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微生物共生を活用する物質生産

シ ン ビオバ クテ リ ウム にみ る微生物共生 の深淵

上 田　賢志 ＊ ・ 和辻　智郎 ・ 高野 （白鳥）初美
　　　　　高野　英晃 ・西 田　洋 巳 ・別府　輝彦

共生細菌シ ン ビオバクテ リウ厶

　シ ン ビ オ バ ク テ リ ウ ム ・サーモ フ ィ ラ ム （Symbio−

bacterium　thermophiium，以va　St）（図 1）は，東京大学

農学部醗酵学 講座に お い て派遣研 究生 と して 仕事に あ

た っ て い た池田糖化工業の 鈴木に よっ て 1980年代に分

離 された好熱性細 菌 で ある 1｝．当時．ア ミ ノ 酸分解酵 素

の逆反応を利用 した立体選択的な酵素合成法の 実用化が

脚光を浴び始め て お り，Stは トリプ トフ ァ ン分解酵素で

ある トリプ トフ ァ ナ
ーゼ を探索する計画に お い てその 生

産菌として取得 された．Stは，　 LB 培地な どの 通常用 い

られ る完全 培地 を用 い た 高温 静置培養 にお い て 10s

cells ！ml を超 える菌 数に ま で 増 殖す る 自由生活 性 の

（free−living）細菌で あるが，その 顕著な増殖は，　 Stと一

緒 に堆肥か ら分離 されて きたバ チ ル ス S株 （GeobaciUus
stearotherm 〔lphitus　strain　S，以 降Gs ）との 混合状態で

