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研究成果の概要（和文）：スサビノリ培養株には多様な細菌が付着しているが、形態形成誘導菌以外の機能につ
いては不明であった。本研究では、スサビノリ付着細菌のインドール酢酸（IAA）合成について調べ、次の特徴
が明らかになった。スサビノリ葉状体から分離された付着菌Neptunomonas sp. BPy-1と八代海の海草アマモから
分離した類縁菌Neptunomonas sp.BZm-1は、どちらも貧栄養条件下で細胞増殖が抑制された状態でもIAAを合成し
た。これは貧栄養な海水中の植物付着細菌の特徴と考えられる。BPy-1の全ゲノム配列を決定し、IAA合成遺伝子
を検索した結果、従来とは異なる特徴をもつことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Neptunomonas sp. BPy-1 is an epiphytic bacterium isolated from in vitro 
culture of the red alga Pyropia
yezoensis. A related bacterium Neptunomonas sp. BZm-1 was isolated from leaves of a seagrass Zostera
 marina in Yatsushiro Sea. Both clones produced indole acetic acid (IAA) and promoted the growth of 
P. yezoensis. Bacterial IAA production was strictly dependent on tryptophan but less affected by 
carbon and nitrogen sources. Whole genome sequences were available for five Neptunomonas species. 
All of them lack two key genes in bacterial IAA biosynthetic pathway, instead some homologous genes 
with unrelated origin are present. To examine whether this property is present in BPy-1, whole 
genome sequences of BPy-1 was analyzed. The same composition of IAA biosynthetic genes was present 
in BPy-1. 

研究分野：植物生理学

キーワード： 紅藻スサビノリ　海草アマモ　付着細菌　インドール酢酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スサビノリ培養株には多様な細菌が付着した状態で維持され研究に使われている。これは完全に無菌化すると異
形化することが一因であるが、形態形成誘導以外の付着菌の機能は不明であった。スサビノリから分離された
Neptunomonas sp. BPy-1はスサビノリの成長を促進し、植物ホルモンの一種であるインドール酢酸（IAA)を合成
した。本研究はスサビノリ付着細菌を単離培養し、IAA合成の制御様式やIAA合成遺伝子について調べたところ、
従来とは異なる特徴をもつことが明らかになった。これらの研究成果はノリ養殖における安定生産や品質改善技
術への応用が期待される。

※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 
スサビノリ葉状体は無菌化すると、正常な形態形成が阻害されるため細菌が付着した状態で研

究が行われている。スサビノリの形態形成誘導細菌は分離されているが、その他の付着細菌の

機能については不明であった。スサビノリ葉状体の培養トラブル原因菌として分離された

Neptunomonas sp. BPy-1 (NBRC 108560)は薬剤処理した葉状体の生長低下を部分的に回復し

た。その作用機構を調べるために、BPy-1のインドール酢酸（IAA）合成能について研究が進め

られていた。 

 
２．研究の目的 
Neptunomonas属は比較的新しく同定された細菌であり、IAA合成については研究例がなかっ

た。本研究では、スサビノリ付着細菌のIAA 合成の特徴を明らかにするため、次の実験を行な

った。 

（１）八代海に生育する海草アマモの葉から単離したBPy-1類縁菌（Neptunomonas sp. BZm-1）

とスサビノリ付着菌BPy-1をそれぞれ単独培養し、IAA合成の誘導条件を調べた。 

（２） Neptunomonas属細菌の公開ゲノム情報からIAA合成系遺伝子の特徴を調べた。 

（３） BPy-1のゲノム解析を行い、IAA合成遺伝子と他のNeptunomonas細菌と比較した。 

（４） Neptunomonas とは遠縁な付着細菌の IAA 合成能について調べるために、スサビノリ葉

状体と糸状体からそれぞれ新たに細菌を分離し、それらの IAA 合成能を調べた。 

（５） 細菌と海生植物との相互作用解析のためにアマモ無菌植物の作出を試みた。 

 
３．研究の方法 
（１）IAA 合成において付着細菌に見られる共通する特性を探るため新たに付着細菌を分離した。 

① 八代海の海草アマモ葉から分離: Neptunomonas sp. BZm-1 (NBRC 110912) 

