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研究成果の概要（和文）：本研究では、微細藻類と共生して成長促進させることのできる細菌（MGPB：
microalgae-growth promoting bacteria）を活用した微細藻類バイオマス高効率生産技術の基礎を確立すること
を目的とし、Euglena gracilisを研究対象として、下水中からMGPBを検索し、そのMGPBとしての特性を調査し
た。研究結果から、Cloacibacterium sp. S9がEuglena gracilisの成長及びパラミロン生産を促進する能力を有
することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to establish the basis for efficient microalgal biomass 
production technology using microalgae-growth promoting bacteria. To this end, this study screened 
potential MGPB from municipal wastewater, and examined their capabilities to promote the growth of 
Euglena gracilis and its and paramylon production. Consequently, this study succeeded in obtaining 
Cloacibacterium sp. S9 capable of promoting both the Euglena gracilis growth and paramylon 
production.

研究分野： 生物環境工学

キーワード： 微細藻類　バイオマス　成長促進細菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
藻類は第3世代バイオマスといわれ、将来の再生型エネルギー資源や肥・飼料、バイオリファイナリ材料など、
様々な用途における活用が期待されている。本研究の成果は、藻類バイオマス生産の高効率化を進めるにあたり
大きな意義を有するものと期待される。また、本研究では、Cloacibacterium属の細菌がEuglena gracilisの成
長及びパラミロン生産の促進作用を有することを世界で初めて明らかにすることができ、関連分野の学術発展に
とっても意義を有するものと考えられる。

※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 
 藻類は第 3世代バイオマスといわれ、将来の再生型エネルギー資源や肥・飼料、バイオリファ
イナリ材料など、様々な用途における活用が期待されている。しかし、その実用化には幾つかの
課題が残されており、特にバイオマス生産の大幅な低コスト化は最重要課題の一つである。この
課題を克服するためには、排水・汚水のような安価な基質をオープンポンドなどの非滅菌条件下
で用いて、これまでよりも高効率に藻類を培養することが求められる。他方、富栄養化する水域
や排水を用いた藻類バイオマス生産は、汚水浄化や排水処理を兼ねることから、現状のバイオマ
スが有する問題の一部を解決し、かつ、低炭素社会実現にも貢献する高いポテンシャルを有して
いる。 
 陸生の高等植物においては、その成長を促進する細菌（PGPB: Plant-Growth Promoting 
Bacteria）が存在することが知られている。そのため、農学分野において研究・開発が活発に行
われてきており、一部は農作物の bio-fertilizer などとして製剤化されてきた。他方、我々は、
浮遊性及び抽水性の水生植物を用いた水質浄化及びバイオマス生産に関する研究を長年実施し
てきており、その一連の研究の中で、ウキクサなどの水生植物にもそれらの成長を促進する PGPB
が存在することを明らかにし、研究を重ねてきた。その知見をもとに、同様に水中に生息する光
合成生物である藻類においても、共生により成長を促進させることのできる細菌（MGPB：
Microalgae-Growth Promoting Bacteria）が存在する可能性があると考え、下水や排水中におい
て複数の微細藻類の培養を検討したところ、いずれの藻類においても無菌系に比べて細菌群集
の共存下において成長が有意に高くなることを観察し、下排水中に MGPB が存在する可能性のあ
ることを見出した（引用文献①、②、③）。藻類と MGPB との共生関係を明らかにし、MGPB を藻
類バイオマス生産に合理的に利用することができれば、新たに多くのエネルギーや資源を投入
することなく藻類の高効率生産を達成する革新的な手段になり得ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 上述した背景から本研究では、環境中から有望な MGPB をスクリーニングし、MGPB としての特
性を明らかにするとともに、それらを活用した藻類バイオマス高効率生産技術の基礎を確立す
ることを目的とした。 
 なお、本研究では、代表的な微細藻類として、Euglena gracilis を研究対象として用いるこ
ととした。E. gracilis は、アミノ酸やタンパク質、ビタミン類など 59 種類もの有用成分を蓄
積することが明らかにされており、エネルギー資源だけでなく、健康食品や医薬品、家畜の飼料
などへの利用も世界的に進められている。 
 