培養 （共培養）した場合にお い て の み観察された，こ の

菌の 分離は定法の コ ロ ニ ー分離で は行 うこ とがで きず，

きわ め て低 い 頻度で 出現した微弱な トリプ トフ ァ ナ
ーゼ

活性を示すコ ロ ニ ーを希釈継代培養する試行錯誤に よっ

て ようや く達成で きた経緯は他の 記述 2・3）に あ る とお り

で ある．

　StとGs の 共培 養 にお ける典型的な増殖曲線を図 2に

模式 的 に 示す．Gs は単独 で 培 養 で きるい わゆ る
一

般的

な好熱性 の 細菌で あるが，Stとの 共培養で は，通常の 増

殖を開始した後，Stの 増殖開始に伴 っ て増殖を停止，溶

菌する．一方，遅れ て 増殖を開始する Stは顕著 な対数

増殖 を 行 い ，Gs の 菌数を上 回 る レベ ル に まで到達する．

図 1．ゲ ラ ン ガ ム 培地 上 に生 育 した Stの コ ロ ニ ー
（左，実体顕

微鏡像 ；右，走査型電子顕微鏡像）．後述する条件を取 り入れ

る こ と に よ っ て 純粋 分離 ・培養で きる よ うに な っ た ∫tは，透

明 で微小 な コ ロ ニ ーを形成す る．

しか し，同 じ条件で Stを単独で培養 して も増殖は認め

られない （実際は，形態の 異常 を伴っ た部分的な増殖が，

濁 度 で 判定で きな い 程度に お こ る こ とが後 に 明らか に

なっ て い る）．複数 の 自由生活性の微生物が共生 して増

殖する現象は，メ タ ン 発酵群集をは じめ とする特に嫌気

性 の 菌群にお い て古 くか ら知 られ て い たが，Stの ように

増殖 を支持す る菌 との
一

対
一

の 関係 に頼る タ イプの 共生

関係は他に例が なく，微生物 どうしの相互作用様式を研

究するため の新しい 材料となっ た．

共生に介在する炭酸ガス

　こ の
一
対
一一

の 細 菌の 間にお ける片利共生的な現象に つ

い て，最大 の 関心事はStが何を要求して い るか で あ っ た．

共生因子の 同定につ い て の 経緯は他 の 総 説コ・4｝にすで に

記述 して い るの で こ こ では省略するが，明 らか にな っ た

主要 な因子 は，当初予想 したような特殊な栄養や補 因子

で はな く，炭酸ガス とい うきわめ て普遍的な化学因子で

あ っ た，先行 して増殖を開始す る Gs がエ ネ ル ギ
ー

代謝

を通 して炭酸ガス を放出する と，それを利用する こ とで

Stも増殖 を開始で きるもの と考え られ る．

　こ の 意外な発見にさらに踏み込んで ．筆者 らは こ れ ま

で に，  高濃度 （数％程度）の 炭酸ガ スを要求する性質

菌数

St

Gs！　　　 　　 丶

培養時間

図2．GsとStの 共培養にお ける増殖摸式図．　 Gs （点線）は先

に 増殖 を開始す る が ，St （実線）が 増殖 を始め る と増殖 を停 止

し溶菌す る．最終的 に Stの 菌数 は Gs を ヒ凹る，
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は，一部の病原性微生物の生理的性質を中心に古 くか ら

