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研究成果の概要（和文）： クロレラ属緑藻と土壌細菌の混合培養系から 10 種の細菌を分離し
た。ブレブンディモナス属細菌の分離株は、クロレラ培養株の生存期間を有意に延ばした。ま

た、ビタミン B12要求性の緑藻モノマスティクスにビタミン B12を供給する細菌が分離され、
そのうちエンシファー属細菌について遺伝子解析を行った。この細菌がビタミン B12合成に関
わる全 22個の遺伝子を持つことが示され、またそれらの塩基配列全長が解読された。 
 
研究成果の概要（英文）：Ten species of bacteria were isolated from mixed cultures of 
Chlorella (green algae) and soil bacteria. A Brevundimonas isolate significantly elongated 
the culture lifetime of Chlorella. Bacteria that supply vitamin B12 to a vitamin B12 
auxotrophic green alga, Monomastix, were isolated, one of which, Ensifer sp., was subjected 
to a molecular genetic analysis. The presense of 22 genes involved in vitamin B12 synthesis 
in this bacterium was revealed, and the full sequences of the genes were determined. 
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2008 年度 2,000,000	
 600,000	
 2,600,000	
 
2009 年度 900,000	
 270,000	
 1,170,000	
 
2010 年度 800,000	
 240,000	
 1,040,000	
 

年度 	
 	
 	
 

	
 	
 年度 	
 	
 	
 

総	
 計 3,700,000	
 1,110,000	
 4,810,000	
 
 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：植物栄養学・土壌学 
キーワード：土壌生物 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 土壌微生物の重要な機能の１つに物質循
環がある。その物質循環機能には土壌の種類
や環境変化等に左右されにくい緩衝力があ
り、そこには土壌微生物やその相互作用の多
様性が大きく貢献していると考えられる。 
(2) 水圏の微細藻類と細菌の相互関係に注目
した数少ない研究例として、細菌と淡水産藻
類との相互関係や、海産藻類と共存細菌の相
互作用に関する報告がある。細菌から藻類へ

のビタミン供与や藻類から細菌への基質の
供与といった相互作用が見出されるなど、藻
類－細菌共存系の生態系における重要性は高
いと予想される。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を元に、本研究では、土壌藻類と
土壌細菌との共存関係に注目した。土壌藻類
と共存した状態で分離・培養される土壌細菌
の多様性、共存細菌が土壌藻類の生育に与え
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る影響などを明らかにすることにより、土壌
生態系におけるこれらの微生物の多様性と
相互作用が果たす役割を解明することが目
的である。 
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 土壌から土壌生息性の藻類の 1種、クロ
レラ（Chlorella	
 spp.）を分離し、無菌化せ
ずに土壌由来の細菌が混入したまま培養し
た。また、国立環境研究所よりクロレラ
（Chlorella	
 vulgaris	
 NIES-227 株）の純粋
培養株の分譲を受け、その培養液（無機塩類
培地）に土壌を接種し、藻類と細菌（複数種
混合）の人工的な共存系を構築した。	
 
(2)	
 それらの共存系から細菌を分離した。そ
れらの 16S リボゾーム RNA（rRNA）遺伝子の
塩基配列を解読し、系統解析を行って、細菌
の同定を行った。	
 
(3)	
 分離株を個別にクロレラの純粋培養株
に接種し、共存細菌がクロレラの生育に与え
る影響を試験した。細菌を共存させて培養し
たクロレラからエタノールによりクロロ
フィルを抽出し、分光光度計でクロロフィル
の吸光度を測定し、その値をもってクロレラ
の生育量を表した。	
 
(4)	
 微生物系統保存機関より複数の淡水藻
類を取り寄せ、ビタミン B12 を含まない塩類
培地にて培養し、ビタミン B12 要求性の藻類
をスクリーニングした。	
 
(5)	
 ビタミン B12 要求性の藻類に、上記の分
離株を個別に接種し生育試験を行って、ビタ
ミン B12 要求性藻類にビタミン B12 を供与で
きる細菌をスクリーニングした。	
 
(6)	
 ビタミンを合成し菌体外に分泌する細
菌分離株の 1つについて、（他の研究助成と
会わせて）全ゲノムのドラフト解析を行って
から塩基配列の詳細な解析を行い、ビタミン
B12 合成系遺伝子を特定した。	
 
