は抗結核菌作用を示し（Steinmetz et al., 2007）、新規抗結核薬のリード化合物として期待

される。粘液細菌の生産物の特筆すべき点は抗癌剤候補物質が多いことであり

（Weissman and Müller, 2010）、たとえば、tubulysin、disorazol（Kopp et al., 2005）や前述
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の epothilone（図 2-1）は真核生物の微小管へ作用し細胞分裂を阻害する。Epothiloneは粘

液細菌の代謝産物として初めて商品化された 16 員環マクロライドで、イチイ科植物起源

の抗腫瘍剤 Taxol® に類似した微小管骨格の安定化作用を示す。水溶性のため製剤化に有

利とされ（Dömling and Richter, 2005）、誘導体 Ixabepilone（商品名 IXEMPRATM）は乳癌

治療薬として 2007 年に FDA に認可された。本剤の年間売上は一時期に約 1 億ドルに達

したが、欧州と日本で薬事承認されず（「国内未承認薬に関する情報: 2012/10 更新」、

がん情報サービス）、現時点で Taxol® に比し顕著な優位性はないが、本剤の薬効改良研

究は継続中である（Khrapunovich-Baine et al., 2011）。一方、tubulysinは epothiloneとは逆

に微小管の脱重合を促進し、近年は誘導体が化学合成可能となり構造活性相関が研究さ

れている（Herrmann et al., 2012）。また、Myxococcus 属粘液細菌から見出された抗腫瘍

性アルカロイド bengamideは、細胞毒性を示さないような低濃度において nuclear factor-B 

(NF-B) 活性を示したので、抗炎症作用が期待される（Johnson et al., 2012）。さらに、そ

の類縁体からは抗結核菌薬の薬効の指標である MetAP（methionine aminopeptidase）阻害

作用も検出され、抗結核薬のリード化合物としても注目される（Lu et al., 2011）。

Sorangium属粘液細菌からは、虫歯菌 Streptococcus mutans に対するバイオフィルム形成阻

害剤 calolacton が見いだされ、歯科医療材料への応用が検討されている（Apel et al., 2013; 

Schäberle et al., 2014）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1. 粘液細菌由来の抗がん化合物 
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 この例以外にも、粘液細菌に由来の代謝産物については、ドラッグ・リポジショニン

グの対象となり、従来に見いだされた抗菌活性などとは異なる活性が新たに見いだされ

る例も増えてきている（Castro et al., 2015）。近年も粘液細菌からの新規代謝産物が続々

報告されており、陸生粘液細菌 Aetherobacter rufus SBSr003T（Garcia et al., 2015）から抗

HIV活性を有する環状デプシペプチド aetheramideが、Sorangium cellulosum So ce1485株

からマクロリド系抗腫瘍細胞物質 maltepolide がそれぞれ見出された（Plaza et al., 2012; 

Irschik et al. 2013）。他にも、粘液細菌由来の新規生理活性物質の発見が続いでおり

（Ahn et al., 2008; Gerth et al., 2008; Guo and Tao, 2008; Kunze et al., 2006; Kunze et al., 2008; 

Li et al., 2008; Ohlendorf et al., 2008a, b; Ohlendorf et al., 2009; Steinmetz et al., 2012）、陸生

粘液細菌は放線菌と同等以上の二次代謝産物の生産能を有すると考えられる（Schäberle et 

al., 2014）。これらの新規物質に抗マラリア薬（Held et al., 2014）や抗ウィルス薬が含ま

れる点は、近年の新興・再興感染症の増加への対策という観点からも注目される（Müller 

and Wink, 2014）。 
	
 粘液細菌の二次代謝産物について推定される機能は、周囲の生物の生育を抑制し自身

の生活空間を確保する、周囲の微生物を弱らせ捕食しやすくする（Xiao et al., 2011）、あ

るいは、細胞間信号伝達に関与するシグナル物質の役割などが列挙される。シグナル物

質としては、Myxococcus xanthus の胞子形成に関与する、DKxanthene が発見された（図

2-2）。この物質は疎水性ポリエン部分と親水性ヒドロキシアスパラギン残基を有する両

親媒性物質で、細胞間信号伝達に必要である（Meiser et al., 2006）。その類縁体は、

Stigmatella aurantiacaによる生産も確認された（Oßwald et al., 2014）。 

	
 本研究において主要テーマの一つとしている海洋性粘液細菌については、分布や生

理・生態がほとんど不明であったため、医薬探索資源や生理活性物探索資源としての検

討はほとんど行なわれて来なかった。しかしながら、第 1 章でも述べたように、新属新

種として記載された Haliangium ochraceumからは、新規生理活性物質 haliangicinが得られ

ている（Fudou et al., 2001）。 
 

2.3 粘液細菌の食農産業への応用 

 

	
 粘液細菌は、医薬探索資源としてのみならず酵素の生産菌としても注目され、多種類

の溶菌酵素や高分子分解酵素の生産が知られている。一部については、工業用酵素への

応用が検討された。Myxococcus xanthus 由来のプロテアーゼは、牛乳の凝固剤としてチー

ズ製造への利用が試みられたが (Poza et al., 2004)、実用化には至っていない。Yamanaka 

et al.（1993）は、Myxococcus の溶菌酵素による赤色酵母 Rhodotorula glutinis の溶解を試

みたが、細胞壁は溶解されず、他方で細胞膜が損傷され、酵母細胞の内容物の漏出が観

察された。近年は、Sorangium cellulosum からの洗剤配合用酵素（リパーゼ）の探索例も
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報告された（Cheng et al., 2011）。 

	
 粘液細菌の植物病原菌に対する抗菌性に着目し、植物防疫への応用を意図した研究は

旧ソ連における報告（Solntzeva, 1939）に始まり、近年には米国農務省（USDA）による

レタス栽培への応用研究の例もある（Bull, 2005）。しかし、いずれの事例も実験段階に

止まり実用化には至っていない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2. 粘液細菌由来の二次代謝産物およびその生物活性． 
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2.4 ケミカルバイオロジーの時代における微生物医薬 

 

近年、微生物代謝産物から、抗菌活性以外にも注目すべき多様な生理活性が続々と発

見され、実用化されてきた。たとえば，エバーメクチン（ avermectin）は放線菌

Streptomyces avermitilis 由来の抗線虫薬で、それを基に合成されたイベルメクチン

（ivermectin）がアフリカの風土病オンコセルカの制圧に多大な貢献をした（Omura and 

Crump, 2004）ことは、大村智博士の 2015年ノーベル医学・生理学賞の受賞により広く知

られるところとなった。コレステロール合成の律速酵素 HMG-CoA 還元酵素の特異的阻

剤 ML-236B は、Penicillium citrinum の培養物から見いだされ、その水酸化物メバロチン

は高脂血症治療薬として 1989 年に発売された（塚崎, 2013）。類縁体の高脂血症治療薬

リピトール（atorvastatin）は、2011年度の世界の大型医薬品の売上高ランキング中で一位

を占めた（大枝, 2013）。移植医療用の免疫抑制剤タクロリムス（FK506）は Streptomyces 

tukubaensis に由来する物質で、藤沢薬品が単離し商品化した。その抑制機構の研究から、

T 細胞活性化シグナル伝達経路が解明されて以来、いわゆるケミカルバイオロジーの研究

が活発化した（上村, 2012）。 

	
 ケミカルバイオロジー、すなわち生理活性物質の作用機構解明、標的タンパク質同定、

および医薬合成に関する研究分野において、分子標的薬が重要な役割を果たしている。

それらのもととなるリード化合物として、天然有機物や微生物代謝産物からの生理活性

物質の重要性が近年は再認識されている（田代・井本, 2009; 石川, 2012; 石川ら, 2012; 芝

崎, 2012; 北川ら, 2014）。特定の標的分子に作用し、その機能を昂進あるいは抑制する分

子標的薬の候補には、合成物、天然物、抗体や人工 RNA などが含まれる。合成低分子医

薬としては、インフルエンザウィルスのノイラミニダーゼ阻害薬タミフル（柴崎ら, 2006）

が、抗体医薬としては、乳がんの受容体チロシンキナーゼ HER-2 抗体のハーセプチン

（中嶋ら, 2009）がそれぞれ有名である。分子標的薬開発の大前提として、生体内の信号

伝達機構の正確かつ広範な解明が必要であり、さもないと標的分子に特異性が高いはず

の物質が想定外の部位に作用し、副作用をおこす危険性がある。たとえばタミフルは一

部の若年者に対して異常行動を誘発した疑いがある。また散発的事例に止まるがタミフ

ル耐性ウィルスの出現も注意を要する（国立感染症研究所 HP）。安全で効果の高い新規

抗ウィルス薬の探索は、今日なお重要なテーマである。粘液細菌の代謝産物は、抗ウィ

ルス活性物質を多く含む点でも注目される（Martinez et al., 2013）。一方、抗体医薬ハー

セプチンについては、悪性乳がんでは単剤投与の効果は少なく、放線菌由来のアントラ

サイクリン系抗生物質や植物由来のタクサン系薬剤、あるいは放射線治療との併用が効

果的である（中嶋ら, 2009）。 

	
 このように合成低分子や抗体による分子標的薬の場合にも臨床試験の適用数に限界が

あり、有効性や副作用の完全な予測は困難である。微生物代謝産物や天然物の探索に関



 23 

しては、要する時間、労力や費用の問題から、企業や研究機関の撤退が相次いだ。しか

し、先述のように強力な生理活性を有する代謝産物も多いため、近年に再注目されつつ

ある（田代・井本, 2009）。その物質が、医薬への応用がむずかしい場合にも、計算機化

学や化学合成による新規物質設計のヒントを与えることがある。たとえば、放線菌由来

の抗真菌物質 trichostatin Aや子嚢菌（キノコ）由来化合物 trapoxin Bの作用点解析から、

抗癌剤の標的分子の一つである HDAC（ヒストン脱アセチル化酵素）遺伝子の存在が示

された（吉田, 2002; Ververis et al., 2013）。HDAC阻害剤 trichostatin Aは、近年に医療へ

の応用が期待される iPS細胞の分化誘導剤としても検討された（Kaichi et al., 2010）。ま

た放線菌由来の免疫抑制剤 rapamycin の作用点解析から、mTOR シグナル伝達経路が解明

された（太田 2013）。mTOR 経路は、タンパク質中のセリンやスレオニン残基をリン酸

化するキナーゼによる信号伝達系で、栄養状態など総合的な細胞環境をモニターし細胞

の成長や分裂を制御するとされる。マウス mTOR 経路を rapamycin で阻害した場合、寿

命が 10% 以上も延長したという（Fok et al., 2014）。この驚くべき結果は直ちに人間の寿

命延長には繋がらないが、微生物代謝産物の想像を超えた作用を示す例として興味深い。

他の例として、骨粗しょう症に関連し、微生物由来の reveromycin A、mevastatinや FK506

などは破骨細胞による骨吸収に対する抑制作用が注目される（Woo et al., 2009）。粘液細

菌 Sorangium cellulosum由来の抗菌物質 soraphen Aは、農薬への応用が検討されたが毒性

のため開発が中断された（Gerth et al., 1994）。しかし近年に、T細胞への作用を介した免

疫修飾活性が注目されている（Castro et al., 2015）。このように微生物代謝産物には合成

化合物に比し、生体に対し特異な強い活性を有する物質が多い。その理由として、分子

構造中に多数のキラル中心や多様な環構造からなる複雑かつ堅い立体を有する、分子内

に酸素原子が比較的に多いため、生体タンパク質との相互作用に重要な水素結合を形成

しやすい官能基を多数有する、などの点が指摘されている（齋藤ら, 2014）。 

 

2.5 21 世紀における微生物探索の意義 

 

	
 微生物代謝産物の医薬品への応用では、(1) 有望な分離源の選定、(2) 薬理効果判定の

ための適切な生理活性測定系の設定、(3) 不安定で複雑な化合物の構造決定、(4) 効果の

増強と毒性低減、などの課題があるが、研究者間の学際的協力や、アカデミア（大学や

研究機関）と製薬企業の協力により突破口を開く必要がある。とくに (4) に関して、

DDS（drug delivery system）の一環として、ナノ微粒子運搬体による抗癌剤の副作用軽減

や薬効の増強（中山・岡野 2005; 平島 2009）、あるいはミサイル療法として抗癌剤と抗

体との結合体 ADC（antibody-drug conjugates）や tumor-homing peptidesによる癌細胞内へ

の低分子抗がん剤の特異的運搬（Ducry and Stump, 2010; Teesalu et al., 2013; 大枝 2013）

などが注目される。たとえば、先述の乳がん治療用抗体医薬ハーセプチンでは、植物由
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来の細胞毒性物質 maytansine の誘導体 emtansine（DM1）とリンカーを介し結合させた T-

DM1 が合成された。この薬剤は、癌細胞に特異的に取り込ませ、細胞内で DM1 を放出

させるというもので、2013 年に FDA により承認された（大枝 , 2013）。粘液細菌

Sorangium cellulosum 由来の抗がん細胞物質 disorazol についても、類似の発想により、難

治性乳がん細胞に特異的に作用させる研究が行われている（Seitz et al., 2015）。これらの

例のように抗体医薬が脚光を浴びる 21 世紀の今日でも、有機天然物、とくに強い生理活

性を有する微生物代謝産物が医薬開発に貢献する可能性は大きいであろう。 

	
 近年は非培養的技法による菌相解析の結果から、環境中の微生物の多くは人工的条件

下では生育しないことが判明している。人工培地で培養できる細菌は、環境中の全菌数

の 1.0% にも満たず、土壌微生物の場合は約 0.3%、淡水微生物の場合は約 0.25% とされ、

海洋微生物ではさらに少ない 0.001-0.1% と推定されている（鎌形, 2006）。このような

人工培地中で培養困難な難培養微生物、VBNC (viable but nonculturable) 状態の菌 (Colwell 

and Huq, 1994)、あるいは微生物ダークマター（microbial dark matter）（Rinke et al., 2013）

と称される菌が環境中に広く存在しており、医薬品の候補化合物の生合成遺伝子なども

含む潜在的な有用遺伝子の宝庫と目される。これらの遺伝子資源の獲得方法として、

VBNC を培養可能にして微生物自体を分離する、あるいは菌は分離せず目的とする微生

物遺伝子のみを環境中から取得し生産菌へ導入し利用する、という二つの方針が考えら

れる。近年は、後者の方針による研究例が増加し、培養困難な共生系微生物、あるいは

極限環境菌叢などのゲノムライブラリーを構築し、それらゲノム情報の中から、有用酵

素や代謝物質の関連遺伝子を探索する、メタゲノム解析が世界的に盛んになり、次世代

シークエンサーの急速な普及がこれを促進している（Kimura, 2006; Lok, 2015; Rinke et al., 

2013）。 

	
 一般的に、二次代謝は多くの場合に数十座以上の遺伝子が関与する複雑な代謝制御下

にあり、生産菌の一部の遺伝子群だけを取得し大腸菌などの宿主菌へ導入しても、期待

した生産量が得られないことが多い。たとえば大腸菌を宿主とし、放線菌由来の抗腫瘍

物質 echinomycin の生合成および耐性遺伝子群の合計 16 座、約 37 kb の ORF を導入した

例では生産量の向上が課題だった（渡辺ら, 2006）。またメタゲノム法の問題点として、

環境中の遺伝子増幅の際には、特定塩基配列の PCR 増幅用プライマーを用いるため、細

胞数が少ない希少菌遺伝子の場合は増幅率が高くない（Kimura, 2006）。この点を克服の

ため、希少菌ゲノム DNA の選択的増幅法（PARM や IAN-PCR）も開発されているが、

その有効性は限定的である（下山ら, 2007）。最新のゲノム情報解析技術をもってしても

新規な二次代謝系の解析や検出に限界があるが（町田ら, 2013）、"Entotheonella"と称され

る細菌の単一細胞のメタゲノム情報から新規の生理活性物質が見つかった例も報告され

ている（Wilson et al., 2014）。"Entotheonella"については、第 6章でも述べる。 
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 近年は難培養菌の分離法にも進歩があり（工藤・大熊, 2006; 鈴木, 2006; 松本 2006; 

青井ら, 2006; 橋床, 2014）、得られた新規微生物から有用遺伝子の探索も続いている。

ごく最近には、特別な培養器 ichip を工夫した分離法が注目される（Nichols et al., 

2010）。この方法は、多数の小孔を施した板状培養器に物質透過性の膜を貼り、これを

土中に埋設するというもので、小孔中での難培養性細菌の培養に成功した。得られたベ

ータプロテオバクテリア綱細菌から新規抗生物質 teixobactin が見いだされ、この物質は

微生物の細胞膜中の脂肪分子に結合するという新たな作用機作の点でも画期的なもので

ある（Ling et al. 2015）。このように新規な分離法を用いれば、分離微生物から新規な

作用機作の物質を見出すことが可能になることを示した点で、この報告の意義は大きい。

新規微生物の分離・培養と環境 DNA のメタゲノム解析とは、両者の相補的発展により

大きな成果創出が期待される。したがって、21 世紀の今日でも新規微生物を自然環境か

ら探索する意義は、十分に高いと考えている。本論文の主要テーマである新規粘液細菌

の探索についても、これまで主として陸生菌が対象とされてきたことから考えても、そ

の続行の意義は非常に高い。 
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第 3 章 海洋性、汽水性粘液細菌の探索と特性評価 

 

 

3.1 はじめに 

 

	
 第１章でも述べたように、粘液細菌はこれまでおもに土壌環境由来試料から分離され

てきた。Singh（1947）によれば土壌中の粘液細菌の生息菌数は 1.0×103-4.5×105 g-1 と推

定され、湿った腐植質土壌中では菌数が多い傾向にあった。一方、海岸環境に関しては

粘液細菌の生息菌数の報告はなく、20 世紀までにおいて海岸試料由来の粘液細菌として

Myxococcus. spなどの分離例がある程度であった（Brockman, 1967）。既報の海岸由来の

粘液細菌は、塩分に対する生育応答の点では陸生菌の特徴を示している。すなわち、培

地中の NaCl 濃度の増加とともに生育が抑制され、生育 NaCl 濃度の上限は海水の NaCl

濃度 3.0−3.5％（w/v）よりも低い 2.0−2.5％（w/v）である（Rückert, 1984）。したがって、

これらの分離株は、陸生粘液細菌が海洋環境へ流入した菌株と推定される。一方、真の

意味での海洋性粘液細菌の存在を示唆した報告も少数あり、たとえばグラム陰性菌を溶

菌・捕食し、さらに子実体を形成する滑走性の海洋性細菌が報告されている（Roper and 

Marshall, 1977; Yamamoto et al., 1982; 山本, 1983）。しかし、それらの菌株の正確な分類

学的帰属は不明である。また、非培養的技法による海洋底泥試料の菌相解析によって、

海底環境における粘液細菌の近縁菌の分布が示唆された（Moyer et al., 1995; Gray and 

Herwig, 1996）。 

	
 以上の背景から、本研究の先行研究において、著者らのグループは粘液細菌の生態学

的ニッチとして海洋環境が成立すると考え、海岸試料からの粘液細菌を含む捕食性滑走

性細菌の探索を行った。その結果、八丈島や三浦半島の海岸の試料から海洋性粘液細菌

の分離に成功した（Iizuka et al., 1998）。これを端緒に、海岸からの粘液細菌の探索を続

け、33 株の粘液細菌を分離した（不藤 2002）。その内 27 株は海洋性細菌の特徴である

塩分要求性を示し，16S rRNA 遺伝子塩基配列による分子系統上は粘液細菌だったが、系

統樹上の位置からは、陸生粘液細菌とは別属に相当する新奇な粘液細菌と判明した。第 1

章で述べたように，その内 2 株、SMP-2Tと SMP-10Tについては分類学的記載を行い、新

属 Haliangium と本属に含まれる 2 つの新種名 Haliangium ochraceum および Haliangium 

tepidumを提唱した（Fudou et al., 2002）。 

	
 本研究ではさらに、日本国内のさまざまな沿岸地域や汽水地域における粘液細菌の探

索と分離を行い、先行研究で得た分離株をも含めて、生理的性質や 16S rRNA 遺伝子塩

基配列に基づいた系統解析を詳細に実施した。これの中の一部の分離株に関し、海洋性

粘液細菌の三つの新属を提唱することを本章で記述する。 
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3.2 実験材料および方法 

 

3.2.1 海洋性粘液細菌の分離用試料 

	
 試料の採取は、先行研究では 1997年 2月-1999年 4月の期間に、本研究では 1999年 5

月-2002 年 7 月の期間に行なった。それらの採取地点を図 3-1 および表 3-1 に示す。日

本全国の海岸から、5 年 5 ヶ月間に約 800 試料を収集した。内訳は、砂 264 試料、泥 35

試料、海草 86 試料、海藻 200 試料、木片 85 試料、海岸動物 65 試料、貝殻 26 試料を含

んでいる。試料の大部分は潮間帯かそれよりも陸側で採集した。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1. 試料採集地点．赤色は海洋性粘液細菌の分離に成功した地点、青色は分離に至らな

かった地点を示す． 
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表 3-1. 海岸試料の一覧 

採集地点（都道府県）*1 採取年月 水温 
(ºC) 

pH 試料 
の数 

 試料概要 
［試料採集地点付近の NaCl濃度% (w/v)］ 

1.利尻島（北海道） 1997年 7月 15  18 海藻 8, 動物遺体 10（カニ 6, ウニ 4） 
2.サロマ湖(北海道) 1999年 9月   3 泥 3 
3.春国岱・風蓮湖（北海道） 2001年 9月 20  18 砂 8, 泥 3, 土 2, 海草 3, 植物遺体 2 
4.厚岸湖（北海道） 2001年 9月 19 7.0 8 海草 4, 泥 3, 砂 1 ［海水 NaCl 2.0%］ 
5.広尾（北海道） 1997年 7月 20  16 海藻 4, 動物遺体 4, 植物遺体 2, 木片 4, 貝

殻 2  
6.奥尻島（北海道） 1997年 7月 20  14 海藻 6, 動物遺体 2, 木片 4, 貝殻 2 
7.木古内（北海道） 1997年 7月 16  14 砂 2, 動物遺体 4, 植物遺体 4, 木片 4 
8.宮古（岩手） 1998年 10月   7 砂 1, 土 1, 海藻 3, 海草 1, 樹皮 1 
9.象潟（秋田） 1998年 11月   23 砂 4, 海藻 9 (緑 1, 紅 4, 褐 4), 木片 10 
10.松島（宮城） 1998年 12月   31 砂 10, 泥 2, 海藻 10 (緑 1, 紅 3, 褐 6), 植物

遺体 7, 貝殻 1, 魚骨 1 
11.柏崎（新潟） 1998年 9月   96 砂 20, 海藻 29 (緑 14, 紅 2, 褐 13), 植物遺体

13(草 2, 木片 9, 落葉 2), 動物遺体 16, 貝殻
2, 羽毛 1, 他 15 

12.葛西海浜公園（東京） 1997年 10月   22 砂 5, 泥 1, 海藻 6, 木片 1, 動物遺体 3, 貝殻
3, 魚骨 1, 塩 2 

13.三浦・荒井浜（神奈川） 1997年 7月   26 砂 7, 海藻 7, 海草 3, 木片 3, 動物遺体 6 
14.三浦・荒井浜 1999年 6月 26  20 砂, 海藻, 海草, 土壌 
15.三浦・荒井浜 1999年 7月   20 砂, 海藻, 海草, 土壌  
16.三浦・荒井浜、横堀海岸 2000年 2月 15, 15  20 砂, 海藻, 海草, 土壌 
17.三浦・荒井浜、横堀海岸 2000年 5月 25, 23 8.8, 8.3 20 砂, 海藻, 海草, 土壌 
18.三浦・荒井浜 2002年 7月 30 

地温 26 
8.4 45 砂 20, 海藻 10, 海草 5, 土壌 10 

［海水 NaCl 2.8%］ 
19.多摩川河口（神奈川） 1998年 6月   24 砂 4, 泥 2, 海藻 2, 木片 9, 植物 3, 動物遺体

4 
20.江ノ島（神奈川） 1997年 9月   26 砂 6, 海藻 5, 木片 3, 貝殻 2, 動物遺体 8, 塩

1, 他 1 
21.岩井（千葉県） 1998年 8月   31 砂 12, 土 3, 海藻 6, 木片 10 
21-2.館山（千葉県） 1999年 9月   3 木片 3 
22.三保海岸・清水（静岡） 1998年 10月   23 砂 7, 礫 2, 海藻 5, 植物遺体 5, 貝殻 2, 動物

遺体 2 
23.伊豆・弓ヶ浜 2000年 3月   27 砂 5, バイオマット 1, 木片 10, 海藻 4, 草 1, 

海草 2, 動物遺体 1, 貝殻 1, 植物遺体 2 
24.八丈島（東京） 1997年 2月   50 砂 12, 海藻 6, 木片 8, 動物遺体 19, 貝殻 5 
25.篠島（愛知） 1998年 4月   29 砂 4, 海藻 6, 木片 4, 動物遺体 13, 貝殻 1, 

海草 1 
26.吉野川河口（徳島） 1998年 8月   10 泥 5, 草 3, 貝 2［河川水 NaCl, 0-2 %］  
27.小豆島（香川） 1998年 5月   10 砂 3, 海藻 6, 動物遺体 1 
28.宍道湖（島根） 1997年 8月   13 砂 6, 海藻 2, 木片 3, 海草 2 
29東与賀町（佐賀） 1997年 3月   19 泥 7, 海藻 3, 動物遺体 6, 植物 3 
30.東与賀町（佐賀） 1999年 4月   20 泥, 海藻, 動物遺体, 植物 
31.筑後川河口・沖洲 1999年 5月   20 泥, 海藻, 動物遺体, 植物 
32.野母崎（長崎） 1998年 3月   10 砂 5, 小石 1, 海藻 3, 動物遺体 1 
33.沖縄 1998年 9月   9 砂 5,サンゴ小片 2, 海藻 2 

34.石垣島 
1997年 12月 23  31 砂 12, 海草 4, 海藻 5, 動物遺体 4, 植物遺体

6 

35.波照間島 
1997年 12月 24  19 砂 4, 海草 2, 海藻 4, 動物遺体 4, 植物遺体

5 

36.西表島・浦内川河口 
1999年 7月   10 砂 3, 海草 2, 動物遺体 2, 植物遺体（樹皮, 

落葉）3 
*1 試料地点の番号は図 3-1のそれに対応している． 
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3.2.2 粘液細菌の分離用培地 

1)溶菌性粘液細菌分離用培地 

	
 分離環境の塩分濃度を考慮し、必要に応じて人工海水基礎培地（SWS）を添加した培

地を調製した。培地の基本溶液として、当初ジャマリン・ラボラトリー㈱（大阪）の

Jamarine Seawater kit（JSK）を 75% (v/v) 溶液（JSK*75）として使用した（Iizuka et al., 

1998）。75% とした理由は海洋細菌の分離に際し、海水相当よりも塩濃度が低い溶液を

用いることにより、より多様な菌を分離できるとの知見による（林, 1985）。しかし、こ

の製品の組成が非公開であったため、文献（林 1985; 北野 1991; 石田 2001）を参考とし

て、あらたに人工海水基礎培地 S100（SWS）（表 3-2）を調製して冷蔵保存し、培地調

製の際には常温に戻し、基本溶液として用いた。培地の pH調整には、NaOHを用いた。

固形培地として用いるときは、1.5％（w/v）の寒天を添加した。培地は 120˚C、20 分オ

ートクレーブ滅菌後に、成育因子 cyanocobalamin（B12）0.5 mg L–1、およびカビの生育阻

止剤 cycloheximide 25 mg L–1を、それぞれのろ過滅菌した冷蔵保存溶液から無菌的に添加

した（Reichenbach and Dworkin 1992）。 

 

表 3-2. 人工海水基礎培地 S100 （SWS） 

成分 添加量（g）*1 
MgSO4·7H2O 8.0 
CaCl2 ·2H2O 1.0 
KCl 0.5 
NaHCO3 0.16 
クエン酸第 2鉄·nH2O （Nacalai tesque） 0.01 
H3BO3 0.02 
KBr 0.08 
SrCl2 0.03 
β-グリセロリン酸 2Na （Nacalai tesque） 0.01 
微量金属溶液*2 1.0 (mL) 
脱イオン水 1,000 (mL) 

*1 固形培地とするときは 1.5% (w/v) Bacto Agar（Becton, Dickinson & Co）を添加. 

*2 Reichenbach and Dworkin（1992）に従って調製． 

	
 

表 3-3. 人工海水培地 S75-15（pH 7.5） 

成分 添加量 
人工海水基礎培地 S100（SWS） 750 mL 
脱イオン水 250 mL 
NaCl 15 g 

*1 固形培地とするときは 1.5% (w/v) Bacto Agar（Becton, Dickinson & Co）を添加. 
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 人工海水培地は、基礎培地 S100 を適宜希釈し、NaCl 添加濃度も変えて使用した。た

とえば、海岸由来試料からの分離の際には、S100を 75% 濃度に希釈し、NaCl 15 g L–1 

を含む培地を調製した。この場合、人工海水基礎培地の希釈率と NaCl 濃度に応じて、

S75-15 培地として表記した（表 3-3）。このほか、海水よりも低い NaCl 濃度の汽水環

境などに由来する試料からの分離の際には、SWS の混合比率や NaCl 濃度をさらに低く

設定した S20-10培地も用いた。S75-15は pH 7.5、S20-10は pH 7.2に設定した。こうし

て調製した培地を寒天で固化して平板培地とし、その上に、餌としてのグラム染色陰性

細菌の生菌体を線状（2 本平行）に塗抹した（図 3-2）。これらのグラム染色陰性菌と

して、大腸菌（Escherichia coli）W3110株、あるいは海洋性細菌 Alteromonas haloplanktis 

IAM 12915 株を用いた。各菌体を塗抹した S75-15 寒天培地を S75-15-Ec および S75-15-

Alt寒天培地と表記した。 

2) セルロース分解性菌株の分離用培地 

	
 表 3-4 の Ce-S1 寒天培地を用いた。硝酸塩と少量の酵母エキスを加えた寒天培地上に

オートクレーブ滅菌したろ紙（径 7 cm，ADVANTEC TOYO）を置いた（図 3-3）。基本

溶液として、海水試料には S75-15 を、汽水試料には、S75-15 および S20-10 を使用した。 

 
表 3-4. Ce-S1 寒天培地 

成分 添加量 (g L–1）*1 

Yeast Extract （Becton, Dickinson & Co） 0.01 
NaNO3 （Nacalai tesque） 1.0 
HEPES （Nacalai tesque） 2.0 
Bacto Agar（Becton, Dickinson & Co） 15.0 

*1 人工海水培地 S75-15, または S20-10 として 1,000 mL あたり添加． 

 

3.2.3 分離菌株の保存・培養用培地 

1) VY/2-SWS 培地（表 3-5） 

	
 分離株の生理的性質に応じ、基本溶液として S100-20、S75-15あるいは S20-10 を用いて、

酵母菌体培地 VY/2-SWS （Reichenbach and Dworkin, 1992）を調製した。乾燥酵母（和光純

薬、大阪）を純水に懸濁し、20分間の攪拌後に、3000 rpm、15分間の遠心集菌を行った。

懸濁および集菌の操作を計 3回繰り返し、洗浄して得た湿菌体を培地に添加した。 

2) 1/3CY-SWS 培地、および 1/6CY-SWS 培地（表 3-6） 

 酵母菌体を含まない培地として、表 3-6に示した 1/3CY-SWS寒天培地も使用した。菌

株によっては、さらに薄い濃度の栄養分をふくむ、1/6CY-SWS培地も用いた。 

3) N2.0-S75-15 培地（表 3-7） 

	
 分類学的な比較を行うために、同一条件下で近縁の粘液細菌の菌体を調製する必要が

ある場合には、海洋性および汽水性粘液細菌がともに生育可能な培地として、基本溶液
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S75-15 にカゼインナトリウム（Natrose [sodium caseinate], Wako）2.0 g L–1 を添加した

N2.0-S75-15 培地（表 3-7）を調製した。なお、分離株の培養条件を検討のため、カゼイ

ンナトリウム添加量を 0.5あるいは 1.0 g L–1 とした培地も用いた。 

 
表 3-5. VY/2-SWS 寒天培地  

成分 添加量 (g L–1）*1 

Yeast Extract （Becton, Dickinson & Co） 0.1 
酵母湿菌体（和光純薬） 5.0 
HEPES （Nacalai tesque） 2.0 
Bacto Agar （Becton, Dickinson & Co） 15.0 

*1 人工海水培地を S100-20, S75-15, または S20-10 として 1,000 mL に添加． 

 

表 3-6. 1/3CY- および 1/6CY-SWS 培地	
 

成分 
添加量 (g L–1）*1 

1/3CY-SWS 1/6CY-SWS 
Bacto Casitone (Becton, Dickinson & Co) 1.0 0.5 
Yeast Extract （Becton, Dickinson & Co） 0.3 0.15 
Bacto Agar （Becton, Dickinson & Co） 15.0 15.0 

*1 人工海水培地 S100-20, S75-15, または S20-10, 1,000 mL に添加． 

 

表 3-7. N2.0-SWS 培地 
成分 添加量 (g L–1）*1 

Casein natrium（Natrose，Wako） 2.0 

*1 人工海水培地を S100-20, S75-15, または S20-10 として 1,000 mL に添加． 

 

 

3.2.4 海洋性・汽水性粘液細菌の分離操作 

1）細菌捕食性粘液細菌の分離法－大腸菌生菌体塗抹法 

	
 図 3-2 に示す方法で、細菌捕食性の海洋性粘液細菌の分離を行なった。基本的な分離

操作は先行研究（Reichenbach and Dworkin, 1992; 不藤, 2002）と同様である。まず S75-15

寒天培地（表 3-3）の表面に Escherichia coli（E. coli）生菌体を線状に塗抹し、その一端

に少量の試料（砂，海藻など）を乗せ、試料や培地の乾燥を防ぐために密閉容器（アナ

エロパック嫌気ジャー，三菱化学㈱製）に収納し、暗所、30˚C で 2‐3 週間置いた（図

3-2A）。この間 2‐3日おきに粘液細菌に特徴的な、大腸菌生菌体を溶解しながら拡散す

るコロニー、いわゆる swarm の出現を実体顕微鏡下で観察した。一度、swarm が出現し

ても、しばらく放置すると、生育が速い別の滑走細菌が後から出現して swarm 上を覆う

場合があり、粘液細菌の純化が困難となることがあった。さらに純化のために、swarm
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最外縁の雑菌が少なそうな部分から少量の菌体を柄付針で寒天小片（1 mm 角）ごと採取し

（図 3-2B）、人工海水培地上の線状に塗抹した大腸菌生菌体の一端へ再接種した（図 3-

2C）。なお、実際には、菌体は寒天上に二本平行線状に塗抹したが、図 3-2A, B では簡

略化し、1 本線で示した。この移植操作を数回反復し、粘液細菌がほぼ純化されたら、

次の操作でより高栄養の寒天培地である VY/2-SWS または 1/3CY-SWS 培地へのを接種を

行なった。これらのアミノ酸やペプチドを比較的に高濃度含有する培地上では、粘液細菌以外

の夾雑細菌（滑走性細菌）が存在する場合は、拡散性のより厚みのあるコロニーが比較的に短

時間（2‐3 日間）で形成されるので、純化が不十分であることが容易に判定できる。接種後、

2‐7 日間培養し、粘液細菌以外の混入菌の生育が見られない場合には，swarm の外縁部

分の菌体を寒天片ごと切り出し、12％（w/v）glycerol 溶液に浸し-80℃でグリセロール・

ストックとして凍結保存した。著者の経験では大部分の分離株は、この方法で 10 年以上

の長期冷凍保存が可能だった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2. 海洋性・溶菌性粘液細菌の分離方法 （E.coli 菌体塗抹法）. 

