
































































ペcinetobacter属細菌はそれぞれ69株と68株が

単離され，調査期間を通じてコンスタントに

検出された。これに対して，的brio属細菌は非

常に少なく， 2株が単離されたのみであった。

残りの165株は単離後に死滅したため，同定が

不可能であった。

珪藻溶解性細菌のスクリーニング

簡易同定を行った 462株の従属栄養細菌に

ついてS.costatum NTES・324株に対する溶解活

性を調べたところ， 1990年 2月 13日に定点 22

の底層水から単離された l株 (A5Y株) のみ

が強い溶解活性を示した。開株はオレンジ色

の菌体色素を持ち滑走運動を行う長梓菌で，

HPLC法 (Katayama-Fujimuraet al.， 1984)によ

って求めたG+C含量が32.7%であることから，

Cytophaga属 と同定された (Table3・3)。一方，

3株の Flavobacterium 属細菌と l株の

Alteromonas属細菌がS.coslalumの増殖をやや

抑制する活性を示したが，顕微鏡下で観策し

たところ，これらの単離菌は S.coslatumの細

胞を溶解していなかった。

また， Cytophaga sp A5Y抹の宿主特異性を調

べたところ， 3稲 4株の珪藻及びラフィド糠の

C. antiquaを溶解したが，珪藻C.didymum及び

禍鞭毛藻 G.mikimotoiを溶解できなかった

(Table 3-4)。

考察

本研究において1989"'1990年に定点を設定

した有明海福岡県沿岸海域は，有明ffiiの最奥

部，筑後川の河口付近に位置し，筑後川を通

じて栄養塩が豊富に供給される，極めて富栄

養化した海域である。一般に，海域の汚濁 ・

富栄養化の進行に伴って，的brio属細菌の比率

が減少し， Acinetobacter竺Moraxella属細菌が増

Tllble3・3Some taxonomical charoctenstics of Cyrophaga 
sp. A5Y. 

Grllm-stain 
MOlllity Gliding 
Shal児 Longrod 
SIZe (μm) 0.5 

x5-8 
Flagellum 
Colony ∞lor Orangc 
OF-test 
DNAse + 
Oxidase 
G+C ratio 32.7 

Toble 3-4 Host spccificity of Cytopltaga sp. A5Y. 

Ske/etollema costatllm NIES-324 +

+

+

 

S. costatlml 
Tha/assiωira sp. 
Clraetoceros di.のmlUm
Dity/um briglttwellIl 
Clrattonelfa allliqlla NIES・l
GInmodinium mikimotoi G303・AX2

+
一
+

加するとされている(lshidaand Kadot8， 1974， 

1975 ;石田， 1982; Slumidu el al.， 1987)。本

調査においても， AcinelobacterとMor，ぽ ella属細

菌が調査期間を通じて検出されたのに対し，

Vibrio属細菌は極めて少なかったのが特徴的

であった。しかしながら，Acinetobacler属と

Moraxella属細菌の比率は， S. costalumのプルー

ムの消長に関連した変動を示さなかったこと

から，これらの属の細菌は珪藻赤潮に依存し

た生態を持っていないと考えられる。

細菌相の変化として，もう一つの特徴的で

あったのは， S. costatumの小規模なフツレームの

発生時に， F/avobaclerium属細菌の比率がプ/レ

ーム発生以前と比べ明らかに上昇し，最高60%

まで達したことであった。 このことは，同属

の細菌が珪穣赤潮に依存した生態を持つ可能

性を示唆している。 Sieburth(1968)は，ナヲ

ガンセット湾において，植物プランクトンと
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海洋細菌相の季節変動を調べ，やはり珪糠の

プノレームとFlaνobacterium属細菌との聞に相関

関係が見られたと報告している。また，珪藻

とFlavobacterittm属細菌が，互いの代謝産物を

利用し合って増殖するという報告もなされて

いる(Riquelmeel al.， 1988)。珪糠赤潮の発

生時には，同属の細菌が珪穫の代謝産物を利

用して増殖してくる結果，優占種となってい

るのではないかと推察される。しかしながら，

単離された円ωobacterium属細菌204株がいず

れもS.costatumに対する溶解活性を示さなか

ったことから，現場において発生していたs.

