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北大水産業報
39(2)， 133-141. 1988. 

多量の Poly-β-hydroxybutyrateを蓄積する海洋細菌について

絵面良男ホ・湯本 勲事

大迫典久*・木村喬久*

A Marine Bacterium Accumulatin~ Lar~e Amount 

of Poly-β-hydroxybutyrate 

Yoshio EZURAへIsaoYUMOTOヘNorihisaOSEKO事
and Takahisa KIMURA事

Abstract 

Sixも田nb郎もerialsもrains，which formed large slimy colonies on七hemedium and showed 
flocculaωgrowもhinも，hebro七hcontaining manni七01，were isolated from a nursery tank used 
forもheforced cultivation of konbu (Lami叩何:aJ'αponica ). The isolates were identified幽
Ps側め側側倒的問 onも，hebasis of their morphological， cultural， physiological characteris-
U田 andDNA G+C mole percen七. The cells of P. marina growing inもhemanniも01con七am-
ing medium蹴 umul脚 dlarge amount of poly-β-hydroxybu七yr瓜ewhich was about 30% of 
the dry weight ofも，he田lls.
Among the samples of seawa加r，bo悦omsand and fronds of konbu collecもeda七co剖切l
region of Funl王aBay， Hokkaido， P. ma付加 W幽 mos七abundantin decomposing frond of 
konbu and could be easily isolated. 

結言

著者らはここ数年来，北方冷水海域における有用資源である褐藻類の生育と微生物の関連性に

注目し，種々の検討を進めてきた。その過程において 1986年 10月，北海道南茅部町のコンブ採

苗場において，従来知られているマコンブ種苗糸赤変病害(絵面ら， 1988b)とは異なり，赤色斑

を伴わない種苗の芽落ち被害が発生した。この試料からマコンブに対して直接的な病原性はない

が，国型培地上で粘性の強L、大型集落を形成し，液体培地中で特異な細胞凝集塊を生じ，かつ多

量の polyーかhydroxybuザra飽(以下PHBと略す)を蓄積する海洋細菌を分離した。

PHBは多岐にわたる細菌種が細胞内に蓄積する炭素およびエネルギー貯蔵物質で‘βーヒドロキ

シ酪酸の長鎖ポリエステルとされている (Lawand Slepecky， 1960)0 PHBを多量に蓄積する代表

的な細菌として Bacillusmegateriumが知られており，炭素源が豊富で窒素源の乏しい培養条件下

で菌体乾重量の 40%以上も蓄積するとされている (Williamson and Wilkinson， 1958)。また，

PHB蓄積の有無はグラム陰性菌の分類上の重要な性質で，特に Psωdom側 ω属の分類で重要視

されている (P品.lleroni，1984)。海洋細菌の分類においても，海洋における優勢細菌相をなしてい

るPsωdomonω属と Alteromonω属の鑑別Keyのーっとなっている (Baumannet a1.， 1972)。そ

* 北海道大学水産学部微生物学講座
(Lαbora伽 y01 M印刷:ogy，Faculty 01 F:おheries，H okka必oUn山町ty)
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れにもかかわらず，これまでに多量の PHBを蓄積する海洋細菌についてはほとんど知られてい

ない。

本報ではこの多量の PHBを蓄積するマコンブ培養水槽試料分離菌の分類と本菌の沿岸海域に

おける検出を試みたのでその結果を報告する。

実験方法

1.試料

1986年 10月21日，北海道南茅部町A採苗場において種苗の芽落ちが発生したマコンブ種苗培

養水槽から種苗糸および同培養水槽水試料を採取した。また，同年 10月24日， 11月18日， 12月

16日に図 1に示す地点での次の試料を採取した。すなわち，尾札部定点(母藻用禁漁区)におい

ては表面海水，底砂，天然コンブ葉体を採取し，尾札部川河口，川汲川河口，安浦沿岸，日尻A，

B地点沿岸の5地点では沿岸海水および流れ藻(コンブ)を採取した。

Fig.1. S副nplingstation. 