知 られ て い る こ と，  逆に，高濃度炭酸ガ ス要求性の た

め に通常の 手法で は分離で きない が本質的に は培養可能

な微生物が潜在して い る こ と，  高濃度炭酸ガ ス要求性

をもたらす遺伝的背景の ひ とつ に，炭酸ガ ス と重炭酸イ

オ ン の 変換を触媒する普遍酵素 カ ル ボ ニ ッ クア ン ヒ ド

ラーゼ （炭酸脱水酵素）の 欠損が知られ て い ることな ど

に つ い て記述 して きた 5）．カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ドラ
ー

ゼ

が欠損す る と，通常大気中 に含まれ る 炭酸ガ ス を重炭酸

に変換 する こ とがで きず，重炭酸依存性 の 必須代謝酵素

（ア セ チ ル CoA カル ボキ シ ラ
ーゼ や カル バ モ イ ル リ ン 酸

シ ン ターゼ など）に重炭酸を十分供給す る こ とがで きな

い ．そ の ため通常大気下 で は増殖を開始 で きな い が，高

濃度 の 炭酸 ガ ス を含む雰囲気中で は，自然平衡で生じる

重炭酸を取り込む こ とで増殖する こ とが で きる．Stの ゲ

ノ ム に は同酵素を コ ードする遺伝子が存在しな い こ とか

ら，それが炭酸ガス 要求性 の
一

つ の 原因にな っ て い る可

能性が あ る．

　 こ の ような理由か ら，高濃度の炭酸ガ ス を要求する菌

群 は従来の 微生物分離 の 手法では取得されに くく，その

多様性はい まだ ベ ール に覆われた状態にある とい える．
一方，高濃度 の 炭酸ガス が存在する場所は土壌 や腸内を

は じめ 自然環境 中に広 く分布 してお り，高濃度炭酸ガ ス

要求性 の 菌群 は そ うした環境を棲息域 と して 選ぶ こ と

で生 きることがで きる．同 じこ とは，複数の 菌が共存す

る伝統 的 な醸造 発 酵液 に もあ て は ま り，た と えば

Lactobacillvs　piantarumをは じめ とする乳酸菌群で は，

高濃度炭酸ガス要求性の 自然分離株が高い 頻度で 得られ

る こ とが知 られ て い る 6〕．こ れ らの 株は同時 にア ル ギ ニ

ン や ウ ラ シ ル 要求性を示す こ とか ら，重炭酸 の 供給に依

存す る代謝物の 中で も，カ ル バ モ イ ル リ ン 酸 の 細胞内

プ
ー

ル が 重 要な鍵 にな っ て い る と推測 され て い る．

Bringelらは最近 の 総説 7）に お い て ，乳酸菌の 中 で も特

にホ モ 発酵性 の種が高濃度炭酸 ガス 要求性 を示す傾向に

あ り，それ らはヘ テ ロ 発酵性 の 乳酸菌種ならびに酵母 な

どの 他 の微生物 との 相互作用 の 下 で増殖 して い る との 見

方を記 して い る．

　重炭酸の供給が律速になるケ
ー

ス にお い ては，環境の

pH も重要な要因に なる．なぜ な ら，炭酸の 溶解度 は大

きくpH に依存する ためで ，　 pH 　6．0 とpH 　8．0で はその 存

在量に は約 30倍の差が生 じる．したが っ て 重炭酸 の 要

求性 は高 い pH 依存性 を伴 うこ とに な る．　 StとGs の 共

培養で は，Gs の増殖に よ っ て培養液の pH は 8付近の 値

を示すが，緩衝液 を使 っ て それ を低 く抑える と，Gsは

影響を受けな い が Stの増殖は顕著に 抑制 され る （未発

表），つ まり，Gs の増殖に よっ て培養液の pH が ア ル カ

リ側に維持され て い るこ とも実質的 にStの増殖を支持

する 正 の 要因となっ て い る とい うこ とが で きる．
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　上述 した高濃度炭酸ガ ス要求性は，い くつ か の 炭酸固

定反応が律速になるためにお こ る
一次代謝面へ の影響に

基づ くもの で ある が，筆者 らは最近，高濃度炭酸ガ ス に

よっ て菌の 増殖ではな く形質に顕著な変化が認め られる

ケ
ー

ス を見い だしてい る．この ことか ら，炭酸ガス はエ ネ

ル ギ
ー代謝における必須因子 として だけで な く微生物群

集の挙動を制御する信号として も機能 して い る可能性が

考えられる，炭酸ガス濃度は生物活性の有効な指標ある こ

とか ら，微生物細 胞 に とっ て，それを検知して環境へ の

適応様式を変化 させ るこ とは理 に かな っ て い るとい える．

複合的に支えられる共生

　炭酸 ガス の 供給とい う特異性 の低い 相互作用 が介在す

るStの増殖特性には，もう
一

つ 重 要 な側面が ある，そ

れは，炭酸ガ ス 以外に も増殖を支持する要因が複数存在

し，それ らが複合的に関わ っ て い る点で ある 3）．炭酸ガ

ス の 添加 によ っ て 得 られ るStの 最大細胞収量は，　 Gs と

の 共培養 によ っ て 得られ るそれ の 10分の 1程度に とど

ま り，共培養に よっ て 成立 して い る炭酸ガ ス の供給以外

の条件 もStの 良好 な増殖 に とっ て重要で ある と考え ら

れた，そうした観点か ら行っ たこ れまで の 観察か らt   お

そ らくペ プチ ド性の 物質な どが増殖に促進的に作用する

こ とt また，逆に  増殖に抑制的に作用す る負の 要因が

取 り除かれ る こ ともStの 増殖を支持 して い る と考え ら

れてい る （図 3）．

　Stの 増殖に 影響する負の 要因の 一つ に，　 Stの増殖に

伴っ て培地 中に蓄積する 2種の 化合物 1，1−bis（31−indolyl）
ethane （BIE）および 2，2−bis（31−indolyl）indoxyl（BII）（図 4）
に よる増殖 阻害があ る s）．BIE とBIIは，　 Stが生産す る

トリプ トフ ァ ナ
ーゼ の 活性に よ っ て トリプ トフ ァ ン が分

解されて イ ン ド
ール が生成すると，それが未知の 反応に

よ っ て 重合する こ とで合成され る と考えられる．特に
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図3．Gsの 増殖によっ て 成立しStの 生育を支持す る多様な要因．
複数の 正 の 因子の 供給 と負の 因子 の 除去が 複合的 に介在する．
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　 BIE V
図 4．Stの 自己 増殖阻害物質BIE とBIIの 構造

