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研究成果の概要（和文）：　Rhodococcus erythropolis N9T-4株は炭素源無添加の無機塩培地に良好に生育し，CO2を
要求する超低栄養性細菌である．本菌は低栄養条件で生育する際に細胞内に独特な細菌オルガネラ，オリゴボディーを
１つずつ形成する．オリゴボディーの形成には添加する炭素源によっては変化がなかったが，窒素源を塩化アンモニウ
ムに代えると，濃度依存的にオリゴボディーが小さくなる傾向にあった．オリゴボディーの構成成分は無機ポリリン酸
であることが判明し，無機ポリリン酸の合成に関与する遺伝子であるppk1を欠損させた場合，オリゴボディーの形成は
顕著に減少したが，低栄養生育能は親株と変わらなかった．

研究成果の概要（英文）： Rhodococcus erythropolis N9T-4 can grow on a minimum salt medium without any 
additional carbon source and requires CO2 for its oligotrophic growth. This bacterium forms a unique 
bacterial organelle, oligobody under oligotrophic conditions. The formation of the oligobodies was not 
affected by additional carbon sources but the size became reduced when NH4Cl was used as a nitrogen 
source in a dose-dependent manner. Biochemical and TEM-EDX analyses showed that the component of the 
oligobody was inorganic polyphosphate. Genome analysis of N9T-4 revealed that two genes involved in 
synthesis and degradation of inorganic polyphosphate, ppk1 and ppk2, respectively. The oligobody 
formation was dramatically decreased in a ppk1-deletion mutant, while the growth of the mutant was the 
same level of that of the wild-type strain.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 低栄養性細菌　オリゴトローフ　ロドコッカス属　二酸化炭素　オリゴボディー　無機ポリリン酸　透
過型電子顕微鏡観察
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１．研究開始当初の背景 
 二酸化炭素（CO2）の排出削減，あるいは
利用可能な資源の脱石油化と言ったいわゆ
るグリーンバイオの観点から，現大気中の
CO2由来のバイオマス資源の増産はこれから
の地球にとって至上命題である．従って，生
物による効率の良い CO2 固定系の構築はバ
イオサイエンスにおける重要課題の一つで
ある．本申請者はより効率的な CO2の生物的
有効利用を目的とし，新しい CO2固定微生物
の検索を試みている．本申請者が備蓄原油中
より見いだした超低栄養性細菌Rhodococcus 
erythropolis N9T-4株は炭素源を加えない無
機塩培地に良好に生育し，その生育に CO2

を要求する．しかしながら，これまでの独立
栄養性細菌に見られるような光，金属などの
エネルギー源の添加を全く必要としない．こ
れまでにプロテオーム解析やメタボローム
解析などにより，これまでに類をみない低エ
ネルギー型 CO2固定経路を提唱している（J. 
Bacteriol., 189, 6824-6831, 2007および未発
表データ）． 
 本申請者は最近，N9T-4 株が低栄養条件
（炭素源を含まない培地，BM培地）で生育
する際，その細胞内に顆粒を形成することを
見いだした（図 1）．本申請者はこの細胞内顆
粒を新しい細菌オルガネラ，オリゴボディー
と名付け研究を進めている．このオリゴボデ
ィーはBM培地での生育に顕著に見られ，LB
培地など栄養源が豊富な条件では見られな
いか，非常に小さいものとなっている．従っ
て，本菌の CO2固定に大きく関わっている可
能性がある． 

 
 これまでに知られている細菌のオルガネ
ラとしては，光合成細菌などが持つカルボキ
シソーム，1,2-プロパンジオール資化性菌，
エタノールアミン資化性菌が持つミクロコ
ンパートメントなどがある（Annu. Rev. 
Microbiol., 64, 391–408, 2010）．これらはタ
ンパク質性の細胞内小区画であり，「オルガ
ネラ」と呼ぶべきかどうかは議論の対象であ
るが，それぞれ特異的な酵素が局在しており，
広義のオルガネラと称する場合もある．その
意味では，ポリヒドロキシ酪酸（PHB）を生
産する菌などで見られるインクルージョン
ボディーも PHB 合成酵素など局在している

