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研究成果の概要（和文）：Rhodococcus属細菌は、その7割以上が有機溶媒中で生育できる極めて特殊な微生物群
であり、その性質を明らかにすることは非常に重要である。本研究では、有機溶媒中で生命活動を営むためには
どのような性質が必要なのか？という観点から研究を行った。
その結果、アルカン相に移行した細胞は、アルカン相内の溶存酸素を利用して生育していることが示唆され、さ
らに、この性質は同属細菌にとって一般的であると考えられた。また、アルカン相に移行することで、本来は有
していない熱耐性が誘導されることも示された。以上、有機溶媒中で生命活動は非常に希少であると考えられる
ことから、今後の研究が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the utilization of dissolved oxygen by Rhodococcus bacteria in 
the alkane phase of two-phase cultures in order to clarify bacterial growth mechanisms in the 
presence of alkanes. The results showed that the dissolved oxygen in the alkane phase remarkably 
decreased when viable cells were present in the alkane phase, irrespective of the kind of alkane or 
Rhodococcus strain tested. Thus, our findings indicate that Rhodococcus strains can grow in the 
alkane phase by utilizing the dissolved oxygen. To the best of our knowledge, this is the first 
study to experimentally demonstrate that translocated cells in organic solvents utilize the 
dissolved oxygen in the inorganic solvent for growth.

研究分野：環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Rhodococcus属細菌は、その7割以上が有機溶媒中で生育できる特殊な微生物群であり、ある種の生命の新しい形
態である。もし、「なぜ水相より有機溶媒相での生育を選択し、そこでの生命活動が、著しく低下しないの
か？」という疑問を明らかに出来れば、それは、生命の新しい形態の機構の一部の理解に繋がり、学術の形体や
方向性を大きく変える基本的な基礎的知見となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
石油代替のエネルギー創成技術や省エネルギー化技術の開発は、将来の循環型社会形成のた

めに、早急に解決されるべき世界的に重要な課題のひとつである。この中で、微生物の物質変換

能力、特殊な有機溶媒耐性能力を利用して、生物工場で汎用化学品等を生産するホワイトバイオ

テクノロジーおよび微生物の難分解性分解能力を利用して環境を浄化するバイオレメデーショ

ンは、生きた微生物と毒性の高い有機溶媒等の相互作用の調節が重要である疎水性の高い環境

下で利用されるバイオテクノロジーである。それ故、有機溶媒等に対し、特殊な耐性能力を有す

る微生物が利用されて来た。 

この過程で、ある種の微生物が、極めて疎水性が高く含水量の少ない有機溶媒中で生育するこ

とは古くから経験的に知られていたが、株特有の性質としての理解に留まっており、微生物の表

層構造や機能と合わせて総合的に評価されることはなかった。また、今日、その性質を応用する

ために必要な研究は進展したが、その生命機構の包括的な理解には未だ至っていない(図 1)。 

申請者は、これらの分野の中でも、難分解性物質分解・変換に対する多様な活性を有する

Rhodococcus属細菌などを主たる材料として、微生物と有機溶媒との相互作用を中心に研究を行

ってきており、この過程で、同属細菌の約 7割以上が有機溶媒中で生育できることを明らかにし

た。一般的には、有機溶媒中の生命活動は極めて特殊な性質と考えられる一方、上述した結果は、

Rhodococcus属細菌においては普遍的な現象であることを意味している。同属細菌は、細胞表層

にミコール酸が存在する特徴的な構造を有しており、これと本現象との関係は興味深い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、有機溶媒中で生命活動を営むためにはどのような性質が必要なのか？という課

題に対して、 

（1）常に有機溶媒に暴露されている環境にあるため、その侵入を大幅に防ぎ、細胞を守るため

のバリア効果を有する機能が表層構造にある 

（2）アルカン相は C 源以外の栄養素の供給先および ATP 合成時のプロトン濃度勾配の相手先

としては考えにくい。故に、アルカン相内に水分、空気などが存在する場所がある。例えば、細

胞膜と最外層の間の細胞表層構造は水を貯蔵する場所の候補である 

という仮説を立て、有機溶媒中で営まれる生命活動を包括的に理解することを試みた。 

 

