
１．はじめに
環境中には多種多様の細菌が存在しており、有機物の
分解、窒素固定、炭素固定など、物質循環と環境保全に
おいて非常に重要な役割を果たしている。
環境中で生存する微生物において細菌の代謝機構は多
くの部分が共通であるが、変異および環境への適応の結
果、細菌の中には独自の代謝機構を持つものも存在する。
通常の海水に含まれる栄養源の濃度は非常に低い。そ
の為、海水の様な低栄養環境下で増殖可能な細菌は、栄
養源の効率的な取り込みと代謝を行って生存していると
考えられる。蛍光顕微鏡 1）とDirect Viable Count法 2）に
より、一般的な寒天培地を用いたコロニー形成法では、
海水中に存在する細菌全体の 0.01～0.1% しか検出出来
ないことが示された 3）。更に、直接計数法と寒天培地を
使った計数法での違いは、水や土などの試料から直接 
DNA を抽出して行った16S rRNAの塩基配列の解析に
より、測定可能な細菌の種類が異なる為であると解明さ

れている 4, 5, 6）。つまり、一般的な寒天培地で培養可能な
細菌はごく一部であり、最も多く存在する海洋性細菌の
グループは未だ培養できていないというのが現在の共通
認識である。
低栄養性細菌は非常に低濃度の炭素源の存在下で増殖
可能であり、Kuznetsov らは「1–15mg/L 以下の炭素源
でも増殖可能な細菌」と定義している 7）。 多くの研究者
が超低濃度の炭素源での増殖に着目し、実際に、様々な
自然環境中から多くの低栄養性細菌が単離されてきたが、
その遺伝学的アプローチによる研究は限られている。
低栄養性海洋細菌を単離してどの様な栄養源を利用可
能か、どの様な種かを調べる事により、新規の代謝経路
の発見や生物多様性・物質循環における細菌の位置付け
に関する知見を得る可能性がある。更に、低栄養性細菌
は、増殖のために僅かな栄養源しか必要としないことか
ら低コストの触媒、物質の生産、環境浄化など工業的に
も役立つ。
我々はこれまでに多くの低栄養性細菌を様々な環境中
から単離してきた。その中の3株の細菌については、形
態、利用可能な炭素源など幾つかの性質について調べ、
16S rRNA 遺伝子の一部分の塩基配列の解析により、ど
の属に含まれる細菌かを推定した 8）。本研究では以前の
研究で Pseudoalteromonasu 属と推定された MW11 株
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tachi）を用いて、配列間距離をKimura の二変数法にて
補正し、近隣結合法により作成した。ブートストラップ
サンプリングは 1000 回行った。

３．結果と考察
以前の報告において MW11 株は 16S rRNA 遺伝子の
塩基配列から Pseudoalteromonas 属の細菌であると推
定されていた 8）。しかし、解析に用いた塩基配列は16S 
rRNA 遺伝子の一部分 800 bp 程であり、種レベルを推
定するためには全体の塩基配列を元に比較することが必
要となる。本研究では、16S rRNA 遺伝子全体の約 1.4 
kbp の塩基配列を元に他の細菌の 16S rRNA 遺伝子と比
較し、MW11 株の細菌種の同定を試みた。EZ BioCloud 
Databaseでの解析の結果、99% 以上の非常に高い類似
性を持つ Pseudoalteromonas 属の細菌が多数見出され、
その中でもPseudoalteromonas carrageenovora 及び 
Pseudoalteromonas espejiana の類似性は、それぞれ 
99.86%、99.73% と非常に高い値を示した（表1）。また、
系統解析の結果から MW11 株は P. carrageenovoraの
近縁種であると推定された（図1）。しかし、16S rRNA 
遺伝子の塩基配列の類似性が 100% を示した場合にお
いても別種の可能性があることが知られており、細菌種
を同定するためには、生理・生化学的特徴を含めた表現
型を比較する必要がある。

について、生理・生化学的な手法による菌種の同定を試
みた。

２．実験方法
２．１　培養条件
細菌の培養は MB2216 培地 （Becton Dickinson） に必
要に応じて 1.5% 寒天を加え、好気的条件下で 30˚C、
24 時間保温した。培養液および形成したコロニーを形
態観察および生理・生化学的性状分析に使用した。

２．２　第一段階分析
培養した細菌をフェイバー G「ニッスイ」（Nissui 

Pharmaceutical）を使用してグラム染色した後、光学顕
微鏡による細菌の形態観察を行った。Barrow & Feltham 
らの方法 9） に基づき、カタラーゼ反応、オキシダーゼ反
応、グルコースからの酸/ガス産生、グルコースの酸化/
発酵の有無を測定した。

２．３　第二段階分析
API 20NE および API ZYM （bioMé rieux） キットを
用いて、細菌の詳細な生理・生化学的性状を分析した。
API 20 NEの使用時には、寒天培地で培養後の細菌を人
工海水 MARINE ART SF-1（富田製薬）で懸濁し、0.5 マ
クファーランドに調整した後に29 ± 2°Cで24時間保温し、
資化能力と各種酵素活性を測定した。API 20 ZYM の
使用時には、5 – 6 マクファーランドに調整した後、30 
°C で4 時間保温した。キットに含まれる分析項目は表3 
および表4 に示した。その他の分析および培養は一般的
な方法 10） を用いた。