ことから細菌オルガネラの範疇に入るかも
知れない．しかしながら，N9T-4株のオリゴ
ボディーはこれらのオルガネラとは形，大き
さ，数とも大きく異なるものである．本研究
ではこのオリゴボディーを単離し，その性質
を調べることにより，新しい細菌オルガネラ
の役割，特に CO2固定との関係を明らかにし
ようというものである． 
 
２．研究の目的 
 本研究は応募段階では以下の 3つの点を研
究目的とした． (1)様々な条件で培養した際
のオリゴボディーの電子顕微鏡観察，(2)オリ
ゴボディーの単離と解析，(3)オリゴボディー
局在タンパク質の同定と解析，である．しか
しながら，(1)を遂行している過程で，先にオ
リゴボディーの構成成分についての予想が
ついたので，構成成分について詳細な解析を
行い，さらにその合成・分解に関与する酵素
遺伝子を予想し，本菌の CO2固定あるいは低
栄養性に関して考察を行なうことを目的と
した．  
 
３．研究の方法 
(1) 様々な条件で培養した際のオリゴボディ
ーの透過型電子顕微鏡（TEM）観察 
 低栄養条件として BM培地，富栄養条件と
して BM+グルコース培地，BM+n-テトラデ
カン培地，および LB培地を用いて N9T-4株
を培養し，菌体を得た．本菌を CO2制限条件
下で培養する際，CO2以外で炭素源となるも
のは n-テトラデカンを始めとした直鎖飽和
アルカンであることが分かっており（J. 
Bacteriol., 189, 6824-6831, 2007），CO2制限
条件下ではグルコースなどの糖質でさえ炭
素源にならないことが分かっている．また，
本菌の CO2 固定に関わると予想される遺伝
子の発現はグルコースで抑制されないが，n-
テトラデカンおよび LB培地で抑制されるこ
とが分かっている（Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 75, 123-127, 2011）．つまり，これ
までに明らかとなっている N9T-4 株の性質，
CO2要求性および遺伝子発現とオリゴボディ
ー形成との関係を調べることを目的として，
上記のような培養条件を設定した． 
 N9T-4株の細胞を TEM観察する方法はす
でにある程度確立している．具体的には培養
細胞をグルタルアルデヒド，四酸化オスミウ
ムによって固定し，樹脂包理した後，TEM
観察に適した切片を得た．各条件でのオリゴ
ボディーを有する細胞の数，オリゴボディー
の大きさ，細胞の形態などを注意深く観察し，
オリゴボディーを形成する条件を検討した． 
 
(2) 光学顕微鏡によるオリゴボディーの可視
化 
 これまでオリゴボディーの観察は TEM に
より行われてきたが，様々な検討を行うため
には簡便な方法による観察が望ましい．そこ
で，各種染色による蛍光顕微鏡または光学顕



微鏡での観察を試みた．細胞染色には，4,6-
ジアミジノフェニルインドール（DAPI），ナ
イルレッド（NR），トルイジンブルー（TB）
の 3種類の試薬を用い，DAPIおよび NR染
色を行った細胞は蛍光顕微鏡で，TB 染色を
行った細胞は光学顕微鏡でのオリゴボディ
ーの観察を試みた． 
 
 (3) 無機ポリリン酸の定量とポリリン酸の
生合成・分解に関与する遺伝子の欠損株の構
築 
 上記の検討でオリゴボディーの構成成分
が無機ポリリン酸であることが予想できた
ので，モリブデン・マラカイトグリーン法に
より無機ポリリン酸を定量し，培養条件など
と共に考察した．さらに，N9T-4のゲノム情
報より無機ポリリン酸の生合成・分解に関与
する遺伝子を同定し，それぞれの遺伝子破壊
を試み，破壊株の生育，無機ポリリン酸量な
どを検討した．遺伝子破壊（欠損）は目的の
遺伝子のコード領域を欠損させた上流およ
び下流結合断片を，カナマイシン耐性遺伝子
およびレバンスクラーゼ遺伝子を含むプラ
スミドに連結させ，N9T-4株細胞に導入する
ことにより行った．シングルクロスオーバー
によるカナマイシン耐性株の取得，ダブルク
ロスオーバーによるレバン致死性株の排除
の結果得られるシームレス欠損株を解析に
用いた． 
 
