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研究成果の概要（和文）：　我々が開発したHybrid-CAS培地により、常法のCAS培地では不可能であったグラム
陽性菌のシデロフォア産生も検出できるようになり、多くのグラム陽性菌もシデロフォアを産生していること、
シデロフォアを産生する嫌気性菌も見出すことができ、新知見を得ることができた。
　環境から分離した菌株もシデロフォアを産生している株が多数存在していた。分類学的に新規の細菌も見出す
ことができ、現在新菌種提案の論文化を行っている。その新種菌株が産生するシデロフォアの分子種特定も現在
行っており、今後も分子種決定まで進めたい。

研究成果の概要（英文）：The Hybrid-CAS medium we developed makes it possible to detect siderophores 
production of Gram-positive bacteria, which has not been possible with conventional CAS medium. We 
could detect many Gram-positive bacteria are producing siderophores. We also found firstly that the 
anaerobic bacterium produced siderophores. These new knowledges were able to be obtained, in this 
study.
Many strains isolated from the environment also produced siderophores. New taxonomic bacteria can 
also be found, and a new bacterial species proposal is currently being prepared. We are currently 
identifying the molecular species of the siderophore produced by the new strain, and we would like 
to proceed to molecular species determination in the future.

研究分野： 細菌一般、系統分類額
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物の発育に鉄は必須の元素である。環境中の鉄を効率よく利用するため多くの細菌では、シデロフォアと呼
ばれる鉄キレート物質を産生している。シデロフォアの役割を詳細に解明することは、微生物の増殖あるいは発
育抑制にも利用できる。
　本研究では、シデロフォア研究の基礎となる、シデロフォアの検出系、鉄含有量を制御した培地の作成方法を
確立した。さらに環境中に生息する細菌の多くがシデロフォアを使って鉄獲得競争を行っている一端が見られ
た。今まで以上に多様なシデロフォアが存在していると考えられ、それらを詳細に検討することで、今後鉄の制
御により細菌の制御ができる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
難培養性細菌の培養およびシデロフォア研究の現状 
微生物は培養を基礎に発展し、現在に至っている。1990 年代以降、分子生物学的アプローチ

がなされ、自然界には膨大な数の微生物資源が眠っていることが指摘された(Ward DM et al, 
Nature, 345:63, 1990)。現在培養に成功し、分類学的に名の付いている細菌は約 15,000 種存在
するが、実際に存在する細菌の 1%にも満たないとの報告もある。一例として、土壌 1g 中には 109

個の原核生物が存在し、種の数としては 100 万種以上が存在していると言われている(Gans J et 
al, Science, 309: 1387, 2005)。しかし、これまでの人工培地を駆使しても、この土壌からは、
せいぜい 100 種類の微生物しか培養できない。培養に成功していない難培養性細菌には、1)生育
速度が著しく遅い、2)寒天でコロニー形成しない、3)一定濃度の細胞濃度が必要、4)共培養生物
が必要、5)濁度として認識できないレベルで静止期に移行する、などの様々なタイプが存在する。
2)寒天に関しては、近年、agar 中の発育阻害物質－フランカルボン酸―が見出された(Hara S et 
al, PLOS One 7: e41142, 2012)。我々もこれに着目し、agar を使わず、ゲランガム(Tamaki H 
et al, Environ Microbiol, 11: 1827, 2009)やカラジーナンといったゲル化剤を使用した培地
を作成したが、その効果は非常に限定的であった。5)のような要因をもつ微生物は、今のところ
培養不能菌として位置付けざるを得ないが、3)や 4)については、クオーラムセンシングの考慮
や他の微生物の代謝物を補完する事により、増殖培養可能となる可能性が高い。このような状況
のもと、近年、周囲環境から鉄を取り込むための鉄キレーターとしてのシデロフォアに注目が集
まっている。 
 2010 年以降、シデロフォア産生菌との共培養による培養できなかった細菌の増殖(D’Onofrio 
et al, Chem Biol 17: 254, 2010）やシデロフォアを含む土壌成分添加による難培養性細菌の
増殖培養の成功とそこからの新規抗菌物質単離 (Ling LL et al, Nature, 517: 455, 2015) な
どの報告が相次いでいる。一方でヒトの好中球分泌顆粒中の分子がシデロフォアに結合するこ
とから、感染制御に応用(Goetz DH et al, Mol Cell, 10:1033, 2002)、細菌細胞との親和性を
利用した新薬シデロフォアセファロスポリンの開発、などシデロフォア研究がますます盛んに
行われている。 
 