(7)	
 ビタミン B12 要求性藻類が共存している
状態と、共存していない状態とで、ビタミン
B12 供給細菌の cobT（ビタミン B12 合成の
キーポイントに関わる遺伝子）の発現量に差
があるか試験した。まず、両条件下で培養さ
れた細菌株から RNA を分離し、逆転写を行っ
て cDNA を作成、それを鋳型としてリアルタ
イム PCR	
 を行い、発現量を定量した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 クロレラと土壌細菌の共存系の中に生
育している細菌の組成を、16S	
 rRNA 遺伝子
の V3 領域 DGGE とクローニング、および塩基
配列解読を経て、系統解析により調査した
（＝分離・培養を伴わない細菌組成解析）。
また、平板培地上でそれらの細菌の分離を行
い、16S	
 rRNA遺伝子全長の塩基配列に基づく
系統解析により（図 1）同定を行った。分離
株は、以下の属の細菌と同定された。	
 

カウロバクター（Caulobacter）属	
 
エンティシシア（Emticicia）属	
 
ポラロモナス（Polaromonas）属	
 
ブレブンディモナス（Brevundimonas）属	
 
アミノバクター（Aminobacter）属	
 
シネラ（Shinella）属	
 
クルビバクター（Curvibacter）属	
 
エンシファー（Ensifer）属	
 
バチルス（Bacillus）属	
 
ミクロバクテリウム（Microbacterium）属	
 
	
 バチルス属細菌以外の 9属は、分離・培養
を伴わない細菌組成解析においても検出さ
れていたが、バチルス属細菌は検出されてい
なかった。よって、バチルス属細菌は共存系
において優占していないと考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1.	
 16S	
 rRNA 遺伝子のほぼ全長の塩基配列
に基づく分離株と近縁種細菌を含む近隣結
合系統樹。[	
 ]内は遺伝情報に関する国際デー
タベース DDBJ/EMBL/GenBank にデータを登録
した際の登録番号（アクセション番号）。	
 
	
 
(2)	
 共存細菌が藻類の生育に与える影響を
調べるため、共存培養を均等に懸濁してから
一部の培養液を回収し、そこに含まれるクロ
ロフィル含量を測定することによって、藻類
の生長具合の指標とした。	
 
	
 しかし、細菌 10 属のうちシネラ属は、粘
性が高いため藻類の細胞を巻き込んで凝集
してしまう特性があった。よって、シネラ属
と藻類との共存培養を均等に懸濁すること
ができず、藻類の生育を測定できなかった。
よって、残りの 9属について、藻類の生育に
与える影響を検討したところ、ブレブンディ
モナス属細菌がクロレラの生育期間を有意
に延ばす効果を持つことが明らかにとなっ
た（図 2）。なお、他にもう 1属、クロレラの
生育期間を延ばす効果を示したものがあっ
たが、再現性を確認するため実験を繰り返し
たところ、有意水準が 0.95 を下回ったため、

Ensifer fredii LMG 6217T [X67231]
Ensifer adhaerens LMG 20216T [AM181733]

Shinella zoogloeoides NBRC 102405T [AB238789] 
Shinella granuli JCM 13254T [AB187585] 

Aminobacter aminovorans DSM 7048T [AJ011759] 
Aminobacter aganoensis DSM 7051T [AJ011760] 

Caulobacter fusiformis ATCC 15257T [AJ227759] 
Caulobacter vibrioides DSM 9893T [AJ009957]

Brevundimonas kwangchunensis DSM 17033T [AY971368]
Brevundimonas diminuta NBRC 12697T [AB021415]

Variovorax limosa EMB320T [DQ349098] 
Variovorax paradoxus NBRC 15149T [AJ420329]

Polaromonas jejuensis JS12-13T [EU030285] 
Polaromonas vacuolata ATCC 51984T [U14585]

Bacillus megaterium NBRC 15308T [D16273] 
Bacillus subtilis JCM 1465T [AJ276351]

Microbacterium lacticum NBRC 14135T [X77441]
Microbacterium testaceum DSM 20166T [X77445] 

Emticicia ginsengisoli LMG 23396T [AB245370] 
Emticicia oligotrophica DSM 17448T [AY904352]

