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研究成果の概要（和文）：糸状性鉄酸化細菌（Sphaerotilus natans および Leptothrix cholodnii）

が菌体外に形成するマイクロチューブ（鞘）を蛍光標識化する技術を確立し、鞘が両末端で伸

長することを確かめた。さらに、鞘が両性多糖を主鎖とし、グリシンとシステインから成るジ

ペプチドを側鎖とする含硫複合糖質であることを確かめた。その化学構造に基づいて、鞘形成

含硫複合糖質をチオペプチドグリカンという新たな複合糖質カテゴリーに分類することを提案

した。 

 
研究成果の概要（英文）： Terminal elongation of microtubes (sheaths) which are 

extracellulary produced by filamentous ion-oxidizing bacteria, Sphaerotilus natans and 

Leptothrix cholodnii, was confirmed by fluorescent microscopy. The sheaths were revealed 

to be commonly assembled from thiolic glycoconjugates composed of amphoteric glycan core 

and dipeptide side chain containing glycine and cysteine. Considering their unique 

chemical structures, the sheath-forming thiolic glycoconjugates were proposed to be 

collectively termed thiopeptidoglucan.  
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１．研究開始当初の背景 

 糸状性鉄酸化細菌である Leptothrix 
cholodnii と Sphaerotilus natans は分類学
的類縁性が高く、ともに鞘と呼ばれるマイク
ロチューブ状の菌体外構造体を構築するの
が特徴である（図１）。鞘は細胞列を内包し
ている。細胞列と鞘の長さは同じであること
から、細胞分裂に連動して鞘伸長がもたらさ

れるのは当然である。鞘と細胞の間には隙間
があり、鞘の伸長を細胞が直接的にもたらす
ことはできないと予想される。そこで、自己
組織化能を持った高分子物質が細胞から分
泌され、これが秩序だって凝集することによ
って鞘がもたらされると予想した。すなわち、
鞘形成高分子の化学構造と凝集の機構を明
らかにすることは、新たな微細構造形成手法
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への展開の糸口となると考えた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ S. natans の走査プローブ顕微鏡像 

 

 

２．研究の目的 

（1）Sphaerotilus natans の鞘形成高分子の
化学構造の決定（Leptothrix cholodnii の鞘
形成高分子の化学構造は当研究室にて決定
済み） 

 

（2）鞘関連高分子の立体構造予測 

 

（3）鞘の伸長部位の特定 

 

３．研究の方法 

（1）Sphaerotilus natans の鞘形成高分子の
化学構造の決定にあたっては、鞘分解菌
(Paenibacillus koleovorans)由来の鞘分解酵
素（多糖リアーゼの一種）を活用し、鞘を部
分分解した。Paenibacillus koleovorans を鞘
を炭素源として増殖させ、回収した培養液か
らイオン交換クロマトグラフィーで鞘分解
酵素を部分精製した。部分精製酵素を鞘の断
片化に用いた。分解に先立って鞘のチオール
基を蛍光標識化し、この蛍光を追跡すること
によって液体クロマトグラフィーでの酵素
分解物の精製を行った。得られた２種類の分
解物をＮＭＲ分析することによってそれぞ
れの分解物（鞘の構造単位）の化学構造を決
定した。さらに、鞘を分解（低分子化）する
ことなく、そのチオール基をスルホ基に酸化
して可溶化した。その溶液をＮＭＲ分析する
ことで分子全体の化学構造を確認した。 

 
（2）Sphaerotilus natans の鞘は含硫複合糖
質を基本とするが、過剰な炭素源が培地中に
存在すると、鞘の外側に酸性多糖（当研究室
で構造決定済み）の粘質層が形成されること

が判明している。この酸性多糖を過剰分泌さ
せることで一部を培養液中に拡散させ、これ
を回収・精製して詳細なＮＭＲ分析に供した。
スペクトルを詳細に解析（ＮＯＥシグナル）
することによって、分子を構成する水素原子
間距離を算出した。これと並行して、化学構
造に基づく立体構造予測を分子力学計算に
よって行った。算出された安定構造（ポテン
シャルエネルギーが極小となる構造）におけ
る水素原子間距離とその実験値とを比較し、
予測の確からしさを検証した。 

 