４．研究成果 
(1)オリゴボディー形成に関する培養条件の
検討 
 低栄養条件として BM培地，富栄養条件と
して BM+グルコース培地，BM+n-テトラデ
カン培地，および LB培地を用いて培養した
それぞれのN9T-4株細胞のTEM観察を行な
った．これまでの結果と同様に，BM培地で
培養した細胞内には大きなオリゴボディー
（大きさ約 50-100 nm）が１つずつ形成され
ており，LB 培地においてはほとんど見られ
なかった．今回の観察では，細胞内に 2つの
オリゴボディーを形成しているパターンが
しばしば見られた（図 2）．この場合，細胞が
分裂直前であることが観察でき，オリゴボデ
ィーは細胞分裂と共に分配あるいは新たに
合成されるという興味深い知見が得られた． 

 

 炭素源については，BM 培地にグルコースあ
るいは n-テトラデカンを添加した場合も炭
素源無添加の場合と比べ，数，大きさともに
若干の低下は認められたが，それほど大きな
差はなく，オリゴボディー形成に関して炭素
源の影響はそれほど大きくないことが分か
った．窒素源については，BM 培地中の窒素源
を NaNO3から NH4Clに代えた際，オリゴボ
ディーの大きさが有意に小さくなり，NH4Cl
濃度を上げるとさらに小さくなる傾向にあ
った．従って，オリゴボディーの形成には窒
素源が関わっていることが示唆された． 
 
(2) 光学顕微鏡によるオリゴボディーの可視
化 
 上記のようにオリゴボディーは TEM によ
って観察可能であるが，様々な条件での検討
を行なう場合は，試料の調製などの煩雑性か
ら，光学顕微鏡あるいは蛍光顕微鏡での観察
が望ましい．様々な 染色試薬を用いて検討
した結果， DAPIおよび NR染色では細胞全
体が染色されてしまい，オリゴボディーと考
えられる構造体の染色は確認できなかった
が，TB 染色においては，特異的に濃い染色
部分が観察できた（図 3）．この染色された構
造体は各細胞に 1つずつ確認され，球形であ
ることからオリゴボディーであると予想さ
れた．TB は塩基性色素で，主に軟骨染色，
肥満細胞，神経，ムチン(粘液多糖類)などを
染色することが知られているが，微生物にお
いては無機ポリリン酸（polyP）からなる顆
粒を染色する際に用いられている（J. Gen. 
Appl. Microbiol., 48, 125-133.）． 

 
(3) 細胞内 polyP の定量とオリゴボディーと
の関連性 
 オリゴボディーが TBによって染色できる
ことが予想できたので，オリゴボディー形成
条件，非形成条件での細胞内 polyP含量を測
定した．polyP は細胞抽出液からガラスミル
クに吸着させて精製し，その後塩酸加水分解
の前後の無機リン酸を測定することにより
定量した．その結果，図 4に示した通り，BM
培地で生育させた細胞に顕著な polyPの蓄積
が認められた．これは BM培地中のリン酸濃
度（KH2PO4および K2HPO4）によるものと
も考えられたので，LB培地に BM培地と同
濃度のリン酸塩を添加した条件でも検討し



たが，polyP 蓄積量の増加は認められなかっ
た．従って，N9T-4株における polyP蓄積機
構は，生物学的リン酸除去（EBPR）リアク
ター内のバクテリアが有するもの（Water 
Res., 32, 3193-3207, 1998）とは異なるメカ
ニズムで polyPを顆粒の形で蓄積しているも
のと思われた． 