CSBc [AB552886]
CSBa [AB552885]
CSBc1 [AB552887]
CSBd1[AB552888]

C6b1[AB552891]

C6b [AB552883]
C6g [AB552884]

C2a1 [AB552880]
C2a2 [AB552881]
C2a3 [AB552882]

C2e1 [AB552879]

C6d1 [AB552894]
C6b2 [AB552892]

C6d [AB552893]

C2d [AB552889]
C2f [AB552890]

CSBb [AB552877]
CSBb1 [AB552878]

CSBd [AB552874]

C2b [AB552875]
C2b1 [AB552876]

0.02 substitutions/site



この属については有意な効果はないと判断
した。	
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図 2.	
 共存細菌がクロレラの生育に与える影
響。折れ線グラフはクロレラの増殖（◆が細
菌と共存しているとき、×が細菌と共存して
いないとき）をクロロフィル量による相対値
表し、棒グラフは細菌の増殖をコロニー形成
数で表している。Aのグラフは、ブレブンディ
モナス属細菌 C2e1 株とクロレラの共存培養、
Bのグラフは、カウロバクター属細菌 C2a1 株
とクロレラの共存培養を示す。	
 
	
 
(3)国立環境研究所が保有する淡水性微細藻
類の純粋培養株を複数取り寄せ、ビタミン
B12 を除いた C 培地（無機塩類培地）での生
育試験を行い、要求性の藻類をスクリーニン
グした。そして、ビタミン B12 要求性緑藻と
してモノマスティクス（Monomastix	
 minuta	
 
NIES-255 株）を見いだした。	
 
	
 まず予備的に、通常の（ビタミン B12 が培
地に含まれる）培養条件で、モノマスティク
スの生育に共存細菌が与える影響を試験し
た。その結果、バチルス属細菌が共存してい
るときにモノマスティクスの死滅速度が遅
くなる傾向がみられたものの、生育期間の延
長効果や生育促進効果は認められなかった
（図 3）。	
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図 3.	
 共存細菌がモノマスティクスの生育に
与える影響。折れ線グラフはモノマスティク
スの増殖（■が細菌と共存しているとき、小
さな◆が細菌と共存していないとき）をクロ
ロフィル量による相対値表し、棒グラフは細
菌の増殖をコロニー形成数で表している。A
のグラフは、ブレブンディモナス属細菌 C2e1
株とモノマスティクスの共存培養、B のグラ
フは、カウロバクター属細菌 C2a1 株とモノ
マスティクスの共存培養を示す。	
 
	
 
	
 次に、ビタミン B12 を除いた C 培地で同様
の試験を行ったところ、バチルス属細菌
（CSBb 株）とエンシファー属細菌（CSBa 株）
が共存するときのみ、モノマスティクスは生
育可能であることが示された。つまり、この
共存培養では、バチルス属細菌（CSBb 株）や
エンシファー属細菌（CSBa 株）がモノマス
ティクスにビタミン B12 を供与し、モノマス
ティクスはそれらの細菌に光合成産物（有機
物）を供与して、相利共生状態になっている。	
 
	
 
(4)モノマスティクスとの共存が、ビタミン
B12 を供与する細菌のビタミン B12 合成活性
に与える影響を試験するため、モノマスティ
クスと共存しているときと、共存していない
ときとで、細菌のビタミン B12 合成に関わる
遺伝子の発現（転写）量に差があるか試験す
ることにした。そのためには、ビタミン B12
合成に関わる遺伝子の塩基配列情報が必要
であった。	
 
	
 2 株のビタミン B12 供与細菌が得られてい
たが、上述の通り、バチルス属細菌は藻類－
細菌共存系において優占しない細菌であっ
たため、これ以降はエンシファー属細菌 CSBa
株を実験試料として用いることにした。	
 