2. 菌の分離

種苗糸および芽落ちした芽胞体は滅菌海水で洗浄後，少量の滅菌海水を加えてストマッカー

(Colworth製)で 1分間ホモジナイズしたものならびに種菌培養水槽水を 1白金耳ずつコンフeエ

キス寒天培地に塗抹接種し， 20'C， 7日間培養した。なお，コンブエキス培地は乾燥マコンブ細片

35gに1/3希釈海水5∞mlを加え， O'C一夜静置後， 1∞。C，30分加熱して得られる抽出液を 1/3
希釈海水で500mlとし， NaCII0g，寒天 7.5gを加え， pHを修正せず (pH約5.6)高圧滅菌して

作製した。同培地上に生じた集落のうち粘性が強く，釣菌時にし、わゆる糸を引く集落を選び釣菌

し，海水寒天培地(絵面ら， 1980)で純粋分離を繰り返し計 16菌株を分離した。

沿岸域採取試料のうち，海水はそのままを試料原液とし，底砂は秤量後 10倍量の滅菌海水に懸

濁したものを原液とし，コンブ葉体は細片を切り取り秤量， 10倍量の滅菌海水を加えストマッ

カーで5分間ホモジナイズしたものを原液とした。各試料原液を滅菌海水で 10進希釈し，各希釈
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液を0.2mlずつ OAM培地(絵面ら， 1988品)および前述のコンブーエキス寒天培地に表面塗抹し，

20'0 7日間培養後，生菌数を測定した。生菌数測定後のコンブエキス寒天培地上の集落より前述

と同様にして計 138菌株を分離した。

3. 分酸菌株の性状検査

芽落ち種苗試料分離菌株 16株についてグラム染色，運動性，オキシダーゼ，カタラーゼ，アル

ギニン脱水素酵素，硝酸塩還元，高分子物質分解，発育温度域などの性状は坂崎 (1967)，Oowan 

(1972)などの方法により検査した。さらに糖の分解はMOF培地(Leifson，1963)，塩類要求性は

Hidaka and Sakai (1968)の培地を用い，鞭毛染色はWestet乱1.(1977)， PHB蓄積は Baumann

etal. (1971)の方法により検査した。また， Marmur (1961)の方法により DNAを抽出・精製し，

Marmur and Doty (1962)に従って DNAGO mole%を求めた。分離菌の同定はOob倒的 al.

(1970)， Baumann eも品.1.(1972)， P乱lleroni(1984)の記載に従って行った。

なお，沿岸採取試料分離菌株についてはグラム染色，運動性，鞭毛染色，グルコース分解 (MOF

培地)，オキシダーゼ，塩類要求性を上述の方法で調べ，上記種苗試料分離菌株と比較した。

また A採苗場より分与を受けたマコンブ健全種苗糸(培養5週目)5cmを滅菌海水2∞ml入
りビーカーに入れ，これに芽落ち種苗試料分離菌代表株M-5-l株の培養菌液を 1白金耳接種し，

Incubated in MYC medium on shaker at 25'C for 40 hr 
↓ 
Centrifuged at 8，似)()rpm for 20 min 
↓ 
(Cells) 
↓ 
Washed in DW 
↓ 
Centrifuged at 8，000 rpm for 20 min 
↓ 
(Cells) 
↓ 
Suspended in DW 
↓ 
Sonicated a七lOkc for lO min 
↓ 
Centrifuged at 8，000 rpm for 20 min 
↓ 
(ppも)
↓ 
Suspended in DW 
↓ 
Dialyz岨 forDW at 0・Cfor 12 hr 
↓ 
Centrifuged at 8，000 rpm for min 
↓ 
(pp七)
↓ 
Washed in齢的on
↓ 
Centrifuged at 8，0∞rpm for 20 min 
↓ 
Washed in eもhanol
↓ 
Cen七rifugedat 8，0∞rpm for 20 min 
↓ 
(ppt) 
↓ 
Dried 

Fig. 2. Procedure of exもractionof PHB-like substance from P. m唱rinaM-5-1 
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WC，明期 12時間で培養し，マコンブ芽胞体の変化の有無を 7日間観察した。

4. 菌体の超薄切片作製ならびに電子顕微鏡観察

芽落ち種苗試料分離菌株代表株M・5・1株を MYC培地(マンニトール5g， Difco酵母エキス 1g， 

Difcoカザミノ酸2.5g，75%人工海水 1，0∞ml，pH 7.5)で250C48時間静置培養し，集菌後
Ryもer-Kellenbergerの固定法(川田， 1982)により菌体寒天混合物の細片を作製し， 0.5%酢酸ウラ

ン溶液で 40C 2時間染色した。次いでアルコール脱水後エポン樹脂に包埋し，常法によりガラスナ

イフで超薄切片を作製し，電子顕微鏡(目立， H-300)にて観察した。

5. PHBの抽出・同定

分離菌代表株M-5-1株を MYC培地に接種し 25・C40時間振渥培養し，得られた菌体から Law

and Slepecky (1960)の方法を若干改変した図2に示す方法でPHBの抽出・精製を行った。抽出

物について水，有機溶剤，酸，アルカリに対する溶解性を調べた。さらにLaw岨 dSlepecky (1980) 