costatumのブルームの消滅に，同属の細菌は関

与していなかったと考えられる。

珪穣溶解性細菌のスクリーニングという点

では， 1989"'1990年における収穫は極めて少

なく，簡易同定を行った 462株の従属栄養細

菌中，強い珪藻溶解活性を示したのは l株

(Cytophaga sp. A5Y株)のみであった。しかし

ながら，このことから直ちに，現場海域に珪

穣溶解性細菌がほとんど存在していない，と

結論づけることはできない。従属栄養細菌の

分離に用いた STI0'!培地が，珪藻溶解性細菌

の増殖に適していなかったために，これらを

検出できなかった可能性も考えられる。珪藻

溶解性細菌の現存量については，これらの細

菌をその溶解活性によって検出できるバイオ

アッセイ法を用いて，さらに詳しく調査する

必要があると考え，第 2節において検討を行

った。

第2節 有明海における珪藻溶解性

細菌の現存量とその季節変

動

緒 言

微細藻類溶解性細菌をその溶解活性によっ

て検出 ・計数するためのバイオアッセイ法と

しては， MPN法と重層寒天平板法がよく用い

られている。 このうち，第 2章第 l節におい

ても用いた重層寒天平版法は，宿主に用いる

微細部類が軟寒天中で良好な増殖を示す場合

にのみ適用できるため，寒天中で生育できな

いラフィド穣 C.antiquaや渦鞭毛穣 G.

mikimotoiを宿主に選んだ場合には， MPN法が

主に用いられている(今井， 1992; Yoshlnaga et 

a/.， 1995b)。珪糠については，軟寒天中でも

増殖可能な株が存在するため，どちらの方法

も適用可能である。しかしながら，同一試水

について，両者の方法によって珪藻溶解性細

菌数を求めると，重層寒天平板法の方が MPN

法よりも常に高い計数値が得られることがわ

かっている(満谷， 1992)。そこで，本節に

おいては，軟寒天中で良好な増殖を示す珪漉s.

coslatllm NIES・324株を宿主に用いた重層寒天

平板法によって，有明海沿岸海域に分布する

珪藻溶解性微生物の現存量を把握し，その季

節変動と珪部赤潮の消長との関連性を明らか

にしようとした。

材料及び方法

定点及び保水

福岡県有明海地先に3定点 (Fig.3・1)を定め，

その表層及び底層(海底より 1m上層)の2層か

ら採水を行った。調査は， 1992年から 1994年

の冬季並びに1994年の夏季から 1995年の冬季
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RFLPパターンにより 7グループに分けられ，

1992年 1月に単離した 5株のうち A13株を除

く4株 (All，A12， A14及びA15味)，円92

年 1月と 2月に単離された 2株 (A13株と A16

株)， 1994年 11月に単離した 4株(A32，A35， 

A37及びA38抹)及び 1995年 1月に単離した

3抹 (A47，A50及びA51株)は，それぞれ同

一の RFLPパターンを示し 1つのクラスター

を形成することを明らかにした。この結果は，

簡易同定により同属とされたS.coslalum溶解

性細菌問においても，単離した時期によって

優占種の交代が起こっている可能性を示唆し

ている。有明海沿岸海域には，極めて多様なs.

coslalum溶解性細菌が存在しているものと考

えられる。

吉永ら(1995b) は，広島湾において H.

akashiwo赤潮の発生時及びその前後に， MPN 

法によってH.akashiwoに対する殺糠性細菌の

優占種を単離し，それらを 16SrRNA遺伝子

(16SrDNA)の R孔 P(制限酵素処理断片長多

型)解析によってグループ分けした結果，海

水中にはかなり多様な H.akashiwo殺藻性細菌

群が存在していたが， H. akashiwo赤潮の消滅

時には，特定の殺漠性細菌群が優占していた

と述べている。本調査においても S.Coslalum 

を主要構成種とする珪藻赤潮の発生初期段階

に当たる 1994年 8月 22日には，同一形状の

プラークのみが圧倒的に優占していた。また

これらのプラークから単離された 4株の

Alleromonas属細菌は，分類学的性状が調べた

範囲で同一である (Table3・6)のみならず，こ

れらの 16SrDNAの制限酵素Hae田による切断

断片の RFLPパターンが同一であった(芝ら，

pcrsonal communication)。 この結果は， s. 

coslatumを主要構成種とする赤潮の発生初期

段階に当たる 8月 22日には，分類学的に近縁

なAlleromonas属細菌群が 104pfu!mlの高密度
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まで増加し，S. coslalllm溶解性細菌群の中で優