BIE は低濃度 （7　pg！ml ）で Stの 単独増殖を完全阻害する

が，不思議なこ とに Gs とStの 共培養液中に は それ と同

程度の 濃度が蓄積 して い る．つ ま り，Gs と共存 して い

る状態で は，こ れ ら の 化合物の 激 に対する増殖阻害効

果は抑制されて い る もの と推測され る．その メ カ ニ ズ ム

に は，たとえば Gs に よ っ て 生産される 界面活性物質が

BIE を包摂す る な ど が考えられ る が，詳細は 明 ら か に

なっ て い な い ．

　 こ うした特異的な化合物に よる阻害の解除に加え，低

い 溶存酸素環境 もStの増殖 を支持する 要因に な っ て い

る．後述の ように，Stは ク ロ ス トリジウ ム に系統的に近

縁な通性嫌気性の 菌で あ り，その 単独培養には炭酸ガ ス

を添加した嫌気条件が必要 で あ る，一方，Gs と共培養

する場合は通常大気下 で も良好 に 生 育す る．こ れ は ，静

置 した培養液 の 深部が嫌気的な環境 になっ て い るた め で

あ り，それはす なわ ち．Gs に よる負の 要 因 （酸素）の

除去に よっ て い る と い える，共培養液を振盪する と Gs

は良好 に増殖す るが Stの それは顕著に抑制 される．

　 こ の ように，Stの 増殖は，（7sが増殖する こ とで 成立

する複数かつ 多面的な要因の組み合わせ に よっ て 支え ら

れ て い る，単
一

の増殖因子の 添加で は部分的 に しか補え

な い こ うしたケ
ー

ス の 場合，菌の 分離と培養に従来の 培

養法を適用する の に は限界がある，そうした問題へ の 対処

とい う点で は，筆者 らが当初 Stの増殖 因子が透 析性 で

あ る か どうかを調 べ る ため に 設計した透析培養器 （図 5）

の ような直感的な道具 の 利用性 を見直す余地があ る か も

しれない ．

高次に広がる共生体系

　筆者 らは，い わゆ る難培養性の 細菌で ある Stとその

類縁菌が どの程度環境中に分布 して い るの か とい う疑問

か ら，こ の菌群 に特異的 なDNA 配列を検出する方法を

用い て サーベ イを行 っ た．その結果，Stの 分離源である

堆肥を は じめ，土壌，家畜糞便，家畜飼料などか ら高い

頻度 で 陽性 を示す高温培養液が得 られ る こ とを見 い だ し

た 9）．さらに，家畜飼料の 中で もボ レー （ぼれ い ＝牡蛎 ；

カキ の別称）粉と呼ばれ る鳥の 餌が非常に高い 頻度で 陽

性 を示 した こ とか ら．その 原料に なっ て い る カ キ殻に つ

い て調査した．その結果，我が国の い くつ か の沿岸地域
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図 5．二 槽式透析培養器 の プ ラス チ ッ ク製 品．
　 （http：1thp．brs．nihon −u．ac．jp／、se ｛mei ！BF ）