２．研究の目的 
シデロフォアは、一般に産生する菌種に固有であり、他の菌種は利用できないとされている。

しかし一部の分子（desferrioxamine など）については複数の菌種が利用でき、近年 D’Onofrio
ら(Chem Biol 17: 254, 2010)は、環境から単離した細菌が産生するシデロフォアを他の菌種が
利用している事を小規模ながら示した。このことは、少なくともある種のシデロフォア分子は、
複数の菌種が利用可能な事を示している。しかし、この点を精査した報告例は、ほとんどない。 
本申請研究では、各種シデロフォアの産生菌／受容菌の網羅的な関係を分類学のレベルで明

らかにしたカタログを作成し、それをもって、難培養性細菌の増殖培養を可能にすること、さら
に、培養可能となったリソースから有用物質を探索する道筋をつけることを目指す。 
 
３．研究の方法 
①シデロフォア産生菌の検出法の確立 
研究当初は、すでに論文化されている CAS 培地により、グラム陰性菌のみならずグラム陽性菌

も増殖およびシデロフォアを検出可能であると考えていたが、グラム陽性菌は発育阻害物質の
影響により、ＣＡＳ培地では発育できないことが明らかとなり、グラム陽性菌も効率よく検出で
きる培地の開発を行った。具体的には、グラム陽性菌の発育を支持する部分とシデロフォア検出
部分を 1 枚のプレートに融合した、Hybrid-CAS 培地を作成した。 
②鉄欠乏培地の作成と鉄欠乏条件下での大腸菌の発育状況 
 培地成分における鉄の含有量を、原子吸光光度計およびメタロアッセイ鉄（メタノジョニクス
社）キットを用いて測定し、さらに鉄キレート剤により鉄除去を行い、細菌が発育に要する鉄濃
度以下の培地を作成した。 
③大腸菌におけるシデロフォア関連遺伝子の保有状況および EntC 欠損株の作成 
他の細菌の産生するシデロフォアを受容する細菌のモデルとして、もっとも研究の進んでい

る大腸菌を選び、シデロフォア関連遺伝子の保有状況について調べ、さらにその中で遺伝子 1種
類のみを保有している菌株を選定し、その欠損株の作成を試みた。欠損株の作成方法は常法に従
い、entC 遺伝子上流ならびに下流を結合してフラグメントを作成、相同組み換えにより、遺伝
子欠損株を得た。 
④ライブラリーを使ったシデロフォア産生性の確認 
 当研究室ライブラリーPAGU および岐阜大学ライブラリーGTC を使用し、多様な細菌のうち、ど
のような菌種がシデロフォアを産生しているかを上述のCAS培地およびHybrid-CAS培地を使い、
スクリーニングした。 
⑤環境分離株におけるシデロフォア産生菌の探索と分類学的検討 
 湖沼および土壌からのシデロフォア産生菌を検出し、単離したのち、その分類学的位置の検討
を行った。 
⑥環境菌の産生するシデロフォアの分子種の決定 



 環境由来のシデロフォア産生菌で分類学的に新菌種と予想されて菌株は、未知のシデロフォ
アを産生している可能性が高い。そこで、環境菌が産生しているシデロフォア画分を生成し、そ
の分子種の決定を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
①シデロフォア産生菌の検出法の確立 
 グラム陰性菌については、既報の CAS 培地にて、菌の増殖ならびにシデロフォアの産生を検出
することが可能であった。一方でグラム陽性菌のその多くが、CAS 培地上では発育が阻害され、
増殖しなかったためシデロフォアの産生も確認できなかった。そこで、多様なグラム陽性菌の発
育を支持しつつ、色調変化が容易に観察できるように、透明～半透明で色の薄い基礎培地に血清
添加をした「発育支持部」と、CAS 成分による「シデロフォア検出部」を 1枚の平板に融合した
Hybrid-CAS 培地を作成した。この Hybrid-CAS 培地において菌の発育が十分にみられ、一部は
CAS 検出部まで発育が及んでいた。CAS 検出部での菌の発育ならびに発育部と検出部の境界線付
近において、シデロフォア産生の有無が観察できた。 
以上の 2つの培地、CAS 培地および Hybrid CAS 培地を使うことによりグラム陰性菌～陽性菌

