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研究成果の概要（和文）：本研究では、ノリ養殖環境における共生細菌の生態とそれをとりまく細菌叢を解明
し、ノリ養殖環境下におけるノリおよび現場細菌群集の共存機構に関する理解の深化を図ることを目的とする。
本研究では、2年間にわたり、ノリ養殖環境の海水およびノリにおける細菌叢を培養法および非培養法により調
べ、優占菌種の変動と普遍的に存在する細菌群を明らかにした。さらに、ノリと養殖海域から採取した海水を室
内で共培養することで、スサビノリと共存する細菌群を見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the ecology of Pyropia 
yezoensis-symbiotic bacteria and the bacterial communities in aquaculture environments of P. 
yezoensis, and to understand the coexistence mechanism between P. yezoensis and bacterial 
communities in the aquaculture environments. In this study, we revealed the changes of predominant 
bacterial communities and the presence of ubiquitous bacteria in samples of seawater and P. 
yezoensis over two years, using culture and DNA/RNA clone library methods. Furthermore, 
co-cultivation of P. yezoensis and aquaculture seawater in laboratory experiments provided the 
information on the bacterial communities closely associated with P. yezoensis. 

研究分野：環境微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
(1)日本のノリ養殖の現状 
 日本におけるノリ養殖は、我が国の主要養
殖業の一つに位置づけられる。日本のノリ養
殖は、水温が 23℃を下回る冬季に行われるが、
近年、ノリ養殖環境の悪化が問題となり、ノ
リ養殖生産量は減少傾向にある。その原因と
しては、地球温暖化の進行によるノリ生産期
間の短縮、栄養塩の低下による色落ち、漁期
中の病害の多発等が挙げられ、生産現場にお
いて深刻な問題となっている。さらに、輸入
の増大と消費の伸び悩みによる価格低迷も
相まって、我が国のノリ養殖は非常に厳しい
状況に置かれているのが現状である。このよ
うな状況の下で、日本のノリ養殖業を発展さ
せていくためには、高生長・高品質のノリを
育成することを目的とした研究開発の推進
が喫緊の課題である。 
 
(2)スサビノリ室内培養系における共生細菌 
の発見 
スサビノリ海産大型藻類と細菌の間には 
密接な関係性がある。例えばある種の細菌は、
大型藻類の発育に多大な影響を及ぼすこと
が知られている (Singh and Reddy, 2014)。し
かし、日本の最重要養殖品種の一つであるス
サビノリにおいて、どのような種類の細菌が
ノリの発育促進に関与しているかは明らか
にされていなかった。そこで、スサビノリの
発育促進細菌のスクリーニングを目的とし、
次の試験を行った。スサビノリ室内培養系か
ら分離・培養した菌株のスサビノリ・無菌プ
ロトプラストへの添加試験の結果、α-プロテ
オバクテリアの Hyphomonas sp. の菌株が、ス
サビノリの正常な形態形成を有意に促進す
ることを明らかにした (Fukui et al., 2014)。こ
れらの結果から、Hyphomonas 属細菌はスサ
ビノリの発育促進に関与し、両者間には何ら
かの共生関係が介在するとの作業仮説を得
るに至った。 
 
(3)スサビノリ養殖環境における細菌の生態 
スサビノリ共生細菌 Hyphomonas sp. の菌
株は、室内で馴化したスサビノリの培養系か
ら分離された。この細菌が、実際のノリ養殖
環境において、いつ、どこで、どれくらい生
息しているかは不明であり、その定着性・普
遍性に関する情報は皆無である。共生細菌が
ノリの生育に与える影響の大きさに鑑みれ
ば、ノリ養殖環境下における細菌の生態、多
様性、ならびに分類を解明することは、きわ
めて重要である。これまでの研究で、スサビ
ノリの室内培養系から多くの新種細菌を発
見しているが、実養殖環境中に存在する細菌
群はより多様であり、宿主であるノリととも
にきわめて複雑なネットワークを形成して
いると予想される。 
 
２．研究の目的 
 これまでに、重要養殖対象種であるスサビ

ノリの室内培養系中に共生細菌が存在する
ことを明らかにした。これらの共生細菌は、
藻体の形態形成や発育促進に重要な影響を
与えることが解明されつつある。しかしなが
ら、これらの共生細菌が実際のノリ養殖環境
中でどのような挙動を示すかは一切明らか
にされていない。そこで本課題では、ノリ養
殖環境における共生細菌の生態を解明する
とともに、それをとりまく環境要因および細
菌叢との関連を明らかにすることを目的と
した。さらに、ノリが天然の細菌叢に与える
影響を室内実験系で評価することで、ノリ養
殖環境下におけるノリおよび現場細菌群集
の共存機構に関する理解の深化を図ること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)スサビノリ共生細菌の養殖環境下におけ
る生態調査 
 ノリ養殖環境におけるスサビノリ共生細
菌 Hyphomonas sp. の菌株を対象とした定量
的調査の前段階として、本菌に特異的な定量
PCR法を開発した。本菌のドラフトゲノム配
列からハウスキーピング遺伝子塩基配列を
抽出し、標準株の既知配列と比較し、特異性
の高い領域にプライマーおよびプローブを
設計した。本定量 PCR法の特異性を評価し、
天然試料中の共生細菌の定量に適用した。 