占していたことを意味する。一方， S. COSlalum 

赤潮の非発生時に当たる秋季から冬季にかけ

ては Cylophaga属細菌が多く単離されたもの

の，極端に優占することはなく，多様な ε
costalum溶解性細菌が 102pfu/ml以下の低密度

で存在していた。S.coslatllmを主要構成積とす

る赤潮の発生初期段階には，有明海沿岸海水

中に存在している多様なS.COSlalum溶解性細

菌群の中から，何らかの理由により特定の

Alleromonas細菌群のみが選択的に増加して優

占稲となっていた可能性が考えられる。

珪漠赤潮発生時に選択的に増加してくる細

菌群が，どのような条件によって決まってい

るのかについては，まだ得られている情報が

少なく，現時点では明らかではない。本調査

においてS.coslalumを主要構成種とする赤潮

の発生初期段階に優占していたAlteromonas属

細菌と非発生時に多く単離された Cylophaga

属細菌では，いずれも単離の際に宿主に用い

たS.costalωw を含む Coscinodiscineae亜目

Coscinodiscaceae科の珪穣に対してのみなら

ず，他亜自の珪藻やラフィド糠C.anliquaを溶

解するなど，琵琶湖や諏訪湖から単離された

藍糠溶解性細菌と比較すると宿主特異性が低

く，また両者の宿主域に明障な違いは見られ

なかった (Tables3・8and 3・9)。従って，優占

する細菌群が宿主特異性の高さや違いによっ

て決まっているとは考えにくい。宿主に対す

る溶解活性の強さや，宿主が増殖に伴って細

胞外に放出する有機物 (EOM) を基質とした

ときの増殖速度の速さなど宿主との相互関係

に関わる要因や，周囲の環境要因など，様々

な条件が優占種の選択に影響を及ぼしている

のではないかと推察される。今後，これらの

点についてさらに検討を進めていかねばなら

ないが，そのためには，有明海における主要

なs.cos仰lum 溶解性細菌と考えられる

Alteromonas肱細菌と Cylophaga属細菌の現場

における挙動をより詳細に検討する必要があ

る。そのためには，両者を別々に検出できる

方法，たとえば蛍光抗体や DNAプローブを用

いた検出法の早急な開発が望まれる。また，

有明海において赤潮を形成するS.cosalllm以

外の珪糠に対する溶解性微生物群についても

調査を行い，S. coslalum溶解性細菌群との違い

や，これらの相互関係についても検討する必

要があるだろう。

第3節 単離した珪藻溶解性細菌の

示す珪藻溶解の作用機作

緒言

細菌が赤潮部類を溶解もしくは殺模する作

用機作については，細菌が宿主に接触して直

接攻撃を行う場合 (Imaiel al.， 1993;坂田，

1994 ; lmai el al.， 1995) と，宿主との接触を

必要とせず，細菌の代謝産物によって溶解・

殺穫が起こる場合(竹内ら， 1992;深見と西

島， 1994; Yoshioaga et al.， 1995; lmai et al.， 

1995 ;坂田， 1995) の 2通りが観察されてい

る。しかしながら，これらの作用機作につい

ては，各海域から単離された代表的な菌株 l

株についてのみ検討が行われている場合がほ

とんどであり，同一海域から得られ，簡易同

定により閉じ属に分類された複数の単離抹に

ついて検討が行われた例は極めて少ない(Imai

el al.， 1995)ため，報告されている機作が，

それぞれの海域に生息する溶解性・殺藻性細

菌の示す一般的な作用機作であるかどうか

は，明らかではない。

本節では，多くの単離抹が得られており，

有明海沿岸海域における主要な S.coslalllm溶
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解性細菌であると考えられる Alteromonas属細

菌と Cylophaga属細菌について， S. costatllm 

NIES-324株に対する溶解の作用機作を調べる

と共に，同属の細菌問で作用機作に多横性が

見られるかどうかについても検討を行った。

材料及び方法

珪藻溶解性細菌及びその前培養

S. coslalllm NIES・324抹を宿主とした重層寒

天平板法によって単離された珪藻溶解性細菌

のうちのlophaga属と簡易同定された 16株に

従属栄養細菌群から単離されたのlophagasp. 

A5Y株を加えた 17株，及び 1994年夏季 (7

月と 8月)に単離され， Alleromonas属と簡易

同定された 6株を，それぞれ試験に用いた。

これらを 0.1%カシトン及び 0.05%酵母エキス

を添加した改変 SWM-III培地で対数増殖期ま

で培養し，その菌液を 2mlづっセラムチュー

プに分注し，ー80
0
Cのディープフリーザー内で

凍結保存した。試験毎にその i本を流水にさ

らして速やかに解凍したのち，同培地20m!を

300m/容の三角フラスコに入れたものに接種

し，前々培養とした。対数増殖期後期まで培

養したのち， 50mlの同培地を 300011容の三角

フラスコに入れたものに， 660nmにおける濁度

が0.01となるように植え継ぎ，前培養とした。

いずれも， 250Cの恒温室内で旋回培養

(200叩m)を行った。

宿主珪藻及びその前培養

宿主穣として無菌培養の珪糠S.costalum 

NIES・324株を用いた。50011の改変SWM・m培地

を入れた100m/:容の三角フラスコにS.cosla(1仰

を接種した。これを150Cのインキュベーター

(日本医科器械製， LH・200・RD)中で35μE.m九 1



密度は， DAPI染色法 (Po巾加dFreig， 1980) 