 

 

	
 以上の操作は、試料の採集から粘液細菌の分離および純化に至るまでに、1-3 ヶ月間

を要し、決して効率的方法ではないが、それに代わる迅速な粘液細菌の分離法は考案さ

れていない。新規な粘液細菌の分離を意図した本研究でも、分離法の基本は従来の細菌

捕食性の陸生粘液細菌の場合と同様な原理と手法を踏襲した。その上で、分離環境の水

質や温度を考慮し、培地や培養温度を工夫して新規な粘液細菌の分離を試みた。分離操

作に先立つ試料前処理法として、乾熱処理により分離効率が向上する場合があることが

放線菌などで知られている。そこで、一部試料について乾熱処理（80˚C，5 および 10 分）

を行ない、分離効率の向上効果を検討した。 

2) セルロース分解性菌株の分離法－「ろ紙分解法」 

	
 セルロース分解性の粘液細菌は分離操作が煩雑であるが、陸生のセルロース分解性粘
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液細菌 Sorangium cellulosumからは、第 2章に示したように、新規な生理活性物質が数多

く見い出されている。そこで本研究でも、海岸環境からの新規なセルロース分解性の粘

液細菌の分離を試みた。基本的な分離手法は、S. cellulosum の分離法（Reichenbach and 

Dworkin, 1992）に従った。図 3-3 に示すように、窒素源として硝酸塩および少量の酵母

エキスを添加した Ce-S1 寒天培地（表 3-4）などの上にろ紙を置き、その中央に少量の

試料を乗せ、30˚C で培養した（図 3-3A）。ろ紙分解性コロニーが出現したら（図 3-

3B）、点線で囲んだコロニーの成長端から、滅菌した柄付き針で少量の菌体を採取した。

新たな培地上に置いたろ紙片（2.0×2.5 cm）の上へ、採取した菌体を接種した（図 3-

3C）。このような移植操作を、混在菌の生育状況も見ながら数回繰り返した。次の段階

では、細菌溶解性の菌株と同様の純化操作を行ったが、この場合には、生菌体ではなく

オートクレーブ処理（120˚C, 5 分間）した菌体を用いた。その理由は、セルロース分解

性粘液細菌では、細菌溶解性の陸生粘液細菌（Myxococcus xanthusや Nannocystis exedens）

に比べ、大腸菌生菌体溶解活性が弱かったからである。さらに、次の操作では、細菌捕

食性菌株の場合と同じく、より高栄養の寒天培地 VY/2-SWSまたは 1/3CY-SWS培地で培

養し、粘液細菌以外の混入菌のコロニー形成の有無を調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3-3. セルロース分解性粘液細菌の分離方法ーろ紙分解法． 

 

 

	
 この方法の特徴は、まず前段の操作でセルロース分解性の滑走細菌を集積培養してあ

る程度純化し、後半の操作で、さらに溶菌性（あるいは蛋白分解活性）も兼ね備えた菌株を集積

培養した点にある。以上は、海洋性菌株の場合を代表例として説明したが、他の異なった環境、

たとえば温泉からの探索では（第 4 章）、それぞれの水質や温度を考慮し、異なる培地組成や培

養温度を設定した。 
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3.2.5 供試菌株 

	
 海洋性、汽水性粘液細菌の特性評価については、先行研究において分離された未同定

の 25 株、および本研究において新規に分離された 24 株を加えて行なった。これらの供

試菌株の分離源や分離方法については結果で後述する（表 3-16）。分離株の分類学的特

性評価においては、表 3-8 に示す既知の陸生および海洋性の粘液細菌菌種を対照菌株と

して使用した。	
 

	
 

表 3-8. 既知粘液細菌の使用菌株	
 

菌種 菌株 分離源 文献 
陸生粘液細菌    
 Myxococcus xanthus  IFO 13542T= ATCC 25232 T 土壌 Dworkin 1962 
 Nannocystis exedens  DSM 71T 土壌 Reichenbach 1970 
 Sorangium cellulosum YA-2 = AJ13585 土壌 Komaki et al. 2008 
海洋性粘液細菌    
 Haliangium ochraceum SMP-2T （= JCM 11303 T = 

DSM 14365 T） 
海藻 Fudou et al. 2002 

 Haliangium tepidum SMP-10T（= JCM 11304 T = 
DSM 14436 T） 

海草 
堆積物 

Fudou et al. 2002 

 

 

3.2.6 形態学的表現型試験 

	
 栄養細胞については、分離株を 1/3CY-または 1/6CY-SWS 培地（表 3-6）、あるいは

N2.0-S75-15培地（表 3-7）にて、28˚Cで 3−7日培養し、位相差顕微鏡 Nikon OPTIPHOT

で観察した。子実体および swarm については、VY/2-SWS 寒天（表 3-5）で 28˚C、1−2

週間培養し、出現した子実体や swarm を実体顕微鏡で観察した。SIR-1T株については電

子顕微鏡により子実体を観察した。試料を osmium (VIII)-oxide（Nacalai）蒸気中で 3 時

間固定し、次に凍結乾燥した後に、白金/パラジウムを真空蒸着し、走査型電子顕微鏡

（SEM）Hitachi FE-SEM（S-4000）で写真撮影した。菌体調製の際には液体培地を

Erlenmeyer フラスコ（500 mL 容）に 100 mL 分注し、各菌株が生育した寒天培地上のコ

ロニー（swarm）成長部から、寒天小片（5 mm角）5−10個分を無菌的に採取して接種し、

28−30˚C、180 rpmで旋回振とう培養を行なった。 

 

3.2.7 生理的・生化学的表現型試験  

	
 分離株の生理的性質を検討のため、表 3-9 に示す各種の試験用寒天培地に接種して生

育応答を調べ対照菌株と比較した。大部分の粘液細菌については、前培養の際は VY/2-

SWS 寒天培地上で、30˚C で 1-2 週間生育させた。コロニー先端部分から滅菌ストロー

（直径 3 mm）で寒天小片とともに生育菌体を切り出し、表 3-9に示した各試験用培地に
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接種した（寒天小片接種法）。Na+ などのカチオン要求性や、pH や温度に対する生育の

応答は、表 3-9 に示した寒天培地上で、30˚C で 2-3 週間の培養後に判定した。嫌気下で

の生育は、嫌気培養容器 （アネロパック、三菱ガス化学）の中で一月間、30˚C に保温

してから判定した。なお、一部の分離株では、表 3-9 に示す 1/3CY 培地では生育しにく

かったため、さらに低濃度の 1/6CY 培地を用いて培養した。培地調製の基本溶液の組成

について、汽水性菌株では、低濃度（SWSの 20%）の海水成分と NaCl 10 g L-1をふくむ

S20-10 溶液も用いた。高分子基質分解活性は、坂田・吉川（2000）の方法を参考として培

地を調製した。海洋性粘液細菌の分離株について、以下の生理的諸性質を検討した。 

1) NaCl要求性 

	
 各分離株について、NaCl 代替培地［表 3-9-(1)］で 14 日間の培養を行い、培地中の

NaClを他の無機塩で代替可能か検討した。 

2) 生育 NaCl 濃度  

	
 各分離株について、表 3-9-(2）に示す NaCl 濃度を 5.0 g L-1 刻みで変化させた VY/2-

SWS 培地で 14 日間生育させ、そのコロニーの直径を測定し比較することで、生育濃度

範囲や至適濃度を求めた。 

3) カチオン要求性 

	
 各分離株を、表 3-9-(3）に示す各カチオンを除去した寒天培地に接種し、生育の有無を

調べた。 

4) 生育温度 

	
 各試験温度（8-55˚C）について、三枚の VY/2-SWS 寒天平板上で同時平行して 1 か月

間の培養後に、swarmの直径を測定し、各温度間で比較した。 

5) 生育 pH  

	
 表 3-9-(5）に示したように、緩衝液で pH 5.2-9.7 に調整した 1/3CY-SWS 寒天上で、

30˚Cにて 2-3週培養し、pHに対する生育応答を検討した。 

6) Congo-Red 反応	
 

	
 VY/2-S75-15 寒天上で培養した供試菌株の swarm に、Congo-Red（赤色色素）の溶液を

滴下し、赤色に着色する部分の有無を観察した（McCurdy 1989）。 

7) カタラーゼ 

	
 過酸化水素（3％）からの酸素発生の有無により判定した。1/3CY-SWS または VY/2-

SWS 寒天培地上のコロニーに過酸化水素水を滴下し、10–20 秒以内に発泡が生じれば陽

性とした。 
8) オキシダーゼ 

	
 オキシダーゼテスト・ワコー（和光純薬）を使用した。1/3CY-SWS または N2.0-SWS

液体培地で 3-5 日培養した生育初期の菌体について、直径 2-3 mm の菌塊を滅菌スパテ

ラなどで採取し、試験用キットの濾紙片上に押し付け塗抹した。説明書に従い、試薬が
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30秒以内で濃紺色に変色した場合に、陽性と判定した。 

9) デンプン分解活性 （アミラーゼ） 

	
 でん粉寒天培地［表 3-9-(9)］で分離株を培養し、ヨウ素でん粉反応でデンプン分解の

有無を判定した。 

10) セルロース分解活性 

	
 Ce-S1培地（表 3-4）のろ紙上における分離株の生育および、ろ紙分解を観察した。 

11) キチン分解活性	
  

	
 キチン寒天［表 3-9-(11)］で分離株を培養し、swarm 周辺でキチン粉末が溶解した部

分が観察されれば分解活性陽性と判定した。 

12) アルギン酸分解（アルギナーゼ）	
     

	
 アルギン酸寒天［表 3-9-(12)］で分離株を培養し、swarmとその周囲にアセトンを 

滴下した。アルギン酸が未分解の部分は白濁し、分解された部分は透明になるので、 

透明な部分があれば酵素活性は陽性と判定した。 

13) キシラン分解 

 キシラン寒天培地［表 3-9-(13)］上で供試菌株を 1‐2週培養したのち、swarmおよ 

びその周囲にヨウ素液（グラム染色用ルゴール液, Nacalai）を滴下し、非染色部分が 

観察されれば、キシラン分解活性を陽性と判定した（Lang et al., 2008）。 
14) ゼラチン分解（ゼラチナーゼ） 

	
 ゼラチン寒天［表 3-9-(14)］で分離株を培養し，swarmの周囲にトリクロロ酢酸：30% 

(w/v)の溶液を滴下し、透明部分が認められればゼラチナーゼ陽性と判定した。 

15) カゼイン分解活性 

	
 N2.0-SWS 液体培地（表 3-7）に、VY/2-SWS 寒天上で前培養した菌体を寒天片ととも

に接種し、5‐10 日間の旋回振とう培養を行った。カゼインの熱変性による白い不溶性

物質が溶解し、培地が透明になった場合は分解活性が陽性と判定した。  

16) エステル（Tween 80）分解活性 

	
 Tween 80寒天［表 3-9-(16)］において、Tween 80がリパーゼにより加水分解され、脂

肪酸が遊離しカルシウム塩となり、swarmの周囲に不溶性白沈が生じれば Tween 80分解

陽性と判定した。 

17) DNA 分解活性 

	
 DNA 寒天［表 3-9.-(17)］で分離株を培養し、swarm 径が 10-20 mm に達した時点で

1.5 M塩酸を swarmとその周囲に滴下し、透明部分が観察されれば陽性と判定した。 
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表 3-9. 海洋性粘液細菌の生理的・生化学的表現型試験  

表現型 試験培地 培地の特徴 

(1) NaCl 要求性 NaCl代替培地 人工海水（SWS）に NaClを添加せず，かわりに
等モル：0.34 Mの次の無機塩を添加．MgCl2，

CaCl2·2H2O，KCl，LiCl，NaBr，または NaI 
(2) 生育 NaCl濃度 VY/2-SWS寒天培地 NaCl濃度を 0.0−50.0 g L-1 の間で，5.0 g L-1刻み 

の各濃度に調製． 
(3) カチオン要求性 カチオン除去培地 SWS 中の無機塩を一成分だけ除去した各溶液 

(OM1-6) を調製．これらに対し VY/2 培地および
1/3CY培地の成分を添加． 
各溶液の名称および除去した成分： 
OM1, (−) MgSO4·7H2O；OM2, (−) CaCl2·2H2O；	
 
OM3, (−)KCl；OM4, (−)KBr； 
OM5 (−) KClおよび (−) KBr； 
OM6, (−) 微量金属溶液 

(4) 生育温度 VY/2-SWS寒天 表 3-5 
(5) 生育 pH 1/3CY-SWS寒天 緩衝剤（Sigma）を添加，各 pHに調製． 

pH 5.2－6.7，5 mM MES；   
pH 6.5－8.5，5 mM TES；   
pH 8.0－9.7，5 mM AMPSO 

(6) Congo red反応 VY/2-S75-15寒天  
(7) カタラーゼ 1/3CYまたは VY/2-SWS

寒天 
 

(8) オキシダーゼ 1/3CYまたは N2.0-SWS
液体培地	
 

 

各種基質の分解活性  基本溶液（SWS）組成は、S100-20または S75-15
を用い，培地 pHは 7.2に調整． 

(9) デンプン分解 でん粉寒天 1/3CY-SWSおよび VY/2-SWS寒天に可溶性でん
粉 2 g L-1を添加． 

(10) セルロース分解 Ce-S1培地 寒天培地の表面にろ紙を置く． 
(11) キチン分解 キチン寒天 1/3CY-SWS寒天培地の基層上に， 

キチン（purified, Sigma）4 g L-1；Bacto agar 12 g 
L-1 を含むゲルを重層． 

(12) アルギン酸分解 アルギン酸寒天 1/3CY-SWS寒天培地の基層上に， 
アルギン酸 Na，25 g L-1； Bacto agar 12 g L-1 を
含むゲルを重層． 

(13) キシラン キシラン寒天 C0.5 （Bacto Casitone，0.5 g L-1）培地に	
 

xylan （from oat spelt, Sigma-Aldrich），5 g L-1 添加． 
(14) ゼラチン分解 ゼラチン寒天 Bacto gelatin (Becton, Dickinson & Co) 4.0 g L-1； 

HEPES (Nacalai tesque) 2.0 g L-1を SWSに添加． 
(15) カゼイン分解 N2.0-SWS液体培地 表 3-7 

(16)エステル分解 Tween80寒天 1/3CY-SWS寒天培地に Tween80 1.0 g L-1 を添
加． 

(17) DNA分解活性 DNA寒天 1/3CY-SWS寒天に，DNA (サケ精子由来，
Nacalai)，4.0 g L-1 を添加． 

	
  

3.2.8 API-ZYM 試験 

	
 API-ZY Msystem（API BioMerieux）を用い、説明書に従い測定した。VY/2寒天培地上

で 28-30ºC（分離株の至適温度）にて 1-2週間生育させてから、swarmの先端部分から寒

天小片（一辺 3 mm の立方体）を無菌的に切り出し酵素源として供試した。37˚C で 6 時

間反応させ、反応液の発色度合いから酵素活性の強弱を判定した。 
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3.2.9 キノン分析   

	
 海洋性粘液細菌の菌体キノンの分析は、既知の方法（Hiraishi et al., 1984）に従った。

1/3CY-または N2.0-SWS 液体培地で培養して得た湿菌体をアセトン脱水し、クロロホル

ム：メタノール混液 （2：1, v/v）で菌体脂質を抽出した。脂質画分を濃縮乾固後、ヘキ

サンでキノン類を抽出して濃縮し、シリカゲル TLC によりメナキノン画分（Rf 値，

0.65–0.75）を分取した（表 3-10）。得られたメナキノン画分を少量のアセトンに溶解し、

HPLC 分析に供試し、分子種の同定と定量を行った（表 3-11）。さらに、質量分析を行

い（EI-MS：JEOL JMS-DX300 spectrometer at 70eV)、構造を確認した。 
 

表 3-10. キノン分画のための TLC の分析条件 

 

 

 

表 3-11. キノン分析のための HPLC 条件 

構成 条件・仕様 
ポンプ Beckman 110B 
カラム Beckman Ultrasphere ODS (4.6×250 mm) 
移動相 メタノール：ジイソプロピルエーテル（4：1, v/v） 
流速 1 mL min–1 
検出器 Beckman 168 Diode Array detector 

モニター波

長 
254 nm, 270 nm 

 

 

3.2.10 菌体脂肪酸組成の分析    

	
 乾燥菌体（約 25 mg）に対してメタノリシス反応（5% HCl-MeOH液：1 mL、100˚C、3

時間）を行い、その後ヘキサン－水混合液（2 mL:1 mL）を加えて抽出し、ヘキサン層に

脂肪酸メチルエスルを回収した。ヘキサン画分を無水硫酸ナトリウムで脱水し、さらに

減圧濃縮後、少量のクロロホルムに溶解し、GC-MS［ガスクロマト-マスフラグメントグ

ラフィー、および MIDI 社の Sherlock Microbial Identification System（MIS software；

http://www.midi. inc.com/ index. html）］により、分子種を分析・同定した。 

  

方法・構成 条件・仕様 
TLCプレート シリカゲル TLC plate (Merck), 0.5 mm、20×20 cm 
展開液 ヘキサン-ジエチルエーテル (85：15, v/v) 
検出 UV ランプ（254 nm） 
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表 3-12. 脂肪酸分析のための GC-MS 条件 

構成 条件・仕様 
機種 Model HP 5972（Hewlett Packard） 
カラム Fused capillary column（TC-70）0.25 mm×30 m 
カラム温度 70˚C（1 min）→ 5˚C min–1 → 240˚C（7 min） 
キャリアーガス He（スプリットレス注入） 

流速 1 mL min–1 
 

 

3.2.11 DNA の G+C 含量の測定  

	
 Saito and Miura（1963）の方法で DNAを抽出し、DNA Genomic-tips (QIAGEN) を用い

て精製した。DNA は Nuclease P1（Yamasa）によりヌクレオチドとし、HPLC 法

（Tamaoka and Komagata, 1984）（表 3-13）により、DNA塩基組成（G+C mol%）を測定

した。定量の標準試料として、Micrococcus luteus の DNA（G+C 含量 72 % mol/mol; 

Sigma）を用いた。 

 

表 3-13. DNA 塩基組成分析のための HPLC 条件 

構成 条件・仕様 
ポンプ Shimadzu LC-6A 
カラム Shiseido CAPCELL Pack C18 (4.6 mm×250 mm) 
移動相 10 mM NaH2PO4 
流速 1.2 mL min–1 
検出器 UV ランプ（270 nm） 

 

 

3.2.12 16S rRNA 遺伝子の PCR 増幅と塩基配列決定 

	
 平石（1995a, b, c）の方法に従って、16S rRNA遺伝子の PCR増幅と塩基配列解読を行

なった。1/3CY-SWS または N2.0-SWS 液体培地中で菌体を調製し、生理食塩水に懸濁し

て 1 回洗浄後、溶菌緩衝液を加え、60˚C，20 分加温してプロテアーゼ処理した。次に、

沸騰水中で 5分加熱しプロテアーゼを失活させ、その遠心上清を cell lysateとして回収し、

これを PCR の鋳型 DNA 試料として用いた。PCR primer は、大腸菌の 16S rRNA のポジ

ション 8−27 および 1492–1510 に相当する universal primers 27f および 1492r を使用した

（表 3-14）。PCRは ExTaq DNA polymerase kitを用い、反応液 50 µl当たり、鋳型 DNA 

1.0 µL、各プライマー0.4 pmol µL–1を添加して行なった。反応条件は、94°C–1分→ 50°C–

1 分→ 72°C–1.5 分、の反応を 30 サイクル行い、最後に伸長後反応を 72°C–5 分間で行っ

た。PCR 反応後、PCR 産物を PEG 沈殿法で回収した。増幅反応 Primer は、forward（8-
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27）に fD1、reverse (1492-1510) に rP1 をそれぞれ用いた。Direct PCR 法に従い、Taq 

DNA polymerase（Perkin-Elmer Cetus）反応により cell lysateから 16S rRNA遺伝子断片を

増幅し、PCR 増幅産物はゲル切り出し法により精製した。生成した PCR 産物について

Sequi ThermTM Long-ReadTM Cycle sequencing kit（Epicenter Technology）を用いてシークエ

ンス反応を行い、レーザー蛍光 DNAシークエンサーA.L.F. DNA sequencer（Pharmacia）

によって反応生成物を泳動，検出した。 

 

 

表 3-14. PCR に用いた 16S rRNA 遺伝子増幅用プライマーの塩基配列 

名称 方向 位置* 塩基配列 (5’–3’) 

27f forward 8–27 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

1492r reverse 1492-1510 CGGTTACCTTGTTACGACTT 
* Escherichia coli 16S rRNA遺伝子上の位置． 

 

 

3.2.13 系統解析と類別化 

	
 得られた塩基配列データは GENETYX−MAC（ソフトウェア開発株式会社）により編

集した。編集した配列は、Ribosomal Data Project (RDP)の Seqmatchプログラム（Cole et 

al., 2014）を用いて相同性解析した。系統解析用配列データファイル（fasta 形式）は、

YooEdit (日経 MIX）を用いて作成した。DDBJ/Genbank/EMBLの DNAデータバンクから

既知の粘液細菌の配列データをダウンロードし、CLUSTAL Wプログラム（Thompson et 

al., 1994）を用いて多重アラインメント、進化距離（Kimura [1980]の two-paramter model

による Knuc 値）の計算、および系統樹作成を行った。系統樹作成は、近隣結合法

（neighbour-joining method）のアルゴリズム（Saitou and Nei, 1987）を使用し、各分節の

統計学的信頼度はブートストラップ法（Felsenstein, 1985）による 1,000 回抽出で算出し

た。系統樹作成と描画には MEGA6プログラム（Tamura et al., 2011）を用いた。 

	
 このような系統解析の結果に表現型試験のデータを加味して、既知属とは異なる分離

株を操作的分類単位（operational taxonomic units, OTU）に分類した。結果（§3.3）で述

べるように、海洋性、汽水性の分離株は 7つの OTUに分類され、これらの中で、明らか

に新属と考えられる 4つの OTU（OTU-1, -2, -3, -4）に焦点を当てて系統・分類学的検討

を行なった。 
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3.3 結果 

 

3.3.1 新規海洋性、汽水性粘液細菌の分離 

 先行研究（不藤および飯塚）において採取した試料および今回日本各地の海岸から採取

した合計 755 試料から、細菌溶解性の拡散性コロニー（swarm）形成性細菌として合計

54 株を分離した。それらのうち、25 株は先行研究で分離したもの、34 株は今回新たに

分離したものである。先行研究の 25株および新規に分離した中の 24株を合わせた 49株

は培養上粘液細菌の特性を示した。すなわち、図 3-4A, B に示すように、浅く陥没した

クレーター状もしくは薄膜状の swarm を形成した。このような形態的特徴は、陸生の

Nannocystis 属や Chondromyces 属の粘液細菌と類似した。類似した swarm を形成する細

菌は、北海道から南西諸島まで日本沿岸に普遍的に分布していた。他方で、利尻島から

分離された SRI-2 株を含む 5 株は、16S rRNA 遺伝子配列の系統上（後述§3.3.3）は

Myxococcus属に近縁であり、好塩性でなく耐塩性であった。これら 5株は、NaCl濃度が

2.0‐2.5％（w/v）までは生育したが、海水相当の NaCl濃度 3.0％では生育しなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 3−4. 寒天培地上における海洋性粘液細菌のコロニーと子実体．（A）SHK-1T、1/3CY-S100-20

培地；（B）SHI-1、VY2-S100-20 培地；（C）比較対象株 Haliangium ochraceum SMP-2T (Fudou et al. 

2002), VY2-S100-20 寒天培地上で黄色の皮膜状のコロニーを形成; （D）SHK-1T の子実体, 

bar=100μm； （E）SHI-1 子実体, Bar=100μm；（F）SMP-2T 子実体, Bar=1mm．培地は（D）-（F）とも

すべて VY2-S100-20 寒天．  
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 供試した試料総数あたりの細菌溶解性コロニー（swarm）の出現率は、平均で約 20%

であった。さらに、粘液細菌の分離株として純化できた試料数（菌株数）は試料総数あ

たり約 7%であり、出現した swarm 形成菌株の内の純化の成功率は約 35%となった。表

3-15には、1997年 7月から 1998年 12月までに採取した試料について、試料の種類ごと

に、分離培地の餌細菌の菌種による、swarm の出現率および純化率を比較した結果を示

す。なお、この場合には試料の加熱前処理は行わなかった。粘液細菌の出現率は、泥、

海岸動物、砂および海草で比較的に高い傾向を示した。一方で純化率は、砂や泥で比較

的に高く、試料点数あたり 8-10%だった。これに対し、海岸動物や海草の場合には、純

化を妨げる滑走細菌が出現することが多く、分離率は低い傾向にあった。餌として用い

た 2種の細菌については、粘液細菌の分離効率にほとんど差は認められなかった。 

 
表 3-15. 海岸試料の種類および分離培地の餌細菌と粘液細菌の出現・分離率の関係 

試料の種類 分離培地・餌細菌 試料数 出現株数 (出現率 %) 分離株数 (分離率 %) 

海岸動物 Ec -S75,15  18     5   （28）     0   （ 0） 

 Alt -S75,15  25     6   （24）     0   （ 0） 

海草（アマモ） Ec -S75,15  29     7   （24）     1   （ 3） 

 Alt -S75,15  14     2   （14）     0   （ 0） 

海藻（褐藻） Ec -S75,15  21     3   （14）     1   （ 5） 

 Alt -S75,15  21     2   （10）     0   （ 0） 

海藻（緑藻） Ec -S75,15  27     3   （11）     0   （ 0） 

 Alt -S75,15  45     2   （ 4）     0   （ 0） 

木片 Ec -S75,15  19     1   （ 5）     0   （ 0） 

 Alt -S75,15  23     3   （13）     0   （ 0） 

砂 Ec -S75,15  45     7   （16）     3   （ 7） 

 Alt -S75,15  88    22   （25）     8   （ 9） 

泥 Ec -S75,15   8     2   （25）     1   （12） 

 Alt -S75,15  11     6   （55）     1   （ 9） 

合計        15    

 
	
 先行研究および本研究で分離した海洋性粘液細菌 49 株およびそれらの分離源や分離

培地について表 3-16 に一覧する。分離株の大部分は、グラム染色陰性細菌である大腸

菌または Alteromonas haloplanktis を餌とした 2 つの分離用寒天培地、Ec-S75-15 および 

Alt-S75-15 を用いて分離された。セルロース分解性粘液細菌についても、不藤の方法

（2002）に基づいて約 200試料から分離を試みたが、検出できなかった。その理由とし

て、セルロース分解性粘液細菌は海洋環境には分布していない、または生息はしている

が集積培養が困難、などが考えられる。 
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表 3-16. 海洋性粘液細菌の分離源および分離培地 

菌株名 採集地点 分離源 
分離方法*1 

培地 （乾熱処理） 

 SHK-1 (⋆)  2 泥 Ec-JSK*75 (80/5) 
 SHK-4 (⋆)   3 泥 （腐植質） Ec-S75-15  
 SHK-11  4 泥 （アマモ葉下） Ec-S75-15  
 SKK-1  9 砂 Alt-JSK*75 (80/5) 
 SKK-2  9 海藻 （緑藻）  Ce-S1 (80/10) 
 SMK-1-1 10 砂 Alt-JSK*75 ( - ) 
 SMK-1-2 10 砂 Alt-JSK*75 (80/5) 
 SMK-1-3 10 砂 Alt-JSK*75 ( - ) 
 SMK-2-1 (⋆) 10 砂 Alt-JSK*75 ( - ) 
 SMK-2-2 (⋆) 10 砂 Alt-JSK*75 ( - ) 
 SMK-3-1 (⋆) 10 砂 Ce-S1 (80/5) 
 SMK-3-2 (⋆) 10 砂 Alt-S75-15 (80/10) 
 SMK-3-3 (⋆) 10 木片 Ce-S1 (80/5) 
 SMK-4-1 (⋆) 10 海藻 （褐藻） Alt-JSK*75 (80/5) 
 SMK-4-2 (⋆) 10 海藻 （褐藻）  Ce-S1 (80/5) 
 SMK-5-1 (⋆) 10 海藻 （紅藻） Ce-S1 
 SMK-5-2 (⋆) 10 海藻 （紅藻） Ce-S1 (80/5) 
 SMK-9 (⋆) 10 砂 Alt-JSK*75 ( - ) 
 SMK-10 (⋆) 10 海藻 （褐藻） Alt-JSK*75 ( - ) 
 SNB-1 11 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SNB-2 11 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SNB-3 11 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SKP-2 12 海藻 （緑藻） Ec-JSK*75 ( - ) 
 SMP-4 13 砂 Ec-JSK*75 ( - ) 
 SMP-6 13 砂 Ec-JSK*75 ( - ) 
 SMP-3 13 砂 Ec-JSK*75 ( - ) 
 SMH-97-3 15 砂 Ec-S75-15 ( - ) 
 SMP-7 16 海藻 （褐藻） Ce-S1 
 SMP-8 (⋆) 16 海藻 （褐藻） Ce-S1 
 SMH-02-3 16 砂 Ec-S75-15 ( - ) 
 SMH-27-4 (⋆) 18 海岸土壌 Ec-S20-10 ( - ) 
 STM-1 19 木片（杭） Ce-S1 
 SIW-2 21 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SIW-3 21 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SBP-1 (⋆) 21-2 木造物 Ec-S75-15 ( - ) 
 SSB-1 22 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SYM-1 (⋆) 23 砂 Ec-S75-15 ( - ) 
 SYM-2 (⋆) 23 砂浜の落ち葉 Ec-S75-15 ( - ) 
 SYM-3 (⋆) 23 海草 Ec-S75-15 ( - ) 
 SYM-4 (⋆) 23 砂 Ec-S75-15 ( - ) 
 SYM-5 (⋆) 23 海草 Ec-S75-15 ( - ) 
 SHI-1 24 砂 Ec-JSK*75 ( - ) 
 SSJ-1 25 カニ遺体（甲） Alt-S75-15 (80/5) 
 SYR-2 (⋆) 26 泥 （河口域） Ec-S20-10 ( - ) 
 SAB-1 29 泥 （干潟） Ec-S75-15 ( - ) 
 SNM-1 32 砂 Alt-S75-15 ( - ) 
 SIS-1 34 ﾏﾝｸﾞﾛｰﾌﾞ樹皮 Alt-S75-15 (80/5) 
 SIS-2 34 砂（珊瑚礁域） Alt-S75-15 (80/5) 
 SIR-1 (⋆)  36 海草 Ec-JSK*75 ( - ) 

(⋆)，本研究の分離株． *1、(80/5), 80℃, 5分間の試料の乾熱前処理; (–), 試料無処理; それ以外は加

熱と非加熱の両方を供試; JSK*75, Jamarine Seawater kitの 75 % 溶液を培地調製に使用．  
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 海水よりも低い NaCl 濃度の環境に適応した粘液細菌の菌株を得るため、NaCl 濃度

1.0% (w/v) の Ec-S20-10 寒天培地を用い、粘液細菌の分離を試みた。その結果、汽水性

粘液細菌 SYR-2T株および SMH-27-4T株を得た。SYR-2T株は吉野川河口域の泥質試料の

一つから、SMH-27-4T 株は三浦半島・荒井浜海岸の低木潅木林の根圏土壌試料の一つか

ら、それぞれ分離された。しかし、汽水性粘液細菌の分離を目的とした低塩分の寒天培

地での分離操作では、海洋性粘液細菌や陸生粘液細菌も分離された。このように、汽水

性粘液細菌に対し、特異的かつ効率的に分離する方法は本研究では見いだせなかった。 

	
 また、海岸土壌試料からの SMH-27-4T株の分離操作中、抗真菌剤 cycloheximide を添加

した寒天培地でもカビが出現し、旺盛に生育した。その場合には nystatin 粉末を追加的

に添加することによりカビの生育は抑制され、分離が可能となった。このような、糸状

菌が優占すると思われる試料では、分離操作の前処理として、試料の乾熱処理（80˚C, 5

分）が有効な場合もあった。なお、80˚C, 10 分処理では、かえって分離効率が低下する

傾向がみられた。土壌試料の場合には、無処理試料ではカビ、ダニや線虫も出現し、粘

液細菌の分離は困難な場合が多かった。 

 

3.3.2 海洋性、汽水性粘液細菌分離株の形態および培養上の特徴 

	
 海洋性粘液細菌の 49 株について、コロニーや子実体の形態観察や生理的性質に基づい

て分類学的区分を試みた。しかし、図 3-4C に示すように、外観上識別可能な淡褐色・

黄色の膜状コロニーを形成する比較対照株の Haliangium ochraceum SMP-2Tとは異なり、

分離株のコロニー（swarm）は外見が互いに類似し、培養・形態的特徴による識別は困

難だった。10-20 日の培養後は、球状もしくは多角体の細胞塊が寒天培地上または寒天

ゲル内に形成されることがあり、それらは子実体あるいは子実体様の細胞塊と考えられ

た（図 3-4D-F）。しかし、これらの子実体あるいは細胞塊にも際立った形態的特徴がな

く、外見からの区別は困難だった。それらの内部には球形－楕円体の細胞が観察され、

胞子（myxospore）と推定された。子実体の外側には明瞭な袋状の外皮は形成されなかっ

たが、粘質物から成る皮膜状の覆いが顕微鏡下で観察された。菌株によっては子実体の

形成は再現しなかった。 

	
 分離株の培養上の特徴や生理的表現型について、Haliangium 属粘液細菌と比較しなが

ら表 3-17 に示す。海洋性、汽水性粘液細菌の分離株は、すべて NaCl 要求性であったが、

NaCl 濃度に対する生育の応答は異なっていた。分離株のカチオン要求性については、カ

チオン除去培地での生育結果から、一部の分離菌株は NaCl 以外に Ca2+、Mg2+、あるい

は K+ を生育に要求することが判明した。なお、全分離株について、要求する NaCl は

NaBr により代替可能だったが、その場合は生育が遅くなった。NaI は NaCl を代替でき

ず、むしろ生育阻害した。K+ および Li+、は Na+ を代替しなかった。生育至適 pH はど

の分離株も中性付近だった。生育温度は、大半の分離株は中温域の 25-30˚C 付近が至適
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であり、40˚C 以上では生育しなかった。しかし、SYM-1 株のみ、既報の Haliangium 

tepidum SMP-10T 株（Fudou et al., 2002）と同様に、45˚Cでも生育可能であった。 

 

表 3-17. 海洋性粘液細菌の分離株および Haiangium 属粘液細菌の形態的，生理的表現型 

菌株名 
子実体様 生育食塩濃度 (% ) 陽イオン 

構造物 範囲 至適 要求性*2 

 SHK-1  + 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Ca or Mg 
 SHK-4  + Nt*1 1.0 - 2.0 Nt 
 SHK-11 + Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SKK-1 - Nt 1.0 - 2.0 Ca, K 
 SKK-2 + 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Ca or Mg 
 SMK-1-1 + 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Ca or Mg 
 SMK-1-2 + Nt*1 Nt Nt 
 SMK-1-3 - 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Ca or Mg 
 SMK-2-1 + Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SMK-2-2 - Nt Nt Nt 
 SMK-3-1 + Nt 1.0 - 2.0 Mg, (Ca), K 
 SMK-3-2 - Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SMK-3-3 - Nt Nt Nt 
 SMK-4-1 + 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Nt 
 SMK-4-2 + Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SMK-5-1 + Nt 1.0 - 2.0 (K) 
 SMK-5-2 + Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SMK-9 + Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SMK-10 + 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Ca or Mg 
 SNB-1 + 0.0 - 4.5 1.0 - 2.0 Nt 
 SNB-2 + 0.0 - 4.5 1.0 - 2.0 Nt 
 SNB-3 - 0.2 - 4.0 0.5 - 2.5 K 
 SKP-2 - 0.0 - 3.5 0.5 - 2.0 Nt 
 SMP-4 - Nt Nt Nt 
 SMP-6 + 0.1 - 4.0 1.0 - 2.0 Ca or Mg 
 SMP-3 - 1.0 - 7.5 2.0 - 2.5 Nt 
 SMH-97-3 + Nt Nt Nt 
 SMP-7 + Nt 1.0 - 2.0 K 
 SMP-8 + Nt Nt Nt 
 SMH-02-3 + Nt 1.0 - 2.0 Nt 
 SMH-27-4 - 0.0 - 3.0 0.5 - 1.5 Mg, Ca 
 STM-1 + 0.2 - 4.5 1.0 - 2.0 Ca 
 SIW-2 - Nt 1.0 - 2.0 K 
 SIW-3 - Nt Nt Nt 
 SBP-1 + Nt 1.0 - 3.0 Ca or Mg 
 SSB-1 - Nt Nt Nt 
 SYM-1 + Nt Nt Nt 
 SYM-2 - Nt Nt Nt 
 SYM-3 - Nt Nt Nt 
 SYM-4 - Nt Nt Nt 
 SYM-5 - Nt Nt Nt 
 SHI-1 + 0.5 - 4.0 2.0 - 2.5 Mg, Ca, K 
 SSJ-1 + 0.0 - 4.5 1.0 - 2.0 K 
 SYR-2 + 0.0 - 2.5 0.5 - 1.0 Mg, Ca 
 SAB-1 + 0.2 - 5.0 1.0 - 2.0 Ca 
 SNM-1 + 0.5 - 5.0 1.0 - 2.0 K 
 SIS-1 + 0.2 - 4.5 2.0 - 2.5 Ca 
 SIS-2 + 0.5 - 4.5 2.0 - 3.0 Ca 
 SIR-1  + 0.5 - 4.0 2.0 - 2.5 Mg, Ca, K 
 Haliangium ochraceum SMP-10T + 0.2 - 6.5 1.0 - 3.0 Ca 
 Haliangium tepidum SMP-2T  + 0.2 - 6.5 1.0 - 3.0 Mg, Ca 

*1 Nt, 未試験． 

*2 (K), (Ca): K+, Ca2+なしでも生育可，しかし生育速度低下． 
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3.3.3 16S rRNA 遺伝子配列およびキノン型に基づく分離株の類別化 

	
 上記したように、海洋性粘液細菌分離株は培養・形態的特徴による区別が困難だった。

そこで分離した 49株の中で 30株を選択し、16S rRNA遺伝子の全長塩基配列に基づく分

子系統解析と呼吸鎖キノン系の化学分類学的解析を行ない、属・科レベルでの分類学的

帰属を試みた。これらの結果について、表 3-18に一覧する。 

	
 16S rRNA 遺伝子のほぼ全長を PCR 増幅し、サンガー法により塩基配列を解読した。

得られた編集後の配列は 1424–1554塩基であり、16S rRNA遺伝子のほぼ全長をカバーし

た。これらの解読配列について RDP Seqmatchを用いて相同性解析を行ない、この結果に

基づいて DNA データバンクより類縁配列を取得し、近隣結合法による系統樹を作成し

た（図 3-5）。その結果、試験した 30 株中 26 株は、ミクソコックス（Myxococcales）目

の中のナノシスティス亜目（suborder Nannocystineae）に属した。科（family）としては、

25 株がナノシスティス（Nannocystaceae）科、1 株はハリアンギウム（"Haliangiaceae"）

科に属した。図 3-5 の系統樹上の位置からも明らかなように、ナノシスティス科の 25 株

は既知の陸生粘液細菌や海洋性の Haliangium 属細菌とは、明らかに属レベルで隔たって

いた。また、これらの 25 株は、お互い属レベルあるいは種レベルで明らかに異なると考

えられる 7系統に分けられ、OTU-1から OTU-7として分類した。さらに本研究では、属

レベルで異なるのではないかと推定される四つの OTU（OTU-1から OTU-4）を選択し、

詳細な分類学的検討を行うことにした。まず、SHI-1 と SIR-1Tの 2 株は互いに分子系統

上の相同性が高く、種レベルで同一と考えられ、これらに近縁と考えられる SIS-2 株を

加えて OTU-1 として分類した。二番目として、この OTU-1 から進化距離が少し隔たっ

た別系統として、19 株から構成される OTU-2 が認められた。この中で、とくに SHK-1T、

SKK-2、SMK-1-1、SMK-1-3、SMK-10 および SMP-6 の 6 株はお互い相同性が高く、

OTU-2 内で同一種とするのが妥当と考えられるサブクラスターを形成した。3 番目とし

て、汽水性粘液細菌 SYR-2T株、4 番目として同じく汽水性の SMH-27-4T株のそれぞれ 1

株が独自の系統を成しており、ぞれぞれ OTU-3および OTU-4とした。OTU-5から OTU-

7 も 1 株ずつで構成された。なお、16S rRNA 遺伝子解析に用いた上記 30 株の内、2 株

（SKP-2、SKP-3）は、系統解析結果から粘液細菌ではない、デルタプロテオバクテリア

綱デスルフォバクター（Desulfobacterales）目の新規な滑走性細菌であることが判明した。

残りの 1株 SRI-2は Myxococcus属菌株であった。 

	
 分離株の大部分についてキノン型の分析を行なった結果、メナキノン-7（MK-7）、

MK-8、および MK-8(H2）（1 部分飽和型メナキノン-8）の三つのキノン系が検出され、

上記の 7 つの OTU ではキノンが異なることが判明した。すなわち、OTU-1 は MK-

8(H2）、OTU-2,、-3、-6、-7 は MK-7、OTU-4 は MK-8 を主要キノンとしてもつことが

わかった。したがって、系統解析とキノン分析の結果を合わせて、とくにキノン型と分

離源（海洋性、汽水性）が異なるの四つの OTU（OTU-1〜OTU-4）を選択し、さらに分
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類学的検討を行なうことにした。以下、これら四つの OTU ごとに系統・分類学的位置を

詳細に述べる。 

 

表 3-18. 海洋性粘液細菌 49 分離株の一覧および高次分類学的帰属 

菌	
 株*1 
16S rRNA 
遺伝子 
解読鎖長 

DDBJ 
登録番号 

系統・分類学的帰属 
（科，属） 

OTU 
No. キノン型 

子実体
様構造

物*2 
 1. SIR-1T  1484 AB083432 Nannocystaceae  1 MK8(H2) + 
 2. SHI-1 1483 AB016469 Nannocystaceae 1 MK8(H2) + 
 3. SIS-2 1554 LC068864 Nannocystaceae 1 MK8(H2) + 
 3. SHK-1T  1480 AB097590 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
 4. SKK-2 1480 AB097590 Nannocystaceae  2 MK-7 + 
 5. SMK-1-1 1480 AB097590 Nannocystaceae  2 MK-7 + 
 6. SMK-1-3 1479 AB097591 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
 7. SMK-10 1480 AB097590 Nannocystaceae  2 MK-7 + 
 8. SMP-6 1480 AB097590 Nannocystaceae  2 MK-7 + 
 9. SHK-4  1479 LC068850 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
10. SHK-11 1479 LC068851 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
11. SMP-8 1481 LC068857 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
12. SMH-02-3 1492 LC066680 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
13. SNB-1 1505 LC066681 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
14. SIW-2 1492 LC068855 Nannocystaceae 2 MK-7 - 
15. SIW-3 1492 LC068856 Nannocystaceae 2 MK-7 - 
16. SNM-1 1482 LC068862 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
17. SSJ-1 1486 LC068860 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
18. SYM-2 1499 LC068859 Nannocystaceae 2 MK-7 - 
19. SMK-5-2 1424 LC068853 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
20. SMK-2-1 1494 LC068852 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
21. SMK-9 1492 LC068854 Nannocystaceae 2 MK-7 + 
22. SYR-2T 1494 AB600195 Nannocystaceae 3 MK-7 + 
23. SMH-27-4T 1504 AB252740 Nannocystaceae 4 MK-8 - 
24. SAB-1 1481 LC068861 Nannocystaceae 5 MK-7  
25. SIS-1 1485 LC068863 Nannocystaceae 6 MK-7  
26. SYM-1 1495 LC068858 Nannocystaceae 7 MK-7  
27. SBP-1 1506 LC068865 "Halliangiaceae", Haliangium  MK-8 + 
28. SRI-2 1491 LC068849 Myxococcaeae, Myxococcus  MK-8  
29. SKP-2 1477 LC068956 Desulfobacterales  MK-7 - 
30. SMP-3 1511 LC068955 Desulfobacterales  MK-7 - 
31. SKK-1 NT   MK-7 - 
32. SMK-1-2 NT   NT + 
33. SMK-2-2 NT   NT - 
34. SMK-3-1 NT   NT + 
35. SMK-3-2 NT   NT - 
36. SMK-3-3 NT   NT - 
37. SMK-4-1 NT   MK-7 + 
38. SMK-4-2 NT   NT + 
39. SMK-5-1 NT   NT + 
40. SNB-2 NT   NT + 
41. SNB-3 NT   NT - 
42. SMP-4 NT   NT - 
43. SMH-97-3 NT   MK-7 + 
44. SMP-7 NT   NT + 
45. STM-1 NT   MK-7 + 
46. SSB-1 NT   NT - 
47. SYM-3 NT   NT - 
48. SYM-4 NT   MK-7 - 
49. SYM-5 NT   MK-7 - 