２．４　１6S rRNA 遺伝子の塩基配列決定と系統解析
16S rRNA 遺伝子両端の塩基配列に相補的なプライマー、

27F （5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCA-3’） と 1492R 
（5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）を用いて、MW11 
株の 16S rRNA 遺伝子をコロニー PCRにより増幅した。
PCR の条件は以下の通りである。94˚Cで2分間変性さ
せた後、98˚Cで 10 秒間、55˚Cで 2 分間、68˚Cで 2 分
間を35 回繰り返し、最後に、68˚Cで 10 分間の伸長を
行った。反応には KOD FX neo（東洋紡）を用いた。
16S rRNA 遺伝子全体の塩基配列は、プライマー 27F、
1492R および 337F （5’-GACTCCTACGGGAGGCWG
CAG-3’）、800F （5’-GGATTAGATACCCTGGTA-3’）、
800R （5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’） を使用し、
精製した PCR 産物を鋳型としてサンガー法により決定
した。

16S rRNA 遺伝子の相同性比較は、EZ BioCloud Dat
abase （https://www.ezbiocloud.net/）を用いて行った。
系統樹は塩基配列解析ソフトウエア Genetyx Ver. 10（Hi

表1. 16S rRNA 遺伝子の塩基配列に基づく近縁種

16S rRNA 遺伝子の相同性比較で 97% 以上の類似性を持つ細
菌のみ示した。

3.  
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た結果と一致した。
16S rRNA 遺伝子の塩基配列から、MW11株は

Pseudoalteromonas 属の細菌であると考えられるが、第
一段階分析により得られた結果も Pseudoalteromonas 
属の一般的な性状 11） と一致しており、MW11 株が
Pseudoalteromonas 属の細菌であることが示唆された。

表現型を調べるための第一段階分析の結果、MW11 
株 は運動性を有するグラム陰性の湾曲がある桿菌であ
ることが分かった（図2）。37°C で生育せず、グルコー
スを酸化し、カタラーゼ反応およびオキシダーゼ反応は
陽性を示した（表2）。この結果と以前の報告 8） を比較す
ると、培地組成が異なっても生育温度について同様の結
果が得られ、形態の特徴も電子顕微鏡を用いて観察され

図2. MW11 株のグラム染色像

表2. MW11 株の表現型（第一段階分析）

図1. MW11 株の系統学的位置
NJ方で系統樹を作成した。ブートストラップは1000回行った。
スケールバーは 10% の相違塩基を示している。
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API 20NE キットを用いた第二段階分析の結果、MW11 
株は硝酸塩の還元、インドールの産生、アルギニンジヒ
ドロラーゼ活性を示さず、ウレアーゼ、βガラクトシダ
ーゼ、チトクロームオキシダーゼ活性およびエスクリン、
ゼラチンの加水分解活性を示した。一方、各種糖、有機
酸の資化は見られなかった（表3）。API ZYM キットに
よる分析ではエステラーゼ、リパーゼ、ナフトール -AS-
BI-ホスホハイドロラーゼ、α -ガラクトシダーゼ活性を
示したが、他の 14 種類の酵素活性は示さなかった（表4）。
API 20NE およびAPI ZYM キットで同様の分析項目が
存在し、βガラクトシダーゼの結果が異なっていた。
これはβガラクトシダーゼ活性の測定に用いた基質、反
応条件が異なるためであると考えられるため、βガラク
トシダーゼ活性を有すると結論づけた。多くの既知の 
Pseudoalteromonas 属の細菌と表現型を比較するため、

表3. MW11 株の表現型（API 20NE） 表5. MW11 株の表現型（追加分析）

表4. MW11 株の表現型（API ZYM）

1:  P. carrageenovora IAM 12622、2: P. espejiana IAM 12640. 
*および資化性試験は API 20NE を用いた結果を示している。 
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追加分析を行った。その結果、MW11 株は 10% NaCl 
で生育し、嫌気条件および 35°C で生育せず、Tween 80 
およびでんぷんを加水分解し、チロシン寒天培地でのメ
ラニン様色素の産生が確認された（表5）。これらの分析
結果を用いて、Pseudoalteromonas 属の中で運動性陽性、
ウレアーゼ陽性およびチロシン寒天培地でメラニン様色
素を産生するなどの特徴を持つ既知種と比較した結果、
MW11 株は既知種と共通点はあるものの、完全に一致
する菌種が見つからなかった 12）。
表6 は MW11 株、P. carrageenovora13, 14） および P. 

espejiana14, 15）  の表現型を示している。硝酸塩還元、で
んぷんの加水分解、グルコースからの酸産生、ウレアー
ゼ活性、β -ガラクトシダーゼ活性の有無については P. 
carrageenovora と同じ特徴を示し、P. espejiana につい
ても、でんぷんの加水分解以外は同じ特徴を示した。
API 20NE キットによる資化性試験は P. carrageenovora 
および P. espejiana においても実施されており、この2
種の細菌では同じ特徴を示した。一方、MW11 株は全て
の糖、有機酸の資化が検出されず、P. carrageenovora 
および P. espejiana と明らかに異なる特徴を示した。
以上の結果から、種レベルの同定には至らなかったが、

16S rRNA 遺伝子の塩基配列および表現型の特徴から、
MW11 株は Pseudoalteromonas 属の細菌であり、P. 
carrageenovora の近縁種もしくは新種である可能性が
高いと考えられる。MW11 株の細菌種の同定のために
は基準種を用いた DNA-DNAハイブリダイゼーション
や脂肪酸組成の分析などを利用した解析が必要である。
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