から採取した直後の カ キ の殻か らい ずれ も高い 頻度で陽

性の培養液が得られた 1°）．そこ で ，滅菌 した カキ殻を静

岡県 ・
下 田沖の 海底に沈め 定期的に 回収する とい う計画

的な調査を実施した とこ ろ，2−3ヶ月以降に採取 した カ

キ殻の すべ て が陽性を示す とい う結果を得た 1°）．こ れ ら

の 観察か ら，Stと類縁菌は海水中に も存在 し，カ キ殻な

どの 貝殻 の 表面に付着す る性質をも っ て い る こ とが明ら

かになっ たが，好熱性でか つ 高い 塩濃度 を好まない よう

な菌がなぜ海か ら分離されるの か，などの 疑問は残 され

た ままで あ る．

　昨今，固体表面におけ る微生物の動態が浮遊状態にお

けるそれ とは大きく異な っ て い るとい うこ とが，バ イオ

フ ィ ル ム に関する研究を中心 と して 認識され は じめ て い

る．Stの 生育は，筆者 らが実施 した実験室 での 培養条件

で は Gs との 二 者混合培養に よっ て支持されたが，自然

環境中で の 支持基盤がそれ と同じとは限らない ．む しろ

異な っ て い ると考える方が 自然 で あ り，た とえばカキ殻

の物性がそれ に置き換わる役割を果た して い る 可能性も

考え られ る，こ れ まで の 知見をその まま当て はめ る と，

カキ殻 の表面は炭酸が豊富な こ とや種 々 の 物質を吸着す

る性質があ る こ と などか らStの 生育に適した環境に な っ

て い る と考え るこ とが で きるが，本当 の 理 由は不明 で あ

る，い ずれ に しろ，微生物の 動態と相互関係を考える上

で，上述の ような複雑な物質の や りと りに加えて，固体

へ の 吸着をは じ め とする 生育環境の 物理的な側面も考慮

に 入れ る 必要が ある こ とは間違い ない ．

　Stが築 く共生体系に関す る考察は，さ らに時間軸方向

に も広 が りをみ せ て い る．シ ン ビオ バ ク テ リ ウ ム 属 の 分

類学的な位置は新奇で，その た め に長年にわたっ てその

系統進化に 関する明確な説明がなされ て い なか っ た ．し

か し，最近，全ゲ ノ ム 情報に基 づ い た系統解析に よ っ て

ク ロ ス トリジ ア 科に 属す る とい う結論が出 された 11）．

GC 含量が高い （68．7％）Stは，
一
時グ ラム 陽性の 高GC

群 で あ る ア ク チ ノ バ ク テ リ ア に属する とされ た が ，こ の

菌が保有する タ ンパ ク 質は その 多 くがク ロ ス トリジァ
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の それ に 近縁で あっ た．最近，シ ン ビオバ ク テ リ ウ ム 属