に従い，落射蛍光顕微鏡下で直接計数した。

胞が溶解される過程を観察した。(l 2L~ 12D) の白色光を照射しながら培養した。(l2L:12D)の白色光を照射しながらi週間静置

培養 した。

二者培養液中に含まれる珪藻溶解活性の検出

(1)珪藻溶解性物質の分画

二者培養液の分画は，Fig.3・9に示す手順に

従って行った。珪藻溶解性細菌をS.coslalum 

NIES・324抹と二者培養し，珪離の細胞密度を2

権触の必要性の検討

細菌がS.coslatumを溶解する際に，珪藻細

胞との接触が必要条件なのかどうかを確かめ

るために行った実験の概要を Fig.3・8に示す。

ガス滅菌済の 6ウエノレマノレチプレートの 3

個のウェノレに，孔径 0.4μmのタンパク低吸着

培養 2日目に，前培養 した珪糠溶解性細菌の

培養液を改変 SWM・II1:培地で適当に希釈した

のち，細菌の初期密度が 1x 104cells/mlとなるよ

う接種し，二者培養を行った。

珪藻の溶解過程の顕微鏡観察

二者培養液を微分干渉顕微鏡 (Nikon社，

OPTIPHOT・2)下で直接検鏡し， S. coslatum細

二者培養

前培養 した対数増殖期の S.coslatum NIES・

324抹を，50mlの改変 SWM-III培地を 100ml

容の PPキャ ップ付三角フラスコにいれたもの

に初期密度が 1x 1 O~ cells/mlとなるよう接種し，

150Cのインキュベーター中で 35μE.m九・l
日毎に計数すると共に，微分干渉顕微鏡(Nikon

社，OPTIPHOT・2)を用いて珪藻細胞の溶解を観

察した。珪藻の細胞密度が細菌を接種しない

対照区と比べ顕著に低くなり，かっ顕微鏡観

察によって珪藻細胞がほぼ完全に溶解された

ことが確認された時点で二者培養液を集め，

グラスファイパーフィノレター(Wba凶組社，

GF/C)を用いて吸引ろ過し， 珪糠の細胞やそ

の残骸を取り除いた。このろ液を孔径 0.2μm

のメンプレンフィノレター (AdvalltecToyo社)

性透明バイオポア CMメンプレンを底部に装

着した直径 30mmのミリセノレ(MILLIPORE社)

を置いた。ミリセルの外側(区画 0，E及び F)

には 2mlの改変 SWM-ITI培地を入れ，

/レの内側 (区画A，B及びC)には，対数増殖

期のS.costalum NIES・324株の培養液を改変

培地で希釈して細胞密度を

1.67x 1 05回 llslmlに調整したものを 3m!入れた。

このときS.coslatumは， ミリセノレ内外の液量

の合計5m!に対して 1x 1 05 cells/mJの細胞密度と

ミリセ

SWM-Ill 

i I ' I 11 I .'1 
|除努~~ IP~>~泊、 |

~ : þ"戸~;

を用いて無菌ろ過した。ろ液の 40mlを，限外

ろ過フィノレター(アミコン社1 YM・10:分画分

i万)を用い，窒素ガスで加圧 (3.5kg/cm2)

しながら限外ろ過し，分子量 l万以上と l万

未満の 2画分に分けた。分子量 l万以上の画

分は，液量が 2ml程度になるまで濃縮したの

ち，改変 SW M・III培地で 4mlにメスアップし

た。以上の操作は 5'tで行った。限外ろ過フィ

ノレターを通過した分子量 l万未満の函分は，

回収したのちその 36mlを取って，塩酸で pH

子

このマルチプレートを 15
0Cのインキュ

ベーター中で35μE.m.2.s.1(l2L:12D)の白色光

を照射しながら 10日間培養した。

培養 10日目に，珪穣溶解性細菌の接種を行

った。前培養しておいた細菌の対数増殖期の

培養液を改変 SWM・III培地で希釈し，細胞密

度を 1x 106 cells/mlに調整した。ウエノレのひとつ

を試験区とし，ミリセノレの外側(区画 F)に希

釈した細菌培養液を 0.05ml接種した。このと

き細菌は， ミリセノレ内外の液量の合計 5mlに

なる。

Not inoculated 
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を2.5に調整した。これを特級酢酸エチノレ 15m!