	
 既知の研究論文からビタミン B12 合成に関
わる遺伝子を標的とする PCR 用プライマーの
情報を得て、エンシファー属細菌 CSBa 株の
ビタミン B12 合成に関わる遺伝子断片の PCR
増幅を試みた。しかし、増幅産物は得られな
かった。そこで、北海道システム・サイエン
スへの委託解析を利用して、エンシファー属
細菌 CSBa 株のゲノム全体のドラフト解析を
行った。エンシファーは高等植物と共生関係
をもつこともある細菌の一つであり、また予
備的な解析により脱窒反応に関わる遺伝子
も有することが明らかになっていた。よって、
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この細菌の遺伝子情報は潜在的に有用であ
ると考えた。相同性検索等の結果から、ビタ
ミン B12 合成系の遺伝子が含まれると判断さ
れる塩基配列情報を抽出し、さらに厳密に遺
伝子解析を行って、実際に発現可能な塩基配
列構造を保っているビタミン B12 合成系遺伝
子を特定した。結果として、エンシファー属
細菌 CSBa 株は好気的ビタミン B12 合成に関
わる 22 個の遺伝子を保有することが判明し
た。近縁のエンシファー属別種は、嫌気的ビ
タミン B12 合成を保有していることが知られ
ているため、この発見は興味深い。また、こ
れまでに好気的ビタミン B12 合成に関わる全
遺伝子の塩基配列が解読されているのは
シュードモナス（Pseudomonas）属細菌の 1	
 株
のみであり、本研究によって解読された好気
的ビタミン B12 合成の全遺伝子群は 2例目と
なる。	
 
	
 エンシファー属細菌 CSBa 株が保有する好
気的ビタミン B12 合成系遺伝子は、合成反応
に関わる順番に以下の通り。なお、遺伝子名
は、はシュードモナス属細菌の該当遺伝子の
名前から同定した。	
 
cobF,cobG,cobH,cobI,cobJ,cobK,cobL,cobM,	
 
cobS,cobT,cobU,cobV,cobD,cobC,cobB,cobA,	
 
cobE,cobO,cobN,cobW,cobP,cobQ	
 
	
 上述のシュードモナス属細菌、本研究で解
析されたエンシファー属細菌 CSBa 株、それ
ぞれの好気的ビタミン B12 合成系遺伝子群の
配置は図 4 に示す通り。22 個の遺伝子が、
シュードモナス属細菌では 2つのクラスター
に分かれてゲノム上に存在しているが、エン
シファー属細菌 CSBa 株では 3 つのクラス
ターに分かれていた。しかし、遺伝子の順序
は保存性が高く、また塩基配列の相同性も高
かった。よって、これらの異なる細菌が共通
して保有する好気的ビタミン B12 合成系遺伝
子群は、まとまって水平伝播される可能性が
示唆される。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 4.	
 好気的ビタミン B12 合成系遺伝子群の
並び順。上（緑色）がシュードモナス属細菌
の、下（黒色）がエンシファー属細菌 CSBa
株のもの。	
 
	
 
(5)ビタミン B12 合成系遺伝子群のうち、ビ
タミン B12 の基本構造の形成に関わる重要な
遺伝子 cobT を対象として、その転写量の定
量を行った。まず、モノマスティクスと共存
および非共存の状態で培養されたエンシ
ファー属細菌 CSBa 株から RNA を抽出し、cobT

の転写産物（メッセンジャーRNA）の量を逆
転写リアルタイム PCR によって測定した。そ
の結果、モノマスティクスとの共存は、エン
シファー属細菌 CSBa 株の cobT転写活性に影
響を与えていないことが示された。	
 
	
 
(6)以上、本研究により、藻類と土壌細菌の
共存培養系を構成する細菌組成が明らかに
なり、その一部には藻類培養株の生育期間を
延ばす作用が認められた。また、ビタミン B12
を生産して菌体外に分泌することによって、
ビタミン B12 の生育を支えることができる細
菌の存在が示された。その細菌の 1つについ
て、好気的ビタミン B12 合成に関わる 22 の
遺伝子群が特定され、全塩基配列が解読され
た。本研究以前には、好気的ビタミン B12 合
成に関わる遺伝子群の全塩基配列解読は 1例
しかない。藻類と細菌の共存により、それら
の共生を支える機能が活性化されると予想
されたが、少なくとも細菌が藻類に与えるビ
タミン B12 の合成量は、両者の共存によって
活性化されていないことが示された。本研究
では、土壌微生物の相互作用の姿を明らかに
することはできなかったが、相互作用の様態
に関する貴重な知見が得られたと考えられ
る。	
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