*1 上付き Tを付した菌株は，本研究で提唱する新属・新種（OTU-1, 2, 3, 4）のそれぞれ

の基準株．	
 *2 +, 子実体様構造物あり．  



 48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5. 海洋性，汽水性粘液細菌の分離株（OTU-1〜OTU-7）の 16S rRNA 遺伝子配列に基づ

く近隣結合系統樹．外群は Bdellovibrio starrii A3.12T (AF084852) および Bdv. bacteriovorus 

ATCC 15356T (AJ292759)．各分岐点の数値は, 1,000 抽出による bootstrap 値（≥500 のみを

表示）．赤丸を付した SRI-2 株は耐塩性菌株で Myxococcus 属の粘液細菌．青い星印の SMP-

3 株と SKP-2 株は，粘液細菌ではないデルタプロテオバクテリア（Desulfobacterales）．Bar＝2%

塩基置換．
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3.3.4 OTU-1 の系統解析 

	
 OTU-1 の中でとくに近縁と考えられる SIR-1T株と SHI-1 株の塩基配列相同性は 99.5% 

だった。この結果から、2 株は互いに約 1,800 km 離れた 2 地点である八丈島と西表島の

試料から分離されたものであるが、同一種と考えられた。また、生理的性質や化学分類

的特徴の類似性もこれを支持した。この 2 株と既知の Haliangium 属細菌および代表的な

陸生粘液細菌について、さらに 16S rRNA 遺伝子配列に基づく近隣系統樹を作成した

（図 3-6）。SIR-1T株と SHI-1 株は陸生粘液細菌や Haliangium 属から離れた独自の系統

に位置した。OTU-1 と既知粘液細菌種との 16S rRNA 遺伝子配列の比較では、

Nannocystis exedens に最類縁であったが、相同性値は 89.3−89.4% であった。この値は、

属レベルの区別の境界値とされる 94%（Bouchotroch et al. 2001; Arahal et al. 2002）よりも

はるかに低いため、OTU-1 はナノシスティス科の新属とするのが妥当と考えられた。

Haliangium 属海洋性粘液細菌（H. ochraceum と H. tepidum）との相同性値は 84.4−84.5% 

とさらに低い値であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-6. OTU-1 の 2 菌株 SIR-1T 株および SHI-1 株の系統的位置．系統樹作成法、外群，ブー

トストラップ値および，スケールバーについては図 3-5 と同じ．
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3.3.5 OTU-2 の系統解析 

	
 OTU-2 は分子系統解析からナノシスティス亜目に分類された。種レベルでとくに近縁

と考えられる 6株（SHK-1T、SKK-2、SMK-1-1、SMK-1-3、SMK-10および SMP-6）は地

理的に離れた地域から分離されたものであるが、16S rRNA 遺伝子配列の相同性は 99.9–

100％であり、同一種と考えられた。また生理的、化学分類的表現型の 6 株間の類似性も

これを支持した。これらの 6 株と Haliangium 属細菌および代表的な陸生粘液細菌につい

て、16S rRNA遺伝子配列に基づく近隣結合系統樹を作成した（図 3-7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-7. OTU-2 に属する 6 菌株の系統的位置．系統樹作成法、外群，ブートストラップ値およ

び，スケールバーについては図 3-5 と同じ． 

 

	
 OTU-2 の 6 菌株は、前述の OTU-1 とは 95.9−96.0% の類似度を示した。また、既知の

陸生粘液細菌や Haliangium 属細菌からは、OTU-1 からよりもさらに進化距離が離れてお
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り、OTU-2 はいずれにも該当しない独自の分類群と考えられた。OTU-2 は菌体キノンが

MK-7 なのに対し、OTU-1 は MK-8(H2)であった（表 3-18）。この相違点も考慮し、

OTU-2の系統の菌株について新属提唱が妥当と考えられた。 

 

3.3.6 OTU-3 の系統解析 

	
 OTU-3 は SYR-2T株の 1 株のみで構成されるが、ナノシスティス亜目の中で独自の系

統を示した。その系統樹を図 3-8に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-8. OTU-3 に属する SYR-2T 株の系統的位置．系統樹作成法、外群，ブートストラップ値お

よび，スケールバーについては図 3-5 と同じ． 
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 OTU-3 の SYR-2T株は、SIR-1T株（OTU-1）および SHK-1T株（OTU-2）に対して、そ

れぞれ 96.0％ および 96.5％ の 16S rRNA 遺伝子配列の類似度を示した。これらの数値

の単純比較からは、SYR-2T 株は OTU-2 相当の属の中の新種とも考えられたが、本株は

後述するように、生理的性質の点では、SHK-1T よりもさらに低い NaCl 濃度範囲で生育

する特徴を有していた。このように、生理的性質の差異も考慮に入れると、OTU-3 と

OTU-2とは別属とするのが妥当と考えられた。 

 

3.3.7 OTU-4 の系統解析 

	
 OTU-4 の SMH-27-4T株は、図 3-5 の系統樹上で SYR-2T株（OTU-3）と同様にナノシ

スティス亜科の粘液細菌と考えられた。既知の陸生および海洋性粘液細菌との比較では、

16S rRNA 遺伝子配列の類似度はいずれも 93% 以下であり、OTU-1、OTU-2 および

OTU-3の分離株の 16S rRNA遺伝子配列との比較では、いずれも類似度は 91% であった。

これらの結果から、OTU-4 は明らかに属レベルで独自の系統に位置し、したがって、

OTU-4についても新属・新種の粘液細菌に分類するのが妥当と考えられた。 

 

3.3.8 OTU-1 の分類学的性状 

	
 分類学的性質が互いに類似し、同一種と判定された新規洋性粘液細菌 OTU-1 の 2 菌株、

SIR-1T 株および SHI-1株の表現型の特徴を以下に記載する。 

1) 形態および培養上の特徴 

	
 栄養細胞は幅 0.5-0.8 µm、長さ 1.5-7.0 µm の桿状で、細胞端は丸みを帯び、細胞の両

端には、しばしば顆粒状の暗色部が認められた（図 3-9a）。拡散性・溶菌性のコロニー

である swarm を形成し、コロニー内の寒天面には、しばしば放射状もしくは同心円状に

亀裂が生じたが、寒天ゲル自体は液化されなかった（図 3-9b, c）。Swarm 内部の寒天面

はしばしば浅く陥没し、表面は粗い質感を呈した。その場合にはコロニー外縁部の細胞

密度は高くなり、外周を取り巻くように細胞が帯状に密集した部分が確認された（図 3-

9c, 図中に長方形で示す）。また、寒天表面にごく薄い菌膜が広がり、膜状のコロニー

となる場合もあった（図 3-9b）。これら二つの異なる外観的特徴を示す部分が、同一の

swarm 内にときおり見られた。コロニーの色調は、1/3CY-S100-20 寒天上ではピンクから

薄いオレンジ色を呈したが、VY2-S100-20 寒天上では着色はほとんど認められず、コロ

ニー外周の細胞が密集した帯状の部分でクリーム色を呈した。Swarm 内の寒天表面には

球状あるいは楕円体の細胞塊が形成され、この細胞塊は swarm の中心部から外側に向か

い、寒天面上を滑るように移動するのが観察された「（図 3-9d）。細胞塊はやがて移動

を停止して固くなり、色調は赤色から褐色へと変化し、子実体に似た細胞塊となった

（図 3-9e）。SIR-1T株では、VY2-S100-20 寒天上での子実体様細胞塊の形成が再現して

見られたが、SHI-1 株は植え継ぐ間に細胞塊を形成しにくくなった。子実体様の細胞塊
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は直径 100‐200 µm の球状・多面体状であり、球状の細胞と粘質物から成るように見え

た（図 3-9f,図 3-10b）。陸生粘液細菌 Chondromyces 属や Stigmatella 属の子実体にて観

察されたような柄や外皮や隔壁など、分類学的な基準となり得るような特徴的構造物は、

電子顕微鏡下でも観察されなかった（図 3-10a）。細胞塊は寒天面に分散して出現し、

また寒天ゲル内部にも認められ、色調はピンクから褐色を呈した。細胞塊が表面から内

部へ移動し、寒天質に潜り込む際に、寒天表面に微小な穿孔が生じた。細胞塊の内部に

は直径が 0.5-0.7 µm の多数の球状細胞が観察され（図 3-10b）、これらは胞子と考えら

れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3-9. OTU-1 の菌株 SIR-1T の光学顕微鏡像．(a) 栄養細胞の位相差顕微鏡像（bar＝10 

μm）; (b) VY/2-S100-20 寒天上に生育した寒天面を浅く etching する薄膜状の swarm の実

体顕微鏡像（bar＝2 mm）; (c) 1/3CY-S100-20 寒天上での swarm の成長ー移植片周囲の

寒天面の亀裂および swarm 外周部の密集細胞の帯状部分（長方形部分, bar＝10 mm）; (d) 

VY/2-S100-20 寒天上で移動する細胞塊の実体顕微鏡像（bar＝100 μm）; (e) VY/2-

S100-20 寒天上における子実体様の細胞塊の実体顕微鏡像（bar＝100 μm）; (f) 子実体

様細胞塊の中の球状細胞の位相差像 (VY/2-S100-20 寒天上, bar=10 μm）．  
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図 3-10. OTU-1 の菌株 SIR-1T の SEM 画像．(a) 粘質物からなる薄い膜で覆われた子実体様

細胞塊（明瞭な外被は観察されない）; (b) 子実体様細胞塊の内部の粘液胞子(内部に密集す

る胞子 [myxospore] と推定される多数の球状細胞）． 

 

	
 以上のような子実体様の細胞塊や胞子の形態的性質については，Nannocystis 属の陸生

粘液細菌との類似点も認められた（Reichenbach, 1989）。相違点として、Nannocystis 属

の子実体には厚い膜状の外被が観察されたのに対し（Reichenbach, 1989）、SIR-1T 株の

子実体様細胞塊では粘質物からなる薄い膜が形成された（図 3-10a）。 

2) 生理・生化学的表現型 

	
 SIR-1T 株と SHI-1 株は、嫌気条件下で生育せず、絶対好気性を示した。有機窒素源

（ペプチドなど）を生育に利用する従属栄養細菌であり、無機窒素源（硝酸塩やアンモ

ニウム塩）による生育は認められなかった。生育温度は中温域にあり温度範囲 15-32˚C

で生育し、至適生育温度範囲は 28-30˚C で、10˚C 以下や 34˚C 以上で生育しなかった。

このような生育温度の特徴は、2 菌株が暖流の影響下にある沿岸水温が 20˚C 以上の海岸

から分離されたことと関連付けられる。生育至適 pH 範囲は 7.5-8.5 付近であり、pH 5.5

以下や pH 9.5以上では生育せず、この点は海水環境の pHである 8.0-8.5付近に適応した

性質と考えられた。培養性状に関しては、両菌株とも液体培地中では分散して生育しに

くく、細胞が凝集して菌塊を形成した。この性質は既知の海洋性粘液細菌 Haliangium 属、

あるいはすでに報告された陸生粘液細菌とも似ており、粘液細菌全般に共通の特徴とい

えよう。 

	
 海洋性細菌は海水の主成分である NaCl とともに、Mg2+などのカチオンも同時に生育

に要求することが多い（MacLeod, 1965）。SHI-1株や SIR-1T 株について、このような海

洋性細菌としての性質を確認するために、陽イオン要求性を検討した。まず、NaCl に関

しては添加しない培地で生育せず、濃度範囲 1.0-4.0%（w/v）で生育し、生育の最適

NaCl濃度範囲は海水相当か、少し低濃度の 2.0-3.0%（w/v）だった。両菌株の NaCl要求
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性は Na+ の要求性と関連し、他の 1 価カチオン類（K+ および Li+）では Na+を代替でき

なかった。また、両菌株の生育には Na+とともに Mg2+、Ca2+ および K+も同時に必要であ

り、これら 3 カチオンのいずれか 1 つを培地から除去した場合は、3 カチオンすべてを

添加した場合に比べ、生育が著しく遅くなった。以上の結果から、両菌株は Na+ および

海水中の複数の無機塩類（あるいはカチオン）を生育に要求することが判明した。NaCl

要求性の定義上は、2 株とも比較的に低濃度の NaCl を要求するという意味で、“slightly 

halophilic bacteria” の特徴を示した（Kushner, 1978; 石田, 2001）。 

	
 酵素活性（表 3-19）に関しては、両菌株ともオキシダーゼは陽性、カタラーゼは弱い

か陰性だった。API ZYM 活性の特徴は 2 株とも一致し、他の粘液細菌との比較では、

Nannocystis exedensと類似していた。アルカリ性フォスファターゼ、酸性フォスファター

ゼやナフトール-AS-BI-フォスフォハイドロラーゼは陽性だったが、そのほかの試験項目

はすべて陰性であった。 

 

表 3-19. SIR-1T 株および SHI-1 株（OTU-1）の主な酵素活性 
酵素活性 反応 

オキシダーゼ ＋ 
カタラーゼ w/− 
API ZYM 活性  
	
 アルカリ性フォスファターゼ、 ＋ 
	
 酸性フォスファターゼ  ＋ 
	
 グルコシダーゼ（α，β） − 
	
 ガラクトシダーゼ（α，β） − 
	
 α-マンノシダーゼ − 
	
 α-フコシダ－ゼ − 
	
 β-グルクロニダーゼ − 
	
 N-アセチル-β-グルコサミニダーゼ − 
	
 ナフトール- AS-BI-フォスフォハイドロラーゼ ＋ 
	
 エステラーゼ（C4 および C8） − 
	
 リパーゼ（C4） − 
	
 ロイシン・アリルアミダーゼ − 
	
 バリン・アリルアミダーゼ − 
	
 システイン・アリルアミダーゼ − 
	
 トリプシン − 
	
 キモトリプシン − 
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 溶菌性については、グラム染色陰性菌（大腸菌や Alteromonas haloplanktis）の生菌体に

対して認められたが、VY/2-S100-20 寒天培地における酵母菌体の溶菌班（lytic zone）は

観察されなかった。2 株の高分子基質への作用に関しては、カゼインやゼラチンに対す

るタンパク質分解活性を示し、このような性質はグラム染色陰性菌の溶菌や捕食に関与

すると考えられた。また、2 株は弱い DNA 分解活性を示した。多糖類の利用性について

は、デンプン、キチン、アルギン酸、セルロースのいずれも分解しなかった。Tween 80

分解活性は弱いかもしくは陰性だった。 

3) 化学分類学的特徴 

	
 前述のように、SIR-1T 株と SHI-1 株のキノン型は MK-8(H2) だった。このような部分

的に水素原子で飽和されたメナキノンは、高 GC 含量グラム陽性菌であるアクチノバク

テリア（Actinobacteria）門菌種にのみ分布するとされてきた。したがって、グラム染色

陰性細菌の粘液細菌から MK-8(H2) が見いだされた例は、本研究が初めてである。なお、

粘液細菌と同じくデルタプロテオバクテリア綱に属する硫酸還元菌の一部についても、

部分飽和型のメナキノンが報告されている（Collins and Widdel, 1986）。 

	
 脂肪酸組成は両株ともほぼ同一であり、イソ型分岐鎖脂肪酸 iso-C15:0 と iso-C16:0 が

総脂肪酸に占める割合が高く、含有比率（mol%）はそれぞれ 32.3-35.6% および 13.5-

14.6% だった（表 3-20, No.1-2）。これらの脂肪酸の構成比は，既知の陸生粘液細菌と

も類似していた（Yamanaka et al., 1988）。他方で、既知の粘液細菌と異なる 2株の際立

った特徴として、長鎖不飽和脂肪酸（C20:4）を有し、総脂肪酸に占める割合（mol%）

が 14.1-17.5%に達した（表 3-20, No.1-2）。C20:4脂肪酸の分子種を同定しなかったが、

アラキドン酸の可能性が大きいと考えている。長鎖不飽和脂肪酸は低温性海洋細菌の

Shewanella 属などにも見いだされており、低温下での細胞膜の流動性の維持に関与する

との説もある（Russell and Nichols, 1999）。しかし 2株とも 15˚C以下では生育しなかっ

たので低温細菌ではなく、両株における C20:4 脂肪酸の存在意義は不明である。なお、

Haliangium属は海洋性細菌の特徴を示したが（Fudou et al. 2002; Zhang et al., 2005）、菌

体脂質中に C20:4 脂肪酸は検出されなかった（表 3-20, No.3-4）。アンテイソ型

（anteiso-）脂肪酸も SIR-1T 株や SHI-1 株から検出され、anteiso-C16:0 は 0.3-1.0%、

anteiso-C17:0 は、0.9-1.2%が含まれていた（表 3-20, No.1-2）。アンテイソ脂肪酸は

Haliangium属からも見いだされたが（Fudou et al. 2002）、陸生粘液細菌からは検出され

ず（表 3-20, No. 5-7）、海洋性粘液細菌に特有の菌体脂質成分と考えられた。こちらも

その機能は不明だが、カチオン存在下での膜の流動性や膜構造の維持などに関与すると

推定される。 

4) DNA G+C 含量 

	
 ゲノム DNA の塩基組成は、既知の粘液細菌と同様に高 G+C 含量であり、69.3-70.0 

mol%の範囲であった。  
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表 3-20. OTU-1 の新規海洋性粘液細菌の分離株の菌体脂肪酸組成*1 

 脂肪酸の種類 
本研究の新規な                      

海洋性粘液細菌 

先行研究の                    

海洋性粘液細菌 
既知の陸生粘液細菌 

No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 No.7 

（分岐鎖脂肪酸） 

         iso-C13：0   0.6   0.9   Tr*3   0.1   0.2   0.0   Tr 
  iso-C14：0   0.9   1.4   Tr   0.8   4.7   Tr   2.9 
  iso-C15：0  35.6  32.3   2.8   1.3  17.6   9.5  44.0 
  iso-C16：0  13.5  14.6  15.3  40.3   2.9   2.9   1.6 
  iso-C16：1   0.1   0.4   7.1   1.0   0.0   0.0   0.0 
  iso-C17：0   3.6   5.2   5.0   6.5  12.0   7.2  13.2 
  iso-C17：1   0.0   0.0   0.0   0.0   9.6   0.0   0.0 
  anteiso-C16：0   0.3   1.0   5.0   9.7   0.0   0.0   0.0 
  anteiso-C17：0   1.2   0.9   2.0   4.8   0.0   0.0   0.0 

（直鎖鎖脂肪酸） 
       

   C14：0   0.7   1.2   2.0   5.9  23.8   3.3   3.0 
   C15：0   6.9   7.6   5.6   1.6   Tr   Tr   1.3 
   C16：0   9.2  13.1  38.3  15.1   2.7  39.0   3.0 
   C17：0   7.1   3.5   3.4   3.8   3.6   1.5   2.3 
   C18：0   0.4   0.4   3.8   1.8   0.0   6.6   0.0 
   C16：1   2.4   3.3   6.4   8.4  14.7  13.4  12.8 
   C17：1   0.2   0.2   1.0   2.2   3.1   1.5   3.5 
   C20：4  17.5  14.1   0.0   0.0   0.0   0.0   0.0 

（水酸化脂肪酸） 
   

  
   

  2-OH acids   0.0*2   0.0   0.0   0.0   0.0   0.0   2.3 
  3-OH acids   0.0   0.0   0.0   0.0   0.0   0.0   0.6 

*1 各脂肪酸の含量を全脂肪酸組成に対する百分率（mol %）として示す． 

No.1, SIR-1T 株; No.2, SHI-1 株; No.3, Haliangium ochraceum SMP-2T; No.4, Haliangium 

tepidum SMP-10T; No.5, Nannocystis exedens DSM 71T; No.6, Sorangium cellulosum YA-2; No.7, 

Myxococcus xanthus IFO 13542T 

*2 0.0：検出限界以下を示す． 

*3 Tr, 微量． 

 

3.3.5 OTU-2 の分類学的性状 

	
 OTU-2 の 6 菌株、SHK-1T、SMK-1-1、SMK-1-3、SMK-10、SKK-2 および SMP-6 の特

徴を以下に記載する。 

1) 形態および培養上の特徴 

	
 互いに類似した 6 株の中で最も明瞭に子実体様の細胞塊を形成した菌株：SHK-1Tにつ

いては、とくに詳細に形態的特徴を観察した（図 3-11）。栄養細胞は幅 0.5-0.7 µm、長

さ 1.5-7.0 µm の桿菌で、細胞の両端が丸みを帯びていた（図 3-11a）。粘液細菌に特有

の拡散性・溶菌性のコロニー（swarm）を形成し、その内側の寒天面は浅く陥没しクレ
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ーター状になるか（図 3-11b）、あるいはコロニーが寒天面上を薄膜状に拡がり生育し

た。コロニー形状は培養日数が短い間は円形だったが、培養日数を経るに従い弧状に広

がった部分が外周部に複数生じることもあった（図 3-11b）。コロニーの内側には多数

の小孔が生じて粗い質感を呈し、ときには溝や亀裂が生じたが寒天ゲルの溶解や液化は

みられなかった（図 3-11b, c）。陥没性コロニーの外周部で細胞密度が高くなる傾向が

あり、その部分の寒天内には細胞が密集したクリーム色の帯状の部分が観察される場合

もあった。コロニーの色調は、1/3CY-S100-20寒天上で薄いオレンジ色から薄い赤色を呈

し、VY2-S100-20寒天上ではほぼ無色だった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-11. OTU-2 の菌株 SHK-1T の光学顕微鏡像．(a) 栄養細胞の実体顕微鏡像（N2.0-S100-

20 液体培地で, 28˚C, 5 日間培養）; (b) 1/3CY-S100-20 寒天培地上で, 28˚C, 10 日間培養後の

寒天片周囲に生育した陥没性・拡散性 swarm; (c) VY/2-S100-20 寒天培地上で, 28˚C, 10 日

間培養した子実体様細胞塊の位相差顕微鏡像; (d) 白い矢印（c）で示した子実体様細胞塊を

高倍率画像; (e) 粘液胞子の位相差像（VY/2-S100-20 寒天上の子実体様細胞塊を採取し、ス

ライドグラス上で潰してから観察）．  



 59 

	
 子実体様細胞塊については，VY2-S100-20 寒天上のコロニー内においては比較的高頻

度で形成された（図 3-11c, d）。細胞塊の形状は直径 50-300 µm の球状‐多面体で、陸

生粘液細菌の Chondromyces属や Stigmatella属で報告されたような、柄や外皮や隔壁など

の特徴的な構造物は観察されなかった。子実体様細胞塊は、寒天培地表面だけではなく

内部にも形成され、しばしば弧状に並んで配列し（図 3-11c）、オレンジ色・赤色ある

いは淡褐色・褐色の色調を呈した。細胞塊を潰した際には、内部に直径 0.5-1.0 µm の球

状から楕円体の多数の細胞が観察され、胞子と考えられた（図 3-11e）。このような子

実体様細胞塊や胞子の形態的特徴は、陸生粘液細菌の Nannocystis 属や、§3.3.4 に記載

した OTU-1 とも類似していた。Nannocystis 属では子実体を覆う袋状の外皮が観察された

が（Reichenbach, 1989）、これら 6 菌株の子実体様細胞塊では明瞭な外皮は観察されな

かった。Nannocystis属の胞子の直径は 0.75-1.5 µmと記載された（Reichenbach, 1989）。

これら 6 株の胞子と思われる球状細胞は、直径がより小さかった。細胞塊の近傍の寒天

ゲル表面がしばしば開裂した点も（図 3-11c）、Nannocystis 属や Plesiocystis 属との類似

点であった。 

2) 生理・生化学的表現型 

	
 OTU-2 の 6 菌株は絶対好気性の化学従属栄養性細菌であった。生育温度範囲は 5−34˚C、

至適生育温度は 28−30℃であり、37˚C 以上で生育しなかった。至適生育 pH は 7.0−8.5 の

中性から弱アルカリ性で、pH 5.0以下もしくは pH 9.5以上では生育しなかった。このよ

うな特徴は、海水環境の pH（8.0−8.5）に適応した性質と考えられる。粘液細菌を液体培

地中で培養した際には分散して生育せず、細胞が凝集して菌塊を成す場合が多い。この

6 株も液体培地中（1/3CY-S100-20 あるいは N2.0-S100-20）の培養では細胞が分散せず、

直径が 1−3 mmのオレンジ色の菌塊を形成しながら生育した。 

	
 6 株について、海洋性細菌としての生理的性質も確認した。前述のように、海洋性細

菌の多くは NaCl 以外に、他の陽イオン類を生育に要求する（MacLeod, 1965）。6 株に

ついてこの点を確認のため，陽イオンに対する要求性を検討した。まず NaClについては、

添加しない培地で生育しなかったが、1.0 g L-1の低濃度でも生育可能であり、生育濃度範

囲は 0.1−4.0% (w/v) だった。生育に最適な食塩濃度範囲は 1.0−2.0% (w/v) であり、海水

相当かそれより薄い濃度だった。Na+ 要求性については、他の 1 価カチオン（K+ および

Li+）で代替できなかった。6 株は、Na+ 以外に Mg2+ や Ca2+も生育に要求した。すなわち、

この 6 株は 1/3CY+Na++Mg2+ 培地や 1/3CY+Na++Ca2+ 培地には生育したが、1/3CY+Na+ 

培地や 1/3CY+Na++K+ 培地では生育しなかった。以上の結果から、これら 6 株は、カチ

オン要求性の点で、海洋性細菌の性質を有していると考えられた。NaCl 要求性について

は、6 株ともに低濃度の NaCl を生育に要求する性質を示し、いわゆる slightly halophilic 

bacteriaの特徴を示した（Kushner 1978; 石田 2001）。 

	
 酵素活性（表 3-21）については、6 株ともオキシダーゼおよびカタラーゼは陽性だっ
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た。API ZYM キットによる酵素活性は、6 株ともまったく同一の活性パターンを示し、

他の粘液細菌との比較では、Nannocystis exedensや SIR-1T株（OTU-1）と類似していた。 

 

表 3-21. OTU-2 に属する 6 株の主な酵素活性 

酵素活性 反応 
オキシダーゼ ＋ 
カタラーゼ ＋ 
API ZYM 活性  
	
 アルカリ性フォスファターゼ ＋ 
	
 酸性フォスファターゼ ＋ 
	
 グルコシダーゼ（α，β） − 
	
 ガラクトシダーゼ（α，β） − 
	
 α-マンノシダーゼ − 
	
 α-フコシダ－ゼ − 
	
 β-グルクロニダーゼ − 
	
 N-アセチル-β-グルコサミニダーゼ − 
	
 ナフトール- AS-BI-フォスフォハイドロラーゼ ＋ 
	
 エステラーゼ（C4 および C8） w/− 
	
 リパーゼ（C4） w/− 
	
 ロイシン・アリルアミダーゼ w/− 
	
 バリン・アリルアミダーゼ − 
	
 システイン・アリルアミダーゼ − 
	
 トリプシン − 
	
 キモトリプシン − 

 

	
 溶菌性については、グラム染色陰性細菌（大腸菌など）の生菌体を溶菌したが、グラ

ム染色陽性細菌の菌体は溶解せず、また酵母の生菌体やオートクレーブ処理菌体は溶解

しなかった。高分子基質への作用については、6 株ともカゼインやゼラチンに対するプ

ロテアーゼ活性を示した。これらの蛋白分解活性は、微生物細胞の捕食や、環境中のタ

ンパク質の分解や摂取に関与すると考えられる。多糖類であるデンプン、キチン、アル

ギン酸、セルロースや、DNAおよび Tween 80は分解しなかった。 

3) 化学分類学的特徴 

	
 粘液細菌の既知菌種のキノン型は MK-8 であるが、この 6 菌株の主要キノン種は MK-

7だった。 

	
 菌体脂肪酸組成は 6 株とも類似し、主成分はイソ型分岐鎖脂肪酸で、iso-C15:0、iso-

C16:0 および iso-C17:0 が比較的多く含まれていた。この組成は、海洋性粘液細菌をも含

め既知の粘液細菌と類似していた。長鎖不飽和脂肪酸（C20:4）やアンテイソ型脂肪酸
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（anteiso-C16:0 および anteiso-C17:0）も検出された点は、OTU-1 と類似していた。C20:4

脂肪酸については OTU-1 からも見いだされており、アラキドン酸の可能性もあるが詳し

くは同定しなかった。アンテイソ脂肪酸は先述のように、Haliangium 属や OTU-1 にも含

まれていることから、海洋性あるいは好塩性の粘液細菌に共通した膜脂質成分と考えら

れる。 

4) DNA G+C 含量 

	
 ゲノム DNA の塩基組成は 6 菌株ともに、既知の粘液細菌と同様に高 G+C 含量であり、

65.6-67.4%（mol %）の範囲であった。 

 

3.3.6 OTU-3 の分類学的性状 

1) 形態および培養上の特徴 

	
 汽水性である OTU-3 の SYR-2T株は、接種した寒天片を中心とした、その周囲に円形

に広がる拡散性コロニー（swarm）を形成した。コロニー内の寒天面はごく浅く陥没す

ることが多く、その部分の細胞は寒天質中に潜り込む傾向を示したが（図 3-12A, B）、

ときには寒天面に薄膜上に広がり生育することもあった。コロニー内の寒天質が収縮し

亀裂が生じる場合があり（図 3-12A）、さらに開裂することもあったが、寒天ゲル自体

の完全な液化はみられなかった。Swarm 内側の寒天面上にはときとして、幾何学的模様

の溝が生じた（図 3-12B）。コロニーの色調は VY/2-S20-10 寒天および VY/2-S75-15 寒

天上において、無色から淡いピンク色を呈した。1/3CY-S20-10 寒天上で生育しにくく、

1/6CY-S20-10 寒天上では比較的良好に生育し、円形の swarm を形成した。このような生

育の特徴は，低栄養の培地を好む性質による考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-12. OTU-3 の菌株 SYR-2T のコロニー（swarm）．(A), N0.5-S20-10 寒天で、30˚C、20 日

間培養後の swarm（白い矢印は成長端）; (B), VY/2-S20-10 寒天の表面に生育した swarm． 
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 栄養細胞は、VY/2-S20-10寒天、1/6CY-S20-10寒天や N1-S20-10寒天［S20-10を基本

溶液とし、カゼインナトリウム（Natrose）1.0 g L-1、Bacto Agar 15 g L-1を含む］などの上

で、幅 0.5-0.8 µm、長さ 2.0-5.0 µmの両端が丸みを帯びた桿菌だった。 

	
 子実体様細胞塊は、径 50-800 µm の球状もしくは多面体状で、色調は茶色を帯びたオ

レンジ色‐赤色の子実体様細胞塊を形成した（図 3-13）。本研究で多種類の培地を検討

した範囲では、N1-S20-5 寒天の上で比較的に細胞塊を形成しやすかった。培養期間が長

くなると（5 ヶ月）、子実体様細胞塊は徐々に寒天表面からゲル内下方へと移動し、硬

さを増すのが観察された。この細胞塊は赤褐色の硬い膜に覆われ、内部には粘液胞子に

似た光学的屈折率が高い楕円体状の細胞が多数集合しているのが観察された。しかし、

これらの細胞の耐熱性や耐乾燥性などは確認できず、胞子とは断定できなかった。 

 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 3-13. OTU-3 の菌株 SYR-2T 株の子実体様の細胞塊．（A）, VY/2-S75-15 寒天上で, 27˚C, 2

週間培養後に形成された子実体様細胞塊（白い点線内, 白い矢印は swarm の成長端, Bar＝1 

mm）; （B）, N1.0-S20-5 寒天上で, 30˚C, 10 日間培養後に形成された細胞塊（薄い膜に覆われ

た多数の袋状の細胞塊が集合し, 内部には, 栄養細胞に比べ細胞が小さな短桿菌（幅：0.5‐

0.8 μm、長さ：1.5‐3.0 μm）が多数集合して存在, Bar＝100 μm）．   
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2) 生理・生化学的表現型 

	
 SYR-2T 株は絶対好気性の化学合成従属栄養細菌であった。生育温度は中温域にあり、

20-40˚C の範囲で生育し、至適生育温度は 30-35˚C だった。生育 pH については、中性付

近が至適であった。液体培養を行った場合は、他の多くの陸生あるいは海洋性粘液細菌

と同様に、細胞が分散して生育せず、径 0.5-3.0 mmの細胞塊を形成した。 

	
 汽水環境からの分離株という観点から、SYR-2T 株の NaCl 濃度に対する生育応答を調

べ、海洋性粘液細菌分離株と比較した（図 3-14）。培地として酵母寒天培地を使用し、

NaClや人工海水基礎培地（SWS）の濃度を変化させ生育応答を調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-１4. 汽水性（SYR-2T）および海洋性粘液細菌（SIR-1T, SHK-1T）の NaCl 濃度に対する生

育応答． 縦軸は 30˚C，14 日間の培養後のコロニー (swarm) の直径（mm）．  
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 図 3-14A に示すように、SYR-2T株は NaCl 濃度への応答の特徴から、海洋性粘液細菌

よりも低塩分の環境、すなわち分離源の汽水環境に特異的に適応したと推定された。こ

の菌株は、陸生菌用の VY/2寒天で生育せず、Na+以外に 2価陽イオンである Mg2+や Ca2+

を生育に要求した。生育 NaCl 濃度範囲は 0.0-2.0%（w/v）で、至適は 0.5-1.0%（w/v）

だった。添加 NaCl濃度が 0.0% および 2.0% での生育は遅く、14日間の培養後のコロニ

ーの直径は、至適濃度 0.5-1.0% の場合の 1/2以下だった（図 3-14A）。 

	
 さらに、SYR-2T 株や他の陸生および海洋性粘液細菌の生育 NaCl 濃度範囲を比較した

結果を図 3-15 に示す。陸生および海洋性粘液細菌の場合は、VY/2（Reichenbach and 

Dworkin, 1992）および VY/2-S100 寒天上で、汽水性粘液細菌：SYR-2T の場合は VY/2-

S20 および VY/2-S75 寒天上でそれぞれ培養し、NaCl 生育濃度を決定した。一部の粘液

細菌については文献値（Schäberle et al., 2010; Zhang et al., 2005）を参照した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-１5. 汽水性の SYR-2T（OTU-3）と海洋性および既知の陸生粘液細菌の生育 NaCl 濃度

の比較．生育濃度範囲を水色，至適濃度範囲を紺色で示す．波線の影は海水の平均 NaCl 濃

度 3.2-3.8%（w/v）を示す。試験菌（分離源）： 1, SYR-2T（OTU-3）（吉野川, 泥）; 2, SHK-1T

（OTU-2）（サロマ湖, 泥）; 3, SWB004 株（OTU-2, 海岸沈殿物, オランダ, Schäberle et al., 

2010）; 4, SWB006 株（OTU-2, 海岸沈殿物, ドイツ, Schäberle et al., 2010）; 5, SWB005 株

（OTU-2, 海岸沈殿物, アメリカ, Schäberle et al., 2010）; 6, SIR-1T（OTU-1）（西表島, 海草）; 7, 

Haliangium ochraceum SMP-2T（荒井浜, 海藻, 三浦半島）; 8, Myxococcus fulvus HW-1（海水, 

中国, Zhang et al., 2005）; 9, Nannocystis exedens DSM 71T（砂漠土壌, 米国）; 10, Myxococcus 

virescens ATCC 25203（土壌）.  
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 沿岸海水中の NaCl 濃度は、0.1-4.4%の範囲内で変動するとされる（Rheinheimer, 

1992）。汽水性粘液細菌 SYR-2T（OTU-3）は、NaCl 濃度範囲 0.0−＜2.5%（w/v）で生育

し、至適 NaCl 濃度が 0.5-1.0%（w/v）の範囲にあり、海洋性粘液細菌よりも低い NaCl

濃度の環境に適応していると考えられた。このような生育の NaCl濃度範囲は、海洋性の

SHK-1T 株（OTU-2）および SIR-1T 株（OTU-1）とは異なり、陸生粘液細菌の

Myxococcus virescensと同等だった。しかし、SYR-2T株は、0.5-1.0%（w/v）の NaCl添加

で生育が促進されるのに対し、陸生粘液細菌はこの範囲の NaCl存在下では、無添加時に

比べて生育は遅くなった。これらの結果より、SYR-2T 株の NaCl 濃度に対する生育応答

は、陸生菌とは異なり、汽水性の特徴を示していると考えられた。 

	
 SYR-2T 株の酵素活性については、オキシダーゼ陽性、カタラーゼ陰性であった。高分

子基質の分解活性について、カゼインに対するタンパク質分解活性は陽性だった。デン

プン分解活性（アミラーゼ）は、SYR-2T にはごく弱い活性が認められた。ただし、この

活性はコロニー（swarm）の内部にのみ検出され、コロニー周囲の寒天中のデンプンは

分解されなかった。ろ紙は分解しなかった。DNAase、Tween80 エステラーゼは陰性だっ

た。溶菌活性については、グラム陰性細菌の生菌体を溶菌したが、酵母の生菌体やオー

トクレーブ処理菌体は溶解しなかった。 

3) 化学分類学的特徴 

	
 SYR-2T株からは、菌体キノンの主成分として、MK-7が検出された。 

	
 菌体脂肪酸組成については、イソ型分岐鎖脂肪酸（iso-C15:0, iso-C16:0 および iso-

C17:0）が比較的に多く含まれており、これらの合計は全脂肪酸組成の 60%以上を占めた

（表 3-22）。この点では、他の陸生および海洋性の粘液細菌と類似していた（Fudou et 

al., 2002）。その他に少量のアンテイソ型脂肪酸として、微量ながら anteiso-C15:0、

anteiso-C17:0 や、アラキドン酸相当の長鎖多価不飽和脂肪酸（PUFA）として C20:4 も検

出された。PUFA は表 3-23 の 3 株中では、OTU-1 の SIR-1Tに最も多く含まれ、11.5%を

占めた。なお PUFA は、ソランギウム亜目の陸生粘液細菌である Phaselicystis 属や

Sandaracinus属からも検出されている（Garcia et al. 2009; Mohr et al., 2012）。したがって、

海洋性もしくは汽水性粘液細菌に特異的に含まれるものではないと考えられる。iso-

C13:0 は SYR-2Tと SIR-1Tから検出されたが、SHK-1Tからは検出されなかった。一方、

cyclo-C19:0ω8c が SHK-1Tから検出されたが、SYR-2Tと SIR-1Tからは見出されなかった。

anteiso-C16:0 は既述のように、SIR-1T や SHK-1T から一度は検出されたが（表 3-20）、

N2.0-S75-15 液体培地で調製した菌体からは検出されなかった（表 3-22）。したがって、

脂肪酸組成が培養条件に影響されることが示唆される。なお、表 3-20 の結果を得た際の

SIR-1T 菌体は、N2.0-S100-20 培地で調製したものであった。ヒドロキシ脂肪酸が一部の

陸生粘液細菌から検出されているが（Garcia et al., 2011）、SYR-2T、SHK-1T および SIR-

1T の 3株からは検出されなかった。 
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4) DNA GC 含量   