② スサビノリ葉状体 TU-1 株から分離: Maribacter sp. BPy-M1 （NBRC 1118333） 

③ スサビノリ糸状体 TU-1 株から分離:Marinobacter sp. BPy-S1 

（２）Neptunomonas japonica, Neptunomonas concharum, Neptunomonas acidovorans は国立

研究開発法人理化学研究所バイオリソース研究センター(理研 BRC)より分与された。 

（３）Neptunomonas sp. BPy-1 のゲノム DNA の調製と塩基配列解析は北海道システムサイエン

ス社に委託した。 

（４）付着細菌による葉状体の成長促進効果の検定法 

① スサビノリ葉状体を 0.05%〜0.1%多酵素洗浄剤（３Mヘルスケア社）で処理した後、５mm

長に切断し、新鮮培地に移し OD600= 0.03〜0.1 になるように BPy-1 を添加し、２週間培養後の葉

状体伸長の効果を調べることにより付 BPy-1 によるスサビノリの成長促進効果を判定した。ア

マモから単離した Neptunomonas sp.BZm-1 も BPy-1 と同様の成長促進効果をもつことが観察さ

れた。しかし、BZm-1 が本来の宿主であるアマモに対して成長促進作用を持つのかについては検

証できていなかった。そこで、無菌アマモ培養株の分離を試みた。 

② 無菌アマモ培養株の分離 

本研究の期間内には IAA 合成に関する実験は行えなかったが、付着細菌と植物との相互作用

解析の実験に利用するために、フラスコ内で無菌的に長期間継代培養でき、植物体の一部は培養

に伴いクローン株が産生する培養系の確立を目指した。 

 
４．研究成果 

（１）Neptunomonas sp.BPy-1 類縁菌の分離 

  16S rRNA 配列による Neptunomonas 属細菌の分子系統樹では、スサビノリ付着菌 BPy-1 やア



マモ付着菌 BZm-1 は渦鞭毛藻内生菌の N. phycophila やモエギイガイのプロバイオティクス菌

として分離された 0536 株と同じグループに含まれ、このグループは海生生物と親和性の強い細

菌群と推定された (図１)。 

図１ 16S rRNA 配列による Neptunomonas 属細菌の分子系統樹（Matsuda et al. 2018） 

 

Neptunomonas sp. BPy-1 は薬剤処理した葉状体の成長を促進することを報告している

（Handayani et al. 2014）。本研究では、八代海の海草アマモの葉から分離した BPy-1 類縁菌

(Neptunomonas sp. BZm-1)も、薬剤処理したスサビノリ葉状体に対して同様の効果をもつこと

がわかった。葉状体は人工海水中で継代維持されているが、人工海水には炭素源が含まれておら

ず、付着細菌は葉状体から炭素源を供給を受けながら葉状体に付着していると考えられた。そこ

で、付着細菌における IAA 合成機構を明らかにするために、貧栄養な人工海水を基本培地とし、

各種栄養条件に対する IAA 合成の応答を調べた。BPy-1 と BZm-1 はそれぞれ単独では人工海水中

では増殖できないが、培養液にブドウ糖を加えると増殖できた。しかし、ブドウ糖の有無にかか

わらず培養液中には IAA は検出されなかった。一方、培養液にブドウ糖と共にトリプトファンを

添加すると細菌の増殖に伴い培養液中に IAA が蓄積した。また、ブドウ糖を含まない人工海水に

細菌を高密度に懸濁すると、細菌は増殖できないが、培養液にトリプトファンを添加すると培地

中に IAA が蓄積された。これらの結果から、両細菌は貧栄養状態でもトリプトファンが供給され

ると IAA を分泌する能力をもつことがわかった。この特性は貧栄養な天然海水中に生育する植

物の付着細菌の特性を反映していると推定された。 

（２）Neptunomonas 細菌の IAA 合成系遺伝子 

  種子植物の IAA 合成経路は TAA-YUCCA 経路が主要経路であるが、細菌には複数の IAA 生合

成経路が存在し、それらは種間や環境条件により変化することが知られている。参考図１は細菌

の IAA 合成経路のうちの主要な２経路の模式図である。TAA-YUCCA 経路は細菌には無いと考えら

れていたが、最近は YUCCA 相同遺伝子が細菌にも報告されていることから、参考図１にはその経

路も追加した。 

参考図１ 細菌の二つの IAA 合成経路 
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BPy-1・BZm-1 以外の Neptunomonas では IAA

合成は不明だったので、全ゲノムが解析されて

いる５種の Neptunomonas 細菌（図１に朱記）

の IAA 合成酵素遺伝子について調べ、その結果

を表１にまとめた。５種に共通の特徴は、IPA

経路における IpdC 遺伝子の欠失と、IAM 経路

における IaaM 遺伝子と IaaH 遺伝子の欠失であ

った（N. concharum だけは IaaH 遺伝子が検出

された）。しかし、IAM 経路の２つの酵素遺伝

子と緩い相同性をもつ IaaM-like 遺伝子と

IaaH-like 遺伝子は５種の細菌に保存されてい

た。これらの相同遺伝子が機能をもつのであれ

ば Neptunomonas 属細菌の多くは IAA 合成能も

ち、その合成機構は従来の経路とは異なる可能

性が示唆された。５種の Neptunomonas 細菌のうち、N. phycophila、 N.antarctica、N. 