３．研究の方法 

（1）培地と二相培養 

Rhodococcus 属細菌の培養には、基本的に IB2 液体培地を用いた（蒸留水 500 ml に 5 g の

glucose、5 gのイーストエキストラクト、0.09 gのMgCl2・7H2O、0.05 gの CaCl2・2H2O、0.05 g

の NaCl 、0.01 gの FeCl2・6H2O、0.25 gの(NH4)2SO4を加え、pH7.2 に 調整後、121℃で 15 分

間オートクレーブした）。培養は、基本的に 28℃、130 rpmの振とう培養で行い、定常期初期ま

で培養したものを遠心して菌体を回収した後、各種実験に用いた。 

 アルカンを添加した二相培養は、上記 IB2培地に 0.5-1％(w/w)になるように各種アルカンを添

加し、上述した条件で培養し、菌体回収を行い、以降の実験に用いた。 

 

（2）顕微鏡観察 

細胞の局在性は、培養液の有機相と水相をボルテックスで懸濁して上層の液を 8 μl サンプリ



ングし、プレパラートに滴下した。カバーガラスをのせ、位相差顕微鏡のステージにサンプルを

セットし、カバーガラス上にイマージョンオイルを一滴垂らした後、対物レンズの倍率を 100倍

にして観察した。 

細胞数は、培養液を採取し、必要に応じて希釈系列を作製した後、各々のサンプルに終濃度が

10 g/ml になるように DAPI液を添加した。それを 30分室温で反応させた後、0.22 µmのろ過

用フィルターで吸引ろ過し、そのフィルターをそのままスライドグラスにのせ、プレパラートと

した。このプレパラートを蛍光顕微鏡で観察した。対物レンズの倍率は 100倍を用い，蛍光ラン

プ照射下でピントを合わせた後、撮影し、その画像の細胞数をカウントし、 1 mlあたりの細胞

数を算出した。 

ライブデッド染色は、LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit (Thermo Fisher Scientific)

を用い、基本的に説明書通りに染色した後、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

（3）アルカン中の溶存酸素量の測定 

空のバイアルの中に測定用のチップを入れ、外側から酸素計 OXY-1 SMAの測定光を当てるこ

とで、空気中の酸素の濃度を測定した (A値) 。その後、バイアルにサンプルのアルカンを入れ

アルカン相内の酸素濃度を測定した (B値) 。B値を A値で割り、空気中の酸素を 100%とした

場合の相対値を算出し、条件ごとの比較に用いた。コントロールとして微生物無添加の系を用意

し、比較検討した。 

 

（4）熱耐性試験 

 研究の方法（1）で記述した要領で、R. erythropolis PR4株を二相培養し、位相差顕微鏡で細胞

の局在性がアルカン内であることを確認した。その後、培養液の一部を IB2寒天培地に摂取し、

コロニー形成を確認した。続いて得られた培養液を 100℃で 10 分間、熱処理し放冷した後、培

養液の一部を採取し、IB2寒天培地に摂取するとともに、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

４．研究成果 

（1）二相培養条件の検討 

これまでの研究では、アルカンを添加した二相培養の場合、細胞の局在性と生育が密接に関与

し、生育の良い条件での遺伝子発現情報しか得られなかった。それ故、今回、生育が同等で局在

性だけが違う条件を検討した。これま

でに使用していた IB2培地に加え、LB、

MB、NB などの完全培地にアルカンを

添加し、微生物の生育がそう変わらず

に細胞の局在性が変化する培養条件を

探索した。その結果、NB培地に n-ドデ

カン(C12)を添加した条件、および、MB

培地に終濃度 1％でグルコースを添加

した条件に C12 を加えた条件におい

て、生育がほぼ変わらずに局在性の違

う条件を設定できた。しかしながら、そ



の後の解析により、これらの

培養条件はあまり有用では

ないことが示され、この方向

性を転換した。 

 