で抽出する操作を 3回繰り返した。酢酸エチ

ノレ可溶性画分をすべて回収し，エパポレータ

ー (東京理化機械社， Typc N-N)を用いて，

400C，減圧の条件下で完全に蒸留した。残さ

を3.6m!の改変 SWM-IIl培地に溶解した。

対して lxl04ωlIs/m!の細胞密度となる。もう i

個のウエノレでは，ミリセルの内側(区画 B)に

希釈した細菌培養液を 0.05m!接種し，細菌を

接種した対照区とした。残り l個のウェルを，

細菌を接種しない対照区とした。これをイン

キュベーター中でさらに 7日間培養したのち，

珪藻及び珪藻溶解性細菌の細胞密度を測定し

た。珪藻の細胞密度は，微分干渉顕微鏡下で

直接計数した。また，珪藻溶解性細菌の細胞

Flg. 3-8 Scheme of the experimenl to detemine山eexistence of the nωessity of cell-to・celJcontacl of diatom阻 dbacleriwn 
for the lysis of thc diatom.百1TCCpieces ofMILLICELL (MILLIPORE Ild.) were set in the 3 wells ofmu1ti well plale， 
res戸ctively.Inside ofMILICELL (∞m凹巾nentsA. B and C) was filled叩th3mJ of di1uted cu1ture (ωU density was 
167x1OS'印 JJslm乃ofSkelelollema cosωlum NIES-324. Outside ofMILUCELL (∞m戸出nenlsD. E佃 dF) was [U]ed 
with 2ml of modified SWM.ID mediwn. M叫tiwel1 plate was incubated at 15・Cundぽ the(]uorescent 1ump of 
35μE.m・2'S'1(12L: 120). A1ler 10也ysof incubation， 50μlofdilutedαuture of diatom 1ytic bactcriwn (田11densi砂川S
10'回 llslm/)w悩 addedto S. costatum c凶turein inside of MILLICELL (∞m戸 市 町nlB) and 10 m叫ifiedSWM-m 
mediwn in ouωide ofル乱LlCELL(com仰向田ntF). respectively. A1ler 18days of incubation (after 8白ysfrom the 
inoculation of bacleriwn). cell densilies of S. costatl/m in components A. B， and C飢 ddialom 1戸icbacteriwn in 
compartmenls B， C， E and F wer芭delenninedby direcl counting. 

Multi well plate (6 well) 
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250μI 

+ 
250μI 

Control 

co回 cultureof Skeletonema coslatum NIES-324 

with diatom Iytic bacterium 

仁「白印仙伽山i愉加ω釘凶削a叩tionw叩川州山…i託油伽t出川ha

filtration w叩it白ha 0.2μm membrane filter 

40ml of filtrate 

卜U山 ation

molecular weight > 10000 molecular weight <10000 

36m! of filtrate 
concentrated up to about 
2m! by ultrafiltration 

diluted to 4ml by modified 
SWM-III medium 

Fraction A 

250μI 125111 50μI 250μ1 125μI 

+ + + + + 

0μI 125μI 200μI 0μI 125μI 

+ + + + + 
250μI 250μI 250μI 250μI 250μI 

)(5 )(2，5 )(1 )(5 )(2.5 

adj ust pH to 2・3with HCl 

extracted with ethyl acetate 
three times 

evaporated to dryness under 
reduced pressure at 400C 

dissolved in 3.6m! of 

modified SWM-III medium 

Fraction B 

50μI 

+ 
200μI~ mod耐 SWM-IIImedium 

+ 
250μI ~ ~~，:t:d_ :u.lt~e .o_f~S. ~~sω111m 

N1ES-324 (2xlOSceIVml) 

刈~ concentration facter oflytic 
material in each fraction against 
that in original co・c凶 uresuid 

incubated at 150C under the fluorescent lump of 35μE'm，2・5，1(12L:12D) for 7 day5 

Fig. 3・9Procedぽeofthe fractionatiOl1 oflytic material in co-cu1turc Ouid白
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-圃圃・・・・

Fig.3・10Epifluore鈴制民micrographsof Alleromollas sp. A28 atlacking SkelelQnema coslalum N1ES・324.B創=10μm・

八 Partiallylyzed cells of S. cos附 umobserved Wlder blue-ltght excitation Note that auto-fluore鈴右Ilceof cWoroplasts 
IS W伺 k

Bηle鎚medlatom cells as in A and attached bacterial cells 011 thc surface of Ulem observed wlder UV・hght
excll.at10n. 

(2)珪藻溶解活性の確認

対数増殖期のS.coslalum NIES-324株の培養

液を改変 SWM-III培地で希釈し，細胞密度を

2x 10scells/mlに調整した。これをガス滅菌済の

48ウェノレマルチプレートの 14個のウエノレに，

0.25mlづづ分注した。対照区としては，改変

2本立てとした このマルチプレートを 15'C，

35μEm九.1(l2L:12D)のインキュベーター(日

本医科器械製， LH・200・RD)に入れ，培養 7

日目に， S. coslalumの細胞密度を微分干渉顕微

鏡下で直接計数した。

SWM・nr培地を 0.25ml加え，合計の液量を 結果

0.5mlとした。分子量 1万以上の画分 (Fraction

A)では， S. coslalumの希釈培養液に， (1)の 珪藻の溶解過程の特徴

操作によって元の二者培養液に対して 10倍濃 6株のAIleromonas属細菌をそれぞれs.