に渡る広範囲の細菌でのシデロフォア産生を検出する系が出来上がった。 
②鉄欠乏培地の作成と鉄欠乏条件下での大腸菌の発育状況 
 各種培地構成成分（糖類、タンパク質、寒天など）には、一定量の鉄が含まれている。十分量
の鉄が存在する場合、シデロフォア産生菌であってもシデロフォア産生量は限られてくる。 
この問題を解決するため、各種の培地構成成分の鉄含有量を測定した。その結果をもとに鉄欠乏
状態を作り出すため、鉄キレート剤を使用し、培地中に含まれている鉄を可能な限り除去する系
を確立した。更にガラスに付着している鉄分を混入させないため可能な限りプラスチック容器
を使用するなど、鉄の混入にも細心の注意を払った。このようにして作成した培地上では大腸菌
の発育が著しく抑制されていることから、鉄の除去による発育への影響が見て取れた。また各種
鉄濃度に調整した培地に大腸菌を接種した時のシデロフォアの相対的な量を観察したところ、
鉄濃度が少ないほどシデロフォアが産生されていることがわかった。 
以上のことから、鉄含有量を制御した培地の作成、ならびに、シデロフォアを多く産生させる

ための培地の条件を設定することができた。 
③大腸菌におけるシデロフォア関連遺伝子の保有状況および EntC 欠損株の作成 
 大腸菌は、シデロフォアとして enterobactin, salmochelin, yersiniabactin, aerobactin の
4 種を有していることが知られている。それぞれ遺伝子配列から PCR 検出系を構築、保有状況を
確認したところ、当講座 PAGU ライブラリーにある大腸菌 9株のうち、1株が 4種全て、2株が 3
種のシデロフォア、残る 6 株は enterobactin のみを保有していることが分かった。その
enterobactin のみ保有する菌株を使い、enterobactin 遺伝子 EntC をノックアウトして、シデロ
フォア産生能を欠いた菌株の構築を試みた。相同組み換え用のフラグメントの作成には成功し
たが、最終的な相同組み換えにて、シデロフォア産生能を減じる兆候は見らなれかった。 
④ライブラリーを使ったシデロフォア産生性の確認 
 当講座の菌株ライブラリーPAGU および岐阜大学医学部の菌株ライブラリーの菌株、グラム陰
性菌 170 株およびグラム陽性菌 220 株を試験したところ、グラム陰性菌 88株、グラム陽性菌 53
株においてシデロフォア産生を検出した。シデロフォア産生率としてはグラム陰性菌が 51.8％、
グラム陽性菌が 24.1％であり、多様なグラム陰性菌がシデロフォアを産生している傾向が見ら
れた。今まで多様なグラム陽性菌でシデロフォア産生をスクリーニングした知見はなく、今回初
めて、グラム陰性菌の方がより多くのシデロフォア産生をしていることを明らかにすることが
できた。また、この中には、これまで知られていなかった嫌気性菌でシデロフォアを産生してい
る菌も含まれており、新知見を見出すことができた。 
⑤環境分離株におけるシデロフォア産生菌の探索と分類学的検討 
 土壌並びに湖沼水より、合計 360 株ほどを分離した。その多くはシデロフォアを産生してい
た。分離株の中には、分類学的に新菌種に相当する菌株が複数含まれており、それらは
Pseudomonas 属、Chryseobcterium 属、Pantoea 属などに類縁であった。すでに whole genome 
sequence も決定しており、新種であることが確定していることから、早急に新種提案を行う予
定である。 
⑥環境菌の産生するシデロフォアの分子種の決定 
 環境分離の新菌種候補株でシデロフォアを大量に産生している菌株があり、新しいシデロフ
ォア分子種である可能性が高いことから、大量抽出を行い、種々精製方法を繰り返し、ＮＭＲに
よる解析を行った。未だ精製が不十分であり、分子種の特定に至らなかったが、今後さらに精製
を繰り返し、分子種特定まで進める予定である。 
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