（2）アルカン相の溶存酸素

の検討 

細胞がアルカン相内で生

育するためには、栄養素、水、

空気などがアルカン粒子内

に存在している必要がある。

上述した（2）の仮説を検討す

るため、細胞が有機溶媒相に存在する際に、有機溶媒中の溶存酸素を利用し、増殖するか否かを

検討した。具体的には、各培二相養条件での有機相の溶存酸素濃度を測定した。 

まず、IB2培地に n-ヘキサデカン(C16)を 1：1.5の割合で添加した二相培養系を用いて、そこ

に R. erythropolis PR4株を摂取し、培養した後、C16相を抽出し、非接触式酸素濃度計 OXY-1 SMA 

(Presens) を用いて C16相中の溶存酸素濃度を測定した。その結果、PR4株の細胞が C16相中に

存在する場合、溶存酸素濃度は、空気中の酸素濃度を 100％とした時の相対濃度表した場合、約

27.3％まで減少した。一方で、PR4 株を接種しなかった場合の溶存酸素濃度は、99.8%と空気中

と同等であったことから、PR4 株の存在により、C16 相中の溶存酸素が減少することが示され

た。他方、細胞が活発に活動しない静止条件として生理食塩水を用いて二相培養系を作製し、同

様に培養した後、アルカン相内の溶存酸素量を測定したところ、約 80％と IB2 培地に比べ高か

った。このことは、消費された溶存酸素が IB2の条件より低く細胞の活動状況に応じて溶存酸素

が減少していることが示唆された（図 1）。 

続いて、細胞の増殖と溶存酸素との関係を検討した。細胞の増殖は DAPI染色により、溶存酸

素は OXY-1 SMAにより測定した。その結果、細胞が増殖するに伴い溶存酸素の減少が確認され



た。ここから、アルカン相内に入った細胞は、そこの溶存酸素を利用して生育していることが示

唆された（図 2）。一方で、本現象が R. erythropolis PR4株だけにとどまるのかどうかを確認する

ため、各種アルカン、各種 Rhodococcus 属細菌を用いて、二相培養中の生育時の溶存酸素濃度を

検討した。その結果、供試した 10 菌株、5 種類のアルカン、どの組み合わせにおいても、一部

例外も含まれるが、概ね同様の傾向が確認された（表 1）。ここから、Rhodococcus 属細菌が培地

／アルカン二相培養において、水相からアルカン相に移行し、アルカン相内の溶存酸素を利用し

て生育していることが示唆された。 

 

（3）Rhodococcus 属細菌の熱耐性の発見 

一方で、これらの研究

過程で、アルカン相に転

移した細胞が高度の耐熱

性を有することを見出し

た。具体的には、培地／ア

ルカン二相培養系で培養

した培養液を 100℃で 10

分以上加熱しても一部生

き残る菌が存在した。各

条件での生存率を検討す

ると概ね 0.1％程度であ

り、この結果は、アルカンの種類に関係なく確認されたことから、Rhodococcus 属細菌はアルカ

ンに転移することで熱耐性を獲得することが示された（図 3）。これは当初計画にはなかった新

しい事象であり、今後の研究の新たな核になるものと考えられた。 

 

（4）まとめ 

本研究では、有機溶媒中で生命活動を営むためにはどのような性質が必要なのか？という課

題に対してある種の仮説を立てて取り組んだ。その結果、アルカン相に移行した Rhodococcus 属

細菌は、アルカン相内の溶存酸素を利用して生育していることが示唆され、さらに、この性質は

Rhodococcus 属にとって一般的であると考えられた。また、Rhodococcus 属の一部は、アルカン

相に移行することで、本来は有していない熱耐性が誘導されることが示された。以上のことから、

有機溶媒中で生命活動は非常に希少であると考えられることから、今後のさらなる研究が必要

であると考えられた。 
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