３．研究の方法 
(1)Euglena gracilis および培養条件 
 本研究では、国立環境研究所微生物系統保存施設より分譲された無菌の E. gracilis Z (NIES-
48)株を無菌的に継代培養し、実験に使用した。E. gracilis の継代培養には CYT 培地を用い、
人工気象器内（25℃, 16 時間明/8時間暗条件）で 110 rpm で回転振盪培養を行った。細菌株と
の共培養の際には、16 時間明/8時間暗条件を 24時間暗条件に変更した。 
 
(2)MGPB 候補株の分離及び同定 
 大阪府下の都市下水処理場より下水を採取し、下水中で E. gracilis を培養した。その培養液
及び E. gracilis に付着した微生物を R2A 培地で培養することにより、細菌株を分離した。各細
菌株は、16S rRNA 遺伝子配列に基づき系統分類学的に同定した。 
 
(3)MGPB 候補株のスクリーニング 
 分離されたすべての菌株を対象として、小スケール（6 穴マイクロプレートを使用）で E. 
gracilis の成長への影響を評価した。E. gracilis は、3日間の前培養の後、回収・洗浄し、グ
ルコース（20 g/L）を添加した CYT 培地に 2.0×104 cells/mL となるように懸濁し、6穴プレー
トに 4.75 mL ずつ分注した。各菌株は、R2A 液体培地で前培養し、菌体を回収・洗浄し、CYT 培
地に懸濁させ、濁度（波長 600 nm での吸光度）が 0.01 となるように、E. gracilis を含むウェ
ルに植種した。7日間の培養後、Countess 自動セルカウンターを使用して E. gracilis の個体数
を測定し、各菌株の植種による E. gracilis 成長促進の可能性を評価した。 
 
(4)MGPB 有望株の E. gracilis バイオマス・パラミロン生産促進能の評価 
 (3)の検討において E. gracilis 成長促進の可能性が認められた菌株を対象として、フラスコ
スケール（50 mL 系）において同条件で培養を行い、7日後の個体数、パラミロン蓄積量、有機
物消費量を測定することにより、成長促進及びパラミロン生産への影響を評価した。 
 
 



４．研究成果 
(1)MGPB 候補株の分離、同定、成長促進能のスクリーニング 
 下水中で E. gracilis を培養後、その培養液及び E. gracilis から細菌株を分離した結果、
表 1に示す 20菌株が分離された。 
 全分離菌株の E. gracilis 成長促進の可能性を調査した結果、図 1 に示すように、S1、S2、
S9、SE2、SE11 の 5 菌株を植種した場合、無菌系に比べて E. gracilis の個体数が顕著に増加す
ることが観察され、E. gracilis 成長促進作用を有する可能性が考えられた。一方、20菌株のう
ち 10 菌株では、無菌系と比較して E. gracilis の個体数が顕著に低く、共生により E. gracilis
の成長を抑制することが示唆された。特に、E. gracilis から分離した 11菌株のうち 7菌株が
E. gracilis の成長を抑制した。ウキクサを用いた既往研究においては、ウキクサ表面に付着す
る細菌群集に宿主の成長を促進するものと抑制するものが共存していることが報告されている
が（引用文献④）、E. gracilis 表面に付着する細菌群集でも同様であることが示唆された。 
 また、各菌株の系統分類と成長促進作用の関係をみると、Pseudomonas 属に分類された 4 株
（S2、SE2、SE4、SE11）のうち 3株が成長促進作用を有する可能性があり、同属が E. gracilis
の成長促進作用を広く有する可能性が考えられた。一方、Aeromonas 属（2菌株）では 1菌株の
みが成長促進作用を有し、Comamonas 属（4菌株）と Chryseobacterium 属（2菌株）では明確な
成長促進作用を示すものは見られなかった。以上の結果から、さらに検討する必要はあるものの、
各菌株の系統分類が E. gracilis への成長促進/抑制作用と関係している可能性が考えられた。 
 