	
 SYR-2T株のゲノム DNAの塩基組成は既知の粘液細菌と同様に高 GC含量であり、69.7 

mol%であった。 

 

表 3-22. 汽水性粘液細菌 SYR-2T（OTU-3）の菌体脂肪酸組成（mol%）ーOTU-1 および OTU-2

との比較 

脂肪酸の種類 
OTU-3 
SYR-2T 

OTU-2 
SHK-1T 

OTU-1 
SIR-1T 

分岐鎖脂肪酸       
  iso-C13：0   1.3   0.0   0.7 
  iso-C14：0   0.8   0.5   0.3 
  iso-C15：0  43.8  24.2  40.7 
  iso-C16：0   9.6  24.0  11.8 
  iso-C17：0  22.4  12.6   9.8 
  iso-C18：0   1.4   1.6   0.0 
  iso-C18：1H   0.6   0.0   0.0 
  iso-C19：0   1.5   0.0   0.0 
  anteiso-C15：0   0.5   0.7   0.0 
  anteiso-C17：0   0.3   0.9   0.2 
直鎖脂肪酸       
  C14：0   2.4   3.4   1.3 
  C15：0   0.5   2.8   2.4 
  C16：0   4.2   9.2  13.9 
  C16：1ω5c   2.4   5.3   2.9 
  C16：1ω9c   0.3   0.0   0.0 
  C17：0   0.6   1.0   0.5 
  C18：0   2.0   3.2   1.0 
  C18：1ω9c   1.0   3.7   1.1 
PUFA       
  C18：3   0.0   0.0   0.3 
  C20：4   4.3   5.6  11.5 
環状       
 cyclo-C19：0ω8c   0.0   1.4   0.0 

 

3.3.7. OTU-4 の分類学的性状 

1) 形態および培養上の特徴 

	
 OTU-4 の SMH-27-4T株は、接種寒天片の周囲に円形に拡大する swarm を形成した。1

ヶ月間の培養後も、NaCl 濃度 0.0-2.5%（w/v）の寒天培地上では、swarm の輪郭は円形

だった。細胞は寒天質中へ潜り込む傾向を示し、コロニー内側の寒天面は浅く陥没した

（図 3-16）。ときには寒天質が収縮し断裂したが、寒天ゲル自体は完全には溶解液化し

なかった。コロニー内側の寒天面に蝕刻様の独特の幾何学的模様が生じる場合もあった

（図 3-16B）。コロニー外周部で細胞密度が高くなり、図 3-16A に矢印で示すように、

外周部に栄養細胞が帯状に密集した部分が生じた。コロニー色調は、VY/2-S20-10 寒天

上で淡褐色・ベージュ色を呈した。この菌株も、OTU-3 の SYR-2Tと同様に、1/3CY-S20-

10寒天上で生育が遅く、1/6CY-S20-10寒天上で比較的良好に生育した。 
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図 3-16. SMH-27-4T 株（OTU-4）のコロニー（swarm）．（A）, VY/2-S20-10 寒天上の swarm（淡

褐色－肌色の swarm が接種寒天片を中心に円形に拡大 [矢印は先端]）; （B）, 寒天培地を傾

斜させたときの斜め上方光源下での画像． 

 

 

	
 栄養細胞について、VY/2-S20-10寒天、1/6CY-S20-10寒天の上では、幅 0.5-0.7 µm，長

さ 1.5-7.0 µmで、細胞の両端が丸みを帯びた桿菌だった。子実体について、VY/2-S20-10

および VY/2-S75-15寒天では、明瞭な子実体形成は観察されなかった。 

	
 液体培養を行った場合は、他の多くの陸生あるいは海洋性粘液細菌と同様に、これら

の菌株は細胞が分散して生育せず、径 0.5−3.0 mmの細胞塊を形成した。 

2) 生理・生化学的表現型 

	
 SMH-27-4T 株は絶対好気性細菌であり、嫌気条件下では生育しなかった。本菌株は、

化学合成従属栄養細菌（chemoheterotrophs）であった。生育温度は中温域で、18−40˚C の

範囲で生育し、至適生育温度は 30−34˚C で、42˚C 以上で生育しなかった。生育 pH につ

いては、中性付近で最もよく生育した。液体培養を行った場合は、他の多くの陸生ある

いは海洋性粘液細菌と同様に、細胞が分散して生育せず、径 0.5−3.0 mmの細胞塊を形成

した。 

	
 SMH-27-4T 株の汽水性粘液細菌としての特徴を明らかにするために、酵母寒天培地中

の NaCl や他の無機塩類の濃度を変化させ生育応答を調べた。NaCl 濃度に対する生育応

答を、図 3-17 に示す。生育 NaCl 濃度範囲は 0.0-3.0%（w/v）、至適は 0.5-1.5% （w/v）

だった。食塩濃度 0.0-0.5%では、培地中の NaCl 濃度の増加に応じ生育が促進されたの

で、この菌株は食塩要求性と判定された。SYR-2T 株と同様に、NaCl 濃度 0% でも遅い

生育を示したが（図 3-17）、陸生菌用の VY/2 寒天では生育しなかった。以上から、こ

の菌株の生育にも、Na+以外の 2価カチオン、Mg2+もしくは Ca2+、あるいはその両方が必

要と推定された。NaCl 濃度が 2.0%（w/v）以上では、0.5-1.5% の場合に比べ生育は遅く
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なり、3.5%以上ではまったく生育しなかった。このような汽水性細菌としての性質は、

OTU-3の SYR-2Tと似ていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-17. SMH-27-4T 株（OTU-4）の NaCl 濃度に対する生育応答．VY/2-Sx-y 寒天培地上，

30˚C, 14 日間の培養後にコロニー (swarm) の直径を測定． 

 

 

	
 酵素活性については、オキシダーゼ陽性、カタラーゼは陰性もしくは弱い活性を示し

た。高分子基質の分解活性について、カゼインに対するタンパク質分解活性は陽性だっ

た。デンプン分解活性（アミラーゼ）は陰性だった。DNAase は陰性もしくは弱い活性

が認められ、Tween 80、リパーゼは陰性だった。溶菌活性グラム陰性細菌の生菌体を溶

菌したが、酵母の生菌体やオートクレーブ処理菌体は溶解しなかった。 

3) 化学分類学的特徴 

	
 SMH-27-4T株の菌体キノンの主成分として、MK-8が検出された。 

	
 菌体脂肪酸については、N0.5-S20-10 培地（S20-10 を基本溶液とし、Natrose [カゼイン

ナトリウム] 0.5 g L-1 を含む）で調製した菌体の場合は、他の粘液細菌と同様に主要な成分

は、イソ型分岐鎖脂肪酸であり、iso-C15:0および iso-C17:0が比較的多く含まれ、ピーク

面積比はそれぞれ 29.5% および 33.5% で両者の合計は 60% 以上であった。その他に

iso-C15:1、iso-C16:0、iso-C10:0 および iso-C13:0 なども少量含まれ（ピーク面積比％：

8.0、3.3、2.6 および 1.2）、イソ型分岐鎖脂肪酸を有する点は既知の粘液細菌の特徴と類

似していた。その他に、C16:1ω5c（面積比：5.6%）、C15:0（面積比：3.1%）も検出さ

れた。アンテイソ型脂肪酸は、OTU-1 の SIR-1T 株、OTU-2 の SHK-1T 株、OTU-3 の

SYR-2T株、および既知の海洋性粘液細菌の Haliangium 属からも検出されたが、SMH-27-
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4T株からは検出されなかった。また、OTU-1 の SIR-1T株、OTU-2 の SHK-1T株、OTU-3

の SYR-2T株や一部の陸生粘液細菌から見出された、アラキドン酸と類似の長鎖不飽和脂

肪酸 C20:4 は SMH-27-4T株からは検出されなかった。このように、SMH-27-4T株の脂肪

酸組成は、他の陸生および海洋性、汽水性粘液細菌の場合と比較し、構成分子種や各成

分の構成比率の点で異なっており、この菌株の分類学的な独自性を反映していると考え

られる。 
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3.4 考察 

 

3.4.1 海洋性、汽水性粘液細菌の分離 

	
 今回、沿岸海域試料からの海洋性粘液細菌の分離を試みたところ、砂や泥や海岸動物

および海草からの出現頻度が比較的に高率であった（表 3-15）。それらの試料では、溶

菌性コロニー（swarm）の出現率が 20% 以上に達した。砂粒については、表面にある多

数の微小な凹部が、細菌の生息場所となることが指摘されている（松田, 1991）。粘液細

菌がこうした微小環境において、捕食者あるいは高分子基質（タンパク質や多糖など）

の分解者としての役割を果たしていると推測される。泥の場合にも、粒子表面や粒子間

隙に粘液細菌が生息していると思われる。海岸動物遺体や海草については、それらの生

物体表面に粘液細菌が生息し、表面の他の微生物や生物体由来の多糖などの高分子基質

を利用している可能性がある。一方、これらの試料が海岸に漂着後に、粘液細菌が周囲

の砂などから移動してきた場合もあると思われる。粘液細菌の純化率に関しては、砂や

泥では 10% 程度の値に達したものの、他の試料からの場合はそれ以下だった。海岸動物

からの粘液細菌の純化率が低かった理由は、結果にも述べたように、粘液細菌以外に他

の滑走細菌が混在し、分離用寒天培地の表面で粘液細菌の swarm より速やかに広がり生

育したことによる。これらの滑走細菌の多くは、結果では述べなかったが、16S rRNA遺

伝子の分子系統ではバクテロイデス（Bacteroidetes）門の細菌だった。 

	
 ガンマプロテオバクテリア綱に属する異なるグラム染色陰性菌を餌とした 2 つの分離

培地（Ec-S75-15 および Alt-S75-15）を比較すると、粘液細菌の出現率や純化率について、

明瞭な差は認められなかった（表 3-15）。大腸菌は海水中での生残性は低いことが知ら

れているが、ある程度の耐塩性を有していると思われ、海水相当の NaCl（2.0%, w/v）を

含む寒天培地上でも自己溶解しなかった。このため、捕食性粘液細菌の分離用の餌とし

て、大腸菌および海洋性の Alteromonas haloplanktis とを比較した場合に、互いの分離結

果に大差がなかったと考えられる。この結果から、海洋性粘液細菌を分離するための釣

菌用餌細菌として、大腸菌は十分に利用可能との結論に達した。 

	
 海岸由来試料からの分離の際に、試料を無処理あるいは前処理として 80˚C の加熱処理

も検討した（§3.3.1）。前述のように、一部の試料では、80˚C、5 分間の乾熱処理を加

えた場合には、粘液細菌以外の滑走性細菌の出現はある程度抑制され、swarm 形成菌

（粘液細菌）の出現率や純化率は向上する場合もあった。しかし、自然界における粘液

胞子の形成状態と栄養細胞との存在割合が影響していることも推定され、栄養細胞が多

い場合には、80˚C、10 分の加熱では、粘液細菌の細胞自体に熱損傷が生じ、出現率が低

下した可能性がある。 

	
 本研究の結果から、人工海水基礎培地 SWS（表 3-2）をもとにして調製した低栄養寒

天培地を用い、大腸菌溶解性の捕食性滑走性細菌として新規な粘液細菌が分離可能なこ
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とが示された。それらの菌株の大部分は、菌体キノンとして MK-7 を有するナノシステ

ィス科の粘液細菌であった（表 3-18）。人工海水の NaCl 濃度を海水より低濃度（0.5-

1.0%）に調製することにより、選択性が高い分離法とはいえないが、汽水性粘液細菌の

分離が可能と考えられる。 

	
 従前の研究（Fudou et al., 2002）および本研究によって、海洋や汽水環境に、陸生粘液

細菌とは系統的に異なる特有の粘液細菌が生息していることは明らかである。しかしな

がら、本研究では定量的な検出を行なっていないために、海洋や汽水環境にどの程度の

菌数で粘液細菌が生息しているか、あるいはこれらの微生物生態系での役割は、今なお

定かでない。すでに、非培養的技法による海洋底泥試料の菌相解析によって、海底環境

における粘液細菌の近縁菌の分布が示唆されているが（Moyer et al., 1995; Gray and 

Herwig, 1996）、今後はメタゲノムの技法や次世代シーケンサーを利用した網羅的な細菌

叢の解析によって、海洋・汽水環境での粘液細菌の群集構造や生態的役割がより明らか

になることが期待される。 

 

3.4.2 新規粘液細菌の系統・高次分類 

	
 本研究で分離した海洋性、汽水性の粘液細菌のほんとんど全部は、16S rRNA遺伝子配

列に基づいた分子系統解析の結果から、ナノシスティス亜目、ナノシスティス科に分類

されることが分かった。筆者がこれらの粘液細菌を分離した当時では、The Prokaryotes

第 2 版（Springer-Verlag）において粘液細菌はシストバクター（Cystobacterineae）亜目と

ソランギウム亜目の二つの亜目に分類されていた（Reichenbach, 1992）。2005 年に出版

された Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology（第 2 版）においては、“Order VIII. 

Myxococcales”（粘液細菌目）の章で粘液細菌の高次分類体系が変更された。すなわち、

Bergey's Manual ではシストバクター亜目およびソランギウム亜目に加え、ナノシスティ

ス亜目が新設され、粘液細菌目は 3 つの亜目から構成されることになった。この変更理

由は、Nannocystis 属を含む一群の粘液細菌群が系統樹上で突出した分枝を構成している

点を考慮したことによる（Shimkets and Woese 1992; Spröer et al., 1999）。本章での図 3-5

の系統樹は、これを証明している。 

	
 本研究の系統解析の結果は、新規分離株が 7つの OTUに分別可能なこと、さらにその

中の 4 つの OTU（OTU-1, -2, -3, -4）は新属に相当することを示唆した。これらの OTU

の分類学的命名提唱について、OTUごとに具体的な"description"も含めて以下に述べる。 

 

3.4.3 OTU-1 に対する新属・新種 Plesiocystis pacifica の提唱 

	
 結果で述べたように、OTU-1 として分類した海洋性粘液細菌 SIR-1T株と SHI-1 株の 2

株に関しては、新属新種の命名が妥当と考えられた。表現型に基づく分類学的性質とし

て、プロテオバクテリア門としては希少な部分飽和型メナキノンである MK-8(H2) を有
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していた点や、菌体脂質に多価不飽和脂肪酸（C20:4）を含んでいた点、あるいは生理的

性質の面で典型的な海洋性細菌の特徴を示したことなども、新学名提唱の妥当性を支持

している。 

	
 そこで、これら 2株を包括する OTU-1に対して新属新種 Plesiocystis pacifica gen nov., 

sp. nov.を提唱する。新属名 Plesiocystis は、SIR-1T株と SHI-1 株の両菌株が、16S rRNA

遺伝子による分子系統樹上で、Nannocystis 属に隣接した分枝上に位置していることに由

来する。すなわち、ギリシャ語で「隣人」を意味する“plesion”と、子実体の形状が袋状

であることを意味する“cystis”の合成語として“Plesiocystis”を造語し、「Nannocystis 属に

隣接した、袋状の子実体を形成する粘液細菌」を表わしている。Plesiocystis pacificaの基

準 株 は SIR-1T 株 で あ り 、 理 化 学 研 究 所 の 微 生 物 材 料 開 発 室 （ JCM ）

（http://jcm.brc.riken.jp/ja/）に JCM 11591Tとして、ドイツの The Leibniz Institute DSMZ - 

German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)（https://www.dsmz.de/）に DSM 14875 Tとして寄

託済みである。 

	
 地理的に遠く離れた 2 地点、八丈島から SHI-1 が、西表島からは SIR-1Tがそれぞれ分

離されたことから、Plesiocystis pacificaは太平洋の暖流域に広範に分布すると推定される。 

 

新属・新種の記載  

Description of Plesiocystis gen. nov.  

Plesiocystis [Ples.i.o.cys’tis. Gr.masc.n.plesion neighbour; Gr. fem. n.cystis bladder; N. L. fem. n. 

Plesiocystis neighbour bladder (to imply the genus is phylogenetically clustered next to the genus 

Nannocystis on the dendrogram)]          

Cells are straight rods with blunt, rounded ends (‘Sorangium’ type).  Gram-negative.  Spherical 

myxospores with diameters 0.5−0.7 µm are formed.  Vegetative cells move by gliding on solid 

surfaces, tending to concentrate at the swarm periphery; the agar gel within the swarms is often 

cleaved.  Spherical or oval-shaped cell clusters that migrate away from the centre and leave 

etched paths in the gel surface are observed on agar media.  Fruiting bodies are pinkish- to 

brownish-orange.   They are solitary aggregates, without a distinct wall.  Strictly aerobic 

chemoorganotrophs.  Mesophilic, neutrophilic and slightly halophilic.  Oxidase-positive and 

weakly catalase-positive or negative.  Casein and gelatin are hydrolysed, whereas starch, chitin, 

alginate and cellulose are not.  Agar gel is not liquefied.  Tween 80 is weakly hydrolysed or not 

hydrolysed.  DNA is weakly hydrolysed.  The major quinone is MK-8(H2).  The major cellular 

fatty acid components are iso-C15:0, iso-C16:0.  anteiso-C16:0 and anteiso-C17:0 and a long-

chain polyunsaturated fatty acid (PUFA), C20:4 are also detected.  Hydroxy fatty acids are not 

detected.  The G+C content of genomic DNA is nearly 70 mol%.  The phylogenetic position is 
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in the suborder Sorangineae, order Myxococcales.  The type species is Plesiocystis pacifica. 

 

Description of Plesiocystis pacifica sp. nov. 

Plesiocystis pacifica  ( pa.cif ’ic.a. N.L. fem. adj. pacifica pertaining to the Pacific Ocean). 

Has all the characteristics of the genus.  Colonies are coloured light-pink to orange on 1/3 CY 

SWS medium.  Growth temperature is between 15 and 32˚C.  No growth occurs above 34˚C or 

below 10˚C.  Growth occurs at an NaCl concentration between 1.0 and 4.0% (w/v), with an 

optimum at 2.0−3.0% (w/v).  The Na+ requirement cannot be substituted by Ca2+, Mg2+, K+ or Li+.  

NaBr can partially replace NaCl, but NaI cannot.  Besides NaCl, cations of seawater (Ca2+ , Mg2+ 

and K+) are also required.  The pH range for growth is 5.5–9.0, with the optimum at neutral pH 

(7.0-8.5).  Acid phosphatase, alkaline phosphatase and naphthol-AS-BI-phosphohydrolase are 

detected using the API ZYM system.  Esterases and glucosidases are not produced.  Autoclaved 

yeast cells were not decomposed in Vy2-SWS agar.  Isolated from the Pacific coasts of Japan. 

The type strain is SIR-1T (= JCM 11591T = DSM 14875 T =AJ 13960 T). 

 

3.4.4 OTU-2 に対する新属・新種 Enhygromyxa salina の提唱 

	
 OTU-2 の 6 株については、16S rRNA 遺伝子配列解析に基づく進化距離のみからは、

Plesiocystis 属と比較的近く、これとは異なる新属に含めるべきかどうかは、微妙な判断

であった。化学分類の重要な指標である菌体脂肪酸組成については、他の粘液細菌属と

の類似点が認められた。しかし、キノン型は Plesiocystis 属の MK-8(H2)、陸生粘液細菌

や Haliangium 属の MK-8 とは異なる MK-7 だった。DNA の G+C 含量は、Plesiocystis 属

の 69.3−70.0％より少し低い値で、65.6−67.4％だった。これらは、OTU-2 と Plesiocystis

属との鑑別性状として重要な指標となる。 

	
 さらに、生理的性質については Plesiocystis 属との差異が認められた。カチオン要求性

について、これらの 6 株は、培地へ Na+を単独で添加の場合には生育せず、Na+以外に

Mg2+あるいは Ca2+のどれか一方を加えれば生育可能だった。これに対し、Plesiocystis 

pacifica SIR-1T 株および SHI-1 株は、Mg2+、Ca2+および K+の 3 つのカチオンを同時に要

求した。このようなキノン型の特徴、生理学的性状、G+C 含量に加えて系統樹上での

Plesiocystis 属からの進化距離なども考慮し、6 株について新属新種の学名を提唱するの

が妥当と判断した。 

	
 そこで、OTU-2 の 6 株に対する新属・新種名として Enhygromyxa salina gen. nov., sp. 

nov.を提唱する。この属名の接頭語である enhygro は「湿った環境に生息する」の意であ

り、Enhygromyxa で湿った環境に生きる粘液細菌の意味になる。種形容名の salina は好

塩性の性質を表わす。Enhygromyxa salina の基準株 SHK-1Tは、JCM および DSM にそれ

ぞれ JCM 11769T、DSM 15217 Tとして寄託した。 
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 Enhygromyxa salina は以下の生理的特徴を有する。NaCl のほかに、Mg2+あるいは Ca2+

を生育に要求する海洋性細菌の性質を示す。生育可能な NaCl 濃度範囲は 0.1-4.0％ (w/v) 

なので、汽水域から海水相当濃度域まで広く分布すると推定される。生育温度範囲は 5-

34˚C であり、低水温の海域から暖海において生育すると考えられる。実際に、E. salina

に相当する 6 株は、本州から北海道に至る日本沿岸各地の 4 地点から分離された（図 3-

1）。これらの地点間は遠く隔たり、各地点は水温の季節変動や水質などの点で、互いに

異なる環境条件下にあると考えられる。E. salina が日本各地の海岸から分離された理由

は、本菌の生育可能な NaCl濃度や温度の範囲が広いことによると推定される。 

 

新属・新種の記載  

Description of Enhygromyxa gen. nov.  

Enhygromyxa  [ En.hygro.myxa. Gr. adj. enhygro growing or living in wet or moist habitats, Gr. 

fem. n. myxa slime; N. L. fem. n. Enhygromyxa slime of wet or moist habitat, that means aquatic 

myxobacteria ].                            

Cells are straight rods with blunt, rounded ends (Sorangium type).  Gram-negative.  Spherical 

myxospores with diameters 0.5–0.7 µm are formed.  Vegetative cells move by gliding, tend to 

concentrate at the swarm periphery and the agar gel within the swarms is sometimes cleaved, but 

agar gel is not liquefied.  Fruiting bodies are orange to brownish-orange.  They are solitary 

aggregates, with thin slimy wall.  Strictly aerobic chemoorganotrophs.  Mesophilic, neutrophilic 

and slightly halophilic.  The major quinone is MK-7.  The major cellular fatty acid components 

are iso-C15:0, iso-C16:0 and iso-C17:0.  Anteiso acids (anteiso-C16:0 and anteiso-C17:0) and a 

long chain PUFA (C20:4) are also detected.  Hydroxy fatty acids are not detected.  The G+C 

content of genomic DNA ranges from 65 to 67 mol%.  The phylogenetic position is in the family 

Nannocystaceae, the order Myxococcales.  The type species is Enhygromyxa salina. 

 

Description of Enhygromyxa salina sp. nov. 

Enhygromyxa salina. (sa.li'na. L. adj. salina salted, saline). 

Has all the characteristics defining the genus.  Colonies are colored light-orange to red on 1/3 

CY-SWS medium.  Growth temperature is between 5–34˚C, with an optimum at 28–30˚C.    

No growth occurs at 37˚C or above temperatures.  The ability of the isolates to grow at low 

temperatures between 5-10˚C distinguish them from the other marine myxobacteria.  Growth 

occurs at a NaCl concentration between 0.1–4.0% (w/v), with the optimum at 1.0-2.0% (w/v).  

The Na+ requirement cannot be substituted with Ca2+, Mg2+, K+ or Li+.  NaBr can partially 

replace NaCl, but NaI cannot.  Besides NaCl, divalent cations of seawater (Ca2+ or Mg2+) are also 

required.  The pH range for growth is 5.5–9.0, with an optimum pH of 7.0-8.5.  Oxidase- and 
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catalase-positive.  Casein and gelatin are hydrolyzed, while starch, chitin, alginate, cellulose and 

DNA are not.  Alkaline phosphatase, acid phosphatase, and naphthol- AS- BI- phosphohydrolase 

are detected by the APIZYM enzyme assay.  Esterases(C4 and C8), lipase(C4), and leucine-

arylamidase were weakly positive or negative.  Valine- arylamidase, cystine-arylamidase, trypsin, 

chymotrypsin, galactosidases(α and β), β-glucuronidase, glucosidases(α and β), N-acetyl-β-

glucosaminidase, α-mannosidase, and α-fucosidase activities were not detected.   Autoclaved 

yeast cells were not decomposed in VY/2-SWS agar.  Isolated from the coasts of Japan.  The 

type strain is SHK-1T (JCM 11769T = DSM 15217 T ).  

 

3.4.5 OTU-3 に対する新属・新種 Pseudenhygromyxa salsuginis の提唱 

	
 OTU-3 の SYR-2T株については、16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく分子系統解析の結

果、いかなる属とも隔たった独自の系統を示した。さらに、Plesiocystis 属菌株（OTU-1）

や Enhygromyxa 属菌株（OTU-2）とは異なる汽水性を示す生理的特徴から、前 2 属に近

縁の新属・新種相当の粘液細菌とするのが妥当と判定された。 

	
 そこで、OTU-3 の SYR-2T 株を包括する新属・新種名として Pseudenhygromyxa 

salsuginis gen. nov., sp. nov.を提唱する。Pseudenhygromyxaは、「Enhygromyxa 属に近縁」

を意味する属名であり、種形容名 salsuginis は「塩分を含む環境における分布」を表わす。

SYR-2T株は徳島県、藍住（あいずみ）町の吉野川流域（河口から 12 km 上流）の塩性湿

地の泥試料から分離された。Pseudenhygromyxa salina の基準株 SYR-2Tは、NBRC および

DSMにそれぞれ NBRC 104351T、DSM 21377Tとして寄託した。 

 

新属・新種の記載  

Description of Pseudenhygromyxa gen. nov. 

Pseud(o)enhygromyxa (Pseu. d(o). enhygromyxa. Gr. Adj. pseudes, false; L.n. Enhygromyxa, 

genus of marine myxobacteria; L.n. Pseudoenhygromyxa, false Enhygromyxa). 

Cells are rod-shaped, move by gliding and form swarms on agar media.  Fruiting body (FB)-

like structures and myxospore-like optically refractive cells are formed.  Mesophilic bacterium 

which grows between 20–40°C.  Requires lower concentration of NaCl than the average 

seawater level for the growth.  Grows at neutral pH range.  The fatty acid profile is 

characterized by major amount of BCFAs and minor amount of SCFAs, when cultured in N2.0-

S75,15 liquid medium.  PUFAs are also found among cellular FAs.  The major cellular quinone 

is MK-7.  The DNA G + C content of the type strain of the type species is 69.7 mol %.  As 

shown by 16S rRNA gene sequence analysis, the genus belongs to the suborder Nannocystineae, 

the order Myxococcales, the class Deltaproteobacteria.  The phylogenetic position of the genus 

is more closely related to the genus Enhygromyxa than to the genus Plesiocystis.  The type 
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species is Pseudenhygromyxa salsuginis. 

 

Description of Pseudenhygromyxa salsuginis sp. nov. 

Pseud(o)enhygromyxa salsuginis (sal.su’gi.nis. L. gen. n. salsuginis, of brackish water) 

Cells are gliding rods, measuring 0.5–0.8 × 2.0–5.0 µm.  In addition to the characteristics 

reported above in the genus description, globular to polyhedral, solitary and sessile FB-like cell 

aggregates, 50–800 µm in diameter, colored in brownish-red to -orange, appeared on the surface 

of agar media.  Consistency of them were rather soft and butyrous at 1–2 weeks of incubation 

period.  During prolonged incubation, the aggregates turned to have tougher consistency and be 

coloured in dark-brown.  They often migrated into the agar gel matrix from the surface, 

sometimes reached to the bottom of the plate.  Myxospore-like optically refractive, spherical to 

ellipsoidal cells, 0.5–0.7 µm in diameter, are found in them.  Mesophilic bacterium, no growth 

occurs above 40 °C or below 15°C.  NaCl concentration range for the growth is between 0.0–

2.0% (w/v), with an optimum at 0.2–1.0%.  No growth in higher NaCl concentration than 2.5% 

(w/v).  It requires both Mg2+ and Ca2+ for the growth, and does not grow in VY/2 agar for 

terrestrial myxobacteria.  The optimum growth pH range is between pH 7.0–7.5.  No growth 

below pH 5.5 or above pH 8.5.  Oxidase was positive but catalase was negative.  Colonies are 

Congo-red-negative.  Aerobic.  It decomposes live E.coli cells, but does not lyse autoclaved 

yeast cells.  Caseinase and gelatinase are positive.  The strain is rather oligotrophic, and grows 

in CY/6-S75-15 medium but not in CY/3-S75-15.  Does not utilize nitrate as nitrogen source.  

Amylase is negative or weakly positive: starch is sometimes weakly hydrolyzed but soluble 

starch is not.  Xylanase is weak.  Does not degrade filter papers.  It sometimes cleaves the 

agar gel matrix within the swarm area, but does not completely liquefy agar gel.  Tween 80 

lipase and DNAase are negative.  The major cellular fatty acids are iso-C15:0, iso-C16:0 and iso-

C17:0.  Contains small amount of C20:4ω6,9,12,15c (arachidonic acid), but eicosapentanoic acid 

was not detected.  Small amount of anteiso acids (anteiso-C15:0, anteiso-C17:0) and iso-C19:0 are 

present.  It lacks hydroxylated acids.  The type strain is SYR-2T (= NBRC 104351T = DSM 

21377T), isolated from a mud sample collected from a marsh alongside the Yoshino River 

(Yoshinogawa), Tokushima Prefecture, Shikoku, Japan. 

 

3.4.6 OTU-4 に対する新属・新種 Paraliomyxa miuraensis の提唱 

	
 OTU-4に属する SMH-27-4T株についても、上記の 3つの OTU同様、16S rRNA遺伝子

配列に基づいた系統解析の結果や分類学的な性質の検討結果から、新属新種に包括させ

ることが妥当と考えられた。SMH-27-4T 株は Pseudenhygromyxa salsuginis SYR-2T 株

（OTU-3）同様、汽水性粘液細菌としての特徴を有する。すなわち、生育 NaCl 濃度範囲



 77 

は 0-3%（w/v）で食塩無添加でも生育するが、至適は 0.5-1.5%（w/v）である。また、

海水に近い NaCl 濃度では生育速度が低下し、3.5%以上ではまったく生えなくなる。キ

ノン型は、ほかの 3つの OTUのいずれとも異なる MK-8であり、この点ではむしろ陸生

粘液細菌や Haliangium属と似た性質を示した。 

	
 そこで、SMH-27-4T 株（OTU-4）に対し、新属・新種名 Paraliomyxa miuraensis gen. 

nov., sp. nov.を提唱する。属名の接頭語である paralia は「沿岸や海岸線」の意であり、

Paraliomyxa で「沿岸に生息する粘液細菌」の意味になる。また、種形容名は「三浦地方」

を意味する。本菌株は、分離学的に新規であるばかりではなく、第 5 章に述べるように、

新規環状デプシペプチドであるミウラエナミドの生産菌としても、特筆すべき特徴を有

している。 

 

新属・新種の記載  

Description of Paraliomyxa gen. nov. 

Paraliomyxa [Paralio.myxa. Gr. adj. paralio growing or living in coastal environment, Gr. fem. n. 

myxa slime; N. L. fem. n. Paraliomyxa slime of coastal habitat, that means coastal myxobacteria]. 

Cells are rod-shaped, move by gliding and form swarms on agar media.  Fruiting body (FB)-

like structures and myxospore-like optically refractive cells are formed.  Mesophilic bacterium 

which grows between 18–40°C.  Requires lower concentration of NaCl than the average 

seawater level for the growth.  Grows at neutral pH range.  The fatty acid profile is 

characterized by major amount of BCFAs and minor amount of SCFAs, when cultured in N0.5-

S20-10 liquid medium.  PUFAs are not found among cellular FAs.  The major cellular 

quinone is MK-8.  The DNA G + C content of the type strain of the type species is 69-70 mol %.  

As shown by 16S rRNA gene sequence analysis, the genus belongs to the suborder 

Nannocystineae, the order Myxococcales, the class Deltaproteobacteria.  The phylogenetic 

position of the genus is distantly related to the genus Enhygromyxa and the genus Plesiocystis.  

The type species is Paraliomyxa miuraensis. 

 

Description of Paraliomyxa miuraensis sp. nov. 

Cells are gliding rods, measuring 0.5–0.8 × 2.0–5.0 µm.  In addition to the characteristics 

reported above in the genus description, type strain was found to produce the novel antifungal 

depsipeptides: miuraenamides.  The strain required very low concentration of NaCl for the 

growth.  No distinct fruiting body was observed for the strain.  The major cellular quinone was 

MK-8, and the major cellular fatty acid components were iso acids (iso-C15:0 and iso-C17:0).  

Long chain PUFAs (poly unsaturated fatty acids) and hydroxy fatty acids were not detected.  

Caseinase was detected, but amylase was not.  On the basis of phylogenetic, chemotaxonomic 



 78 

and physiological data, Paraliomyxa miuraensis gen. nov., sp. nov. is proposed.  Mesophilic 

bacterium, no growth occurs above 40 °C or below 15°C.  NaCl concentration range for the 

growth is between 0.0–3.0% (w/v), with an optimum at 0.5–1.5 %.  No growth in higher NaCl 

concentration than 3.5% (w/v).  It requires both Mg2+ and Ca2+ for the growth, and does not grow 

in VY/2 agar for terrestrial myxobacteria.  The optimum growth pH range is between pH 7.0–7.5.  

No growth below pH 5.5 or above pH 8.5.  Oxidase was positive but catalase was weak or 

negative.  Colonies are Congo-red-negative.  Aerobic.  It decomposes live E.coli cells, but 

does not lyse autoclaved yeast cells.  Caseinase and gelatinase are positive.  The strain is rather 

oligotrophic, and grows in CY/6-S75-15 medium but not in CY/3-S75-15.  Does not utilize 

nitrate as nitrogen source.  Amylase is negative.  Does not degrade filter papers.  It sometimes 

cleaves the agar gel matrix within the swarm area, but does not completely liquefy agar gel.  

Tween 80 lipase and DNAase are negative.  The major cellular fatty acids are iso-C15:0 (29.5%) 

and iso-C17:0 (33.5%).  iso-C15:1 (8.0%) and iso-C16:0 (3.3%) were also detected.  It lacks 

anteiso-acids, long chain PUFAs (poly unsaturated fatty acids) and hydroxylated acids.  The type 

strain is SMH-27-4T. 
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第 4 章 温泉環境由来の新規粘液細菌の探索 

 

 

4.1 はじめに 

 

	
 第 3 章に述べたように、ナノシスティス亜目（suborder Nannocystineae）、ナノシステ

ィス科（family Nannocystaceae）に属する新規な粘液細菌が、日本各地の海岸や河口など

の水圏や土壌環境に普遍的に分布することが本研究で明らかになった。それらの菌株に

共通した生理的特徴は、NaCl の要求性である。塩分濃度への生育応答は菌株ごとに多様

であり、それぞれ海洋性あるいは汽水性の性質を示したが，生育温度の点ではどの分離

株も常温性であった。これらの菌株の分離操作を常温（27-30ºC）で行ったことから、そ

れ自体は妥当な結果と思われるが、一部の海洋性粘液細菌は、分離環境からは予想外の

かなり高温側でも生育可能である。たとえば、先行研究で得られたコフレリア科（family 

Kofleriaceae）の海洋性粘液細菌 Haliangium tepidum は、常温の海草堆積物から分離され

たが、45˚Cで生育する（Fudou et al., 2002）。また、ナノシスティス科の海洋性粘液細菌

の分離株 SYM-1 は、常温の波打ち際の砂から分離されたが、45˚C で生育可能である。

陸生粘液細菌についても高温で生育可能な例が知られ、土壌由来菌株 Myxococcus sp. 