度に濃縮した画分を 0.251111(5倍濃度区)， cosωlum NIES・324株と二者培養し，珪藻の溶

0.12501.1 (2.5倍濃度区)及び0.05ml(1倍濃度 解の様チを顕微鏡観察したところ，細菌が鞭

区)づっそれぞれ加え，さらに改変 SWM-III 毛運動によって遊泳し，健康なS.cosla/umの

培地を加えて合計の液量を O.5mlとした。分子 殻の外側に付着したり陥れたりする様子が観

赴 l万以上かつ酢酸エチ/レ可溶性の画分

(Fraction B)では， (りの操作によって元の二

者情養液に対して 10倍濃度に濃縮した画分を

0.251111 (5倍濃度区)， 0.125ml (2.5倍濃度区)

及び O.05ml(1 倍濃度区)づっそれぞれ加え，

さらに改変 SWM・III培地を加えて合計の液量

を0.5mlとした。対照区及びいずれの濃度区に

おいてt，1試料につき 2個のウエノレを使用し，
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察された。s.cos的/umの溶解が始まると，細菌

が多数付おしたScos/alumの細胞 (Fig.3・10)

が観察された。これら細菌が付者した細胞の

内容物は徐々に溶解されてゆき，溶解終了時

には，ほぽ全ての S.cos/alum細胞の内容物が

ごく 部を残して消失していた。

17株のι)l/ophaga属細菌については，次の 2

通りの溶解過程が観察された。-Jjは，s.



cos伺似mの溶解が始まると，二者培養液中にプ

ロトプラストが多数出現してくるというもの

である。また，S. costa似m の上殻と下殻の継ぎ

目がはずれ，そこからプロトプラストが膨出

したことを示すような例もしばしば観察され

た (Fig.3・11)。さらに培養を続けると，プロ

トプラストも完全に溶解・消失した。もう一

方は，A lteromonas属細菌で見られた過程と同

様に s.cosωlumの殻はそのままで細胞内容

物がごく一部を残して消失する (Fig.3・12) と

いうものである。17株中， A5Y， Al1， A13， 

A14及びA20の5株については前者の過程の

みが， A15， A16， A37， A43， A47， A50及び

A51の7株については後者の過程のみが，A12，

A17， A32， A35及びA38の5株については両

方の溶解過程が同時に観察された。なお，こ

れらの Cytophaga属細菌については，単独の細

胞がその先端部分でS.costatumの細胞やプロ

卜プラストに付着している場合はしばしば観

察されたものの，琵琶湖から単離された

Lysobacter sp. LB・1株で見られたような顕著な

塊 (Fig.2-2l)は観察されなかった。

珪藻細胞への接触の必要性

Alteromonas属細菌 6株について，細菌が珪

藻細胞に接触することがその溶解を引き起こ

すための必要条件なのかどうかを調べた結果

をFig.3・13に示す。細菌と s.cos臼白lInの双方

をミリセノレの内側(区画 B)に接種した陽性対

照区においては，珪藻は，いずれの細菌を接

種した場合にも細菌接種後 8日目までに溶解

され，細菌の細胞密度は 107，...._108cells/llllに達

していた。ミリセノレの外側(区画F)に細菌を

接種した試験区においても，細菌接種後 8日

目までにミリセノレの内側(区画C)の珪藻の溶

解が認められ，ミリセノレの外側(区画F)の細

菌は 107叩 lls/mlの細胞密度まで増殖していた。
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Fig. 3・11 Microscopic observation o[ the protruded 

proωplast of SkelelOllema coslalllm NTES-324 lyzed 
by Cylophaga sp. A5Y. Bar=20μtll 

Fig.3・12Microぉopicobscrvation o[ the vacant cells of 

Skeletollema coslatum NJES・324 Iyzed by 

Cylophaga sp. A15. Bar=20f.lm. 

なお，区画Eに細菌接種後 8日目においても

細菌の侵入が認められなかったことから，

Alteromonas属細菌6株は，し、ずれもS.coslalum 

の細胞に接触することなくこれを溶解できる

ことが確かめられた。

なお，Cytophaga属細菌については，珪務が

溶解される以前に細菌がメンプレンフィノレタ

ーを通過して隣の区画に侵入してしまうため

に，結果が得られなかった。
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Flg.3・13Lysis of Skeletonema costatum NIES-324 in MILLICELL (∞mpartment C) separated by membrane filter (pore 

s包e，O.4μm)from the outside (∞mpartment F)， in which diatom 1戸icAlteromonas sp. was inωulated. White bar 

indicates the民 11number of S. cosωtum in MILLICELL (∞m仰向n叩 tsA，B組 dC) afier 18 days of incubation (after 8 

days from the inoculation of diatom 1戸icAlteromonas sp. to com戸rtm叩 tsB佃 dF). Black bar indicates the cell 

n凶~ber of Alteromonas sp. in inside (compartments B加 dC)加 doutside (compartments E and F) of MlLLICELL 

afier 8days from the inoculation. See Fig. 3-8 about the scheme of山isexpe巾nent.ND; not detected 
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(Imaielal.， 1993)。鹿児島湾沿岸海水から単