の方法に従って試料を濃硫酸によって加水分解し，その分解物の紫外部吸収スベクトルから PHB

の確認を行った。

また， M-5・I株抽出物 (PHB)の細菌による分解性を Delafield飾品1.(1965)の方法に従って，抽

出物を添加した重層寒天平板法で調べた。

結 果

1. 芽落ち種苗試料分離菌株の性状と同定

芽落ち種苗試料分離菌 16株はコンブエキス培地上で粘性で無色の大型集落を形成し，釣菌の際

に糸状に伸び，培養日数10日以上では集落がゴムノリ状に拡散した。また， MYC液体培地中で

は細胞集塊を形成して発育し，その細胞は染色性が不均一で細胞周辺部のみが染色されたが，

MYC培地よりマンニトールを除いた培地中で発育した細胞は集塊を形成せず，染色性も均一で

あった。分離菌 16株の性状は表1に示すごとくすべて同一性状を示した

本分離菌はグラム陰性短梓菌で単極毛を有し，オキシダーゼ陰性，カタラーゼ陽性の好気性菌

でPHBを蓄積する。好気的にグルコース，ガラクトース，イノシトール，ラクトース，マルトー

ス，マンニトール，マンノース，サッカロースを分解するが，ゼラチン，デンプン，ツィーン 80

を分解せず，硝酸塩を還元せず，アルギニン脱水素酵素陰性で， 5-40oCで発育するが，食塩無添

加培地で発育しない海洋細菌でDNA，GCmole%は64.6であった。

以上の本分離菌の性状はCobeteもa1.(1970)が米国ウッズホール沿岸海水から分離した菌で，

ニッケルを含む培地で、異常形態を示し，グラム染色性不定であることから Arthrobacter属の新種

とした A.marin闘の記載性状とグラム染色性を除き一致した(表 1)。その後， B品.um晶nn et a1. 

(1972)はA.marinω がグラム陰性であり，A rthrobacter属標準株と類縁性に乏しいことから

Psωdom側 ω属に移し，P.ma的~a とすることを提案し， Bergey's manual of sys回naticbacteriol-

ogyvo1. 1 (P品lleroni，1984)においてもこの提案を採用している。以上の点を考慮して本分離菌を

P. marinaと同定した。

なお，本分離菌代表株M-5・1株のマコンブ種苗への接種実験で，マコンブ芽胞体に何らの異常も

観察されなかった。

2. 分離菌株のPHB蓄積

上記芽落ち種苗試料分離菌 16株のコンブエキス培地発育菌体はPHBを蓄積した。その代表菌
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Table 1. Characteri叫icsof isolated 叫rainsfrom a culもuredLαmtnanαJαpomcαand 

Aγthrobαctcr mαnηus (Cobeもetal.， 1970) 
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Fig.4. Spec七rumof PHB-like substance extrac七edfrom P. mα開制 Mふ 1，after hydrolysis by 
conc-H2S04・

株Mふ l株の MYO培地発育菌体の超薄切片電顕像を図3に示した。細胞内に膜構造に包まれた

電子密度の低い構造物が観察された。

M-5-l株を MYO培地 1，000mlに培養して得られた菌体(乾重量1.2g)から図2に示す方法で

抽出・精製された物質は白色の繊維状物質(収量0.35g，菌体乾重量当たり 29.2%)で，水，エタ

ノーノレ， メタノーノレ， nーブタノール，酢酸エチル，アセトン，エーテル，石油エーテル，ベンジ

ンに不溶で，熱クロロホルムに難溶であった。また， lN硝酸および4N塩酸中で 121"015分の

加熱で分解されず，濃硫酸中で>10000 10分の加熱で分解された。同分解物の紫外部吸収スベクト

ノレは234nmに単一ピークを示し(図的， PHBの濃硫酸加水分解物クロトン酸の特徴を示した

(Law and Slepecky， 1960)。

また， Delafield e七品l.(1965)の方法に従って M-5-l株抽出物を加えた重層寒天培地上にM-5-l

株を含め7菌種の細菌を接種し，抽出物の分解の有無を調べた(表2)。その結果マコンブ種苗糸
赤変原因菌 Alt.ero隅onωsp.No. 8R株のみが分解性を示し，本物質産生菌 M-5-l株には分解性が認