GT-7株の最高生育温度は 48˚Cと報告された（Gerth and Müller, 2005）。以上の例から、

45˚C 付近の高温側で生育できる粘液細菌は、土壌や海岸などの常温環境にも広く分布す

ることが示唆される。海岸の砂地や陸地の土壌表層は常温環境だが、夏季の日光直射下

で 45˚C 付近になる部分もあると推定され、その温度で生存可能な菌株が生息すると考え

られる。このような「高温性」の粘液細菌が自然界には広く分布ことが推定されたので、

著者らは 45˚C よりさらに高温の 50˚C で生育可能で、分類学的に新規な高温性粘液細菌

の探索を試みることにした。 

	
 高温性微生物の分離源として、従来は温泉や堆肥あるいは砂漠土壌などから探索が行

われてきた。堆肥や土壌環境中では、発酵微生物相の遷移や気象状況の変動に伴う温度

変化が著しく、一定の高温状態が維持されるのは一時的である。他方で、温泉環境中で

は、一定の高温状態が長期間にわたり保持されており、高温環境に適応した固有微生物

群が生息すると考えられる。これを支持する知見として、非培養的手法による微生物群

集構造解析により、温泉環境に固有の新規な分類群に属する多様な微生物群が温泉中に

生息することが示されている（Hugenholtz et al., 1998）。温泉環境における細菌捕食性微

生物の研究例は少数はあるが（Baumgartner et al., 2003）、粘液細菌に関する知見はきわ

めて少ない。海底熱水噴出孔においては、粘液細菌の分布を示唆する非培養的手法に基

づいた報告はある（Moyer et al., 1995）。一方、温泉からの粘液細菌の分離例については

これまで報告がない。 
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4.2 実験材料および方法 

 

4.2.1 温泉試料 

	
 温泉からの粘液細菌の探索に供した試料を表 4-1 に示す。北海道から九州に至る日本

各地の温泉から、1999年 12月-2000年 3月の 4ヶ月間に 141試料を採集した。採集地の

水温は、低温側は常温域の 40˚C 以下から、高温側は 80˚C 以上の範囲にあった。泉水の

pH は酸性の 2.0 から弱アルカリ性の 8.0 の範囲にあり、大部分の採集地点の泉水は中性

だった。塩分（NaCl）濃度は陸域温泉では 0.0−1.0% (w/v)、海岸温泉では海水に近い

2.5–3.0%だった。泉水試料は約 500 mLを吸引フィルター濾過し、用いたフィルターを約

5×5 mmの矩形に滅菌解剖刀で切り取り、細菌溶解性の粘液細菌の分離用培地の線状塗抹

菌体の端に置き、分離操作に供した（第 3 章の分離操作を参照）。フィルターは G-V 

Durapore Membrane濾過器（容積 500 mL、孔径 0.2 μm、滅菌済）を使用した。 

 
表 4-1. 温泉試料の採集地点の一覧 

番号 採集場所（都府県） 物理化学的性状 試料数 試料の種類 (数) 

  温度 (℃)    pH  NaCl% (w/v) 

I 温泉の浴槽、八戸（青森） 40 - 50 7.0 - 8.0 0.8 - 0.9 1 水(1) 
II 温泉の浴槽、那須塩原（栃木） 40 - 50 6.0 - 7.0 0.0 1 水(1) 
III-1 走り湯（自噴温泉）、熱海（神

奈川） 
63 - 70 6.0 - 7.0 0.3 - 0.5 11 水(3)，砂(4)，石膏沈殿物(4) 

III-2 七湯、熱海（神奈川）源泉: I- 
VII 

50 - 74 6.0 - 7.0 0.1 - 0.4 20 水(7)，バイオマット(3)，泥(5)， 
落ち葉(5) 

IV-1 源泉: I，伊豆・熱川（静岡） 75 - 80 7.0 - 7.2 0.1 - 0.2 11 水(1)，砂(5)，石膏沈殿物(5) 
IV-2 島見湯，伊豆・熱川（静岡） 45 - 50 7.0 - 7.1 0.2 - 0.3 8 水 (1)，バイオマット (2)，砂 (2)， 

石膏沈殿物(3) 
IV-3 海岸の湯溜り，伊豆・熱川 45 - 60 7.0 - 7.1 0.1 - 0.2 14 水 (3)， 落ち葉 (4)，泥 (4)， 

硫黄沈殿物 (3) 
IV-4 源泉: II，伊豆・熱川 50 - 60 7.0 - 8.0 0.1 - 0.2 12 水(2)，バイオマット(2)，泥(3)， 

落ち葉 (3)，木片 (2) 
V-1 浴槽，伊豆・下賀茂温泉 40 - 50 7.5- 8.0 0.4 - 0.5 1 水(1) 
V-2 源泉: I，伊豆・下賀茂温泉 85 - 88 8.0 - 8.1 1.0 - 1.2 1 水(1) 
V-3 源泉: II-IV，伊豆・下賀茂温泉 50 - 60 7.0 - 8.0 Not determined 12 バイオマット (3)，泥 (5)，  

石膏沈殿物 (4) 
V-4 源泉: V，伊豆・下賀茂温泉 55 - 60 7.3 - 7.4 1.0 - 1.1 6 バイオマット (2)，泥 (2)，  

硫黄沈殿物 (2) 
V-5 源泉: VI，伊豆・下賀茂温泉 55 - 75 7.3 - 7.4 0.8 - 0.9 8 水(1)，砂(2)，泥(2)，落ち葉(3) 
V-6 温水流出溝，伊豆・下賀茂温泉 50 - 70 6.0 - 7.0 0.0 5 泥 (2)，落ち葉 (3) 
VI-1 温泉の浴槽，箱根・湯元（神奈

川） 
40 - 50 8.3 - 8.4 0.1 - 0.2 3 水 （1），バイオマット （2） 

VI-2 蒸気排出口，箱根・強羅 45 - 50 7.0 - 8.0 0.0 6 バイオマット （3），泥 （3） 
VI-3 源泉: I，箱根・大涌谷 50 - 55 2.8 - 3.0 0.0 1 水 （1） 
VI-4 源泉: II，箱根・大涌谷 45 - 48 2.0 - 3.0 0.0 9 水（1），泥（3），落ち葉（3）， 

硫黄沈殿物 （2） 
VII 源泉，武雄温泉（佐賀） 45 - 50 8.5 - 8.6 0.0 - 0.1 3 水（3） 
VIII 源泉：十勝・吹上（北海道） 40 - 50 2.0 - 3.0 0.0 3 水(1)，砂(1)，硫黄沈殿物 (1) 
IX 海岸温泉：湯の浜，指宿（鹿児

島） 
40 - 50 8.0 - 8.2 2.5 - 3.0 4 水（1），砂 （3） 
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 温泉沈殿物やバイオマット試料からの分離操作は、海洋性や汽水性の粘液細菌の場合

と基本的には同様の手順で行なった。試料は採集後 5 日以内に分離操作に供した。採集

地点の温度は、通常のアルコール温度計と非接触温度計 OPTEX PT-5LD “THERMO-

HUNTER®”を用いて測定した、NaCl濃度は HORIBA COMPACT SALT METER C-121に

より測定した。試料の pH は現地において pH 試験紙で確認後、持ち帰った泉水試料の

pHを、HORIBA pH METER F-22で再び測定した。 

 

4.2.2 溶菌性粘液細菌の分離および培養用培地  

	
 海洋性や汽水性粘液細菌の場合と同様に、温泉環境由来試料についても、細菌溶解性

およびセルロース分解性の粘液細菌の分離を試みた。細菌溶解性菌株の分離培地は、各

採集地点の水質に応じ、塩分濃度や pH を調整した。溶菌性菌株の集積培養のために、

寒天培地上には餌として大腸菌生菌体を線状に 2本平行に塗抹した。 

1) 海岸温泉由来の粘液細菌の分離培地・S100-20 寒天 

	
 海岸温泉からの探索に使用した。人工海水基礎培地（SWS）（第 3 章、表 3-2）に

NaClを添加し、S100-20寒天とした（表 4-2）。 

2) 陸上淡水温泉由来の粘液細菌の分離培地・WCX 寒天    

	
 陸上の淡水温泉からの探索に使用した。土壌由来の細菌溶解性の粘液細菌の分離用培

地（Reichenbach and Dworkin, 1992）と同一組成に調製し、大腸菌生菌体を線状に塗抹し、

Ec-WCX寒天培地とした（表 4-3）。 

3) 陸上淡水温泉由来の粘液細菌の分離培地・HS 寒天	
 	
  

	
 少量の塩分あるいは無機塩を含む陸域温泉の試料に使用した（表 4-4）。 

4) 陸上塩水温泉由来の粘液細菌の分離培地・1/2S100-20 寒天     

 塩分を含む陸域温泉の試料に用いた（表 4-5）。 

5) 陸上淡水温泉由来の粘液細菌の分離培地・GG 培地 

	
 酸性 pH 域（pH 3.0 以下）では寒天が固化しないためゲランガム培地を調製し、酸性

の陸域温泉由来の試料に使用した（表 4-6）。他の中性の培地と同様に、表面に大腸菌

生菌体を線状に塗抹した。調製のさいは、ゲルおよび他の成分は別々にオートクレーブ

殺菌し、混合後に直ちに平板に分注した。無機塩培地成分は、滅菌前に希硫酸で pH 2.0

に調整した。なお、この培地の滅菌、固化後の pH は 3.0であった。 

 
表 4-2. S100-20 寒天培地の組成 （pH 7.5） 

成分        添加量 (g L–1） 
人工海水基礎培地 S100（SWS） 1000 (mL) 
NaCl 20.0 
Bacto Agar 15.0 
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表 4-3. WCX 寒天培地の組成 

成分 添加量 (g L–1） 

CaCl2 ·2H2O      1.0 
Bacto Agar     15.0 

脱イオン水に上記の成分を添加，1N KOH で pH 7.2 に調整． 
 

表 4-4. HS 寒天培地の組成 

成分 添加量 (g L–1） 

NaCl      2.0 
CaCl2 ·2H2O      1.0 
MgSO4 ·7H2O      1.0 
KCl      0.5 
微量金属溶液      1.0 ml 
Bacto Agar     15.0 

脱イオン水に上記の成分を添加，1N KOHで pH 7.2に調整． 

 

表 4-5. 1/2S100-20 寒天培地の組成 

成分 添加量 (g L–1） 

SWS    500 (mL) 
脱イオン水    500 (mL) 
NaCl     10.0 
Bacto Agar     15.0 

上記の成分を混合し，1N NaOHで pH 7.2に調整． 

 

表 4-6. GG 培地培地の組成 （pH 3.0） 

成分 添加量 (g L–1） 

CaCl2 ·2H2O      0.1 
MgSO4 ·7H2O      0.1 
KCl      0.1 
微量金属溶液      0.1 ml 
Phytagel(*)      6.0 

(*) Phytagel (gellan gum, Sigma-Aldrich, USA) 

 

4.2.3 セルロース分解性粘液細菌の分離用培地 

	
 陸生セルロース分解性粘液細菌の分離用の ST21 培地（Reichenbach and Dworkin, 1992）

に改変を加えた（表 4-7）。寒天面に濾紙を載せ、中央に少量の試料を置き、セルロー

ス分解性菌株の分離を試みた（第 3章、§3.2.4.2) 参照）。	
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表 4-7. 改変 ST-21 寒天培地の組成 

成分 添加量 (g L–1） 

KNO3      1.0 
CaCl2 ·2H2O      0.2 
MgSO4 ·7H2O      0.2 
FeSO4·7H2O      0.05 
MnSO4·5H2O      0.025 
K2HPO4      0.2 
微量金属溶液      0.2 ml 
HEPES      2.0 
Bacto Agar     15.0 

脱イオン水に上記の成分を添加，1N KOHで pH 7.2に調整． 

 

 

4.2.4 未純化培養物の保存用培地 

	
 粘液細菌の分離用培地の表面に試料を置き、しばらく保温後に粘液細菌様のコロニー

（swarm）が出現した場合には、以下の培地上に植えついで、純化および保存を試みた。 

1) 海岸温泉由来の未純化培養物の保存培地 

	
 S100-20 寒天の表面に大腸菌菌体を線状か円形斑状（径 2-3 cm）に塗抹した培地を用

いた。 

2) 陸上温泉由来の未純化培養物の保存培地 

	
 酵母菌体寒天（VY/2 寒天）（表 4-8）や、1/3 CY 寒天（表 4-9）（Reichenbach and 

Dworkin, 1992）も使用した。これらの培地の pHは、1N KOHで pH 7.2に調整した。 

 

表 4-8. VY/2 寒天の組成 

成分 添加量 (g L–1） 

CaCl2·2H2O      1.0 
酵母湿菌体      5.0 
Bacto Agar     15.0 

 

表 4-9. 1/3CY 寒天の組成 

成分 添加量 (g L–1） 

Bacto Casitone      1.0 
Bacto Yeast Extract      0.3 
CaCl2 ·2H2O      0.2 
MgSO4 ·7H2O      0.2 
Bacto Agar     15.0 
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4.2.5 温泉由来培養物の生育温度検討用培地 

	
 粘液細菌を含むと考えられた温泉由来の培養物について、生育温度範囲や至適温度を

検討した。その際には、前出の Ec-WCX（表 4-3、陸生菌用）および Ec-S100-20 寒天培

地（表 4-2）を用いた。 

 

4.2.6 粘液細菌に混在する滑走性細菌用の培地 

	
 温泉由来粘液細菌の混在菌は、前出の 1/3CY 寒天培地（陸生菌用）あるいは 1/3CY-

S100-20寒天培地（第 3章、表 3-6）で培養した。 

 

4.2.7 粘液細菌様培養物からの DNA 抽出 

	
 温泉由来の粘液細菌様培養物は純化できなかったため、液体培養による菌体調製は行

わなかった。それに替え、寒天培地上の粘液細菌様のコロニー（swarm）内の膜状菌体

から粗 DNAを抽出し、そこから 16S rRNA遺伝子を増幅したアンプリコンを系統解析に

供した。まず S100-20 寒天培地や WCX 寒天培地に生育した swarm 内から、菌膜の菌体

の部分を、寒天片の混入が可能な限り少なくなるよう注意深く切り出し、DNA 抽出キッ

ト（Blood & Cell culture DNA Midi Kit; Qiagen, CA, USA）により DNA試料を調製した。 

 

4.2.8 16S rRNA 遺伝子の PCR およびクローンライブラリーの構築 

	
 PCR には細菌のユニバーサルプライマー、および粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子配列に

特異的な PCRプライマーを設計して用いた（表 4-10）。特異的プライマーの設計におい

ては、Ribosomal RNA Database Project II［RDP II］（Cole et al., 2014）からダウンロード

した既知粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子塩基配列の多重アライメントデータに基づき、粘

液細菌間で相同性が高い領域を探し出した。その結果、大腸菌 16S rRNA のポジション

252–270 および 296–313 に相当する領域の正向きプライマーを設計し（表 4-10）、カス

タム合成（TAKARA Bio、大津）を行なった。これらのプライマーを用い、以下の三段

階の手順で nested PCRを行った。最初の PCRには、細菌のユニバーサル・プライマーセ

ットである 27f/1492r を用いた。増幅した PCR 産物は、Microcon-PCR キット（Millipore，

MA，USA）で精製した。二段目の PCR では、粘液細菌に特異的な正向きプライマー

Myxo1f とユニバーサルプライマー1492r を使用した。最初の PCR 産物、および精製され

た二段目の PCR 産物を合わせ、Myxo2f/1492r を用いた三段目の反応の鋳型として使用し

た。PCRはすべて ExTaq DNA polymerase kitを用い、反応液 50 µL当たり、鋳型 DNA，

1.0 µL、各プライマー、0.4 pmol µL–1を添加して行なった。反応条件は、一段目と二段目

で、94°C–1 分→ 50°C–1 分→ 72°C–1.5 分、の反応を 25 サイクル行い、最後に伸長後反

応を 72°C–5.5分間で行った。三段目の反応は、94°C–1分→ 68°C–2.5分→ 72°C–5.5分と

した。反応産物を QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)で精製し、pGEM-T Vector Plasmid 
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kit（Promega, WI, USA）を用いて、添付マニュアルどおり大腸菌コンピテント細胞に導

入し、blue/white selectionを行なってクローンライブラリーを構築した。 

 

表 4-10. PCR に用いた 16S rRNA 遺伝子増幅用プライマーの塩基配列 

名称 方向 位置* 塩基配列 (5’–3’) 

27f  forward 8–27 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492r reverse 1492-1510 GGCTACCTTGTTACGACTT 
Myxo1f forward 252-270 GCGKCSCATCAGCTAGTT 
Myxo2f forward 296-313 AMGACGSGTAGCTGGTCT 

* Escherichia coli 16S rRNA遺伝子上の位置． 

 

4.2.9 RFLP 解析と塩基配列解読 

	
 想定された約 1.2 kbp の DNA 断片の挿入の有無は、ユニバーサル・プライマー、

21M13f および M13RV を用いた PCR 増幅反応により判定した。増幅された挿入 DNA 断

片は、制限酵素 Sau3AI，HaeIII および HhaI (Takara Bio)による制限酵素断片多型性

（restriction fragment length polymorphism [RFLP]）解析に供試した。2%アガロースゲル電

気泳動パターンから得られる RFLP の結果に基づいて、クローンを操作的分類単位

（OTU）に群別した。塩基配列の決定の際には、ABI Prism BigDye Terminator cycle 

Sequencing Ready Reaction kit によるシークエンス反応を行い、ABI PRIZM 310 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA)により解析した。シークエンス反応用プライマー

は既報（Ohkuma et al., 1999）のものを使用した。 

 

4.2.10 分子系統解析 

	
 系統樹作成用の 16S rRNA 遺伝子配列情報は、GenBank 塩基配列データベースおよび 

RDP II から取得し、Clustal W（Thompson et al., 1994）によりアライメント（alignment）

を決め、その信頼度はマニュアルで検証した。配列間の距離行列は、PHYLIP ver.3.5c 

package（Felsenstein, 1989）のプログラム“DNADIST”の中の Kimura の two-parameter 

model （Kimura, 1980）により計算した。近隣結合法（neighbor-joining method, NJ）の系

統樹は、package 中のプログラム“NEIGHBOR”により距離行列をもとに作成した。プログ

ラム“SEQBOOT”によりブートストラップ法（Felsenstein, 1985）による系統樹作成を 100

回繰り返し、それをもとにプログラム“CONSENSE”により妥当性ある系統樹を作成した。

また、Clustal Wにより alignmentを決めた上で、MEGA 5.0（Tamura et al., 2011）により

別途 NJ系統樹、および最尤法（maximum likelihood method, ML）による系統樹を作成し

た。温泉由来の粘液細菌に随伴する滑走性細菌の系統解析は、16S rRNA遺伝子配列の約 

500塩基の部分に関して、株式会社テクノスルガラボ（静岡）に依頼して実施した。 
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4.3 結果 

 

4.3.1 温泉由来粘液細菌の分布 

表 4-1に示した温泉由来試料を、大腸菌生菌体を塗沫した平板培地上に置き、暗所で

50°C にて 2-4 週間保温・培養したところ、表 4-11 に示したように、粘液細菌様の溶菌

性コロニー（swarm）が出現した。供試した 141 試料の内、27 試料から細菌溶解性

swarm の出現を確認し、出現率 19%であった。これらの swarm は、塗抹菌体を溶解し

ながら浅い陥没部を形成した（図 4-1A, C）。 

 

 

表 4-11. 温泉由来試料からの粘液細菌様培養株の出現状況 

採集地点* 試料（出現数/試料数） 集積用培地 
粘液細菌様の培養物の 
名称：由来試料 

 II 水 （1/1）   Ec-WCX 	
 	
 − 
 III-1 石膏沈殿物 （1 /4）   Ec-HS 	
 	
 − 
 III-2 暗緑色バイオマット（2/3）   Ec-WCX 	
 	
 − 
 IV-2 暗緑色バイオマット（2/2）   Ec-WCX   AT-3：バイオマット 
 IV-3 落ち葉 （2 /4）   Ec-WCX 	
 	
 − 

 IV-4 
暗緑色バイオマット（1 /2） 
泥（1/3） 

  Ec-WCX   AT-1：バイオマット 

 V-1 水（1 /1）   Ec-1/2S100-20 	
 	
 − 

 V-3 
暗緑色バイオマット（2 /3） 
泥（2/5） 

  Ec-WCX 	
 	
 − 

 V-4 
暗緑色バイオマット（1 /2） 
泥（1/2） 

  Ec-1/2S100-20 	
 	
 − 

 V-5 落ち葉（1 /3）   Ec-1/2S100-20 	
 	
 − 
 V-6 落ち葉（1 /3）   Ec-WCX 	
 	
 − 

 VI-1 
暗緑色バイオマット（2 /2） 
水（1/1） 

  Ec-WCX   YU-2：バイオマット 

 VI-2 緑色バイオマット（3/3）   Ec-WCX 	
 	
 − 
 VII 水（1 3）   Ec-WCX 	
 	
 −                             
 IX 海岸温泉の砂（1/3）   Ec-S100-20   SIB-1：海岸の砂 

*採集地点を以下に示す（表 4-1 も参照）。II.那須塩原・温泉浴槽、III-1.熱海・走り湯、

III-2.熱海・七湯、IV-2.伊豆熱川・島見湯、IV-3.伊豆熱川・海岸湯溜り、IV-4.伊豆熱川・

源泉 II、V-1.伊豆下賀茂温泉・温泉浴槽、V-3.伊豆下賀茂温泉・源泉 II-IV、V-4.伊豆下

賀茂温泉・源泉 V、V-5.伊豆下賀茂温泉・源泉 VI、V-6.伊豆下賀茂温泉・温水流出溝、

VI-1.箱根湯本・温泉浴槽、VI-2.箱根強羅・蒸気排出口、VII.武雄温泉（佐賀）・源泉、

IX.指宿（鹿児島）・海岸温泉． 
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 表 4-11 に示すように、swarm の出現が最も高頻度だったのはバイオマットで、17 試

料中 13 試料から出現した（出現率 76%）。他の試料の swarm 出現率は、泉水試料 13%、

泥試料 13%、落葉試料 19%、石膏沈殿物試料 5%、および海岸温泉の砂試料 33%であっ

た。55-60°C では滑走細菌は出現したが、細菌溶解性の粘液細菌様の swarm 形成菌株は

認められなかった。 

 

4.3.2 温泉由来粘液細菌の集積と培養性状 

温泉由来試料から swarm 形成菌株の分離操作を繰り返し、4 つの集積培養物、AT-1、

AT-3、YU-2および SIB-1を得た。しかし、この 4培養物には粘液細菌とは異なる非溶菌

性の滑走細菌が混在しており、そのために純化は困難だった。分離用寒天培地（Ec-

WCX および Ec-S100-20）において、混在する滑走細菌は粘液細菌より生育が速く、

swarm の外側の寒天面に速やかに広がり薄い菌膜を形成した。たとえば、50°C で 5 日間

の培養後には、滑走性混在菌の薄膜がシャーレ側壁に達する場合もあった。また分離用

培地上で、混在菌の薄膜は無色で肉眼による識別が困難であり、そのために swarm 外縁

からの移植操作の繰り返しによる粘液細菌の純化は困難であった。しかし、swarm 外縁

部分を寒天小片ごと採取して新しい分離用培地へ移植した際には、寒天片の周囲に再び

swarm が形成され、その外側に滑走性混在菌の薄膜状コロニーが形成された（図 4-4B, 

C）。このような現象は植え継ぎを数回の反復後も見られた。 

以上のように、粘液細菌様の swarm 形成性培養物からは、粘液細菌は純化できなかっ

たが、植え継ぎによる寒天培地上での培養による保存は可能だった。混在する滑走性細

菌を純化し、生育温度を調べたところ、常温から 60°C 付近まで生育可能だった。これに

対し、表 4-14 に示すように、粘液細菌様培養物は常温（28-30°C）での生育は比較的に

遅く、また 52°C 以上で生育しないため、生育温度差による両者の分別培養は困難だった。 

伊豆・熱川温泉の源泉（泉温 45-50°C）由来の暗緑色バイオマットから得た粘液細菌

様の未純化培養物、AT-1 および AT-3 は生育に食塩を要求せず、淡水性もしくは陸生菌

の特徴を示した。箱根湯本の露天風呂の温泉湧出口（泉温 45-50°C）付近のコンクリー

ト壁面から採取した、暗緑色バイオマット由来の未純化培養物 YU-2 も淡水性もしくは

陸生の性質を示した。一方、鹿児島県、指宿の海岸温泉の砂（泉温 45-50°C）から得た

未純化培養物 SIB-1 は、海洋性細菌の性質を示し、人工海水（S100-20）添加培地で生育

したが、陸生菌用培地では生育しなかった。これらの培養物について、抗生物質や界面

活性剤の添加による粘液細菌の純化手法（Reichenbach and Dworkin, 1992）も試みたが、

粘液細菌の純粋培養株は得られなかった。 

	
 得られたすべての培養物は溶菌性であり、周囲に拡大する浅く陥没したコロニー、

swarm を形成した。陸生の Chondromyces 属や海洋性の Haliangium 属など一部の粘液細

菌にみられる、特徴的な膜状のコロニーは形成しなかった。これらの 4 培養物のうち、
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陸生もしくは淡水性の性質を示した AT-1、AT-3 および YU-2 は、Ec-WCX 寒天、VY2

寒天や 1/3CY 寒天上で浅いクレーター状の swarm を形成し、外見上は互いに類似してい

た。 

	
 培養物 AT-3は、VY2寒天や 1/3CY寒天上で、深さ 0.5−1.0 mmの陥没性 swarmを形成

した（図 4-1C）。AT-3 を 1/3CY 寒天上で 1 か月間培養した際は、図 4-1C に白い矢印

で示したように、円形 swarm の端からさらに半円状あるいは舌状の陥没部が出現した。

このような外見上の特徴は、第 3章で報告した海洋性の Enhygromyxa salina SHK-1T株と

も似ていた。粘液細菌の分類学では、子実体の形態的特徴が分類上重要な指標とされて

きたが、温泉由来の培養物に関しては、45-50°C において子実体形成は確認できなかっ

た。AT-3では、50˚Cで 1ヶ月間培養後の 1/3CY寒天上の swarm内部（図 4-1C、点線の

四角内）に、比較的大型の桿菌（幅 0.5-0.8 µm、長さ 1.5-5.0 µm、図 4-2Dに矢印で示す）

が存在した。AT-3 の swarm の外側の部分 (図 4-1C：実線の四角内)には、不規則に屈曲

した糸状細胞が観察された（図 4-2Fに矢印で示す）。 

	
 海洋性細菌の性質を示した培養物 SIB-1 は、Ec-S100-20 寒天培地上で浅いクレーター

状の swarm を形成した（図 4-1A）。しかし、海洋性粘液細菌用の他の寒天培地である

VY2-S100-20や 1/3CY-S100-20へ移植した際は、SIB-1の swarmは形成されず、一方で混

在する滑走性細菌は旺盛に生育してきた。培養株 SIB-1 を Ec-S100-20 寒天上で 2 ヶ月間

培養すると、swarm 内の寒天ゲル表面に無数の小孔が形成された（図 4-1B）。陸生粘液

細菌 Nannocystis exedens について、このような小孔の形成が既に報告されている

（Reichenbach 1989）。さらに培養物 SIB-1 では、swarm の内側に生じた小孔の下側の寒

天質中に、直径 20-50 µm の細胞塊が多数形成され（図 4-2C）、これらの細胞塊中には、

直径 0.5-1.0 µm の球形から楕円体形の細胞が確認された。この細胞塊は不完全な子実体

もしくは子実体様の構造物で、内部の細胞は粘液胞子の可能性もあるが、詳細は未確認

である。Nannocystis 属細菌の子実体に観察されたような細胞塊の外側を覆う被膜

（Reichenbach, 2005）は、粘液細菌様培養物 SIB-1 には観察されなかった。SIB-1 の細胞

形態について、Ec-S100-20 寒天上の swarm 内（図 4-1A の点線内側）の細胞を観察した

結果、桿菌（0.5−0.7×2.0-4.0 µm、図 4-2A）および糸状細胞（0.5-0.7×40-100 µm、図

4-2B）が観察され、糸状細菌は swarmの外側にも生育した（図 4-2B）。 

	
 培養物 AT-1では、1/3CY寒天上の swarm内に大型桿菌（0.8-1.5×3.0-8.0 µm）、より

小型の桿菌（0.5-0.8×2.0-4.0 µm）、および細長い糸状の細菌（0.1-0.2×3.0-10 µm）が

観察された（写真未表示）。 

	
 培養物 YU-2では、1/3CY 寒天上の swarm 内に桿菌（0.5-0.8 µm×1.0-3.0 µm）が観察

された（写真未表示）。培養株 AT-3 および YU-2 ともに、swarm の外側の寒天培地上で

は、内側に見られた様な桿菌は認められなかった。このように各培養物中の細胞形態は、

swarm の内外で異なっていた。これらの培養物中の swarm 内部の桿菌が粘液細菌で、糸
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状細菌が混在する滑走性細菌と推定される。 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1. 温泉由来の粘液細菌様培養物の swarm．A, 培養物 SIB-1（Ec-S100-20 寒天，50˚C, 

3 週間生育, bar＝2 mm）; B, 培養物 SIB-1（Ec-S100-20 寒天，50˚, 2 ヶ月間生育, bar＝2 mm）; 

C, 培養物 AT-3（1/3CY 寒天，50˚C, 1 ヶ月間生育）．  
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図 4-2.粘液細菌様培養物 SIB-1（A-C）および AT-3（D-F）の細胞の位相差顕微鏡像．A, 培養

物 SIB-1 の swarm 内側の細胞（Ec-S100-20 寒天，50ºC，3 週間生育）; B, 同培養物から分離

された滑走細菌 Thermonema rossianum SIB-1C（§4.3.5）の細胞; C, 同培養物の swarm 内の

細胞塊（Ec-S100-20 寒天，50ºC，2 月間生育）; D, 培養物 AT-3 の swarm 内の細胞（1/3CY

寒天，50ºC，1 ヶ月間生育）; E, 同培養物の Swarm 内の細胞（1/3CY 寒天，50ºC，10 日間生

育）; F, 同培養物の Swarm 外の細胞（1/3CY 寒天, 50ºC，1 ヶ月間生育）．Bar＝10 μm． 
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4.3.3 温泉由来粘液細菌様培養物の 16S rRNA 遺伝子のクローン解析 

	
 上記のように温泉環境から、粘液細菌様の 4 つの集積培養物を得たが、いずれも粘液

細菌の純粋分離は困難であった。そこで、これらの培養物から 16S rRNA 遺伝子クロー

ンのライブラリーを構築し、クローン解析により系統分類学的位置を評価することにし

た。培養物 SIB-1、AT-1 および AT-3 について、粘液細菌に特異的なプライマーを用い

て 16S rRNA遺伝子を増幅し、アンプリコンのライブラリーを構築した。 

	
 各ライブラリーから得たクローンの RFLP 解析の結果から、培養物 SIB-1 は 9 グルー

プ、培養株物 AT-1 は 8 グループ、および培養物 AT-3 は 9 グループに、それぞれ類別が

可能であった。各系統群（OTU）の代表的クローンについて部分塩基配列を決定した結

果、2 つのグループは明らかに粘液細菌と異なる配列で、残りの 24 グループは粘液細菌

に由来すると推定された。それらの配列を RDPII-Similarity Matrixにより比較し、再グル

ーピングしたところ、SIB-1 は 2 グループ、AT-1 は 3 グループ、および AT-3 は 4 グル

ープの計 9 グループにまとめることが可能であった。各グループの代表的な 1 クローン

を選び、その全塩基配列を決定し、RDPII-Chimera Checkによりキメラと疑われる配列を

除外し、最終的に SIB-1 から 1 クローン（SIBN-17）、AT-1 から 2 クローン（AT1-01、

AT1-02）、および AT-3 から 3 クローン（AT3-01、AT3-03、AT3-09）の計 6 クローンを

選別し全配列を決定した。これら 6 クローンの BLAST による相同性解析結果を表 4-12

に示す。また、データベースから得られる既知粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子配列ととも

に作成した NJ系統樹を図 4-3に、ML系統樹を図 4-4に示す。 

	
 温泉由来の粘液細菌様培養物の 6 クローンは、系統的にナノシスティス亜目

（Nannocystineae）およびソランギウム亜目（Sorangiineae）の両方にまたがって存在し

た。先に示した、コロニー（swarm）の形態的な特徴も、それらの亜目に属する既知の

粘液細菌と類似していた。しかし、NJ 法と ML 法による系統樹上では、系統的位置が異

なるクローンが認められた。すなわち、海洋性細菌の性質を示した培養物 SIB-1 由来の

クローン SIBN-17は、Sandaracinu amylolyticus（Mohr et al., 2012）を最類縁としてクラス

ターを形成したが、このクラスターは NJ 法では、ソランギウム亜目に、ML 法では、ナ

ノシスティス亜目に包括された。表 4-12 に示すように、最類縁といえどもクローン

SIBN-17と Sandaracinu amylolyticusとの相同性はそれほど高くなく（88%）、これらが形

成するクラスターも上記の二つの亜目から深い分岐を示しているので、むしろ独立の亜

目として分類されるべきかもしれない。淡水性菌株の培養物 AT-1 や AT-3 からは、系統

が異なる複数のクローンが検出された。AT-1 の 2 クローンの一つ AT1-01 は、ソランギ

ウム亜目に属し、近年に報告された Phaselicystis flava SBKo001（Garcia et al. 2009）を最

類縁（相同値 95%）としてクラスターを形成した。他方の AT1-02 は、陸上温泉由来で

あるが、海洋性粘液細菌 Enhygromyxa salina SHK-1Tとの相同性値が 99%であり、系統樹

上で、AT1-02 と SHK-1T株は互いに近傍に位置した。培養物 AT-3 の 3 クローン（AT3-
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01、AT-03 および AT-09）はそれぞれ異なる系統に位置し、AT3-01 はソランギウム亜目

に、AT3-03 と AT3-09 は N ナノシスティス亜目に属した。AT3-09 は先の AT1-02 と同様、

海洋性の Enhygromyxa salina SHK-1Tの近くに位置した。AT3-01は、近年に粘液細菌の新

属新種として報告された Labilithrix luteola B00002T株（Yamamoto et al., 2014）と比較的

に近縁（95%相同性）であった。AT3-03 は Kofleria 属との類縁性が示唆されたが、類似

度は 92%と低い値であり、新属新種でしかも新科の粘液細菌に相当すると考えられた。 

 

 

表 4-12. 粘液細菌様培養物由来の粘液細菌クローンの BLAST 相同性検索結果 

クローン名 

（DDBJ登録番号） 

最類縁配列（BLAST検索） データベース 

登録番号 

Similarity 

(%) 

SIBN-17 (AB246769) Sandaracinus amyloliticus NOSO4T HQ540311 88 

 Myxobacterium AT1-02 AB246767 88 

 Enhygromyxa salina SHK-1T KP306731 88 

AT1-01 (AB246771) Phaselicystis flava SBKo001T EU545827 95 

 Polyangium spumosum Pl sm5T GU207881 95 

 Polyangium fumosum Pl fu5T GU207879 95 

AT1-02 (AB246767) Enhygromyxa salina SHK-1T KP306731 99 

 Enhygromyxa salina SMK-1-3 AB097591 99 

 Enhygromyxa salina SWB 006 HM769729 99 

AT3-01 (AB246772) Labilithrix luteola B00002T AB847449 95 

 Sorangiineae bacterium 706 JF719608 95 

 Sorangiineae bacterium SBSr006 GU249613 93 

AT3-03 (AB246770) Kofleria flava DSM 14620 HF543825 92 

 Delta proteobacterium LWH25 KC854864 91 

 Haliangium tepidum SMP-10T AB062751  

AT3-09 (AB246768) Enhygromyxa salina SHK-1T KP306731 99 

 Enhygromyxa salina SMK-1-3 AB097591 99 

 Enhygromyxa salina SWB 006 HM769729 99 
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図 4-3. 温泉由来の粘液細菌クローンの近隣結合（NJ）系統樹．温泉由来クローンは赤丸で示

す．Reichenbach（2005）の分類体系に従い，粘液細菌の亜目:Nannocystineae，Sorangiineae お

よび Cystobacterineae を右側に示す．科の分類は，それぞれの文献に従った（本文中に示す）． 

Bdellovibrio starrii A3.12(AF084852)および Bdv.bacteriovorus HD100 (AJ292759)の配列を外群

とした．各分岐点の数値は，1,000 回抽出による bootstrap 値（≥500 のみを表示）．bar＝2%塩基

置換． 
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図 4-4. 温泉由来の粘液細菌クローンの最尤法（ML）系統樹．温泉由来クローンは赤丸で示す．

粘液細菌の亜目，科の分類，温泉由来培養物の赤丸印，外群とした菌株の配列，bootstrap 値

および下端の bar は，図 4-3 と同じ． 
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4.3.4 温泉由来粘液細菌様培養物の生育温度特性 

	
 生育温度については、表 4-13 に示すように、温泉由来の粘液細菌様の未純化培養物は、

対照株とした粘液細菌よりも高温で生育し、最適生育温度は 45−50°C だった。しかし至

適温度域においても、温泉環境に由来した 4 培養物の生育速度は、既知の海洋性や陸生

の常温性粘液細菌に比べて遅く、コロニーの拡大速度は、それらと比較し約 1/10-1/2 で

あった。陸生や海洋性の既知の粘液細菌では、比較的に生育の早い菌株を 28−30°C で培

養した際には、swarm の外縁は約 1 週間でシャーレ（直径 9 cm）の側壁に達した。一方、

培養物 AT-3 は、至適温度範囲の 45−50°C で 1 ヶ月間の培養後も、Ec-WCX 培地上の

swarmの直径は約 1 cmであったが（表 4-14）、それに対し、1/3CY培地上での生育は比

較的に早く、swarmの径は 4−5 cmとなった。51−52°C以上の温度でコロニーの拡大速度

は低下し、4培養物とも 52°C以上で生育しなかった。これらの菌株はいずれも、55°Cに

7 日間置いた後に 45−50°C に戻しても生育せず、55°C に置いたことにより死滅したと推

定された。他方で、室温（27-30°C）より低温では、温泉由来の 4 培養株の生育は遅くな

るかもしくは停止した。 

	
 本研究で得た海洋性および汽水性の粘液細菌や、既知の陸生粘液細菌の生育至適温度

は、多くの場合は、表 4-13 に示すように、25−30°C 付近の常温だった。しかし、近年に

は比較的に高温で生育する粘液細菌の菌株も見いだされた。たとえば、土壌由来の粘液

細菌 Myxococcus sp.GT-7 株は、生育最適温度 42−44°C、最高温度 48°C と報告された

（Gerth and Müller, 2005）。温泉由来の粘液細菌様培養物は、GT-7 株より生育温度が高

く、最適温度範囲は 45−50°C、最高生育温度は 50°C だった。50°C で生育可能な温泉環

境由来の粘液細菌の報告は、本研究の事例が最初である。どの培養物も嫌気条件下では

生育しなかった。また、ろ紙分解活性や、VY/2 寒天培地中での酵母菌体の溶菌斑（lytic 

zone）形成は見られなかった。 

	
 なお、温泉由来の粘液細菌様培養物の保存について、swarm 部分の寒天片の 12%（w/v）

グリセロール中での-80°C での凍結保存を試みた。グリセロール・ストックを作製し、1

週間の凍結保管後に、融解、寒天培地への再接種を行ったところ、粘液細菌様の swarm

の出現は確認できなかった。他方で、混在する滑走細菌は旺盛に生育したため、培養物

中の粘液細菌様菌株の凍結保存は困難であった。 
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表 4-13. 温泉由来の粘液細菌様培養物および対照の粘液細菌の生育温度 

粘液細菌の名称 分離源：採集地点 分類学上の位置 生育温度 （˚C） 

	
 	
 菌種・菌株・クローン  suborder（亜目） 範囲 至適 

温泉由来の未純化培養クローン 	
  
   

	
 SIB-1 海岸温泉の砂：指宿 	
 	
 不明 37–51 45–50 

	
 AT-3 バイオマット：伊豆熱川 	
 	
 不明 30–50 45–50 

本研究における分離株     

	
 Enhygromyxa salina SHK-1T 海岸の泥：サロマ湖 Nannocystineae    5–30 20–30 

	
 SHK-4 塩生湿地の泥：春国岱	
 Nannocystineae    5–27 18–20 

	
 SHK-11 海岸の泥：厚岸湖	
 Nannocystineae    5–28 20–25 

	
 Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T 海岸土壌：三浦半島	
 Nannocystineae   18–40 30–34 

	
 SYM-1 海岸の砂：伊豆半島	
 Nannocystineae   20–45 37–40 

	
 SIS-1 ﾏﾝｸﾞﾛｰﾌﾞ樹皮：石垣島	
 Nannocystineae   15–37 30–34 

	
 Plesiocystis pacifica SIR-1T 海草：西表島	
 Nannocystineae   20–37 25–30 

	
 SIS-2 海岸の砂：石垣島	
 Nannocystineae   18–34 28–30 

先行研究における分離株 	
    

	
 Haliangium ochraceum SMP-2T 海藻：三浦半島 Nannocystineae   15–40 30–37 

	
 Haliangium tepidum SMP-10T 海草：三浦半島 Nannocystineae   25–45 40–45 

	
 Sorangium cellulosum IS-1 土壌：横浜市 Sorangiineae 15–40 28–30 

	
 Sorangium cellulosum YA-2 土壌：横浜市 Sorangiineae 20–40 37–40 

	
 Chondromyces apiculatus HT-1 ヤギの糞：波照間島 Sorangiineae 15–30 25–30 

既知菌株     

	
 Sorangium cellulosum ATCC 25532 土壌：ミズーリ州 Sorangiineae 15–40 28–30 

	
 Sorangium cellulosum ATCC 25569 土壌：コスタリカ Sorangiineae 20–44 37–40 

	
 Sorangium cellulosum ATCC 29610 土壌 Sorangiineae 15–37 28–30 

	
 Nannocystis exedens DSM 71T 砂漠土壌：アリゾナ州 Nannocystineae   20–42 30–40 

	
 Nannocystis exedens ATCC 35989 ヤギの糞：イスラエル Nannocystineae   15–37 25–30 

	
 Chondromyces apiculatus DSM436 T 腐朽木：アメリカ Sorangiineae 15–30 25–30 

	
 Myxococcus xanthus ATCC 25232T 土壌 Cystobacterineae 20–37 28–30 

	
 Archangium gephyra ATCC 25201T 土壌：カナダ Cystobacterineae 20–40 20–30 

	
 Cystobacter fuscus  ATCC 25194T 土壌：カナダ Cystobacterineae 20–40 28–30 

	
 Stigmatella aurantiaca ATCC 25190T 樹皮 Cystobacterineae 15–37 34–37 

	
 Myxococcus sp. GT-7(*) 土壌 Cystobacterineae 30–48 42–44 

(*)データは文献（Gerth and Müller, 2005）に準拠する． 
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表 4-14. 温泉由来の粘液細菌様培養物の各温度における生育* 