離された滑走細菌Saprosplrasp. SS9ト40株は，

珪務 Chaelocerosceralosporumとの二者培養ろ

液中に殺護活性が認められなかったと報告さ

れている(坂田， 1994)。広島湾から単離さ

れたAlleromonas属細菌S株と R株は，それら

の細菌がC.antiquaを完全に溶解した時点で集

めた二者培養ろ液がC.anliquaに対する殺藻効

果を持たなかったと報告されている(Imaiel 

al.， 1995)。これらの細菌は，いずれも前者

の作用機作を持つのではないかと考えられ

る。従って，これらの細菌の産生する殺藻性

A27 
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物質はいずれも特定されていなし、。

一方，餌料用珪糠の培養槽から単離された

Pseudomonas Sp. T827/2B株は，細胞外に排出し

たタンパク分解酵素様の物質によって珪穣

Thalassiosira pselldonannaを溶解すると報告さ

1978)。三重県

Fig. 3・15Lysis of Skeletollema costalllm NIES・324by 
Iytic material excreted in co-culture fl凶d.Co・culture
Ouid of S. costalllm叫thdiatom Iytic Alteronrollas 
sp. was∞Ilected afler diatom was∞mpletely lyzed 
Ilnd fractionated according to the procedure 
presented in Fig. 3・9.81llck bar indicates the cell 
numbcr of S. costatum cultivated明theach [raction 
afler 7days of incubation. Each value indicates ule 
averagc of the duplicates. 
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ニ者培裳;夜に含まれる珪藻溶解活性

バIleromonas属細菌については， 1994年夏季

に単離された6抹のうちA25とA27の2株を，

Cylophaga属細菌については，重層寒天平板法

によって単賊された 16株のうち A50とA51

株を除く 14抹に，従属栄養細菌群から単離さ

れた A5Y株を加えた計 15抹を，それぞれs.
株と二者培養した。

coslatumが溶解された時点で，それらの培養ろ

液を集め，分子量 1万以上の画分 (FractionA) 

S. costalum NIES・324

16 d・yculω陀

10' 

e
 

r
 

u
 

t
 

-u
 

，
L-
v'
 --

d
u
 

勾，
.

-
B
 

V
 ，
 

白

M.・・
10' 

10' 

及び分子量 1万未満かつ酢酸エチノレ可溶性の

画分 (FractionB)に分けてそれぞれ濃縮し，

それぞれの画分に珪秘溶解活性が含まれてい

るかどうかlこついて検討した。

まず対照として，改変 SWM-1lI培地と培養

12及び 16日目の S.coslalwn NJES・324

五ヶ所湾から単離されたA/teromonas sp. 6/6・46

株は，酢酸エチノレで抽出できる低分子物質を

細胞外に放出し， G. mikimotoiを殺藻すると報

告されている(竹内ら， 1992)。高知県浦ノ

内湾から単離された F/avobacleriumsp. 5N・3株

(Baker and Herson， れている

の細胞内容物の消失がそれぞれ認め

られ，いずれも生菌を作用させた場合と死滅

過程が同じであった。一方， All， A13. A14. 

A17及びA32の 5株については，二者培養液

の FractionAとBのいずれにおいても，培養 7

日目に至っても珪糠の溶解が認められなかっ

coslalum 

e ... ‘・s・1.1.， .，竃u •• 
・・・・圃副・・・・・・・・ ・・圃・圃圃圃・開園-
FreetIon A Fr.dion 8 

Concentratlon 0' Iytlc mate同al

10' 

10' 
c・叫 .. .1.，.， .， .2，.$ .， 

・圃圃圃闘・・・園田園・ ・剛園田・・副園田・-

F同剖同nA F，..cl語n8

水溶性の細胞外低分子物質によって G.

mikimotoiを殺秘すると報告されている(深見

と西島.1994)。和歌山県田辺湾から単離さ

れ，暫定的に F/avobaclerium属と同定された海

洋細菌 E・401株は，細胞外に排出する高分子の

殺藻性物質によって G.miki・moloiを殺藻する

と報告されている (Yoshinagael al.， 1995a)。

は，

察考

た。

細薗が赤潮糠類を溶解もしくは殺漉する作

用機作については，第 2章第 4節で論じた藍

藻溶解性細菌の場合と同様に，細菌が宿主に

接触して直接攻撃を行う場合と，宿主との接

Fraction AとBの双方で，培養 7日目に生残し

ていた珪藻細胞の密度が，S. coslalumの無菌培

養液の両 Fractionと比べ有意に少なかった。ま

8， 

株の無菌培養ろ液をそれぞれこ者培養ろ液と

同様の手順 (Fig.3・9)に従って分画し，珪藻

溶解活性の有無を調べたところ，

5倍濃度区では，培養 7日目に生残していた珪

藻細胞の密度が，改変 SWM・III培地に S.