に由来する 16S　 RNA 遺伝子配列が汚泥や水田土壌 な ど

に おける嫌気性の 群集構造の 中に見い だ され る とする報

告 12・13）が相次い で い る こ とも，この 菌の ク ロ ス トリジ ァ

として の性状を暗示して い る．

　こ の ク ロ ス トリ ジア として の進化の 過程に おい て ，St

はその ゲ ノ ム か ら上述の カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ドラ
ーゼ遺

伝子を脱落させ た と推測され て い る 11）．なぜ なら，近縁

の ク ロ ス トリ ジ ア に属 する細菌は い ずれ も同 じ型 の カ ル

ボニ ッ ク ア ン ヒ ドラ
ーゼを有 して お り，共通祖先もそれ

を持 っ て い た と考えられ る か らで ある．∫tは独自の 進化

の過程で この 酵素遺伝子を保持する必要が な くな り，結

果としてそれ を失っ た可能性が 高い ．こ の よ うに TSt の

ゲ ノ ム情報に は独 自の 環境適応を通して他の ク ロ ス トリ

ジア とは異な る 進化を遂げた 歴史が 反映さ れ て い る は ず

で あり，そこ か ら こ の菌が示す共生菌 として の特質をさ

らに明らかにで きる可能性がある．

おわ りに〜広がる共生の概念

　実用生産に おける微生物相互作用をおもな課題 とした

本シ リ
ーズ に，生産に は直接関係 しない 微生物の話を取

り上 げて頂い た理由は，特定の菌の ユ ニ ーク な特性に こ

だわ り続け，そ こ か ら微生物間の 相互作用に関する洞察

を深め ようとする よ うな研究も，生産 に利用され る微生

物群集の 理解 に多少は役に 立 つ 部分がある か もしれ な

い ，とい うお考えか らで ある と推察 して い る．

　DNA を手が か りとする研究手法が まだなか っ た発見

当初，Gs との 共培養iで しか生育で きない ように 見えた

Stは，動物細胞内に共生す る菌な どと同様に，そ の 生育

を宿主 （支持菌）に 100％ 依存する絶対共生菌で ある と

考えられた．しか し，PCR 法の 発達に よ っ て増殖度を

DNA 量 として定量で きる ように なると，低 い レ ベ ル の

増殖も観測で きる ように な り，そ こ か ら徐 々 に本稿 に 概

説 した よ うな性質が解き明か されて い っ た．

　こ の ように して，細胞収量は低い なが らも純粋培養で

きる よ うに な っ た こ と を学会で報告する と，一時よ く「そ

れでは こ の 菌は共生菌で は なくなっ た （なか っ た）の で

すね」とい うコ メ ン トを頂戴 した こ とがあ っ た，こ こ で

あえて強調する 必要は ない と思わ れ る が ，それ は狭い 視

野で の 解釈であ り，Stは特異性 の 低い 相互作用を含む広

い 意味 で の 共生 に依存する菌で ある と考えるべ きで あ

る．そ うした意味で は，実験室で単独増殖する「普通 の 菌」

も，環境中では皆なんらかの 相互関係の 中で生育して い る

点でや は り「共生菌」で ある （英語で は こ うした広い 意味

で の 共生 に commensalism な どの 単語を充て，　 symbiosis

や syntrophism と区別 して い る ；日本語で も的確な用語

設定が必要で ある〉．しか し，高 い 細胞濃度に まで 純粋
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培養で きて しま う菌は，そうした相互作用を解明する た

め の 材料にはな りに くい ．それ に対し，共培養に明確な

依存性 を示 したStは，相互作用 の
一

つ
一

つ を追求す る

に 当た っ て の格好の題材で あ っ た とい うこ とが で きる．

　3tの 研究を通じて筆者らは
T それぞれ の 相互作用に介

在する具体的な要因が明らか になる と，それ が 生態学と

系統進化学そ して ゲ ノ ム科学を巻き込み なが ら巨大な共

生体系の 理解へ と発展する可能性を実感した，今日T 個

別 の ゲ ノ ム に加え，多様な環境試料の メ タ ゲ ノ ム情報を

さまざまな角度か ら分析する手段が革新的な進歩を遂げ

て い る 14｝．微生物相互作用に 関する分子生物学と生態学

な ら び に ゲ ノ ム科学の 融合は，こ れ まで に な い 勢い で微

生物群集の あり様 を解き明かすと期待され る．

　本稿 を，岩手県上 閉伊郡大槌 町 の 有 限会社 ・遠藤水産な ら

び に関 係の 皆様 に捧 げ ます．原 稿執筆中に突如お そ っ た大 震

災 に よ る津波 は，皆 様 か ら あ らゆ る もの を 奪い ま した．今な

お 行方不 明の 社主 ・遠藤栄喜 さ ん 美智 子 さん ご 夫妻は，研 究

室 の 卒 業 生 ・遠 藤幸 喜 看 の ご 両 親 で あ り，豊 か で 厳 しい 三 陸

の 自然 に 向き合 うこ と で 長 年 に わ た り我 が 国 の 食卓を 攴え て

こ られ ま した．本文記載の 探索の た め に新鮮 な カ キ殻 が欲 し

い とお 願 い した とこ ろ，巨大 な発 泡 ス チ ロ ール に溢 れ ん ば か

りの 生 きた カ キ と魚介類 が送 ら れ て きて，皆 で 大騒 ぎ し た こ

と が あ りま し た．た だで 頂戴す る わ けに は い か な い と申 し L

げたとこ ろ，「そ ン なン ，い ン らね エ よ オ 」と実 にあたたか な …

陸 な ま りが返 っ て きた こ とを よ く覚 えて い ます．私た ちは，皆

様を思 い 続けながら研究 に
一

層邁進い た します．
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