培養物名 
  各温度 （˚C）での swarm の直径 （mm） 

（˚C）    25    30    40    45    50    52 

 SIB-1 （mm）     0     0  8− 9 10−11 12−13     0 

 AT-3 （mm）     0  1− 2  4− 5  6− 7  6− 7     0 

*各培養株を 1 ヶ月間の培養後に swarm の直径を測定した．培養物 SIB-1 は Ec-S100-20 培地，

培養物 AT-3 は Ec-WCX 培地でそれぞれ培養した．接種に用いた寒天片の直径（3 mm）は，

各 swarm の直径から差し引いた． 
 
 

4.3.5 粘液細菌様培養株に混在する滑走性細菌の分類学的性質 

	
 温泉由来の粘液細菌様の 4 培養物には、いずれも滑走性細菌が混在していた。これら

混在菌について、それぞれの培養物名を冠し、SIB-1C、AT-1C、AT-3C、および YU-2C

と名付けた。これらの混在菌はすべて、粘液細菌様培養物の生育温度上限の 50°C よりも、

さらに高温域の 55-60°Cまで生育可能だった。 

	
 16S rRNA 遺伝子配列による分子系統学的解析の結果、海岸温泉由来の混在菌 SIB-1C 

は、高温性の滑走細菌 Thermonema rossianum（Tenreiro et al., 1997）に対し 99.9% の相同

性を示した。また、栄養細胞の形態や、海洋性細菌としての生理的性質、および生育温

度範囲なども、T.rossianum の分類学的記載とよく一致した。陸上温泉由来の混在菌、

AT-1C、AT-3C および YU-2C は 3 株ともに、16S rRNA 遺伝子配列の系統解析から、

Caldimonas manganoxidans JCM 10698T（Takeda et al., 2002）に対し 99.9%の相同性が示さ

れた。これら 3 株は、大腸菌の生菌体およびオートクレーブ処理菌体をともに溶解せず、

また寒天面に薄膜状に広がって生育したが、浅く陥没した粘液細菌様の拡散性コロニー

（swarm）は形成しなかった。培養物 AT-3 を寒天培地で培養の際に、swarm の外側の寒

天上に観察された糸状の細菌（図 4-2F）は、細胞の形態的特徴からは、 C. 

manganoxidans（桿菌）とは異なる細菌と考えられる。なお、Caldimonas manganoxidans

は温泉由来のマンガン酸化細菌で（Takeda et al., 1998; 2002）、生分解性プラスチック原

料であるポリ(3-ヒドロキシ酪酸)（poly[3-hydroxybutyrate]）の分解活性を示し、温泉環境

由来の藍藻バイオマットから分離された。 
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4.4 考察 

 

	
 温泉環境からの微生物の探索は、長年にわたって行われてきたが、粘液細菌の分離例

はこれまでなかった。また温泉バイオマットの非培養的菌叢解析についても、粘液細菌

の存在が示唆された例はわずかである（Moyer et al., 1995）。表 4-11に示すように、粘

液細菌様の swarm 形成細菌を含む培養物は、日本各地の陸上および海岸温泉の試料から

出現した。表 4-12 に示すように、これらの中で少なくとも、熱川、指宿の試料由来の培

養物については、粘液細菌を含むことが示された。このように、本研究では純粋分離に

は至らなかったものの、温泉環境における粘液細菌の分布を世界で初めて明らかにした。 

	
 従来は、温泉中の粘液細菌の存在が見落とされてきたと思われ、その原因は以下の二

つと推測される。一つは、温泉環境には粘液細菌が広く分布するが、粘液細菌は陸棲の

常温菌という従来の常識があり、そのため元々探索の範囲外に置かれていたことが考え

られる。二つめは、粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子の PCR増幅・検出に際し、粘液細菌を

特異的に検出するためのプライマーを用いる必要があると考えられるが、従来の研究例

では、細菌を網羅的に検出するプライマーがもっぱら用いられ、菌数が少ない粘液細菌

の検出には至らなかったことが挙げられる。今回、温泉から確実に粘液細菌を検出する

ために、まず寒天培地上で大腸菌菌体を餌として、あらかじめ高温で集積培養を行ない、

粘液細菌の菌数を増加させた。つぎに、特異的プライマーを用いた PCR 反応により、集

積培養した粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子断片を増幅した。これらの操作によって、温泉

環境に生息する粘液細菌が検出可能になったと考えられる。しかしながら、集積培養は

場合によっては、1か月間の培養時間を要するため、効率的な方法ではない。また、PCR

は未分離の粘液細菌が対象であるため、3 段階の PCR 増幅のうち、後半の 2 段階には特

異的なプライマーを設計して用いた。そのため、通常の菌叢解析と比較し、多くの時間

と労力を要する手法となっているが、粘液細菌のように増殖が遅く、純化困難な菌の場

合には、このようなアプローチに一定の有効性はあると考える。 

	
 粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子に特異的なプライマーを用いる方法は土壌試料にも適用

され、その有効性が確認されている（Wu et al.，2005）。Wuらは集積培養を行わず、中

国・山東省済南市の市街地の土壌から抽出した DNA 試料について、粘液細菌 16S rRNA

遺伝子に特異的なプライマーを用いて PCR増幅した。とくにシストバクター亜目の粘液

細菌に関し、詳細な系統解析を実施した。その結果、市街地の一般的な土壌試料からも、

複数系統の新属相当の粘液細菌に由来すると考えられる 16S rRNA 遺伝子配列が検出さ

れた。同様なアプローチを温泉環境の試料に適用した場合に、同様の結果が得られるか

は興味深い点である。 

	
 今回示したように温泉試料ごとの、swarm 形成細菌の出現頻度については、バイオマ

ット試料からの出現頻度が比較的高かった。この理由を、次のように推察する。マット
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中の微小環境は、光合成細菌もしくは藻類の群体や多糖などに覆われているため、栄養

源枯渇や乾燥、あるいは原生動物による捕食等から保護された独特の生態系が保持され

ている。温泉中の一次生産者の光合成微生物（Hanada, 2003）、それらが生産する多糖や

有機酸を利用する細菌群、さらにそれらを捕食する粘液細菌等の捕食性微生物、という

三者がバイオマット中に共存すると考えられる。粘液細菌はマット中の捕食者の一員と

して、微生物群集構造を維持する上で一定の役割を果たしていると思われる。粘液細菌

は多くの場合、溶菌酵素や多糖分解酵素により、生体高分子基質を分解し栄養源として

いる。マット環境はそのような粘液細菌にとり、微生物由来の高分子や菌体が容易に得

られる好適な生息場所と考えられる。本研究の結果から、藍色細菌や緑色光合成細菌

（あるいは真核藻類）、マンガン酸化細菌、粘液細菌、およびその他の滑走性細菌、な

どのような多種類の微生物から構成されるバイオマットが、日本の温泉環境中に広く分

布していると推定される。このように多様な微生物の共生あるいは共存によって、藍色

細菌などの菌体から成るマット状構造が形成・維持され、その中の菌叢が安定に保持さ

れていると考えられる。 

	
 温泉由来の粘液細菌については、前述のように、他の滑走性細菌の混在のために純化

できず、個々の菌株の生理的性質や、これらの微生物間の共生などの関係性については、

本研究では解明できていない。しかし、粘液細菌は高分子基質分解性の溶菌性細菌なの

で、他の滑走細菌が生産する多糖やタンパク質、さらには、細胞自体などを基質として

利用していると推定される。温泉からの培養株の場合は、混在する滑走細菌が、swarm

中で生存していることが確認されたので、両者間の関係は単純な「捕食と被捕食」の図

式では説明できず、むしろ一種の共生の状態が成立している可能性もある。たとえば、

粘液細菌と他の細菌との間の共生的関係について、土壌由来の粘液細菌 Chondromyces 

crocatus に混在していた、Sphingobacterium に類似した滑走性細菌の報告がある。この場

合は、それぞれ一方の菌株が単独で生育できず、両者を混合培養した場合に生育が確認

された。この結果から、2 株の細菌は互いに依存しあう共生状態と推定された（Jacobi et 

al., 1997）。 

	
 温泉からの粘液細菌様培養株の場合は、少なくとも混在する滑走細菌（SIB-1C、AT-

1C、AT-3 および YU-2C）は純粋培養が可能だった。したがって、温泉由来の粘液細菌

と随伴細菌の間には真の共生関係はないが、粘液細菌にとっては随伴細菌の存在が生育

に必要と考えられる。図 4-4 に示すように、温泉由来の粘液細菌を植え継いだ際には、

混在する滑走性細菌の方が先行して、移植片の周囲の寒天面を薄膜状に拡がりながら生

育した（A）。その後しばらく（2-3日以上）時間が経過後、粘液細菌様の swarmが、先

に薄膜状に生育した菌膜を溶解しながら生育する様子が観察された（B-C）。この際に

は、混在する滑走性細菌がすべて溶解・捕食されたのではなく、粘液細菌の swarm 中に

一部が生残したと考えられる。このような関係が成立する過程で、粘液細菌由来の二次
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代謝産物が一種の信号物質として、滑走性細菌の生育の制御に関与したかもしれない。

温泉由来の粘液細菌様培養株については、抗菌活性は検出されなかったが微量の二次代

謝物を生産している可能性もあり、この点は今後の検討を要する。二次代謝産物は土壌

環境中と同様に温泉環境においても、原生動物などの捕食圧から粘液細菌を防衛する役

割をも演じているかもしれない。マットを構成する藍色細菌や真核藻類なども二次代謝

産物を生産している可能性があるが（Welker and von Döhren, 2006）、温泉由来の藍藻が

生産する二次代謝産物について報告は無く、この点の解明に向けた今後の研究が待たれ

る。 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-4. 温泉由来の粘液細菌様培養株の swarm 形成の模式図 

 

	
 温泉由来の粘液細菌様の培養物、SIB-1、AT-1、AT-3 および YU-2 について、溶菌性

コロニー（swarm）の内側にのみ観察された桿菌は、分子系統学的解析の結果から、粘

液細菌と推定された。これらの桿菌は、生育温度の特徴という点では、表 4-14 に示した

ように、微（あるいは中等度）高温性菌（moderately thermophilic bacteria）の性質を示し、

45−50°C の比較的に狭い温度範囲にある温泉環境に特異的に適応した粘液細菌群と考え

られる。本研究では、55°C 以上の高温で生育する粘液細菌の存在は確認できなかったが、

この点は今後も検討すべき課題と考える。生育温度以外の他の生理的性質については、

温泉由来の粘液細菌様培養物は未純化のため、正確な記載は困難だが、他の粘液細菌と

同様に細菌溶解性の化学従属栄養細菌と考えられる。 

	
 本研究で得た粘液細菌様の培養物に含まれる粘液細菌のクローンは、分類学上は、ナ

ノシスティス亜目およびソランギウム亜目に帰属することが示され、シストバクター亜

目に属するクローンは検出されなかった。しかし前述のように、この亜目に属する陸生

粘液細菌として、48°C で生育する分離株 Myxococcus sp. GT-7 も報告されている（Gerth 

and Müller, 2005）。したがって、本研究では見出せなかったが、温泉環境においても、

ミクソコックス科（Myxococcaceae）の粘液細菌が生息する可能性があると考えられる。 
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 海岸由来の培養物 SIB-1 に由来する粘液細菌のクローンである SIBN-17 については、

既知の粘液細菌の配列との相同性が低く、粘液細菌目内における系統的帰属が困難であ

った。すなわち、表 4-12 に示した BLAST 相同性検索によって、SIBN-17 に対し最近縁

としてヒットした Sandaracinus amylolyticus NOSO4株および Enhygromyxa salina SHK-1T

株との相同性値はいずれも 88%と比較的に低い値であった。近年に、陸生粘液細菌の新

科として提唱された、パセリキュスティス科（Phaselicystidaceae）およびサンダラキヌ

ス科（Sandaracinaceae）について、各科の新属・新種の基準菌株、Phaselicystis flava お

よび Sandaracinus amylolyticus の既知粘液細菌との相同性値は、94%と 89%だった

（Garcia et al. 2009; Mohr et al. 2012）。クローン SIBN-17の場合は、これらの例と比較し、

最近縁の粘液細菌との相同性値が 88%とさらに低い値だったので、科以上のレベルでの

新規な高次分類群に帰属させるのが妥当と考えられた。なお、Phaselicystis flava につい

ては、系統樹上の位置という点で、ソランギウム亜目のグループの菌株間に占める場所

が不安定であった（図 4-3, 図 4-4）。そのため、この菌に関して新科を設けたことの妥

当性については、議論の余地があると思われる。 

	
 近年、Garcia et al.（2010）は、粘液細菌の新属相当の分類群を既知の粘液細菌から隔

てる相同性値の境界値として、94-95%を一つの目安としている。この基準に照らせば、

陸上温泉由来の粘液細菌様培養物について、培養物 AT-1 に由来する２クローンの一つ、

AT1-01 は、最近縁の陸生粘液細菌 Phaselicystis flava SBKo001 との相同性値は 95%であ

り、ソランギウム亜目の中の属レベルで新規な粘液細菌と考えられる。他方のクローン

AT1-02 は、培養物 AT-3 に由来する 3 クローンの一つ、AT3-09 とともに、前述の結果

（相同性値 99%）から、第 2 章で報告した海洋性粘液細菌 Enhygromyxa salina と種レベ

ルで近縁な粘液細菌であることが示唆される。また、これらの知見から、Enhygromyxa

属粘液細菌は塩水環境に限らず、淡水性の温泉も含む広範な水圏環境に適応し、NaCl 要

求性については、多様な生理的性質を有していると推定される。培養物 AT-3 に由来す

る 3 クローンの他の二つ、AT3-01 および AT3-03 についても、近年の粘液細菌の新科提

唱の記載（Yamamoto et al., 2014; Mohr et al., 2012）を参照すれば、ともに新科に分類す

るのが妥当と考えられる。クローン AT3-01 は、表 4-12 や図 4-3 および図 4-4 に示した

ように、新属新種の粘液細菌 Labilithrix luteola B00002T 株と比較的に近縁で相同性値は

95%であることから、先ほどの基準に従えば、Labilithrix に関して提唱された新科である

ラビリトリクス科（Labilitrichaceae）（Yamamoto et al., 2014）に含まれる新属相当の粘

液細菌と考えられる。これに対し、クローン AT3-03 に関しては、コフレリア科やハリ

アンギウム科に近縁な新科を設けるのが妥当と考えられる。 

	
 ここ十数年の間に、温泉環境中の菌叢解析の結果から、温泉環境中には多様な微生物

が生息し、新門に相当する分類群も多数存在することが示唆されている（Hugenholtz et 

al., 1998）。温泉環境の捕食性微生物についても多様な系統の微生物が報告され、好熱性
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ファージ（Breitbart et al., 2004; Chiura, 2002）や高温性アメーバ（Baumgartner et al., 2003）

も発見された。好熱性ファージは、温泉環境中の微生物進化において、属種を越えた遺

伝子運搬体として、遺伝子水平伝播に関与する可能性が指摘されている（Chiura and 

Umitsu 2004）。これまで未分離ながら、Bdellovibrio属に近縁の好熱性捕食性細菌の存在

も示唆されている（Davidov and Jurkevitch, 2004）。 

	
 以上の一連の研究を通して、多様な温泉環境において、各環境に特異的に適応した性

質を有すると考えられる新規な粘液細菌の存在が明らかになった。本研究では分離操作

を反復後にも純化には至らなかったことを考えて、今後は、新たな純化手法として、一

細胞を選択して釣菌する方法、例えば「光ピンセット法」（生田, 2005）などの新技法も

試みる必要があると考えられる。加えて、温泉由来あるいは高温性粘液細菌の新規物質

探索資源としての産業上の有用性を見い出すことが今後の重要な課題である。高温菌の

産業への応用例としては、Thermus 属や Bacillus 属細菌が耐熱性酵素の探索源として長年

にわたり研究されてきており、高温性の粘液細菌も新規な耐熱性酵素の探索源として有

望と思われる。 

	
 また、生育温度に関しては、温泉の菌とは対照的な性質として低温での生育に着目す

ると、好冷性の粘液細菌様菌株に関する記載があるが（Dawid, 2000）、この菌株は分離

には至っておらず、正確な分類的位置は不明である。他方で、表 4-13 に示したように、

著者らの予備的な検討結果からも、海洋性の粘液細菌のなかには、かなり低温（0-5°C）

で生育可能で、至適生育温度が 20℃以下の菌株として、ナノシスティス科に属する菌株

SHK-4 株が得られた。今後は好冷性の粘液細菌の多様性や生態学的研究を目指した探索

も視野に入れたいと考えている。 
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第 5 章 新規抗菌物質ミウラエナミドの単離と特性評価 

 

 

5.1 はじめに 

 

	
 海洋性粘液細菌は、Na+ などの海水中のカチオンを生育に要求する粘液細菌であり、

今回の探索によって北海道から南西諸島まで日本沿岸に広く分布することがわかった

（第 3 章）。また、海洋性粘液細菌の分離株の大部分は、分子系統からはナノシスティ

ス科（Nannocystaceae）に帰属したが、既知の粘液細菌とは属レベルで異なる分類群とす

るのが妥当と考えられ、OTU-1 および OTU-2 に対する新属・新種としてそれぞれ

Plesiocystis pacifica、Enhygromyxa salina を提唱した。一方、河口域などの汽水環境から

も、NaCl添加により生育が促進されるが生育至適 NaCl濃度が低い（0.5−1.0% [w/v]）粘

液細菌が分離され、海水より低塩分の水圏である汽水域に特異的に適応していると考え

られる汽水性粘液細菌の存在が確実となった（第 3 章）。汽水性細菌は、“obligate 

halophilic brackish water bacterium”の呼称もあり（Rheinheimer, 1992）、NaCl存在下での

み生育するか NaCl により生育促進され、その至適 NaCl 濃度が海水よりも低い 0.5-1.5%

（w/v）の付近にある、という性質で特徴づけられる。今回の汽水性粘液細菌の分離株の

中にも新規な分類群が存在し、OTU-3 および OTU-4 の分離株に対して、それぞれ新属・

新種名 Pseudenhygromyxa salsuginis、Paraliomyxa miuraensisを提唱した。 

	
 第 2 章で述べたように、陸生粘液細菌、とりわけセルロース分解性の Sorangium 属細

菌からは新規二次代謝産物が多数見いだされ、その一つ epothilone の誘導体 ixabepilone

は抗がん剤として商品化された。また、先行研究では海洋性粘液細菌である Haliangium 

ochraceum SMP-2T株、SMH-02-3 株（第 3 章で提唱した Enhydromyxa 属に相当[種は未同

定]）、および未同定の STM-1 株から抗菌活性が見いだされた（不藤, 2002）。このうち、

Enhydromyxa sp. SMH-02-3 株が生産する nannochelin は、陸生粘液細菌 Nannocystis 

exedens から見いだされた既知物質であった。また、STM-1 株が生産する抗菌物質につい

ては、生産量が微量のため同定できなかった。H. ochraceum SMP-2T株が生産する抗真菌

物質は、精製および同定に成功し、haliangicinと命名されている（Fudou et al., 2001）。 

	
 本研究で得られた海洋性・汽水性粘液細菌についても、陸生粘液細菌に由来の物質と

は異なる構造の新規化合物の発見が期待された。本研究では、新たに分離した 24 株およ

び先行研究の分離株 25 株に対して、新規物質の発見のために新しいアッセイ系を適用し、

新規二次代謝産物のスクリーニングを試みた。その結果、Paraliomyxa miuraensis SMH-

27-4T 株において比較的に強い抗菌活性の再現性が確認され、物質の精製および構造決定

に至った。本章ではこの新規物質をミウラエナミド（miuraenamide）と命名し、スクリ

ーニング、精製、構造決定、抗菌活性確認に至る結果を記述する。 	
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5.2 実験材料および方法 

 

5.2.1 供試菌株 

	
 第 3 章、表 3-16「海洋性粘液細菌の分離源および分離培地」に示した海洋性および汽

水性の粘液細菌の全菌株について、以下の方法で培養試料を調製し抗菌試験に供した。 

 

5.2.2 抗菌物質探索用の培地および培養法 

1) 前培養培地 

	
 VY/2-SWS 寒天培地（第 3 章, 表 3-5）を用い、海洋性粘液細菌の場合は VY/2-S75-15

もしくは-S100-20、汽水性粘液細菌の場合は VY/2-S20-10 の組成にそれぞれ調製した。

ただし、これらの前培養の場合は培地に HEPESは添加しなかった。 

2) 海洋性粘液細菌の抗菌物質の探索・生産用培地 

	
 前培養培地と同様の酵母菌体を主成分とし、人工海水基礎培地溶液（SWS）と NaCl

を含む液体培地を用いた。発酵生産物の回収のため、吸着樹脂セパビーズ SP207（三菱

化学）、20 g（湿重）L-1を添加した。 

 

表 5-1. 抗菌物質探索用 VY/2-S100-20 培地 

 成分	
 添加量	
 (g L-1)	
 

人工海水基礎培地 S100	
 1000 (mL)   
NaCl    20.0 
Bacto Yeast Extract 0.1 
HEPES  2.0 
酵母湿菌体 8.0 
吸着樹脂セパビーズ SP207 (三菱化学)*1 20.0 

*1セパビーズは使用前に新品を約 2 倍容のアセトンで 2 回洗浄し，さらに脱イオン水で

2 回洗浄し，ヌッチェを用いて水分を吸引除去し，乾燥を防ぐため密閉容器に入れて冷

蔵庫に保管した．培地の pHは，1 N NaOHで 7.3に調整した．人工海水基礎培地 S100の

組成は第 3章、表 3-2に示す． 

 

3) 汽水性粘液細菌の抗菌物質の探索・生産用培地 

	
 海洋性粘液細菌の場合と同様に、酵母菌体を主成分とした培地に、発酵生産物の回収

のため、吸着樹脂セパビーズ SP207（三菱化学）、20 g（湿重）L-1 を添加した。希釈し

た人工海水基礎培地溶液（SWS）と NaCl 10 g L-1を含む液体培地を用いた。 
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表 5-2. 抗菌物質探索用 VY/2-S20-10 培地 

 成分	
 添加量	
 (g L-1) 

人工海水基礎培地 S100 200 (mL)   
脱イオン水 800 (mL) 
NaCl    10.0 
Bacto Yeast Extract 0.1 
HEPES  2.0 
酵母湿菌体 8.0 
吸着樹脂セパビーズ SP207 (三菱化学) 20.0 

 

4) 汽水性粘液細菌用のミウラエナミド生産培地 

	
 抗菌活性が見いだされた汽水性粘液細菌 Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T株について、

酵母菌体を主成分とし、低濃度の人工海水基礎培地溶液（SWS）と NaCl および NaBr を

含む以下の組成の VY/2-S20-1-Br 液体培地を用い、抗生物質の生産量の増量を試みた。

発酵生産物の回収のために、この場合も吸着用樹脂を添加した。培地の pH は、1N 

NaOHで 7.3に調整した。 

 

表 5-3. 抗生物質生産用 VY/2-S20-1-Br 培地 

 成分	
 添加量	
 (g L-1) 

人工海水基礎培地 S100 200 (mL)   
脱イオン水 800 (mL) 
NaCl    1.0 
NaBr    7.0 
Bacto Yeast Extract 0.1 
HEPES  2.0 
酵母湿菌体 8.0 
吸着樹脂セパビーズ SP207 (三菱化学) 20.0 

 

5.2.3 抗菌物質の探索および生産のための培養条件 

1) 前培養 

	
 VY/2-SWS 寒天培地の中央に凍結グリセロールストック保存菌を接種し、コロニー

（swarm）の径が 5-7 cmに達するまで 2−3週間にわたり 28oCで培養した。 

2) 本培養 

	
 探索の際には、各液体培地を 500 mL 容 Erlenmeyer フラスコに 100 mL 分注した。寒

天平板培地上のコロニー周縁部の寒天ゲルを、菌体と共に径 5.0 mmの滅菌ストローで切

り出して得られた円柱状の小片 10 個分の菌体を、フラスコ 1 本分の液体培地に接種した。

試料の大量調製の際は、各液体培地を 2 L容 Erlenmeyerフラスコに 500-1000 mL分注し

た。平板培地 3 枚分のコロニー周縁部の寒天片を、菌体と共に滅菌スパテルで採取し、
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滅菌した 250 mL容金属製カップに移送した。滅菌した人工海水もしくは希釈人工海水を

50 mL 添加し、電動ホモジナイザー（Excel Auto Homogenizer, Nissei）で、6,000-10,000 

rpm の回転数において、寒天片を無菌的に破砕してスラリーとし、フラスコ中の液体培

地に接種した。28oCで 15-18日間の旋回振とう培養（180 rpm）を行った。 

 

5.2.4 Phytophthora capsici を用いた抗菌試験法 

1) 試料調製法  

	
 培養液から遠心分離（2,100×g, 15分）により、菌体と吸着樹脂を含む不溶性画分を回

収した。培養液 100 mL の場合、アセトン 20 mL を回収物に加え、室温にて抽出を 2 回

行い、全抽出液をロータリー・エバポレーターで減圧濃縮し、水性懸濁液 0.5-1.0 mL を

得た。懸濁液をディスポーザブル・ガラス試験管に移し、遠心真空濃縮器 Savant Speed 

Vac SC210A（Thermo Fischer Scientific）で乾固した。乾固物を 100μLのアセトンに溶解

し、20μL をペーパーディスク（直径 8 mm, 厚型, アドバンテック㈱製）に浸み込ませ、

ドラフト中でアセトンを蒸発させ、以下の抗菌試験に供した。 

2) 抗菌活性測定法 

	
 小鹿らの方法により測定した（Ojika et al., 1998; 鈴木, 2002）。被検菌 Phytophthora 

capsici は卵菌類に属する糸状菌でトウガラシ萎凋病などの原因となる植物病原菌である。

この菌を表 5-4に示した合成培地寒天培地（Ojika et al., 1998）にて 25˚Cで前培養し、コ

ロニーの成長端（すなわち外周部）から径 3 mm の寒天片を滅菌ストローで採取し、あ

らたに同培地上に接種し（図 5-1A）、25˚C で 2 日間の培養を行った。コロニー直径が

3-4 cm に達したら、図 5-11 のように 4-6 個のペーパーディスクを被検菌のコロニー成

長端から 1 cm 離れた位置に置いた。図 5-1B では簡略化し、ディスクの数を２個とした。

さらに 1 日の培養後、ディスクとコロニー成長端の距離を測定し、対照の培地コントロ

ール（菌を無接種の培地からの抽出物）と比較した（C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-1. Phytophthora capsici を被検菌とした抗菌活性測定法．鈴木（2002）からの改変図． 
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表 5-4. Phytophthora capsici 用の合成培地  

 成分 添加量	
 (g L-1) 

Sucrose   10.0 
Monosodium glutamate monohydrate    1.5 
KH2PO4                                                                                    0.5 
MgSO4.7H2O                  0.25 
CaCl2             0.1 
Agar      10.0 
Thiamine HCl    1.0    (mg) 
Na2B4O7.10H2O        0.088  (mg) 
CuSO4.5H2O      0.393  (mg) 
Fe2(SO4)3.9H2O       0.91   (mg) 
MnCl2.4H2O      0.072  (mg) 
Na2MoO4.2H2O      0.05   (mg) 
ZnSO4.7H2O      4.403  (mg) 
EDTA.2Na      5.0    (mg) 

脱イオン水 1Lに上記の成分を添加して調製した． 

 

 

5.2.5 発酵産物・MA-A(1) および MA-B(2) の精製方法の概要 

	
 精製過程の概要を図 5-2に示す。培養液から、遠心分離（2,100×g, 15分）により、菌

体と吸着樹脂を含む不溶性画分を回収した。培養液の 5.0% 容積のアセトンを回収物に

加え、室温にて抽出を 2 回行ない、全抽出液をロータリー・エバポレーターで減圧濃縮

し水性懸濁液を得た。この液からの酢酸エチル抽出を 50 mL にて 3 回行ない、全液を合

わせて濃縮した残分をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで分画した。シリカゲルは

Wakogel C-300（オープンカラム、40 g、和光純薬）を使用し、混合比が 5：5、4：6、

3：7 および 2：8 のヘキサン-酢酸エチル混合液により溶離した。混合比 4：6 の一部、

3：7 のすべて、および 2：8 の一部による溶離画分（画分 4）を合わせ減圧濃縮した乾固

物を、逆相液体クロマトグラフィーで分画した。カラムは Develosil ODS UG-5（直径 10 

mm×長さ 250 mm、ノムラケミカル、愛知）を用い、70%メタノールを流速 4 mL min–1

で送液し、目的物質の溶出を波長 290 nmの紫外吸収により検出した。得られた 4画分の

うち、2 番目の画分（画分 4-2）の乾固物を、同一条件の逆相液体クロマトグラフィーで

再度分画した。得られた 8画分のうち、6番目の画分の乾固物 2.6 mgを MA-A (1)、7番

目の画分の乾固物 0.5 mgを MA-B (2)と名付け（図 5-3参照）、特性評価を行なった。 
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図 5-2. Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T 株由来の抗菌物質ミウラエナミド類の精製スキー

ム．小鹿（私信）に基づく改変図． 
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5.2.6 発酵産物のクロマトグラフィーと分画 

	
 培養液から菌体と吸着樹脂を回収し、アセトン抽出した画分について、図 5-2 に示し

たシステムで、一回のシリカゲルカラムクロマトグラフィーおよび二回の逆相液体クロ

マトグラフィー（HPLC）により、ミウラエナミド類の分画精製および分析を行った。	
  

 

5.2.7 機器分析   

	
 以下の機器による測定データ（本博士論文業績報告書、Ojika et al., 2008）から生産物

の化学構造を決定した。 

1) 質量分析（MS） 

	
 Mariner Biospectrometry Workstation（Applied Biosystems、CA、USA）を用い positive 

ESI modeで測定した。高分解能質量分析（HR-MS）では、アンジオテンシンＩ、ブラジ

キニンおよびニューロテンシンを含むペプチド混合物溶液を、内部標準に使用した。 

2) UV スペクトル	
  

	
 ・使用機器：Ubest-50型紫外・可視光分光光度計（日本分光） 

	
 ・試料の溶媒・濃度：MeOH, c=5.1×10-5 M 

	
 ・測定波長：200-400 nm 

3) FT-IR スペクトル	
  

	
 ・使用機器：FT-IR-7000S型赤外分光光度計（日本分光） 

	
 ・試料：KBr結晶上に薄膜として調製 

	
 ・測定波数：500-4000 cm-1（波長、2500-20000 nm） 

4) NMR スペクトル   

	
 AMX2 600（600 MHz）spectrometer（Bruker）で測定した。1Hおよび 13C NMRスペク

トルのケミカルシフト値は、それぞれ残存クロロホルム（CHCl3）のδH 7.26 ppm および

重クロロホルム（CDCl3）のδC 77.0 ppm を内部標準とし、ppm 単位で記載した。化合物

の構造決定に際し、観測した二次元 NMRに関する略語を、表 5-5に示す。 

 

表 5-5. 二次元 NMR に関連した略語表	
 

略称 正式名称 

1H-1H COSY 1H-1H correlation spectroscopy 

HMQC heteronuclear multiple quantum coherence 

 (1H-13Cシフト相関二次元 NMR) 

HMBC heteronuclear multiple bond correlation 

 (1H-13Cロングレンジシフト相関二次元 NMR) 

NOESY NOE correlated spectroscopy 
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5) 比旋光度	
  

	
 ・使用機器：DIP-370型デジタル旋光度計（日本分光） 

 

5.2.8 化学構造決定のための MA-A(1) の誘導体の合成 

	
 Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T株の発酵生産物 MA-A(1)の化学構造を決定のため、

以下のような方法で各誘導体を合成した。誘導体の合成に用いた試薬の略号は以下の表

5-6に示す。各誘導体の構造式は、図 5-9に示す。	
 

	
 

表 5-6. 誘導体の合成に用いた試薬の略語表 

略称 正式名称 

TMSCHN2 trimethyl-silyl-diazomethane 

MTPA methoxy (trifluoromethyl) phenylacetic acid 

FDLA 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-leucinamide 

 

 

5.2.9 誘導体 10 の合成 

	
 MA-A(1)1.9 mg (2.8 µmol)を、エタノール(0.8 mL)と NaOH (5 N, 0.4 mL)の混合液中で、

窒素気相下で室温にて 24 時間、撹拌した。つぎに、混合液を飽和 NH4Cl 溶液 (3 mL)で

希釈した。塩酸を添加して得られた混合液を、酢酸エチルで抽出した。抽出液を合わせ、

塩水で洗い、Na2SO4 で脱水し、濃縮した。残分をシリカゲルクロマトグラフィーで精製

し、誘導体 10（1.0 mg, 51%）を得た。クロマトグラフィー条件は、カラム: Wako gel C-

300, 2.8 gを用い、溶離は、CHCl3/メタノール混合液=9:1-8.1の濃度勾配で行なった。 

 

1H NMR(400 MHz, CDCl3): δ=7.44-7.40(m, 1H), 7.35(t, J =7.2 Hz, 2H), 7.32-7.27(m, 3H), 

7.17(d, J =1.4 Hz, 1H), 6.91(br d, J =8.4 Hz, 1H), 6.84(d, J =8.4 Hz, 1H), 6.49(br d, J =6.8 Hz, 

1H), 5.22(t, J =8.0 Hz, 1H), 5.19-5.15(m, 1H), 4.65(quint, J =6.8 Hz, 1H), 3.79(sext, J =6.4 Hz, 

1H), 3.63(s, 3H), 3.12(dd, J =14.8, 7.0 Hz, 1H), 2.68(dd, J =14.8, 9.0 Hz, 1H), 2.63(s, 3H), 2.19(t, 

J =7.2 Hz, 2H), 2.13-2.00(m, 4H), 1.70-1.64(m, 2H), 1.61(s, 3H), 1.58-1.52(m, 2H), 1.19(d, J =6.4 

Hz, 3H), 1.03 ppm(d, J =6.4 Hz, 3H). 

	
 

5.2.10 誘導体 11 の合成 

	
 誘導体 10(1.0 mg, 1.4 µmol)をベンゼン(1.4 mL)とメタノール(0.2 mL)の混液に溶解し、

ここに TMSCHN2 (2 M)のジエチルエーテル溶液	
 (4 µL, 8 µmol)を添加した混合液を、室温

で 2 時間、撹拌した。つぎに、混合液を濃縮し、HPLC で分画し、誘導体 11 (0.8 mg, 

78%, tR=29.3 min)を無色粉末として得た。クロマトグラフィー条件は、カラム: Develosil 
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ODS UG-5 (10 i.d.×250 mm)を用い、溶離は、60-80% メタノール水溶液を、流速 3.0 mL

で 60 分間、送液して行ない、測定波長 218 nm にて誘導体を検出した。 

 

旋光度	
 [α] D
26=+22 (c=0.06 M, CHCl3); 赤外吸収 IR (KBr): νmax (cm-1) =3281, 1703, 1635, 

1507, 1264, 1224, 1115, 981, 818, 757, 704, 666; 	
 
1H NMR(600 MHz, CDCl3)：δ=7.37(t, J =7.2 Hz, 1H), 7.32(t, J =7.2 Hz, 2H), 7.27(d, J =7.2 Hz, 

2H), 7.21(d, J =2.0 Hz, 1H), 7.14(s, 1H), 6.97(dd, J =8.4, 2.0 Hz, 1H), 6.88(d, J =8.4 Hz, 1H), 

6.30(d, J =6.6 Hz, 1H), 5.22(dd, J =9.0, 6.6 Hz, 1H), 5.15(t, J =6.6 Hz, 1H), 4.59(quint, J =6.9 Hz, 

1H), 3.81-3.75 (m, 1H), 3.78(s, 3H), 3.52(s, 3H), 3.19(dd, J =14.4, 7.2 Hz, 1H), 2.75(dd, J =14.4, 

9.6 Hz, 1H), 2.66(s, 3H), 2.14(t, J =7.2 Hz, 2H), 2.10-2.04(m, 2H), 2.02(q, J =7.2 Hz, 2H), 1.68-

1.62(m, 2H), 1.60(s, 3H), 1.58-1.51(m, 2H), 1.19(d, J =6.0 Hz, 3H), 0.96 ppm(d, J =7.2 Hz, 3H). 

(ESI): m/z (%) = 738.2 and 740.2 (93 and 100) [M+Na]+;  

HRMS: C35H46N3O8
79BrNaの m/z 計算値:738.2361、実測値: 738.2361. 

	
 

5.2.11 誘導体 12s の合成 

	
 メチルエステル誘導体 11（0.4 mg, 0.6 µmol）は、脱水ピリジン中で、(R)-MTPA クロ

リド（4 µL, 21 µmol）と、標準的な条件で反応させた。反応液を HPLC で分画し、誘導

体 12s (0.5 mg, 78%, tR=10.4 min)を無色粉末として得た。クロマトグラフィー条件は、カ

ラム: Develosil ODS UG-5（10i.d.×250 mm）を用い、溶離は、90%メタノール水溶液を、

流速 4.0 mLにて 60 分間、送液して行ない、測定波長 220 nmで誘導体を検出した。 

 
1H NMR(主要な配座異性体；600 MHz, CDCl3): δ=7.71-7.67(m, 3H), 7.55-7.51(m, 2H), 7.48-

7.43(m, 4H), 7.42-7.38(m, 5H), 7.35-7.31(m, 2H), 7.16(s, 1H), 7.11(dd, J =1.8, 8.4 Hz, 1H), 

6.94(d, J =8.4 Hz, 1H), 6.29(d, J =6.6 Hz, 1H), 5.31(d, J =9.0, 7.2 Hz, 2H), 5.13-5.04(m, 2H), 

4.56-4.50(m, 1H), 3.78, 3.72, 3.64, 3.50, 3.55, and 3.53 (s, total 12H), 3.30(dd, J =14.4, 7.2 Hz, 

1H), 2.81(dd, J =14.4, 9.6 Hz, 1H), 2.65(s, 3H), 2.13-2.06(m, 2H), 2.05-1.95(m, 4H), 1.70-1.50(m, 

3H), 1.70-1.64(m, 1H), 1.56(s, 3H), 1.26(d, J =6.0 Hz, 3H), 0.96 ppm(d, J =6.6, 3H). 

(ESI): m/z (%) = 1148.4 and 1150.4 (13 and 18) [M+H]+, 1170.3 and 1172.3 (90 and 100) 

[M+Na]+. 

	
 

5.2.12 誘導体 12r の合成 

	
 メチルエステル誘導体 11（0.5 mg, 0.7 µmol）は、(S)-MTPAクロリド（4 µL, 21 µmol）

と、(R)体と同一条件下で反応させたのち、反応液を同様にして精製し、誘導体 12r（0.8 

mg, 100%, tR=9.95 min）を無色粉末として得た。 

1H NMR (主要な配座異性体；600 MHz, CDCl3): δ=7.70-7.66(m, 3H), 7.55-7.51(m, 2H), 7.48-
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7.44(m, 4H), 7.41-7.37(m, 5H), 7.36-7.30(m, 2H), 7.17(s, 1H), 7.11(dd, J =8.4, 1.8 Hz, 1H), 

6.95(d, J =8.4 Hz, 1H), 6.27(d, J =6.6 Hz, 1H), 5.32(dd, J =9.0, 7.2 Hz, 1H), 5.13-5.08(m, 1H), 

5.03-4.98(m, 1H), 4.53(quint, J=6.6 Hz, 1H), 3.78, 3.72, 3.64, 3.50, 3.55, and 3.52 (s, total 12H), 

3.30(dd, J =14.4, 7.2 Hz, 1H), 2.81(dd, J =9.6, 14.4 Hz, 1H), 2.65(s, 3H), 2.14-2.06(m, 2H), 1.94-

2.02(m, 2H), 1.93-1.85(m, 2H), 1.74-1.68(m, 1H), 1.65-1.55(m, 3H), 1.51(s, 3H), 1.34(d, J =6.0 

Hz, 3H), 0.97 ppm(d, J =6.6, 3H). 

(ESI): m/z (%) = 1148.4 and 1150.4 (11 and 15) [M+H]+, 1170.3 and 1172.3 (84 and 100) 

[M+Na]+. 