（3）鞘がチオール基に富むことに着目し、
蛍光標識化試薬を用いて Leptothrix 
cholodniiおよびSphaerotilus natansの鞘を
選択的に蛍光標識化した。蛍光標識の後に培
養し、蛍光顕微鏡観察を行うことによって鞘
の伸長部位（非蛍光部位）と既存部位（蛍光
部位）を識別した。さらに、非蛍光標識化剤
との組み合わせ（Leptothrix cholodnii）ない
し色調の異なる蛍光化試薬を用いた２重蛍
光標識化（Sphaerotilus natans）によって伸
長パターンをより明確に示した。また、顕微
鏡下での培養（マイクロカルチャー）での経
時的観察により、鞘に内包された細胞の伸
長・分裂箇所およびその速度を特定および算
出した。 
 
４．研究成果 
（1）酵素による部分分解物とスルホン化に
よる可溶化物の分析によって、Sphaerotilus 
natans の鞘形成高分子の化学構造の決定に
成功した。鞘はグルコース（１残基）・グル
クロン酸（１残基）・グルコサミン（３残基）
から成る５糖を繰り返し単位とする多糖主
鎖を持つことを明らかにした。繰り返し単位
中の一つのグルコサミン残基のアミノ基は
Ｎ－アセチルシステイニルグリシンのカル
ボキシル基と結合しており、このジペプチド
が側鎖を成していた。さらに、グルコース残
基の３位のヒドロキシル基はその約 50％が
Ｏ-アセチル（Ａｃ）化されて入ることが判明
した（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ S. natans 型チオペプチドグリカン 

 

 

 

細胞 細胞 鞘(sheath) 



５糖の繰り返し単位から成る両性多糖を
主鎖とし、グリシンとしステインから成るジ
ペプチドを側鎖とするという特徴は、
Leptothrix cholodnii の鞘形成高分子にも認
められることから、両者は類似の含硫複合糖
質であることが明らかとなった。豊富に含ま
れるチオール基によるジスルフィド結合が
鞘形成を可能にするために重要と考えられ
る。類似の構造を持つ物質は発見されておら
ず新規性が高いことから、これらの鞘形成高
分子に対してチオペプチドグリカンとの総
称を与えることを提案した。さらに、
Sphaerotilus natans の鞘形成高分子に作用
する多糖リアーゼについては、切断する部位
と分解産物の化学構造が明らかになったこ
とより、チオペプチドグリカンリアーゼとの
名称を与え、新規な多糖リアーゼとして発表
した。 
 
（2）Sphaerotilus natans の鞘を覆う粘質性
多糖のＮＭＲ測定によって得た立体構造情
報は、同多糖の分子力学計算によって求めた
安定構造と合致した。これによって、酸性多
糖が水中で多重鎖を形成せず、構造的自由度
の高い一本鎖として存在することが判明し
た（図３）。すなわち、本多糖は高い分散能
を発揮すると予想された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 粘質性多糖の安定構造 

 

粘質多糖はグルコースなど資化の容易な
炭素源が豊富に存在するなど、富栄養条件下
で分泌され易く、逆に栄養状態が悪い条件下
ではほとんど分泌されない。すなわち、旺盛
な増殖が可能なときには菌体の表層は粘質
性多糖であり、増殖が思わしくないときには
含硫複合糖質が最表層に存在すると考えら
れる。粘質性多糖は分散、含硫複合糖質は付
着・定着を促すことから、これらの高分子物
質が Sphaerotilus natans の栄養状態に即し
た多様な増殖形態をもたらしていると予想
される。 

 
（3）Leptothrix cholodnii およびその近縁種
である Sphaerotilus natans の鞘はどちらも
両末端で伸長し、内包される細胞は鞘内の各
所で伸長・分裂することが判明した。鞘は幅
約 6 nm の微細繊維が不織布状にランダム会
合していると考えられている。したがって、
各細胞から分泌されたチオペプチドグリカ

ン分子は鞘内を徐々に拡散し、末端部におい
て局所的に凝集することによって鞘を形成
すると予想するに至った（図４）。 

 
 

図４ 鞘形成機構のモデル 
 
これらの結論を得る過程で確立した蛍光

標識化法は容易に入手できる試薬を組み合
わせることによってこれを行うことができ
る 。 し た が っ て 、 環 境 試 料 に お け る
Leptothrix cholodni および Sphaerotilus 
natans の選択的検出に幅広く応用可能と考
えられ、これらの細菌の水環境中での役割を
探る手段となる。 
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