表 1 分離された菌株 
分離源 菌株名 最近縁種［Accession 番号］（相同性） 

培養後の下水 

S1 Aeromonas hydrophila［NR_119039］（99.85%） 
S2 Pseudomonas qingdaonensis［NR_169411］（99.30%） 
S3 Comamonas testosteroni［NR_029161］（100.00%） 
S4 Comamonas testosteroni［NR_029161］（100.00%） 
S5 Comamonas testosteroni［NR_029161］（98.99%） 
S6 Kinneretia asaccharophila［NR_115151］（99.76%） 
S7 Chryseobacterium gwangjuense［NR_135722］（99.76%） 
S8 Acidovorax temperans［NR_028715］（99.77%） 
S9 Cloacibacterium normanense［NR_042187］（99.92%） 

培養後の 
E. gracilis 

SE1 Aeromonas caviae［NR_104824］（100.00%） 
SE2 Pseudomonas poae［NR_028986］（99.85%） 
SE3 Comamonas testosteroni［NR_029161］（100.00%） 
SE4 Pseudomonas nitritireducens［NR_133020］（99.61%） 
SE5 Chryseobacterium timonianum［NR_164881］（99.84%） 
SE6 Serratia marcescens［NR_036886］（99.92%） 
SE7 Stenotrophomonas acidaminiphila［NR_025104］（99.77%） 
SE8 Acidovorax temperans［NR_028715］（99.77%） 
SE9 Pseudarthrobacter siccitolerans［NR_108849］（98.59%） 
SE10 Sphingomonas melonis［NR_028626］（100.00%） 
SE11 Pseudomonas qingdaonensis［NR_169411］（99.30%） 

 
(2)MGPB 有望株の E. gracilis バイオマス・パラミロン生産促進能 
 上のスクリーニング試験において E. gracilis の個体数を増加させることが確認された 5 菌
株のうち S1、S9、SE11 を対象として、フラスコスケールで E. gracilis との共培養実験を行い、
E. gracilis の個体数及びパラミロン生産量に及ぼす影響を調査した。その結果を図 2に示す。
SE11 を植種した場合、E. gracilis の個体数は無菌系に比べて増加し、スクリーニング試験と同
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図 1 分離菌株による E. gracilis 成長促進効果のスクリーニング結果（赤：成長促進） 



様に成長促進効果があるものと推察されたが、パラミロン濃度は無菌系と同程度であった。細胞
あたりのパラミロン量は無菌系（1.38 ng/cell）よりも SE11 を植種した方（1.13 ng/cell）が
低いことから、SE11 との共培養はパラミロン生産よりも個体数増加に強く働くことが示唆され
た。他方、S9 を植種した場合、無菌系に比べて E. gracilis の個体数は 1.44 倍増加し、パラミ
ロン濃度は 2.18 倍増加した。また、細胞あたりのパラミロン量は 2.09 ng/cell であり、無菌系
に比べて 1.52 倍高かった。すなわち、S9 は、E. gracilis を成長促進させるだけでなく、パラ
ミロン生産も促進させる作用を有することが示唆され、E. gracilis の MGPB として非常に有望
な菌株であることが明らかとなった。S9 が属する Cloacibacterium 属でこれまでに植物や藻類
の成長促進の報告事例はみられず、S9による E. gracilis の成長及びパラミロン生産の促進は
本研究が明らかにした新規の知見である。 
 他方、スクリーニング試験で選定した 3菌株のうち、2菌株はフラスコスケールでも個体数の
増加をもたらしたが、パラミロン生産能への効果は各菌株で大きく異なった。これは、各菌株の
E. gracilis に対する作用の違いに起因するものと考えられ、今後は E. gracilis と各菌株の間
にどのような相互作用が成立しているのかを明らかにし、その結果も踏まえて高効率なバイオ
マス／有価成分生産システムの構築につなげていくことが必要であると考えられた。 
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