2年間にわたり、ノリの養殖時期 (10月/11
月～3 月) に 1 ヶ月に一度、ノリ養殖場から
育苗ノリと海水を経時的に採取した。また、
ノリ養殖環境における海水の環境因子 (水温、
塩分、pH、溶存酸素濃度) を測定した。採取
した海水および育苗ノリの試料調製を行い、
これらの試料を 0.20 µmのフィルターで濾過
し、市販のキットにより DNAおよび RNAを
抽出した。この抽出 DNAを定量 PCRの鋳型
として用い、既知の菌数の検量線から、実際
にノリ養殖環境から採取した育苗ノリと海
水における共生細菌の菌数を測定した。 
 
(2)スサビノリ養殖環境における細菌叢解析 
ノリ養殖環境において、どのような種類の
細菌が、育苗ノリ表面 (付着画分) および海
水 (浮遊画分) に存在・優占し、いつの時期
に観察されるかを、3 つの手法で調べた。培
養法では、海洋細菌を分離するためにマリン
アガー培地を用い、生菌数を測定した。そし
て、分離菌株については 16S rRNA遺伝子塩
基配列の前半領域を決定することにより同
定した。また、上記で抽出した DNA および
RNA を用いて、培養を行うことなく 16S 
rRNA 遺伝子の塩基配列により細菌種を同定
する 16S rRNA遺伝子ライブラリー (DNAラ
イブラリー) を構築した。さらに、ノリの試
料においては代謝活性の強い細菌種を見出
すことを目的とし、RNAを抽出後、cDNAに
逆転写することで、16S rRNA ライブラリー 
(RNAライブラリー) を作製した。 
 



(3)スサビノリと細菌群の共存機構の解明 
ノリは共存する細菌叢に選択的な影響を
与え、その結果としてノリ養殖場において特
徴的な細菌叢が形成されていると考えられ
る。そこで、スサビノリと細菌群の共存機構
を理解することを目的とし、この仮説に対す
る実証試験を環境要因に依存しない室内閉
鎖系で評価した。 
ノリ養殖場から育苗ノリと海水を採取す
るとともに、ノリ養殖環境とは異なる海域の
海水を採取した。これらの海水試料に、ノリ
の抽出液および表面をクエン酸で殺菌した
ノリ葉体をそれぞれ添加した後、室内培養を
行い、培養前後の細菌叢の変化を 16S rRNA
遺伝子アンプリコン解析により調べた。 
 
４．研究成果 
(1)スサビノリ共生細菌の養殖環境下におけ
る生態調査 
最初に、スサビノリの共生細菌Hyphomonas 

sp. 菌株に特異的な定量 PCR 法を開発した。
スサビノリ共生細菌の 16S rRNA遺伝子の全
長配列は、H. atlantica LMG 27916T株と高い
相同性を示したことから、本菌は H. atlantica
の細菌種であると同定された。次に、ノリの
共生細菌のドラフトゲノム配列から gyrB 遺
伝子塩基配列を探索し、Hyphomoans 属の標
準株の既知配列と比較し、特異性の高い領域
にプライマーおよびプローブを設計した。こ
れらのプライマーおよびプローブについて、
Hyphomonas 属細菌の標準株を用いて特異性
評価を行ったところ、ノリ共生細菌  (H. 
atlantica) を定量・検出できる条件を見出した。 
次に、この特異検出定量 PCR法を用いて、
ノリ養殖環境の育苗ノリおよび海水におけ
る菌数を経時的に調べた。その結果、共生細
菌は、海水および育苗ノリ試料ともに検出限
界以下であったが、養殖初期のノリの幼葉状
体が付着したノリ網からは少量の菌数が検
出された。しかしながら、ノリの共生細菌が
検出された試料が少なかったため、環境要因
との関連を調べるには至らなかった。これら
の結果から、本研究で調査したノリ養殖場に
おける共生細菌の菌数は少なく、その分布は
限られていることが推察された。今後、ノリ
の部位別や発育段階に応じて調査すること
や複数のノリ養殖場を対象とし、地理的な分
布を調べる必要がある。 
 
(2) ノリ養殖環境におけるノリ表面および海
水の細菌数 
 ノリ養殖場から採取したノリおよび海水
における生菌数および総菌数を調べた。ノリ
の生菌数は 105～107 CFU/wet g、総菌数は 107