	
 

5.2.13 MA-A(1)の加水分解とマーフィー法による誘導体化 

	
 MA-A(1)1.0 mg（1.5 µmol）を塩酸（12 N, 1 mL）に溶解し、密閉ガラス容器中で窒素

気相下、115-120˚C に設定したオイルバス中で 15 時間にわたり加熱した。つぎに塩酸を

窒素通気で除去し、残分を水に溶解し、ジエチルエーテルで 2 回洗った。ガラス容器に

窒素を通気して水層を濃縮し、残分を凍結乾燥後、水（150 µL）に再溶解した。この溶

液 30 µLに対して、NaHCO3水溶液(1 M, 20 µL)と L-もしくは D-FDLA (東京化成), 1%の

アセトン溶液（30 µL, 1 µmol）を添加し、混合液をで 1 時間にわたり保温した。つぎに、

塩酸（1 M, 20 µL）を添加して反応を終了し、混合液にアセトニトリル 100 µLを加えて

希釈し、アミノ酸の L-もしくは D-FDLA 誘導体を含む溶液 200 µL を調製した。二つの

溶液の一部（3 µL）を分取し、HPLCで分析した。クロマトグラフィー条件は、Develosil 

ODS UG-5（4.6×250 mm）カラムを用い、溶離は、混合液 Aの 45-50% 水溶液による 40

分間のリニア濃度勾配溶出を、流速 1 mL min-1で行った。混合液 A は、トリフルオロ酢

酸を 0.1%含有する、アセトニトリル/メタノール混合液 (3:1)である。測定波長 305 nm 

にて誘導体を検出した。N-メチルチロシン（Bachem, Switzerland）とアラニンの FDLA

誘導体を合成し、対照の標準物質とした。 

 

5.2.14 酵母ミトコンドリア画分の抽出 

	
 真核生物の酵母 Candida rugosa NBRC 0750 株（表 5-15）のミトコンドリア顆粒の

NADH oxidaseに対する阻害活性を調べるため、Fang and Beattie（2003）および中井の方

法（中井・中井, 2011）に従い、ミトコンドリア画分を調製した。調製に用いた緩衝液を

表 5-7に示した。培養液 500 mLから 2,100×g、5分間の遠心分離により酵母菌体を回収

した。湿重量 5 gの菌体を 50 mLの Tris-SO4緩衝液に懸濁させ、30˚Cの恒温槽で 90 rpm、

15分間振とうした。遠心分離により菌体を再回収し、Sorbitol/K+-Pi緩衝液 50 mLに懸濁

させる操作を 2 回反復した。細胞のスフェロプラスト化のため、酵母菌体 1 g あたり 5 

mgの Zymolyase20-T（生化学工業）を添加し、30˚Cの恒温槽で 90 rpmにて 45分間の振

とうを行った。この酵素反応中に 5、10、15、30および 45の各分時点で 20 µLの反応液
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を採取し、蒸留水で 50 倍希釈し、600 nm における吸光度の減少を測定し、細胞壁の溶

解の進行状況を確認した。同時に位相差顕微鏡により酵母細胞の形状変化を観察した。

反応終了後、2,100×g で 5 分間の遠心分離により菌体を回収し、Sorbitol/K+-Pi 緩衝液 50 

mLに懸濁させる操作を 2回反復したのち、2,100×gで 5分間の遠心分離により菌体を回

収した。細胞破砕用緩衝液 50 mL に 1 mM のプロテアーゼ阻害剤 PMSF（phenylmethyl-

sulfonyl fluoride）を添加し、さらに酵母菌体を懸濁させ、氷冷下で超音波処理により菌

体破砕した。破砕菌体懸濁液について、2,100×g で 5 分間の遠心分離により上清を回収

した。さらに 12,800×g で 5 分間、上清の遠心分離を行い、得られた沈殿を粗ミトコン

ドリア画分とした。この画分を、300 µL の Sorbitolリン酸緩衝液に懸濁し、2.7 mL の低

張緩衝液を添加し、25,200×g で 20 分間、4˚C にて上清の遠心分離を行った。得られた

沈殿を 3 ml の低張緩衝液に懸濁し、氷上で 20 分間の冷却後、再び 4˚C にて 25,200×g

で 20 分間の遠心分離を行った。この懸濁・遠心分離の操作を 3 回反復の後、沈殿を回収

しマイトプラスト（mitoplast）として呼吸阻害活性の実験に用いた。なお、マイトプラ

ストとは粗ミトコンドリア画分から外膜と膜間隙のタンパク質を除いた画分であり、内

膜由来小胞の NADH oxidaseを含む。 

 

表 5-7. 粗ミトコンドリア画分・マイトプラスト調製に用いた緩衝液 

緩衝液 成分 濃度（mM） 

Tris-SO4 緩衝液（pH 9.4） Tris-SO4 100 

 Dithiothreitol 10 

Sorbitol/リン酸緩衝液（pH 7.4） K2HPO4 20 

 Sorbitol 1200 

細胞破砕用緩衝液（pH 7.4） Tris-HCl 20 

 Sorbitol 600 

低張緩衝液（pH 7.4） Tris−HCl 5 

 EDTA 1 

 cOmplete Mini（Roche） （10 mLに１錠）   

 

5.2.15 呼吸阻害活性の測定 

	
 マイトプラストを用い以下の反応溶液中にて、ミトコンドリア NADH oxidase 阻害活

性を測定した。反応温度 30˚C で、NADH の添加により反応を開始し、波長 340 nm にお

ける吸光度変化を 2 分間隔で測定した。試料の最終濃度は、miuraenamide A および B を

100 µM に、ポジティブ・コントロールの cystothiazole A、およびネガティブ・コントロ

ールの amphotericin Bを 10 µMにそれぞれ設定し、反応液 1 mLに 100倍濃度（10およ

び 1 mM）の各物質の MeOH溶液 10 µLを添加した（表 5-8, 表 5-9）。 
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表 5-8. 酵素反応用緩衝液（pH 7.4） 

成分 濃度（mM） 

Na2HPO4      75 
EDTA       1 
MgCl2       1 

 

 

表5-9. NADH oxidase反応液 

反応液組成 添加量 (µL） 

マイトプラスト（OD340=0.25）   25 

NADH溶液（3.93 mM）  70 

試料溶液（MeOH に溶解）  10 

酵素反応用緩衝液（表 5-2）  895  

 

 

5.2.16 抗菌活性の測定法  

1) 発酵生産物の抗-Phytophthora 活性 

	
 さきに§5.2.4 に示したのと同様な方法で、被検菌 Phytophthora capsici に対する抗菌活

性を調べた。 

2) 各供試化合物の抗菌スペクトラム 

	
 表 5-14 に示した各被検菌に対する最少生育阻止濃度（MIC，minimal inhibitory 

concentration）を、液体培地中での段階希釈法により測定した。各被検菌の液体培養では、

糸状菌や酵母には 0.5% のグルコースを添加した Yeast Nitrogen Base broth (BD)を、細菌

には Mueller-Hinton broth (BD) をそれぞれ用いた。各被検菌の細胞もしくは胞子数が約

104になるよう各希釈段階の試験管に接種し、糸状菌と酵母は 25˚C、細菌は 37˚C で培養

した。糸状菌の Phytophthora capsici や Trichophyton mentagrophyte（皮膚真菌症病原菌）

は胞子形成しないため、それらを寒天培地上で生育させ、寒天小片（約 1 mm3）を菌糸

とともに接種した。糸状菌は 72 時間、酵母と細菌は 24 時間の培養の後に最小生育阻止

濃度を測定した。 
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5. 結果 

 

5.3.1 海洋性、汽水性粘液細菌における抗菌物質のスクリーニング 

	
 先行研究で得た菌株も含め、第 3 章、表 3-17 で示した海洋性粘液細菌 51 分離株の全

菌株について、Phytophthora capsici NBRC 8386株を被験菌とした抗真菌活性試験を実施

した。その結果を表 5-10 に示す。表 5-10 の脚注に示すように、(*)を付した 24 菌株が

本研究における分離株であり、残りの 27 株は先行研究（不藤, 2002）で分離したもので

ある。表に示すようにいくつかの分離株において抗菌活性が認められたが、大部分は活

性が弱く、唯一 Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T株において強い活性が検出された。先

行研究において Haliangium ochraceum SMP-2T株から抗菌物質 haliangicinが見つかってい

るが（Fudou, 2001）、SMH-27-4T株の抗菌活性の強さは haliangicin に匹敵するものであ

った。 

 

 

表 5-10. 海洋性粘液細菌の抗 Phytophthora 抗真菌活性 （次ページに続く） 

菌種・菌株名 培養温度	
 (℃) 抗真菌活性 

Plesiocystis pacifica SIR-1T (*) 28   － 
Plesiocystis pacifica SHI-1 28   － 
Plesiocystis sp. SIS-2 28  （ｗ） 
Enhygromyxa salina SHK-1T (*) 28 （ｗ） 
Enhygromyxa salina SKK-2 28   ＋ 
Enhygromyxa salina SMK-1-1  28 （ｗ） 
Enhygromyxa salina SMK-1-3  28   － 
Enhygromyxa salina SMK-10 (*) 28   － 
Enhygromyxa salina SMP-6 28   － 
Enhygromyxa sp. SHK-4 (*) 25 （ｗ） 
Enhygromyxa sp. SHK-11 (*) 25   － 
Enhygromyxa sp. SMP-8 (*) 28   － 
Enhygromyxa sp. SMH-02-3 28 （ｗ） 
Enhygromyxa sp. SNB-1  28 （ｗ） 
Enhygromyxa sp. SIW-2  28   － 
Enhygromyxa sp. SIW-3  28   － 
Enhygromyxa sp. SNM-1 28   － 
Enhygromyxa sp. SSJ-1 28   － 
Enhygromyxa sp. SMK-2-1 (*) 28   － 
Enhygromyxa sp. SMK-5-2 (*) 28   ｗ 
Enhygromyxa sp. SMK-9 (*) 28   ＋ 
Enhygromyxa sp. SYM-1 (*) 30, 37   ｗ 
Enhygromyxa sp. SYM-2 (*) 28   － 
Enhygromyxa sp. SAB-1 28   － 
Enhygromyxa sp. SIS-1 28   － 

シンボル：＋＋: 強い抗真菌活性あり; ＋, 抗真菌活性あり; －, 抗真菌活性なし; ｗ, 弱

い抗真菌活性あり; (ｗ), 弱い活性（再現性なし）．SMP-3 および SKP-2 は粘液細菌では

ない．(*) を付した菌株が本研究における分離株． 
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表 5-10.ーつづき 

 

 

 

シンボル：＋＋: 強い抗真菌活性あり; ＋, 抗真菌活性あり; －, 抗真菌活性なし; ｗ, 弱

い抗真菌活性あり; (ｗ), 弱い活性（再現性なし）．(*) を付した菌株が本研究における分

離株． 

 

 
5.3.2 新規抗真菌物質の生産と精製 

	
 上記のように、P. miuraensis SMH-27-4T 株に抗真菌活性が認められた。また、

Enhygromyxa salina SKK-2株、Enhygromyxa sp. SMK-9株および未同定の STM-1株におい

ても、抗真菌活性が見いだされたため、これら 4株について培養液を大量（1-2 L）に調

製し、物質の同定を試みた。しかし、SMH-27-4T 株以外においては、物質が不安定か、

もしくは微量なため解析が困難であった。以下、同定に至った SMH-27-4T 株の新規物質

について記述する。 

	
 図 5-2 に示すように、P. miuraensis SMH-27-4T 株の培養液 17.9 L から、遠心分離

（2,100×g 15 分）により、菌体と吸着樹脂を含む不溶性画分を回収した。アセトン 900 

mLを回収物に加え、室温にて抽出を 2回行い、抽出液の全量をロータリー・エバポレー

ターで減圧濃縮し、水性懸濁液を得た。この液からの 50 mL 酢酸エチルによる抽出を 3

回行い、全液を合わせて濃縮した残分のうち、800 mg をシリカゲルクロマトグラフィー

菌種・菌株名	
 培養温度	
 (℃)	
 抗真菌活性	
 

Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T (*) 28  ＋＋ 

Pseudenhygromyxa salsuginis SYR-2T (*) 28   － 

Haliangium ochraceum SMP-2T  28  ＋＋ 

Haliangium tepidum SMP-10T  30, 37   ｗ 

Haliangium sp. SBP-1 (*) 28 （ｗ） 

Desulfobacterales bacterium SMP-3  28   － 

Desulfobacterales bacterium SKP-2  28   － 

SKK-1 28   － 

SMK-1-2  28   － 

SMK-2-2 (*) 28   － 

SMK-3-1 (*) 28   － 

SMK-3-2 (*) 28   － 

SMK-3-3 (*) 28   － 

SMK-4-1 (*) 28   － 

SMK-4-2 (*) 28   － 

SMK-5-1 (*) 28   － 

SNB-2 28   － 

SNB-3 28   － 

SMP-4 28   － 

SMH-97-3 28   － 

SMP-7 28   － 

STM-1  28   ＋ 

SSB-1 28   － 

SYM-3 (*) 28   － 

SYM-4 (*) 28   － 

SYM-5 (*) 28   － 
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で分画した。ヘキサン-酢酸エチル混合液による溶離画分（画分 4）を合わせ減圧濃縮し

た乾固物 37 mgを、逆相液体クロマトグラフィーで分画した。得られた 4画分のうち、2

番目の画分（画分 4-2）の乾固物 4.4 mg を、同一条件の逆相液体クロマトグラフィーで

再度分画した。得られた 8画分のうち、6番目の画分 4-2-6の乾固物 2.6 mgを MA-A (1)、

7番目の画分 4-2-7の乾固物 0.5 mgを MA-B (2) と名付けた。図 5-3に、MA-A (1) およ

び MA-B (2) の逆相クロマトグラフィーによる溶出ピークを示す。この場合の使用機器、

溶離条件および検出機器は、図 5-2 に示した逆相液体クロマトグラフィーの条件と同一

である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-3. Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T 株由来の抗菌物質 MA-A (1) および MA-B (2) 

の逆相 HPLC 溶出パターーン．ピーク A, MA-A (1) ; ピーク B, MA-B (2)． 

 

 

5.3.3 新規抗真菌物質 MA-A(1)の質量分析および吸収スペクトル 

	
 新規抗真菌物質 MA-A (1) の同定に向けて質量分析を行なった。MA-A (1)は、ESI-TOF 

MSにおいて、m/z 684.2および m/z 686.2にプロトン付加イオンピーク[M+H]+が観察され、

その面積比が約 1：1 であることから、一個の臭素原子の存在が示唆された（図 5-4）。高

分解能マススペクトル（HR-MS）により、その分子式は C34 H43 N3 O7
79Brであることが明

らかになった。	
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図 5-4. 新規物質 MA-A (1) の ESI-TOF-MS（+）スペクトル． 

 

	
 つぎに、UV スペクトルおよび IR スペクトル分析を行なった。MA-A (1) の UV スペ

クトルにおいては 276 nm の極大吸収ピーク（図 5-5）、IR スペクトルにおいては 1684 

cm-1 の吸収帯（図 5-6）が得られ、不飽和カルボニル基の存在が示唆された。IR スペク

トルによる 1654, 1636 および 1509 cm-1のアミド吸収帯の検出や、一分子当り三個の窒

素原子の検出から、ペプチド結合の存在が示された。表 5-11に MA-A (1) の物理化学的

諸性質を要約する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-5. 新規物質 MA-A (1) の UV スペクトル [溶媒: MeOH, c=5.1 x 10-5 M]．  
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図 5-6. 新規物質 MA-A (1) の IR スペクトル （KBr 薄膜法）． 

 

 

表 5-11. 新規物質 MA-A (1) の物理化学的特性 

パラメータ	
 特性	
 

外観	
 白色粉末	
 

分子式	
 C34 H42 N3 O7 Br 

ESI-MS                                    684.2 and 686.2（49, 60）［M+H］+  

     m/z（相対強度%） 706.2 and 708.2（96,100）［M+Na］+                                                              

HR MS 実測値  684.2278［M+H］+ 

       計算値 684.2279（C34 H43 N3 O7 
79 Br） 

[α] D
25 +59 （c 0.15, MeOH） 

UV λmax
MeOH nm（ε） 203（49,000）, 276（11,000） 

IR νmax（薄膜）cm-1 3336, 1684, 1654, 1636, 1509,     

  1256, 1217, 1119, 756 

HPLC 保持時間 a（分） 16.8 
a Develosil ODS UG-5 (4.6 x 250 mm), 70% MeOH,1.0 ml/min, UV 290 nm．	
 

 

5.3.4 新規抗真菌物質 MA-A(1) の NMR スペクトル解析 

	
 MA-A (1) の 1Hおよび 13C NMRスペクトルを図 5-7に示す。観測したプロトンおよび

カーボンのケミカルシフト値について、HMQC によりプロトン-炭素原子間の直接結合を

決定し、それに基づいて、位置ごとに表 5-12に示す。 
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図5-7. MA-A (1) の CDCl3中における (A) 1H NMR スペクトルおよび (B)13C NMRスペクトル  

 

 

	
 表 5-12の 1H-NMRスペクトルデータにより、孤立した 3個のメチル基、すなわち、11

位（δ 1.60）の CCH3, 22 位（δ 2.86）の NCH3（NMe）および 14 位（δ 3.49）の OCH3

（OMe）の存在が示された。また、13C-NMR スペクトルのケミカルシフト値から、1 位

（δ 173.4）、12位（δ 165.8）、21位（δ 168.8）および 30位（δ 172.8）は、カルボニル

基のカーボンであることが推定された。 
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表 5-12. MA-A (1) の 1H-NMR および 13C-NMR スペクトルのデータ  

ケミカルシフト値（ppm） 

プロトン δH カーボン δC 

	
 	
 
  1  173.4 

 2-H 2.32 (dt, 13.2, 8.4)   2   34.9 

 
2.11-2.17 (m) 

  
 3-H 1.79-1.85 (m)   3   25.9 

 
1.67-1.74 (m) 

  
 4-H 2.05-2.10 (m)   4   26.5 

    
 5-H 5.04-5.10 (m)    5  125.4 

  
  6  134.7 

 7-H 2.15-2.20 (m)   7   35 

 
1.94-2.00 (m) 

  
 8-H 1.84-1.90 (m)   8   33.3 

 
1.61-1.67 (m) 

  
 9-H 5.09-5.13 (m)   9   70.3 
10-H 1.33 (d, 6.6)  10   19.7 
11-H 1.60 (s)  11   16.3 

  
 12  165.8 

13-H -  13  111.1 

  
 14  165.0 

  
 15  131.7 

16-H, 20-H 7.17-7.21 (m)  16, 20  128.6 
17-H, 19-H 7.17-7.21 (m)  17, 19  128.2 
18-H 7.29-7.33 (m)  18  130.1 

  
 21  168.8 

22-H 5.05-5.09 (m)  22   56.7 
23-H 3.24 (dd, 13.2, 10.8)  23   31.8 

 
2.61 (dd, 13.2, 5.0) 

  
  

 24  130.4 
25-H 7.28 (d, 1.5)  25  132.5 

  
 26  110.0 

  
 27  151.1 

28-H 6.88 (d, 8.4)  28  116.1 
29-H 6.96 (dd, 8.4, 1.5)  29  130.0 

  
 30  172.8 

31-H 4.79 (dq, 8.0, 6.0)  31   46.1 
32-H 1.29 (d, 6.0)  32   17.2 
14-O Me 3.49 (s)  14-O Me   58.6 
22-N Me 2.86 (s)  22-N Me   30.2 
13-NH 7.06 (s) 

  
31-NH 7.17-7.21 (m) 

  
27-OH 5.72 (s)     

1H-NMR スペクトルの多重度と結合定数 (Hz) はカッコ内に示す．多重度: s(単一線), d(2重

線), t(3 重線), q(4 重線), m(多重線), br s(ブロードな単一線)．1H-NMR ［CDCl3 中，600 

MHz］； 13C-NMR ［CDCl3 中，150 MHz］．   
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 次に、二次元 NMRスペクトルにより、MA-A (1) の構造解析を行った（本博士論文

業績報告書、Ojika et al. 2008）。1H-1H COSYスペクトルにおいて、-CH2CH2CH2CH=，

CH2CH2CH(O)CH3,，-CHCHCH- (ベンゼン環の一部)，-CHCH2-，1,2,4位の 3か所で置換

されたベンゼン環、および -CH (NH)CH3の部分構造が示された（図 5-8）。大部分の

部分構造は、図 5-8において、実線の矢印で示したように、HMBCにより決定した。 

	
 HMBC相関（図 5-8、実線矢印）について以下に述べる。プロトンおよびカーボンの

ケミカルシフト値は、表 5-12および表 5-14に示した値である。2位（δ 2.32, 2.11-2.17）

および 31 位の NH プロトン（δ 7.17-7.21）と 1 位（δ 173.4）のカーボンの間、11 位の

メチルプロトン（δ 1.60）と 5位（δ 125.4）、6位（δ 134.7）および 7位（δ 35.0）のカ

ーボンの間、9 位（δ 5.09-5.13）のプロトンと 12 位（δ 165.8）のカーボン、14 位の

OMe のプロトン（δ 3.49）と 14 位（δ 165.0）のカーボン、13 位の NH のプロトン（δ 

7.06）および 22 位（δ 5.05-5.09）のプロトンと 21 位（δ 168.8）のカーボン、のそれぞ

れのプロトンおよびカーボンの間に相関ピークが観測された。22 位の NMe プロトン

（δ 2.86）と 22 位（δ 56.7）のカーボンの間、および、22 位（δ 5.05-5.09）、22 位の

NMe（δ 2.86）、32 位のメチル（δ 1.29）、31 位（δ 4.79）の各プロトンと 30 位（δ 

172.8）のカーボンの間にも相関ピークが観測された。以上の HMBC 相関および、1H-
1H COSYスペクトルにおいて示された部分構造から、MA-A (1) の環状構造が推定され

た。23位（δ 3.24, 2.61）のプロトンと、25位（δ 132.5）および 29位（δ 130.0）のカー

ボンとの間に相関ピークが観測された。25 位（δ 7.28）のプロトンと 27 位（δ 151.1）

のカーボン、28位（δ 6.88）のプロトンと 24位（δ 130.4）および 26位（δ 110.0）のカ

ーボンの間、27位の OHのプロトン（δ 5.72）と 28位（δ 116.1）のカーボン、29位（δ 

6.96）のプロトンと 27 位（δ 151.1）のカーボンの間にも相関ピークが観測された。こ

れらのデータから 23 位のカーボンに、３か所で置換されたベンゼン環が結合している

と推定された。 

	
 ベンゼン環とアルケン(C13-C14) の位置関係は、CDCl3 中の HMBC では明らかにで

きず、[D6]ジメチルスルフォキシド (DMSO) 中の HMBC スペクトル解析で決定した。

図 5-8 において、点線の矢印で示したように、13 位の-NH プロトンと 12 および 14 位

のカーボン、16 位プロトンと 14 位カーボンおよび 17 位プロトンと 15 位のカーボンと

の間に相関関係が確認された。これらの結果から、MA-A (1)の平面化学構造が明らか

にされた（図 5-8）。 

	
 C9および C12の間のエステル構造は、9位（δ 5.09-5.13）のプロトンのケミカルシフ

ト値および 9位プロトンと 12位カーボン間の HMBC相関から推定した。二つの二重結

合、C5=C6 および C13=C14 の位置関係は、5 位プロトンと 7 位プロトンの間、および

16と 20位のプロトンと 13位の-NHプロトンの間の NOESY相関から推定した。 
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図 5-8. MA-A (1) の 1H-1H COSY および HMBC 相関．構造式中の X（ハロゲン原子）は Br．

黒い太線部は，1H-1H COSY により決定した部分構造．矢印は CDCl3 中で測定された HMBC

相関、点線の矢印は[D6] DMSO 中で測定された HMBC 相関． 

 

 

5.3.5 MA-A (1) の絶対立体配置の決定および化合物の命名 

	
 次に MA-A (1)の絶対立体配置を決定した（本博士論文業績報告書、Ojika et al., 2008）。

X 線結晶解析に用いる結晶を得るために、アセチル化誘導体（図 5-9, 8）や塩酸加水分

解物（図 5-14, 5; 図 5-9, 9）を調製し、結晶化を試みたが、いずれも成功しなかった。

そこで、9位の炭素については新モッシャー法（Ohtani et al., 1991）、構成アミノ酸残基

の立体化学について改良マーフィー法（Harada et al., 1996）を、それぞれ適用した。すな

わち、MA-A (1)のエステル部分を 2N NaOHで加水分解し、誘導体 10を得た。誘導体 10

を TMSCHN2によりメチル化し、メチルエステル誘導体 11 とした。誘導体 11 を(R)-もし

くは(S)-MTPA-クロリドにより、対応するジエステル化誘導体 12s および 12r とした。
1H-1H COSY スペクトルにより、12s および 12r 誘導体の水素原子の位置を決定した。そ

れに基づき、新モッシャー法により、9位炭素の絶対配置は 9S配置であると結論した。 

	
 二つの構成アミノ酸残基の立体配置を決定するため、MA-A (1)を 12 N HClで加水分解

し、分解物の一部を L-もしくは D-FDLA と反応させ FDLA 誘導体化した。得られた反応

生成物と、立体既知の標品を用い別途に調製した化合物を比較した結果、L-FDLA との

反応物には、N-メチル-D-チロシンおよび L-アラニン誘導体が検出され、他方で、D-

FDLA との反応物にはジアステレオマー化合物が検出された。この結果から、MA-A 中

のアラニン残基は L型、N-メチルチロシン残基は D型と判明した。 

	
 以上の情報に基づいて、MA-A (1) の化学構造は以下の図 5-10のように決定された。 
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図 5-9. MA-A (1) の合成誘導体 8-12  [本博士論文業績報告書、Ojika et al. 2008、から改

写]．MTPA エステル 12s および 12r について，∆δ値(δ12s－δ12r)を ppm で示す． 

 

 

 
	
 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-10. MA-A (1) および MA-B (2) の分子構造．MA-A (1) , X=Br ; MA-B (2) , X=I．  
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 新規抗真菌物質 MA-A (1) の構造が決定され、しかも化合物データの特徴や文献調査

から本物質が新規化合物と判明したので、化合物名を miuraenamide（ミウラエナミド）

と命名した。この命名においては、生産菌の Paraliomyxa miuraensis の種名である採集地

点の地名 miura（三浦）を語の先頭に置き、後半は、本物質が構造上の特徴として、

enamide 基（CO-NH-C=C）を有することを考慮した。すなわち、miura と enamide の合成

語が、miuraenamideである。 

 

5.3.6 化合物 MA-B (2)の構造決定 

	
 MA-B (2)について質量分析を行なった結果、プロトン付加イオンピーク[M+H]+ が、

m/z 732.2 に観察され、HR-MS により分子式は、C34H43N3O7I と推定された。MA-B (2)の

UV および IR スペクトルについては、MA-A(1) とほぼ同様の位置に極大吸収ピークおよ

び吸収帯が検出された（表 5-13）。さらに、表 5-13 と表 5-14 に示すように、MA-B (2)

の物理化学的特性や 1H-, 13C-NMR スペクトルのデータは、MA-A (1) とほぼ一致した。

相違点として、26 位のカーボンのケミカルシフト値が、MA-A (1)で δ 110.0、MA-B (2)

では δ 85.8、と大きく異なっていた。これらの機器分析データから、MA-B (2)は、MA-

A (1) の 26 位の臭素原子がヨウ素原子で置換されていることが示唆された。また、本化

合物が同一菌株により MA-A (1) と同時に生産される点から、両者が共通の生合成経路

によって生産されることが推定された。従って、MA-B (2) の立体化学構造は、MA-A (1)

と同一であると結論した。以上の知見に基づいて、MA-B (2) の構造を、MA-A (1)：

miuraenamide Aの臭素原子がヨウ素に置き換わった化合物と決定した。MA-B (2) の化合

物名は miuraenamide Bとした（図 5-10）。 

 

表 5-13. 新規物質 MA-A (1) および MA-B (2) の物理化学的特性の比較 

パラメータ	
 MA-A (1) MA-B (2) 

外観	
 白色粉末	
 白色粉末	
 

分子式	
 C34 H42 N3 O7 Br C34 H42 N3 O7 I 

ESI-MS                                    684.2 and 686.2（49, 60）［M+H］+  732.2（100）［M+H］+ 

     m/z（相対強度%） 706.2 and 708.2（96,100）［M+Na］+                                                              754.2（24）［M+Na］+ 

HR MS 実測値  684.2278［M+H］+ 732.2139［M+H］+ 

       計算値 684.2279（C34 H43 N3 O7 
79 Br） 732.2140（C34 H43 N3 O7 I） 

[α] D
25 +59 （c 0.15, MeOH） +30 （c 0.02, MeOH） 

UV λmax
MeOH nm（ε） 203（49,000）, 276（11,000） 203（53,000）, 274（11,000） 

IR νmax（薄膜）cm-1 3336, 1684, 1654, 1636, 1509,     3336, 1683, 1636, 1507,  

  1256, 1217, 1119, 756 1261, 1217, 1119, 756 

HPLC 保持時間 a（分） 16.8 19.0 
a Develosil ODS UG-5 (4.6×250 mm), 70% MeOH,1.0 ml/min, UV 290 nm． 
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表 5-14. MA-A (1) および MA-B (2) の NMR スペクトルのデータの比較 

 
δ H (ppm) 

 
δ C (ppm) 

プロトン MA-A (1) MA-B (2) カーボン MA-A (1) MA-B (2) 

	
 	
 	
 
 1 173.4 173.4 

 2-H 2.32 (dt, 13.2, 8.4) 2.33 (dt, 13.8, 8.4)  2  34.9  34.9 

 
2.11-2.17 (m) 2.12-2.18 (m) 

   
 3-H 1.79-1.85 (m) 1.79-1.85 (m)  3  25.9  25.9 

 
1.67-1.74 (m) 1.67-1.74 (m) 

   
 4-H 2.05-2.10 (m) 2.05-2.10 (m)  4  26.5  26.5 

      
 5-H 5.04-5.10 (m)  5.05-5.11 (m)   5 125.4 125.4 

   
 6 134.7 134.7 

 7-H 2.15-2.20 (m) 2.15-2.20 (m)  7  35  35 

 
1.94-2.00 (m) 1.94-2.00 (m) 

   
 8-H 1.84-1.90 (m) 1.83-1.89 (m)  8  33.3  33.3 

 
1.61-1.67 (m) 1.60-1.66 (m) 

   
 9-H 5.09-5.13 (m) 5.09-5.13 (m)  9  70.3  70.3 

10-H 1.33 (d, 6.6) 1.33 (d, 6.6) 10  19.7  19.7 
11-H 1.60 (s) 1.60 (s) 11  16.3  16.3 

   
12 165.8 165.8[a] 

13-H - - 13 111.1  n.d. [b] 

   
14 165.0 165.0[a] 

   
15 131.7 131.7 

16-H, 20-H 7.17-7.21 (m) 7.17-7.21 (m) 16, 20 128.6 128.5 
17-H, 19-H 7.17-7.21 (m) 7.17-7.21 (m) 17, 19 128.2 128.3 
18-H 7.29-7.33 (m) 7.29-7.33 (m) 18 130.1 130.1 

   
21 168.8 168.8 

22-H 5.05-5.09 (m) 5.05-5.09 (m) 22  56.7  56.7 
23-H 3.24 (dd, 13.2, 10.8) 3.23 (dd, 13.5, 10.8) 23  31.8  31.6 

 
2.61 (dd, 13.2, 5.0) 2.60 (dd, 13.5, 5.0) 

   

   
24 130.4 131 

25-H 7.28 (d, 1.5) 7.47 (d, 1.5) 25 132.5 138.6 

   
26 110.0  85.8[a] 

   
27 151.1 153.6 

28-H 6.88 (d, 8.4) 6.85 (d, 8.2) 28 116.1 115 
29-H 6.96 (dd, 8.4, 1.5) 6.99 (dd, 8.2, 1.5) 29 130.0 131.1 

   
30 172.8 172.8 

31-H 4.79 (dq, 8.0, 6.0) 4.79 (dq, 7.8, 6.0) 31  46.1  46.1 
32-H 1.29 (d, 6.0) 1.30 (d, 6.0) 32  17.2  17.2 
14-O Me 3.49 (s) 3.49 (s) 14-O Me  58.6  58.6 
22-N Me 2.86 (s) 2.86 (s) 22-N Me  30.2  30.2 
13-NH 7.06 (s) 7.05 (s) 

   
31-NH 7.17-7.21 (m) 7.17 (d, 7.8) 

   
27-OH 5.72 (s) 5.33 (br s)       

NMRの観測条件および観測データに関する説明は，表 5-12に同じ．MA-B (2)の場合，

物質が充分量は得られず，[a]ケミカルシフト値は，HMBC スペクトルのデータから決

定．[b]観測できず．  
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5.3.7 化合物の生物学的活性 

	
 MA-A (1) および MA-B (2) の抗 Phytophthora活性は、ペーパーディスク拡散法により

検出した。どちらも植物病原性の卵菌類 Phytophthora capsici に対し最小濃度 25 ng/disk

で生育を阻止した。図 5-11に、MA-A (1) による P.capsiciに対する生育阻止の、様子を、

表 5-15 に、MA-A (1) の抗菌スペクトラムおよび各試験菌に対する最小発育阻止濃度 

(MIC: minimum inhibitory concentration)を示す。 

	
 MA-A (1) は細菌や一部のカビ・酵母（Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Saccharomyces 

cerevisiae）には抗菌性を示さず、他方で卵菌類 Phytophthora capsici や接合菌類 Rhizopus 

oryzae に対し比較的に強い抗菌活性を示した。この結果から海岸土壌環境における

SMH-27-4T株と卵菌類との競合関係が示唆された。MA-A (1) は Phytophthoraの生育を選

択的に阻害したが、細菌の生育はほとんど阻害しなかった。他方で MA-B (2) は少量の

ため抗菌スペクトルは測定できなかった。 

	
 MA-B (2) では、MA-A (1) 分子中の臭素原子がヨウ素原子に置換されており（図 5-

10）、化学的諸性質は MA-A (1) に似ると推定されたが、生物学的活性については微妙

な差異も生じ得る。ミウラエナミドの化学構造の特徴は、ジヒドロフェニルアラニン残

基中に β-methoxyacrylate構造(OMe-C=C-COO)および enamideを含む点にある（図 5-10）。

α-位窒素に β-methoxyacrylate が結合した構造を含む細菌由来代謝産物の発見は cyrmenin

（Sasse et al., 2003; Leibold et al., 2004）に次ぐ。抗カビ活性を示すミトコンドリア呼吸鎖

阻害剤としては、β-methoxy-acrylate 化合物が微生物代謝産物から見い出され、担子菌

Strobilurus tenacellus由来の strobilurin（Sauter et al., 1999）、陸生粘液細菌 Myxococcus属

などが生産する myxothiazole（ Thierbach and Reichenbach, 1981）、陸生粘液細菌

Cystobacter属由来の cystothiazole（Ojika et al., 1998）、海洋性粘液細菌 Haliangium属由

来の haliangicin（Fudou et al., 2001）がすでに報告されている。 

	
 MA-A (1)と MA-B (2) について、酵母 Candida rugosa 由来のマイトプラストを用い、

NADH oxidase阻害活性を測定した結果、両者とも 100 µMの低濃度で NADH oxidaseを

阻害することが判明した（図 5-12）。阻害活性陽性の対照化合物とした cystothiazole A

は、粘液細菌 Cystobacter fuscus から見い出された典型的な β-methoxyacrylate 化合物

（Ojika et al., 1998）で、さらに低濃度の 10 µMで NADH oxidaseを完全に阻害した（図

5-12）。他方で、呼吸鎖阻害活性を示さない対照物質 amphotericin B は、強力な抗カビ

活性を示すヘプタエン−マクロライド化合物だが、NADH oxidase を全く阻害しなかった。

また MA-A (1) の IC50値は 50 µM だった。以上から、ミウラエナミド類の作用点は既知

の β-methoxyacrylate化合物と同様にミトコンドリア呼吸鎖にあると推定された。	
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図 5-11. Miuraenamide A による糸状菌 Phytophthora capsici の生育阻害 [供試量: ng disk–1]． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-12. ミウラエナミド類および他の化合物による NADH oxidase 阻害の経時変化． 

○: miuraenamide A (1) (100 μM); ●: miuraenamide B (2) (100 μM); □: cystothiazole A (10 

μM); ■: amphotericin B (10 μM); ∆: control (メタノール)． 
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表 5-15. Miuraenamide A の抗菌スペクトラム 

被検菌	
 
MIC 

(µg mL–1) 

糸状菌	
 Absidia spinosa NBRC 5873      12.5 

	
 
Aspergillus niger ATCC 10864     >50 

	
 
Botrytis cinerea CBS 261.71     >50 

	
 
Phytophthora capsici NBRC 8386       0.4 

	
 
Rhizopus oryzae JCM 5582       6.3 

	
 
Trichophyton mentagrophytes NBRC 7522      12.5 

酵母	
 Candida rugosa NBRC 0750      12.5 

	
 
Saccharomyces cerevisiae NBRC 2376     >50 

	
 
Pichia burtonii NBRC 0844       25 

	
 
Rhodotorula minuta NBRC 0715      12.5 

細菌	
 Escherichia coli NIHJ (=NBRC 14237)     >50 

 
Staphylococcus aureus ATCC 6538     >50 

 
Bacillus subtilis ATCC 6051T     >50 

 

表 5-16. ミウラエナミド類および誘導体の糸状菌 Phytophthora capsici に対する 

       最小生育阻止量 

Compound Dose (μg disk–1) 

  1    0.025 

  2    0.025 

  3    0.025 

  4    1 

  5   10 

  6    0.13 

  8    5 

  9    2 

 10  >50 

 11   50 

1,miuraenamide A(Br); 2 ,miuraenamide B(I); 3 ,miuraenamide C(Cl); 4 ,miuraenamide D; 

5,miuraenamide E; 6 ,miuraenamide F．表 5-16 に示す各化合物の構造は，図 5-9 および図 5-

14 に示す． 
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5.4 考察 

 