 
 細胞内に蓄積している polyPがオリゴボデ
ィーに局在しているかを確認するために，エ
ネルギー分散型 X線分析（TEM-EDX）によ
るオリゴボディーの元素分析を行った．BM
培地と LB培地で生育させた細胞を用い，オ
リゴボディーの内部，外部などの分析を行っ
た．その結果，オリゴボディーにおいて細胞
質より有意に高いリンのピークが検出され
た（図 5）．このことは，上記の結果と合わせ
て，オリゴボディーに polyPが蓄積している
ことを裏付ける結果である．また，リン以外
にカリウムのピークが認められ，カリウムが
polyP のカウンターイオンになっていること
が示唆された． 
 
(4) polyP 生合成・分解に関与する酵素遺伝
子の同定とそれらの破壊株の解析 
 オリゴボディーに polyPが蓄積しているこ
とを示唆する結果が多く得られたので，次に
N9T-4株のゲノム情報を元に，polyPの生合
成・分解に関係する遺伝子の有無を調べた．
その結果，2 つのポリリン酸キナーゼをコー
ドする遺伝子（ppk1，ppk2）が N9T-4株の
ゲノム上に存在することが分かった．これら
の酵素はATPあるいはGTP依存的にポリリ
ン酸鎖にリン酸を付加する反応を可逆的に
行うことが知られている（Proc Natl Acad 
Sci U S A 99, 16678-16683, 2002; Annu Rev 
Biochem 78, 605–647, 2009;）．そこで，これ
ら各々の単独破壊株を作製し，低栄養時の生
育やオリゴボディーの形成の有無を確認し
た．その結果，ppk1株においては，オリゴ
ボディーの形成が顕著に減少し，さらに細胞

内 polyPもほとんど検出できなかったのに対
し，ppk2株は親株とほとんど同じ結果とな
った．このことは，N9T-4 株が持つ 2 つの
polyP キナーゼのうち，Ppk1 は polyP の生
合成に，Ppk2 は分解に関与することを示唆
するものである．しかしながら，BM培地上
での生育は親株，ppk1株，ppk2株共に有
意な差はなく，本菌の低栄養生育と polyPの
蓄積，オリゴボディーの形成とは関連性はな
いものと結論づけた． 

 
(5) まとめと今後の課題 
 実は，polyPの顆粒は volutin 顆粒として
古くから知られ，細菌の細胞内構造体として
初めて観察されたものである（Bacteriol Rev 
30, 772-794, 1966）．グラム陽性，陰性を問
わず様々な細菌が polyP顆粒を形成すること
が知られているが，polyP顆粒あるいはpolyP
そのものの機能についてはほとんど明らか
になっていないのが現状である．真核生物に
おける polyP顆粒はアシドカルシソームとし
て知られ，カルシウムと polyPが蓄積してい
る（Cell Calcium, 50, 113-119, 2011）．つま
り，polyP の顆粒は原核生物から真核生物ま
で存在するオルガネラだと主張する研究者
もいる．しかしながら，これらの例で見られ
る polyP顆粒は細胞内に不特定多数で形成さ
れ，大きさ，局在性も様々である．この点で
N9T-4 株のオリゴボディーとは大きく異な
る．N9T-4株においては，オリゴボディーは
ほとんどの場合，細胞に１つ形成され，しか
も細胞の極に局在している．これらのことは，
N9T-4株においてはpolyP顆粒であるオリゴ
ボディーが細胞生理的に重要な役割を果た



していることを示唆するものであるが，本研
究における遺伝子欠損株の解析からは低栄
養生育との関連性は薄いものと考えられた．
しかしながら，窒素源を塩化アンモニウムに
した際にオリゴボディーが若干小さくなり，
LB 培地で生育した細胞ではほとんど見られ
なかったことより，窒素代謝との関連性が予
想される．今回，ppk1/ppk2の二重欠損株を
取得することはできなかった．二重欠損は致
死的になるのか，低栄養生育との関連はある
のか，今後の課題としたい． 
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