gingdaonensis には YUCCA-like 遺伝子が存在したので、IPA 経路も機能する可能性が考えられ

た。一方、YUCCA-like 遺伝子を持たない N. concharum と N.japonica は IPA 経路が欠落してい

るので、IaaM-like 遺伝子が IAA 合成に寄与するならこの２種は IAA 合成能をもつと推定され

た。そこで、これら２種の細菌を入手し、BPy-1 と同様の条件で IAA 合成能を調べたところ、

N. concharum は富栄養条件では BPy-１よりも高い IAA 合成能を示し、貧栄養条件では BPy-1 と

同程度の合成能を示したことから、IaaM-like 遺伝子は IAA 合成に機能する可能性が支持され

た。なお、N.japonica は分与株の成長が不安定であり解析を行なっていない。上記の問題を解

決するには、N. japonica を含め未解析の菌株の IAA 合成活性を調べる必要がある。 

（３）Neptunomonas sp. BPy-1 のゲノム解析 

BPy-1 ゲノム配列を決定し、IAA 合成酵素の相同性検索を行なった結果、BPy-1 ゲノムには IPA

経路の IpdC 遺伝子や IAM 経路の IaaM/IaaH 遺伝子が見られず、IaaH-like 遺伝子が存在する点

では他の Neptunomonas 属細菌と類似していたが、IaaM-like 遺伝子が見られない点は他の細菌

とは異なっていた（表２）。なお、細菌の IAA 合成

経路は４経路以上が報告されているが、表１や表

２の解析では報告例の多い IPA 経路と IAM 経路の

酵素遺伝子についての結果のみを記載した。なお、

それ以外の IAA 合成経路の候補遺伝子についても

検索したが、いずれもヒットしなかったため省い

ている。BPy-1 についても同様にその他の経路の

IAA 合成酵素遺伝子はヒットしなかった。 

BPy-1 を加えた 6株の Neptunomonas 細菌の IAA 合

成酵素遺伝子の構成は４種のパターンに分類でき

た。６株の細菌のうち IAA 合成能が検証されたの

は BPy-1 と N. concharum だけであり、遺伝子検索

も相同性検索のみの段階のため遺伝子構成と IAA

合成機構について考察はできないが、まずは残りの菌株の IAA 合成活性を解析する必要がある。

また、6株のうち 4株に YUCCA-like 遺伝子が存在したが、これは予想外に高い出現頻度であり、



異なる分類群の細菌についても比較する必要がある。 

（４）新たに分離した付着細菌の IAA 合成能 

スサビノリ葉状体付着菌 Marinobacter sp. BPy-M1 と糸状体付着菌 Maribacter sp. BPy-S1

をマリンブロス 培地で前培養し、遠心洗浄後、５mM トリプトファンを含む人工海水に細菌濃度

OD600=0.18 に懸濁すると、細菌は増殖しないが培地中の IAA 濃度は時間経過に伴い増大し、３日

後には 10〜15µMに達した。同様の実験で BPy-1 や BZm-1 は 15µM IAAを示した。葉状体から分

離した BPy-1 と BPy-M1 はどちらもγプロテオバクテリアに分類されるが、糸状体付着菌の BPy-

S1 はフラボバクテリアに含まれ、BPy-1 とは類縁性が低い細菌でも、貧栄養条件で細胞増殖の停

止した状態では、トリプトファンに依存した IAA 合成を示したことから、この IAA 合成特性は付

着菌の特徴と考えられる。なお、BPy-1 や BZm-1 はマリンブロス 培地でもトリプトファン添加

により IAA を合成するが、BPy-M1 では IAA 合成が抑制され、BPy-S1 では IAA 合成が強くなる傾

向が見られ、細菌種により異なる応答を示した。これらの細菌が貧栄養状態では同じ IAA 合成反

応を示すことから、今後も様々な細菌の IAA 合成を比較する上で貧栄養状態での解析が重要で

あると考えられた。 

 

（５）無菌アマモ培養株の分離 

被子植物のアマモに対する付着細菌の効果を検証するために、無菌アマモ培養株の分離を行

った。成熟種子は東洋建設（株）より分与され、1 C̊ の人工海水中で貯蔵された種子を滅菌水に

移し暗所 15 C̊ で貯蔵後に、種皮を除去し、種子胚を次亜塩素酸ナトリウム液で処理することに

より無菌化した。実生や幼植物の段階では５倍希釈のスサビノリ培養液（人工海水に微量元素を

付加）中で静置培養を続けた。その後植物体の成長に伴い培養液組成を従来のスサビノリ培地に

近づけ、培養液容量が 500ml に達した後は同じ条件で継代培養を続けた。無菌処理した実生 270

株のうち、約６割が第２葉の形成前に枯死した。培養開始後６ヶ月で 35 株が得られ、その後は

各種の分析のため培養株は減少したが、12ヶ月後には培養株が 10 株に減少し、ここからは継代

維持を続けている。培養開始３ヶ月後から、培養液の一部を採取し、共在菌の有無を調べたが、

６ヶ月後に維持されていた 35 株のうち 4 株は共在菌が含まれていたが、 いずれも培養株は正

常に成長していた。35 株のうち、分枝が形成されたのは 2 株だけだったが、最初に分枝形成が

みられたのは共在菌をもつ#205 株であった。その後、無菌株から一株だけが分枝を形成した。

形成された分枝は親株から分離されても正常に成長を続けた。 

#205 に含まれる共在菌は１種だけであり、16S rRNA 配列や生化学テストの結果から、単離菌は

Acinetobacter sp.と推定された。アマモは表在菌の他に内生菌も報告されているが、本研究で

は内生菌については調べていない。現在保持している 10 株のうち 8株は無菌株と認識している

が、これらの培養株を用いて付着菌との共培養実験を始める前に、内生菌の有無について調べる

必要がある。 
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