められなかった。

以上の結果を総合して MふI株細胞内蓄積物質はPHBと同定された。

Table 2. PHB hydrolysis by some bacもerialsp田 1田

Hydrolysis 

Ps側 domo叫倒隅αrinαM-5-1(isolated) 

P..fluo附 censNCMB 129 
P.putidαNCMB 406 

P. saccharophi1a IAM 1504 

A1t.eromonαs sp. 1055-1 

A1t.eromonαs sp. No.8R 

vめrioPαrahaemo1yticus H05 
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Distrib叫ionof Pseudomonαs ma-問nain the ∞拙同lぽea(1986) Table 3. 
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3. P. marinaの沿岸域における分布

本菌の同定は前述までの結果を参照して，グラム陰性短梓菌で単極毛を有し，オキシダーゼ陰

性，好気的にグルコースを分解する海洋細菌でグラム染色像が不均一な赤色を呈するものとした。

図1に示す6地点で3回にわたり採取した試料の生菌数，分離菌株数および本菌の検出結果を表

3に示した。コンブエキス培地上で粘性集落を形成した分離菌138株中，上記の性状で P.ma'付加

と同定されたものは21菌株であった。それらの検出試料についてみると尾札部定点の表面海水，

底砂からは本菌が検出されず，天然、コンブ葉体の先枯れ部分から 1株検出されたのみで、あった。一

方，沿岸海水では流れ藻漂着の多い尾札部川河口水から6株，臼尻A地点海水から4株検出された。

流れ藻(コンブ)では尾札部川河口採取試料すべてから検出され (4株)，他の 4地点採取の試料

ではそれぞれ3回の試料採取のうち 1回ずつ計6株検出された。なお各試料の生菌数と本菌の検

出結果の聞には相関性は認められなかった。以上の結果から，本菌は沿岸域特に多量の流れ藻の

漂着する地点に多く分布する可能性が示唆された。

考 察

芽落ちの発生したマコンブ種苗培養水槽から分離され，特異的な培養性状を示す海洋細菌はP.

mannaと同定された。本菌はマンニトールやアルギン酸を分解・利用する能力を有し(表 1)，沿

岸域における分布調査においても枯死したコンブ葉体の漂着する地点で多く検出されることから

(表 3)，本菌がコンブの生活史に深く関連した生態を有することが推察される。しかしながら，本

菌のマコンブ芽胞体に対する病害作用は認められないことから，芽落ちの発生した種苗培養水槽

から本菌が多数分離される原因は次のように考えられる。すなわち，他の原因によりマコンブ芽

胞体が損傷を受けて脱落したことにより水槽中に本菌の利用可能なマンニット，アルギン酸等の

炭素源が増加し，これらを利用して本菌が発育増殖したものと推察される。

本菌の存在と北海道南部各地で多発するマコンブ種苗糸赤変の原因菌Altero間側ωsp.(絵面

ら， 1988b)の生態上の関連性が注目される。赤変原因菌Alterom側ωsp.は他の細菌細胞を溶菌利

用する特異的な性状を有する点ならびに P.mari:河崎の産生PHBを分解しうる点(表2)から，赤

変原因菌のマコンブ種苗培養水槽内における増殖ならびに沿岸海域における生態に P.marinα 

が深く関与している可能性が考えられる。この点に関しては今後より詳細な検討を要する課題と

考える。

ところで，P.ma付加は炭素源およびエネルギー源として菌体内にPHBを蓄積すると考えら

れるにもかかわらず，培地に添加されたPHBの分解性を示さなかった(表2)。現在，Ps側め例側ω

属はPHB蓄積の有無で分類上大きく 2つのグループに分けられ，さらにPHBの分解性がPHB

蓄積グループの種同定Keyとして挙げられている (Palleroni1984)0 PHB蓄積グループ 15種の

うち PHB分解能は5種のみで知られており，他の菌種はPHB分解酵素を菌体外に産生しないも

のと考えられている。

また， PHB分解性が Psωゐm側ω属の同定Keyとして重視されているにもかかわらず， PHB 

標品は市販されておらず研究者各自がBωillusmegateriumから調整して用いている。本菌が多量

のPHBを蓄積することから，今後，この目的に利用可能と考えられる。さらに近年， PHBが微

生物分解可能な可塑性天然ポリマー素材として注目されていることから(今堀・山川， 1984)，こ

の面でも本菌の利用，ひいてはその培養基質としての褐藻類の高度利用も可能であると考えられ

る。
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