5.4.1 海洋性・汽水性粘液細菌からの抗菌物質の検出 

	
 本研究においては、抗 Phytophthora 活性をアッセイ系として、新規海洋性・汽水性粘

液細菌分離株の抗菌物質のスクリーニングを行なった。その結果、表 5-10（§5.3.1）に

示したように、抗 Phytophthora 抗真菌物質の検出率は、活性の強さを問わなければ、51

株中 15 株に達した。先行研究（不藤, 2002）および本研究の結果を合わせると、51 株の

海洋性粘液細菌細菌から 2 つの新規化合物が発見されたことになり、これらの比率は、

従来の放線菌を中心とするスクリーニングの一般的傾向と比べても、高いと思われる。 

	
 抗 Phytophthora 抗真菌活性に基づいた抗菌物質の探索を行った理由は、以下の知見に

根拠を置いている。すなわち、Phytophthora 属の糸状菌は、抗真菌アッセイに多用され

る Aspergillus 属糸状菌や Candida 属酵母とは細胞表層構造が異なり、細胞壁成分中にセ

ルロースを含む一方、キチンを欠く。また細胞膜中のステロール組成が Aspergillus 属や

Candida 属と異なるため、Phytophthora 属には既存のポリエン系抗生物質が作用しにくい。

これらの理由から、抗 Phytophthora 抗真菌活性を示す物質を探索すれば、既知の抗真菌

物質とは構造が異なる新規物質を見出す確率が比較的高いとされる（Tanaka et al., 

1995）。表 5-15に示すように、ミウラエナミド類は Aspergillus属糸状菌や酵母に対する

抗菌活性が比較的に弱いことから、本研究において、ミウラエナミド類の発見に至った

理由として、抗 Phytophthora 抗真菌活性をもとに探索を行った点は重要である。また、

このようなアッセイ系の特徴と共に、海洋性粘液細菌の探索源としての独自性も、特筆

すべきであると考える。 

	
 海洋性粘液細菌については、ポリケチド生合成系の遺伝子（type I polyketide synthase）

の検出および系統解析も行われている（本博士論文業績報告書、Komaki et al., 2008）。

その結果、新規性が高いと考えられる type I polyketide synthase 遺伝子の配列が、

Haliangium tepidum SMP-10T株からは 10配列、本研究で同定した Plesiocystis pacifica SIR-

1Tからは 3 配列、Enhygromyxa salina SHK-1T株からは 5 配列、Plesiocystis 属に近縁の

SIS-2株からは 7配列、Enhygromyxa属に近縁の SMH-02-3株からは 7配列、SYM-1株か

らは 5 配列、がそれぞれ検出されている。新規な生合成系遺伝子の保有は、必ずしも新

規物質の生産に直結しないが、潜在的な物質生産能力の一つの指標になり得ると思われ

る。とくに、抗真菌活性がまったく検出されなかった Plesiocystis pacifica SIR-1T株につい

ても、ポリケチド生合成系の遺伝子が見いだされた事実は、この菌株による二次代謝産

物の生産の可能性を示した点で、注目に値すると考えられる。本研究で得られた海洋性

粘液細菌について、新規化合物の生合成に関与すると推定される遺伝子が見いだされた

ことから、培養条件や遺伝子発現条件などを検討すること、さらに全ゲノム解析に基づ

く探索を行なうことにより、新規物質が得られる可能性もあると考えられる。 
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 近年には、Enhygromyxa salina SHK-1T 株に近縁の海洋性粘液細菌から、陸生の粘液細

菌の生産物には見られなかった新規な化合物、salimabromide（Felder et al., 2013a）や、

enhygrolide類および salimyxin類（Felder et al., 2013b）が発見された（図 5-13）。これら

の物質はグラム陽性細菌に対する抗菌活性が見いだされたが、抗真菌活性は報告されて

いない。本研究で得た Enhygromyxa salina SHK-1T株やナノシスティス科の粘液細菌につ

いては、物質の同定に至らなかったが、表 5-10（§5.3.1）に示したように抗真菌活性を

示した。したがって、これらの菌株は、Felder et al.（2013b）が見出した物質とは異なる

代謝産物を生産していた可能性もあると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-13. 近年に海洋性粘液細菌から見いだされた新規化合物．Felder et al. (2013a, b) が報

告した新規物質の構造を示す．  
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5.4.2 ミウラエナミド類および誘導体の生物学的活性および構造活性相関 

	
 今回、第 3 章において新属・新種として命名した汽水性粘液細菌 Paraliomyxa 

miuraensis から、新規抗菌物質ミウラエナミド類、MA-A (1) および MA-B (2) を発見し

た。MA-A (1) と MA-B (2) の抗 Phytophthora活性の強度は同等であり（本博士論文業績

報告書、Ojika et al. 2008）、両者の抗菌スペクトラムは似ていると思われる。しかし、

前述のように分子中ハロゲン原子が MA-A (1) は臭素、MA-B (2) はヨウ素なので、両者

間で生物活性が異なる可能性もあり、この点は今後の検討課題である。 

	
 ミウラエナミド類や類縁体の作用機序については、それらの立体化学構造および抗

Phytophthora 活性との関係から推定することができる（図 5-9、図 5-14 および表 5-16）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-14. ミウラエナミド類の立体化学構造 本博士論文業績報告書（Ojika et al., 2008）から改

写．誘導体 1-6 の構造を示す．なお，miuraenamide C は，図 5-2 において，画分 4-2-5 に含

まれることが判明した． 
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 表 5-16 に示すように、ミウラエナミド類（図 5-14：1,A; 2,B; 3,C）のチロシン残基の

26 位のハロゲン原子（Br，I，Cl）の差異は抗 Phytophthora 活性にまったく影響しなか

った。Miuraenamide D (4) （図 5-14）においては抗菌活性が低下したので、 β-

methoxyacrylate 基の立体配置による活性への影響が大きいことが考えられる。また、

miuraenamide E(5)（図 5-14）や誘導体 9（図 5-9）の活性が低下したことから、β-

methoxyacrylate 部分（C12－C14）の存在が抗菌活性の発現に重要であると思われる。さ

らに、水酸化誘導体 miuraenamide F(6)（図 5-14）やアセチル化誘導体 8（図 5-9）の活

性低下から、polyketide 部分の構造や、peptide 部分の free phenol 基の親水性による抗菌

活性への寄与が示唆される。 

	
 ミウラエナミドの開環誘導体である誘導体 10 や 11（図 5-9）では、β-methoxyacrylate

部分が保持されていたが、活性は顕著に低下した（表 5-16）。この結果から、ミウラエ

ナミド類の環状 macrocyclic構造が抗菌活性にとって重要と推定される。 

 

5.4.3 ミウラエナミド類の化学構造の既知物質との比較および抗がん細胞活性 
	
 ミウラエナミド類の全体的な化学構造について、環状デプシペプチド（cyclic 

depsipeptides）の特徴を有する点が注目される。その理由として、ここ 20年ほどの間に、

海洋性無脊椎動物や藍色細菌（シアノバクテリア）などに由来する類似の depsipeptides

化合物が多数報告され、それらの中から抗がん活性物質が見い出され、臨床試験が継続

している事実が挙げられる（Panda et al., 1998; Bai et al., 2001, 2002; Maroun et al., 2006; 

Still et al., 2014）。これらの中でもとくに、海綿由来の jasplakinolide (jaspamide) や、構

造的に jaspamideに類似した陸生粘液細菌由来の chondramide（Kunze 1995; 図 5-15）は、

ミウラエナミド類と化学構造がよく似ている点で注目される。Chondramide は、粘液細

菌 Chondromyces crocatus が生産する物質で、アクチン脱重合阻害作用を示し、抗がん

剤のリード化合物などへの応用が今後に期待される（Sasse et al., 1998）。したがって、

ミウラエナミド類も抗腫瘍性など特異な生理活性を示す可能性があるため、本物質につ

いては、抗菌や呼吸鎖阻害以外の生物活性についても検討が加えられている。その結果、

miuraenamide A については、actin filament 安定化活性が見いだされた（Sumiya et al., 

2011）。Actin filament 安定化剤は抗腫瘍剤として探索されてきた経緯があり、ミウラ

エナミド類についても、抗腫瘍活性など有用な生理活性が見い出され、医薬のリード化

合物となる可能性がある。事実、最近になり、合成法により調製したミウラエナミド類

を用いて、本化合物の強力な抗がん細胞活性が確認された（Karmann et al., 2015）。 
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図 5-15. ミウラエナミド類および構造が類似した環状デプシペプチド化合物．Still et al. （2014）

から改写． 
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第 6 章 総合考察 

 

 

6.1 新規粘液細菌の生態 

 

第 3 章および第 4 章で述べたように、細菌溶解性の新規な粘液細菌が海岸や温泉に広

範囲に分布していることが、本研究によって初めて明らかになった。その中でもとくに、

ナノシスティス（Nannocystaceae）科の粘液細菌は、北海道から南西諸島にいたる日本各

地の多様な海岸および汽水環境に、普遍的に分布することが示された。これらの粘液細

菌は、分離用の寒天培地上では、大腸菌あるいはそのほかのグラム染色陰性細菌を餌と

して、細菌溶解性のコロニー、すなわち swarm を形成した。海洋性や汽水性粘液細菌の

分離株については、純化したのちにも、細菌溶解性は保持されていた。日本各地の温泉

環境、とくに温泉のバイオマットには、50ºC で生育する高温性の粘液細菌が広く分布し

ていることも本研究から初めて示唆された。温泉由来粘液細菌の場合には、純化できな

かったため、正確な性質の検討は困難だった。しかし、swarm の成長端から、餌細菌へ

の接種を繰り返して観察した結果から、温泉由来粘液細菌の細菌溶解性の性質も、安定

して保持されていると考えられた。 

	
 土壌由来の粘液細菌は、従来から捕食性細菌とされてきた。13C-ロイシンでラベルした

大腸菌細胞を試験土壌に添加し、捕食性微生物による rRNA 画分への 13C-標識の取り込

みを追跡した実験から、粘液細菌による菌体の捕食が立証されている（Lueders et al., 

2006）。この研究では、土壌中の溶菌性細菌である Lysobacter 属菌やバクテロイデス

（Bacteroidetes）門細菌による、大腸菌菌体の溶菌や捕食も確認されている。粘液細菌

Myxococcus xanthus のゲノム情報からも、捕食性に関与するらしい多数（146 座）のプロ

テアーゼ様遺伝子や二次代謝産物（ポリケチド）合成系の存在、あるいはペリプラズム

局在の蛋白分解酵素系などの存在が示唆されている（Goldman et al., 2006）。これらの証

拠から、粘液細菌は土壌環境中においては、捕食者の重要な構成員と考えられる。この

ような粘液細菌の捕食性は、海洋性・汽水性の粘液細菌や温泉由来粘液細菌の場合にも

共有され、それぞれが生息する自然環境、すなわち海岸・河口や温泉において、実際に

ほかのグラム染色性陰性細菌を捕食していると類推される。なお、汽水性粘液細菌とし

て記載した、ミウラエナミドの生産菌 Paraliomyxa miuraensis SMH-27-4T株が分離された

海岸土壌環境は、付近に陸生植物の生育もあることから、土壌環境とみなすことができ、

この菌は土壌環境中において捕食性細菌の役割を担っていると推定される。 

	
 本研究では、新規粘液細菌を得るために、細菌捕食性粘液細菌の分離法である大腸菌

菌体塗抹法（第 3 章，§3.2.4.1)）を利用した。分離用の生き餌菌体を置いた低栄養寒天

上では、人工海水培地の場合も含め、餌細菌（大腸菌）が生存し栄養物を吸収するため、
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人工基質（カゼインやペプトン）を置いた寒天上よりも低栄養状態が保持されやすいと

考えられた。そのような低栄養条件下では、バクテロイデス門細菌などの生育が相対的

に抑制され、粘液細菌が増殖しコロニー形成が可能だったと推定される。このような性

質は、第 3 章で述べたように、粘液細菌が砂粒子表面などの低栄養環境で、他の細菌を

餌として遅い生育速度で増殖している、との推定と関連づけられる。 

	
 分離法に関する結論は、生き餌のグラム染色陰性菌（大腸菌）を低栄養寒天培地に塗

抹した、大腸菌菌体塗抹法が、海洋や汽水環境からの細菌捕食性粘液細菌の取得に有効

であるということである。しかし、この分離法は煩雑な移植操作を伴い（第 3 章，

§3.2.4）効率的でない、という欠点がある。この技法は、陸生粘液細菌の分離法として

考案され（Singh, 1947）、以後 65年以上にわたり粘液細菌の分離に適用され続け、ドイ

ツの著名な粘液細菌学者 Reichenbach もこの方法を用いた（Reichenbach and Dworkin, 

1992）。温泉環境からの細菌捕食性粘液細菌の探索では、大腸菌菌体塗抹法により粘液

細菌様の培養物は得たが、粘液細菌と他の滑走性細菌（バクテロイデス門細菌）などの

混在菌とが分かち難かったために純化に至らず、この分離法の限界も示された。なお、

ドイツの研究グループが本研究の分離法にならって、細菌捕食性の海洋性粘液細菌の分

離を試みた結果、本研究で記載した Enhygromyxa salina に近縁の海洋性粘液細菌がオラ

ンダの海岸沈殿物、アメリカの西海岸の海岸沈殿物、およびドイツの海岸沈殿物から分

離された（Schäberle et al., 2010）。すなわち、この結果は、海洋性粘液細菌の分離法と

しての大腸菌菌体塗抹法の有効性を示すと同時に、Enhygromyxa 属の海洋性粘液細菌が、

日本沿岸のみならず全世界の海岸環境に普遍的に分布することを示している。 

	
 第 3 章で示したように、日本各地の海岸の砂や泥などの試料から、系統上はナノシス

ティス科に属する細菌捕食性の海洋性粘液細菌が、比較的高頻度（8−11%）で分離され

た。砂粒表面の凹部は微生物の好適な住み場所であり、種々の細菌の他に硅藻なども付

着した様子が走査電顕像から確認された（松田, 1991）。また、砂粒表面には海水中の多

糖などの溶存有機物が吸着され、近傍に生息する微生物の栄養源となっていると推定さ

れる。砂粒子間隙には、体長 0.5−2.0 mm 以下の多様な間隙生物群として繊毛虫類、有孔

虫類、線虫類やクマムシ類などが生息し、砂粒表面や間隙で増殖した微生物などを捕食

する。これらの微小動物群はより大型（体長 1.0 cm 以上）の甲殻類や魚類などに捕食さ

れる。このように、基本的には低栄養環境の海岸砂層中には、細菌や原生動物さらには

微小動物から大型の動物に至る食物網が形成されている。微生物群や微小動物群による

砂層中での有機物の変換や移動の過程は、砂浜の海水浄化にも寄与している。この過程

中で、粘液細菌は捕食性微生物の一員として、Bdellovibrio や滑走性細菌（バクテロイデ

ス門細菌）などとともに、一定の役割を担っていると推察されるが、その過程に関する定量

的情報はない。しかし先に示したように、砂や泥の試料からの粘液細菌の出現率は 20% 

以上と高頻度であったことから、粘液細菌群は海岸環境の砂泥粒子表面、あるいは粒子
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間隙の菌叢中の重要な構成員の一つと考えられる。微視的に見た場合、粘液細菌由来の

粘質物が砂や泥粒子の凝集しやすさなどの物理的性状に影響を与え、細菌や他の微生物

の生息場所の確保に寄与している可能性もある（Raffaelli and Hawkins, 1999）。 

	
 第 4 章に示したように、温泉環境由来の試料中では、緑色や暗緑色のバイオマット

（微生物被膜）からの粘液細菌の出現頻度が比較的に高く、17 試料中 13 点から粘液細

菌によると推定される溶菌性コロニー（swarm）が出現した。この結果より、粘液細菌

の生息場所として、砂や泥などの固体微粒子の表面に加えてバイオマットの重要性が示

唆された。温泉のバイオマットは、藍色細菌（シアノバクテリア）やその他の光合成細

菌などが固体表面に被膜構造体を形成したものであり、これらの一次生産者が、ほかの

多くの微生物に栄養と住み場所を提供している。一次生産者が分泌する多糖や有機物を

利用する細菌群、それらを餌とする捕食性細菌群、さらに上位捕食者の原生動物などが

マット内で食物網を構成すると考えられる。粘液細菌は温泉バイオマット中の捕食性細

菌群の一員として、溶菌や捕食あるいは二次代謝産物の生産などを介し、マット内の細

菌群集構造の維持や、原生動物などによる捕食の忌避などに寄与すると推定される。バ

イオマット中の粘液細菌の分布はさまざまな水圏環境において普遍的と思われ、新規粘

液細菌の探索源として、今後はバイオマットを重視すべきと考える。 

	
 粘液細菌の生態系での役割について、動物生態学の観点からも類推すると以下のよう

になる。肉食動物（捕食者）と草食動物（被食者）の間には、捕食者による被食者の個

体数の調整機構がはたらくとされる。捕食者を生態系から除去すると、草食動物の個体

数が過剰となり、餌となる植物の枯渇や、草食動物集団内の健康度の低下が生じ、生態

系の安定度が低下する、とされる。このような捕食者は、生態系の安定性維持に重要な

役割を果たすという意味で「要石（key stone）の種」と呼ばれる（Raffaelli and Hawkins, 

1999）。粘液細菌を含む捕食性細菌は、人工的な培養環境である細菌塗抹（あるいは重

層）寒天培地上では、確かにグラム染色陰性細菌の細胞を溶解し栄養源として利用する

ように、土壌環境中では捕食性微生物群の一構成員である（Lueders et al., 2006）。粘液

細菌の生育は遅いために捕食効率は高くはないが、グラム染色陰性菌の旺盛な増殖を抑

制していると推定される。それに加え、粘液細菌は真核生物に対し強い毒性を示す二次

代謝産物を生産することがあり、カビ菌糸の旺盛な生育、あるいは原生動物や線虫等に

よる捕食を抑制している可能性もある。このように、粘液細菌は環境中で微生物群集構

造全体の維持に寄与するキーストン種の一つかもしれない。 

 

6.2 新規粘液細菌の系統分類学的位置づけ 

 

	
 第 3 章に示したように、Na+ などの海水中のカチオンを生育に要求する海洋性粘液細

菌は、本研究によって北海道から南西諸島まで日本沿岸に広く分布することが示された。
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それらの分離株の大部分は、16S rRNA遺伝子の塩基配列に基づく分子系統からはナノシ

スティス科に帰属したが、既知の粘液細菌とは属レベルで異なる分類群と判明した。こ

れらの新規な海洋性粘液細菌は、系統樹上からは、7 つのグループ（OTU-1 から OTU-7）

に大別可能であり、各 OTU はそれぞれ新属・新種に相当すると考えられた。これらの中

から、OTU-1 および OTU-2 に対する新属・新種としてそれぞれ Plesiocystis pacifica、

Enhygromyxa salina を提唱した。一方、河口域などの汽水環境や海岸土壌環境からも、

NaCl 添加により生育が促進されるが、生育至適 NaCl 濃度が海水よりも低い（0.5−1.0% 

[w/v]）汽水性粘液細菌が分離された。それらの分離株は、先の 7 グループの中では、

OTU-3 および OTU-4 に位置付けられ、それぞれに対して、新属・新種名

Pseudenhygromyxa salsuginis、および Paraliomyxa miuraensisを提唱した。 

	
 さらに、第 4 章に示したように、50ºC で生育する高温性粘液細菌の探索を行い、温泉

環境における新規な粘液細菌の存在を示唆する培養物を得たが、粘液細菌の純化は困難

であった。それらの培養物中の粘液細菌に相当する 6クローンは、16S rRNA遺伝子配列

に基づく分子系統解析によれば、既知の陸生粘液細菌からは、種もしくは属レベル以上

の隔たりがあると考えられる。 

	
 海洋性細菌と推定される培養物 SIB-1 からのクローン：SIBN-17 は、ソランギウム

（ Sorangiineae）亜目もしくはナノシスティス（ Nannocystineae）亜目、および

Sandaracinus属（Mohr et al., 2012）との類縁性が示された（第 4章, 図 4-3; 図 4-4）。

このクローンは、既知の陸生粘液細菌や本研究で得た海洋性粘液細菌からは、科レベル

以上の系統分類上の隔たりがあり、海洋性粘液細菌のさらなる多様性を示している。 

	
 淡水温泉由来の培養物 AT-1 については、AT-1 の 2 クローンの一つ AT1-01 は、陸生

粘液細菌のソランギウム亜目との類縁性が示され（表 4-11; 図 4-3）、とくに

Phaselicystis flava SBKo001（Garcia et al., 2009）と比較的に近縁であり、近縁の新属菌に

分類されると考えられる。一方、AT1-02 は淡水の陸上温泉の由来であるが、分子系統上

では Enhygromyxa salina SHK-1Tとは種レベルで近縁である。淡水の陸上温泉由来の培養

物：AT-3 の 3 クローンはそれぞれ異なる分類群に位置し、AT3-01 はソランギウム亜目

と、AT3-03 と AT3-09 はナノシスティス亜目と比較的に近縁であった。AT3-09 は先の

AT1-02と同様、海洋性粘液細菌 Enhygromyxa salina SHK-1Tと種レベルで近縁である（表

4-11; 図 4-3; 図 4-4）。AT3-01 は、近年に粘液細菌の新属新種として報告された

Labilithrix luteola B00002T株（Yamamoto et al., 2014）と比較的に近縁の新属菌として分類

するのが妥当である。AT3-03 は Kofleria 属との類縁性が示唆されたが、類似度は 92%と

低い値であり、新科に相当する粘液細菌と考えられる。 

	
 以上のように、海洋性粘液細菌および温泉由来の高温性粘液細菌の系統解析から、ナ

ノシスティス科の粘液細菌群が、きわめて多様な生理的性質の菌株を含むことが、本研

究により明らかとなった。とくに、OTU-2に属する Enhygromyxa salinaについては、第 3
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章で報告した海洋性粘液細菌のほかに、16S rRNA遺伝子配列の系統からは同種相当であ

るにもかかわらず、淡水性でしかも高温性の菌株の存在が示唆された。したがって、ク

ローン AT1-02 やクローン AT3-09 に相当する粘液細菌が今後に分離されれば、第 3 章で

提唱した海洋性粘液細菌としての Enhygromyxa salina に関する分類学的記載を改める必

要が生じるであろう。ナノシスティス科の粘液細菌としては、第 4 章に示したように、

45ºC までは生育できる菌株として、SYM-1 株（OTU-7）が得られており、今後はこの近

縁菌株からも、50ºC で生育可能な高温性菌株が見いだされる可能性はあると考えられる。

これに対して、OTU-1 に属する Plesiocystis 属については、本研究の探索結果からは 3 株

しか得られておらず、現時点での観察によれば、常温性の海洋性粘液細菌のみから構成

されるようである。 

	
 陸生の常温性粘液細菌として記載された Phaselicystis 属や Labilithrix 属あるいは

Kofleria 属についても、本研究から、比較的近縁の粘液細菌として、50ºC で生育する高

温性粘液細菌を含むが示唆される。したがって、高温性の粘液細菌については、多様な

属種の菌株が、今後にも新たに発見される可能性があると思われる。 

	
 近年、非培養的手法によって、環境中の粘液細菌の分布を調べる研究が行われるよう

になった。粘液細菌の 16S rRNA 遺伝子配列に特異的な PCR プライマーを用いて海洋底

泥試料中の粘液細菌の配列を増幅し、分子系統解析を行った知見が報告された（Jiang et 

al., 2010; Brinkhoff et al., 2012）。それらによれば、海洋底泥試料中には、陸生の粘液細

菌とは系統的に大きく隔たった粘液細菌群が存在することが示唆されている。たとえば、

沿岸底泥中の新規・未培養の粘液細菌群、MMC（exclusively marine myxobacteria cluster）

は、既知の陸生の粘液細菌との類縁性について、ソランギウム亜目と比較的に近縁だっ

たが（Brinkhoff et al., 2012）、異なる新規な亜目に分類するのが妥当と考えられる。こ

れらの知見から、本研究で取得された海洋性粘液細菌は、海洋環境に生息する、新規・

未培養粘液細菌のなかの、ごく一部分を構成するに過ぎないことが明らかである。すな

わち、海洋環境中の粘液細菌分類群は、まだ大部分が未分離のままであると考えられ、

それらの性質についても当然ながら未知である。さらに近年は、淡水の湖沼底泥中にも

固有の系統の粘液細菌が生息していることが示唆された（Li et al., 2012）。それらも未分

離のため、今後の研究による性質の解明が期待される。 

 

6.3 医薬資源としての粘液細菌ー課題と展望 

 

	
 粘液細菌に関しては、第 2 章に紹介したように、放線菌に比べて探索の歴史は短いが、

40 年ほどの間に、100 種以上の基本骨格と 350 種の構造類縁体を含む約 650 の物質が得

られ、その大半は新規物質だった（Gerth et al., 2003）。しかも近年に至っても、粘液細

菌由来の新規物質の発見は続いている。しかし、新規医薬品の候補物質の有望な探索源
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とされながら、今までに医薬として製品化された物質は、唯一 epothilone のみである。

このように、粘液細菌の探索が期待ほどの成果を挙げていない最大の理由は、従来から

研究されてきた陸生粘液細菌、あるいは本研究で分離した海洋性粘液細菌ともに、効率

的な分離方法がないことによる。効率的な探索を行なう上で、分離操作に供試する試料

中における粘液細菌の分布や、二次代謝産物の生産の有無、あるいはそこに生息する粘

液細菌の生理的性質について、分離操作の前にあらかじめ明らかにしておく必要がある

と考えられる。試料の選択についても、従来のような土壌や腐った植物体、あるいは本

研究で行った海岸の砂などからの探索では、得られる菌株の多様性や二次代謝産物の生

産能について、一定の限界が出てくる可能性がある。 

	
 第 3章で述べたような、細菌溶解性やセルロース分解性、あるいは NaCl要求性に着目

した好気性の粘液細菌の分離法のほかに、これらとは異なる代謝活性や生理的性質に基

づいた分離法の開発も今後の課題である。さらに、分離株の物質生産能を効率的に正し

く評価する方法も未確立であるが、第 5 章では、培養液からの吸着樹脂による物質の回

収、溶媒による抽出および抽出液の濃縮、などの一連の手間のかかる工程をへたのちに、

抗菌活性などの検討を行ったことを述べた。本研究で得たミウラエナミドの場合も、

miuraenamide A(1) の収量は培養液 17.9 Lから 2.6 mgであり、1 Lあたり 0.145 mgと少な

い生産量であった。従来からの、培養法により試料を調製し抗菌活性を評価する方法で

は、第 5 章に示したように、活性が再現しなくなったり、あるいは活性が検出されても

生産物が微量もしくは不安定なことが原因となり、物質の同定に至らなかった場合もあ

った。このような結果から、新規な粘液細菌を分離しても、その菌株の潜在的な物質生

産能が評価できていない、という問題点が明らかになった。 

	
 第 5 章の考察にも述べたように、海洋性粘液細菌についての、ポリケチド生合成系の

遺伝子（type I polyketide synthase）の検出および系統解析（本博士論文業績報告書、

Komaki et al., 2008）からも、培養法による物質生産能の判定の限界が示された。新規性

が高いと考えられる type I polyketide synthase遺伝子の複数の配列が、培養法では抗菌活

性が陰性の海洋性粘液細菌からも検出された。とくに、抗真菌活性がまったく検出され

なかった Plesiocystis pacifica SIR-1T株についても、ポリケチド生合成系の遺伝子が見いだ

されたことにより、この菌株による二次代謝産物の生産の可能性が示された点は特筆さ

れる。 

	
 粘液細菌の探索に伴う困難な問題点として、前節にも述べたように、環境中における

粘液細菌の分布や代謝活動が明らかでないことが挙げられる。これに対しては、メタゲ

ノムやメタトランスクリプトーム解析により、手がかりが得られることが示唆されつつ

ある。たとえば、モデル水田環境のメタトランスクリプトーム解析（Kim and Liesack, 

2015）により、水田環境における粘液細菌の分布や代謝活動の一端が明らかになった。

すなわち、表層の有酸素層にはポリアンギウム（Polyangiaceae）科、ナノシスティス科
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およびハリアンギウム（Haliangiaceae）科の粘液細菌が生息し、二次代謝産物の生産や、

硝酸・亜硝酸の還元、糖分解あるいは糖転移反応を行い、下層の嫌気層には、

Anaeromyxobacter 属が生息し、二次代謝産物の生産は行わず、芳香族化合物の分解や糖

分解あるいは糖転移反応を行うことが示されている。なお、先行研究（不藤, 2002）にお

いて、ハリアンギウム科の粘液細菌は海洋性粘液細菌として記載されているが、この結

果からは水田もしくは淡水環境における分布も示唆された点は興味深い。この知見が正

しければ、水田や淡水湖沼環境もハリアンギウム科の新規粘液細菌の探索源として有望

と思われる。 

	
 生理活性物質の探索源としては、ここ 20 年ほどの間に、海洋生物が注目されている

（竹山・横内, 2006; 高田・松永, 2013）。とくに海綿については、クロイソカイメン由

来の Halichodrin B の誘導体エリブリン（ハラヴェン）が抗がん剤としてエーザイ株式会

社により商品化され、販売されている。それ以外にも抗がん剤候補とされている物質が

多数あり、それらの物質のかなりの部分については、海綿に共生する"Entotheonella"と名

付けられた細菌が生産することがメタゲノム解析で示され、これらの新規細菌について

未分離であるものの新門 "Tectomicrobia" が提唱されている（Wilson et al., 2014）。本研

究の業績報告書の文献（Oclarit et al., 1994）にも示したように、海綿内部には、放線菌や

藍色細菌を含む細菌、カビなど多様な微生物が共生もしくは寄生し、海綿由来の生理活

性物質の一部は共生菌が生産すると推定されており、その点が実証されたことになる。

本研究との関連で注目すべきは、海綿由来物質の化学構造が粘液細菌の代謝産物と類似

する例があることである。第 5 章にも述べたように、海綿由来デプシペプチド

jasplakinolide （ jaspamide）の類似物質 chondramide が陸生粘液細菌 Chondromyces 

crocatus から得られた（Kunze, 1995）。この例は、海綿に共生した粘液細菌が jaspamide

を生産した可能性を示唆した。Chondramide はアクチン脱重合阻害作用を示すので、抗

癌剤リード化合物などへの応用が期待され（Sasse et al., 1998）、ミウラエナミドと構造

が類似している点も興味深い。アクチンは真核細胞内で最も多量に存在するタンパク質

で微小繊維を構成し、細胞運動や形状保持あるいは細胞間接着や細胞質分裂など重要な

生命現象や、癌の増殖や転移にも関与するため、抗癌剤の標的分子の一つとして重視さ

れている（Tanaka et al., 2006; 田中, 2007）。ほかの例としては、海綿由来の抗真菌環状

ペプチド microsclerodermin 類について、陸生粘液細菌 Jahnella sp.などに生合成系遺伝子

が見いだされた。この例からも、粘液細菌が海綿に共生し、本物質を生産している可能

性が示唆された（Hoffmann et al., 2013）。陸生粘液細菌 Myxococcus 属細菌が生産する

bengamide 類も、海綿由来化合物との類似性が指摘された（Johnson et al., 2012）。また

近年、Enhygromyxa 属の海洋性粘液細菌から見いだされた salimyxin や enhygrolides（第 5

章 , 図 5-13）についても、海綿由来化合物との類似性が報告された（Felder et al., 

2013b）。以上のような例はあるものの、2015 年 11 月の現時点において、海綿から粘液
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細菌を検出もしくは分離し、培養に成功したという報告はない。本研究おいても、第 3

章で述べたように、海綿を含む海岸動物から粘液細菌の分離を試みたが、混在するバク

テロイデス門細菌と思われる滑走性細菌が優勢に生育し、粘液細菌は分離できなかった。

今後は、新たな分離手法の導入などにより、海綿に共生する粘液細菌を分離する必要が

ある。 

	
 近年は、植物体内に共生する糸状菌や細菌も、二次代謝産物の生産への関与が注目さ

れている（Zhan et al., 2007; Ludwig-Müller, 2015）。植物体と粘液細菌の共生については、

まったく知られていないが、非培養的な手法（RT-PCR）によりインドの砂漠の植物

（Lasiurus sindicus）の根から、海洋性粘液細菌 Enhygromyxa salinaの 16S rRNAに 98.6%

の相同性を有するクローン PR5 が検出された（Chowdhury et al., 2009）。この報告は、

前述の温泉環境における Enhygromyxa salina の分布を示唆する本研究の結果とともに、

Enhygromyxa属細菌の生息環境の予想外の多様性を示している点で注目される。 

	
 Enhygromyxa salina においては、新規二次代謝産物の生産能も明らかにされた

（Schäberle et al., 2010; Felder et al., 2013a, b）ので、今後は、淡水環境や海綿、植物根圏

などの新規な探索源からの Enhygromyxa 属細菌の分離を、試みる必要があると考える。

ただし、その際に、本研究で行ったような大腸菌塗抹法では、粘液細菌の集積培養が成

功しない可能性もあり、近年に注目される新しい集積培養法の導入も必要であろう。そ

のような新技法の一つ、いわゆる iChipを用いる方法では（Ling et al., 2015）、半透膜で

外界と仕切られた多数の小孔中に寒天培地を保持した長方形の板を、自然環境中に埋め

込むことで、人工的な条件下では培養困難な低栄養細菌などの集積培養を行う。海綿動

物や植物体内の溶液組成を再現した培養液中に iChip を浸し、一定の流速で送液すれば、

大腸菌塗抹法では集積培養が困難な菌の生育が可能となるかもしれない。 

	
 粘液細菌の探索については、以上の様な探索源の選択、すなわち「どこから分離する

か」という問題や集積培養の方法に加えて、効率的な分離方法や、分離菌株の物質生産

能の適切な評価方法の開発、といった課題がある。分離方法について、本研究では、グ

ラム染色陰性細菌の生き餌を用いた集積培養法に従った。しかし、この方法は第 3 章の

図 3-2 に示したように、かなりの時間と労力を要する一連の移植操作を伴うため、効率

的な分離方法ではない。第 4 章で明らかなように、温泉由来の粘液細菌の場合には、こ

のような方法での純化は成功しなかったため、異なる分離手法、例えば光ピンセット

（optical tweezer）法の導入などが必要であろう。光ピンセット法は、今日でも難培養性

細菌の分離に利用されている（Nowka et al., 2015）。この技法は、近年には、シングルセ

ルゲノミクス（SCG）解析のための微生物細胞の分取にも用いられる（モリ 2015）。フ

ローサイトメトリーに基づいた FACS（fluorescence activated cell sorting）法も、SCG解析

のための細胞分取法として用いられ、先の海綿共生細菌ʻTectomicrobiaʼ の研究にも応用

された（Wilson et al., 2014）。さらに環境中の未培養細菌の SCG解析にも大規模に適用
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され、多くの新知見をもたらしている（Rinke et al., 2013）。これら二つの方法は、専用

の高価な装置や操作技法の高度な習熟を要し、簡便な方法ではないが（モリ 2015）、粘

液細菌の細胞の分取・分離に利用できそうであり、さらに SCG と組み合わせれば、遺伝

情報の解析にも役立つと予想され、注目すべき技法である。	
 

	
 粘液細菌は概して生育速度が遅く、培養困難な菌株が多い。そのため分離あるいは培

養評価以前に、ある特定の試料中の粘液細菌の分布や、さらに潜在的な二次代謝産産物

の生産能までも予測することができれば、従来のような非効率的な粘液細菌の探索研究

に、大きな革新をもたらす可能性がある。SCG 解析は、ʻTectomicrobiaʼ の研究例でも示

されたように、培養困難な環境中の微生物の二次代謝経路や代謝産物の予測にも利用で

きるため、粘液細菌の研究に応用すれば、探索の効率化に有用と考えられる。	
 

	
 さいごに、以上の様な新技法により、新規な粘液細菌が新規物質の生産能を有するこ

とが仮に判明したとしても、培養できないこともあると予想される。そのような場合の

対策は既に報告された。たとえば、抗がん剤のリード化合物 epothilone の場合は、Kosan 

Biosciences, Inc.が生合成系の PKS 遺伝子群の塩基配列を決定し、Sorangium 属菌より培

養が容易な粘液細菌 Myxococcus xanthusにその遺伝子群を導入し、蓄積量 25 mg L-1を達

成した（Julien et al., 2002; Lau et al., 2002）。また、GBFでは遺伝子発現用宿主として、

倍加時間が 3−4 hr 以下で M. xanthus より増殖が速い高温性粘液細菌 Corallococcus 

macrosporus GT-2 を分離した（Gerth et al., 2003）。その染色体上に、陸生粘液細菌

Stigmatella aurantiaca 由来の myxochromide の生合成遺伝子群を導入し、さらに promoter

交換も行い、元株の蓄積量 8 mg L-1から 600 mg L-1へと増加させた（Perlova et al., 2009）。

本研究で得た海洋性粘液細菌の分離株の中には、45˚C でも生育する高温性のナノシステ

ィス科の海洋性粘液細菌 SYM-1 株（第 4 章，表 4-13）の生育が比較的に早かったため、

上記のような二次代謝産物の生合成遺伝子の導入用宿主として、今後の検討に値すると

考える。本研究で見出したミウラエナミドについても、生産量は 0.145 mg L-1と少なく、

上記のような手法により生産量を増加させる必要がある。 

	
 他方で、放線菌の場合には、物質生産遺伝子群の発現がスカンジウムなどの希土類元

素の添加により増強され、物質生産量が増えた例が報告された（Ochi and Hosaka, 2012）。

また、放線菌（Streptomyces）の二次代謝産物（goadsporin）が他の放線菌の物質生産を

促進したり（Onaka et al., 2001），他の細菌（Tsukamurella pulmonis）との共培養により

放線菌の物質生産が誘導された例も示された（Onaka et al., 2011）。あるいは HDAC 阻

害剤の添加により、放線菌の二次代謝産物の生産が誘導された例（Moore et al., 2012）も

あり、粘液細菌の場合も同様の手法の有効性を検証する必要があろう。	
 

	
 今後は、以上の様な展望のもとで、粘液細菌の生態に関する新知見や、環境ゲノム情

報の新たな解析手法、あるいは新たな分離手法の積極的な導入により、海洋環境や温泉

環境、あるいは動植物体内からの新規な粘液細菌の探索を加速することが、新たな医薬
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候補となるような新規物質の発見につながっていくであろう。	
 

	
 その一方で、本研究で一定の有効性が示された、グラム染色陰性細菌の生き餌を用い

た集積培養法についても、未検討の課題があることを付言しておく。海洋性粘液細菌の

探索において、集積培養には、NaClを 15 g L-1含む S75-15寒天培地（第 3章，表 3-3）

をおもに用いた。その結果として得られた分離株の多くは、表 3-17 に示すように、至適

の生育 NaCl濃度が 10−20 g L-1であった。したがって、集積培養培地の NaCl濃度をより

高い濃度、たとえば 30−60 g L-1に設定すれば、より多様な菌株が分離される可能性があ

る。温泉環境における高温性粘液細菌の探索については、50˚C で集積培養を行った結果、

得られた粘液細菌様培養物の生育温度上限は表 4-13 に示すように、50−51˚C であった。

より高温の 55−60˚C での探索は今後の課題である。生き餌として用いるグラム染色陰性

細菌の菌種についても、試料採集地点に優先的に生息する菌種をあらかじめ分離してか

ら使用することで、分離効率や分離菌株の多様性が異なってくるかもしれない。たとえ

ば、海岸環境の場合には、大腸菌よりも Vibrio sp.や Halomonas sp.などが、生き餌として

より好適かもしれない。セルロース分解性の粘液細菌の探索については、土壌試料で有

効だったろ紙分解法は、海岸や温泉に由来する試料では有用性が見いだせなかった。ろ

紙以外の集積培養用の基質として、誘導体化したセルロース（カルボキシメチルセルロ

ースなど）や海藻成分のアルギン酸、あるいは、節足動物の甲殻成分のキチン、キトサ

ンなども有効性の検討の余地があろう。さらに、近年、次に示すように、海洋性粘液細

菌の基質として、臭素化ハロアルカンやゴム質など意外な物質の資化性が示唆され、そ

れらの物質が集積培養の基質として利用できるかもしれない。	
 

	
 医薬探索の本題からはそれるが、ここ数年の間に海洋性粘液細菌の研究には幾多の重

要な進展が見られた。例えば、ゲノム情報の活用、いわゆる“genome-mining”の手法によ

り、海洋性粘液細菌のゲノム情報に基づいて新規酵素が次々に発見され、Plesiocystis 

pacificaから、haloalkane dehalogenase（Hesseler et al., 2011）の、Haliangium ochraceumか

らは rubber oxygenase（Birke et al., 2013）の類似塩基配列が確認された。それらを E. coli

へ導入し生産されたタンパクは、前者の場合は 1-bromobutaneの脱ハロゲン化反応を、後

者では天然ゴムの成分である polyisoprene の分解をそれぞれ触媒した。また、Haliangium 

ochraceum からは、機能未知の規則的構造のタンパク質が見いだされ、ナノ材料への応

用が試みられている（Lassila et al., 2014）。	
 

	
 ここまで述べてきたような粘液細菌由来の新規物質や酵素が、人類の健康と福祉や産

業の新興に貢献できることを切に願って、本論文の締めくくりとしたい。	
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