～108 cells/wet gで、培養可能率は 0.2～15.4 %
を示し、特に冬季の試料で培養可能率は低く
なった。海水の生菌数は 103～105 CFU/ml、総
菌数は 106～107 cells/mlで、培養可能率は 0.1
～3.7 %を示した。このように、ノリの養殖環
境に存在する細菌のなかには未培養のもの

が多いことが示唆された。 
 
(3) スサビノリ養殖環境における細菌叢解析 

2 年間のノリの養殖時期に、スサビノリの
養殖環境から育苗ノリと海水を経時的に採
取し、培養法と非培養の DNA および RNA
クローンライブラリー法により、16S rRNA
遺伝子塩基配列に基づいた細菌叢解析を行
った。 
 
ノリ表面および海水の優占菌群 
育苗ノリ表面の細菌叢について、培養法で
は、α-プロテオバクテリアの Rhodobacteraceae 
科、Erythrobacteraceae 科、および CFB グル
ープの Flavobacteriaceae 科 の細菌が時期に
より優占して分離された。DNA および RNA
の両ライブラリー法では、Rhodobacteraceae 
科、Flavobacteriaceae 科、もしくは γ-プロテ
オバクテリアの Granulosicoccaceae 科が優占
す る 傾 向 に あ っ た 。 こ の 中 で 、
Flavobacteriaceae 科の細菌は、冬季の一部の
試料でほぼ全てのライブラリーを占めるこ
とがあった。また、非培養法で優占して検出
された Granulosicoccaceae 科は、培養法では
分離されなかった。 
ノリ養殖場の海水からは、培養法では α-プ
ロテオバクテリアが 60 %以上を占め、その中
でRhodobacteraceae 科が優占菌として分離さ
れた。DNAライブラリーにおいては、α-プロ
テオバクテリアのRhodobacteraceae 科もしく
は SAR11が優占する傾向にあった。これらの
結果から、同じノリ養殖環境下において、海
水で分離・検出された優占細菌とノリ表面で
優占した細菌群は異なることが示唆された。 
 
養殖期間を通して分離・検出された細菌群 
養殖期間を通して、ノリの表面から分離さ
れた菌群は、 Rhodobacteraceae 科および
Flavobacteriaceae 科であった。DNA および
RNA クローンにおいて、ノリの表面からは
Flavobacteriaceae 科が全期間で検出され、次
いでRhodobacteraceae 科が多くの期間で見出
さ れ た 。 ま た 、 RNA ク ロ ー ン で は
Granulosicoccaceae 科が多くの期間から検出
された。 
海水からは、Rhodobacteraceae 科および

Flavobacteriaceae 科の細菌が全養殖期間から
分離された。一方、DNA クローンでは、γ-
プロテオバクテリアの未分類の菌群が全期
間 の 海 水 か ら 検 出 さ れ 、 次 い で
Rhodobacteraceae 科、SAR11、および γ-プロ
テオバクテリアの Alteromonadaceae 科がほ
ぼ全ての期間で検出された。 
 
ノリ養殖環境における細菌群の多様性解析 
 海水およびノリ表面の試料の DNA ライブ
ラリーについて、多様性指標値 (Shannon、
Simpson、および Chao1) を比較した結果、ノ
リ表面の細菌群の多様性は、海水の細菌群に
比べて低い値を示す傾向にあった。従って、



ノリ表面に存在する細菌群は選択されてい
る可能性が示唆された。さらに、ノリの表面
から分離された菌株およびクローンの中に
は、既知の細菌の塩基配列と比較して、相同
性の低いものが多く含まれたことから、ノリ
の表面には独特な細菌叢が形成されている
ことが示唆された。 
 
(4) スサビノリと細菌群の共存機構の解明 
最初に、各海域から採取した海水および育
苗ノリの細菌叢を 16S rRNA遺伝子アンプリ
コン解析により調べた。両海水試料において
は CFBグループ、α-プロテオバクテリア、お
よび γ-プロテオバクテリアが優占し、育苗ノ
リの表面では CFBグループが最も優占し、そ
の割合は海水に比べて高かった。 
次に、これらの海水試料を室内培養に移し、
ノリの抽出液および表面を殺菌したノリを
添加して培養を行った後、細菌叢の変化を調
べた。その結果、ノリの抽出液を両海域の海
水に添加した区において、培養後の海水の優
占菌群は γ-プロテオバクテリアに変化した。
また、殺菌したノリをノリ養殖場の海水で培
養したとき、海水では γ-プロテオバクテリア
が優占したのに対して、ノリ表面では CFBグ
ループの Flavobacteriaceae 科が優占する傾向
にあった。一方、ノリを養殖環境とは異なる
海域の海水で培養したとき、海水およびノリ
表面において γ-プロテオバクテリアが優占し、
CFBグループは低い割合を示した。これらの
結果から、育苗ノリの表面に優占する CFBグ
ループは、ノリ養殖場の海水からノリ葉体自
体の影響を受け、選択されることが推察され
た。 
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