を接種した場合と比べて少なかった

(Fig. 3・14)。また，同濃度区では細胞内容物

が消失した珪部細胞が観察された。

Alteromonas属細菌 2株については，いずれ

もニ者培養ろ液の FractionBの各濃度区で，培

養 7日目に生残していた珪藻細胞の密度が，s.
costatumの無菌培養液の FractionBの各濃度区

Fraction Bの

4， 

costatllm 

鹿児島湾から単離されたAlteromonassp. A91・

39抹は，細胞外に放出する酢酸エチノレで抽出

される水溶性低分子物質によって Chaetoceros

ceraωsporllmや Chattonellamarmaを死滅させ

ると報告されている(坂田， 1995)。これら

の細菌は，いずれも後者の作用機作を持つも

のと考えられる。しかしながら，これらの殺

触を必要とせず，細菌の代謝産物によって宿

主の溶解 ・殺藻が起こる場合の 2通りが観察

されている。

瀬戸内海播磨灘から単離された滑走細菌

Cytophaga sp. J 181M0 1株は，同株がラフィド藻

C. antiquaを殺漉した後の二者培養ろ液中に殺

藻活性が認められなかったと報告されている

A15， のみで，

と比べ有意に少なかった (Fig.3・15)。また両

細菌の二者培養液の FractionBの5倍濃度区で

は，生菌を作用させた場合と同様に，ほぽ全

ての S.costatumの細胞の内容物が消失してい

た， A5Y抹については二者培養液の FractionA 

A16， A37， A43及び A47の 5

抹については二者培養液の FractionBのみで，

培養 7日目に生残していた珪藻細胞の密度が，

S. coslalumの無菌府養液の各Fractionと比べ有

意に少なかった。また， Fraction Aで珪藻の死

滅が見られた場合にはプロトプラストの出現

Fraction B で死滅が見られた場合にはs.

A20 

た。

Cytophaga属 15株について同様の検討を行

った結果を Fig.3・16に示す。

及びA38の 4株については，

Fig.3・14Diatom lytic activity cxcreted in axenic culture 
Ouid of Skeletonenra costatllnr NIES-324. Culture 
Ouid of S. costall刷、.vascollected after 4， 8， 12 and 
16days incubation and合actionatedaccording to the 
proccdure presented in Fig. 3・9.81ack bar indicates 
the cellnumber of S. costalum cultivated with each 
fraction afler 7白ysof incubation. Each v山 e
indicates the average ofthe uuplicates白

二者培養液の

A35， A12， 

1手、
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Fig.3・16Lysis of Skelelonema coslalum NIES-324 by lytic material excr宮tedin co-culture Ouid. Co・<:ultureOuid of S. 

COSlalum明thdiatom lytic Cylophaga sp. was collected afler diatom 、~S∞mpletely 1戸.edand fractionated according 
to t11C pr∞cdure prescnted in Fig. 3・9.Black bar indicates t11e cell number of S. coslalum cultivated with each fraction 
afler 7days of incubatioll. Each value indicates the average of the duplicates. 

様性物質はいずれもまだ精製が完了 していな

い。また，広島湾から単離された Alteromonas

spp. K株と D株は，各々の細菌が C.antiquaを

完全に溶解した時点で集めたこ者培養ろ液

海から単離され， 簡易同定された珪穣溶解性

細菌のう ち，Alteromonas属6株及びCytophaga

属 15株について， S. costatwn NIES-324株に対

する作用機作を調べると共に，それらがどの

が， C. antiquaに対する殺藻効果を示すことか 程度の多様性を示すのかについても検討を行

ら，やはり，代謝産物によって殺藻を行うも った。

のと考えられている (lmaiet al.， 1995) 0 S. coslalumを主要構成種とする赤潮の発生

以上のように，これまでに単離された赤潮 初期段階に当たる 1994年 8月 22日に単離さ

藻類溶解性・殺藻性細菌の持つ作用機作は れた 4株を含む 6株の λIteromonas属細菌は，

様々であるが，滑走細菌については前者の作

用機作を持つものが，真正細菌については後

者の作用機作を持つものが多いという傾向が

窺える。 しかしながら，これらの作用機作に

ついては，各海域から単隊された代表的な菌

株 l株についてのみ検討が行われている場合

が多く，同一海域から得られ簡易同定により

同属とされた複数の単離株について検討が行

われた例は，広島湾から単離された 4株の

Alteromonas属細菌(加aiet al.， 1995)のみで

あり，近縁な細菌間で作用機作にどの程度の

多機性が見られるのかについては，極めて情

報が少ない。そこで本研究においては，有明

いずれも，S. costatumの細胞に多数付着し(Fig.

3・10)I 珪藻の細胞内容物を溶解・消失させる

という，同一の溶解過程を示した。 しかしな

がら，接触は溶解のための必要条件とはなっ

ておらず，いずれもメンプレンフィルターで

隔てられていてもS.costatl仰を溶解できた

(Fig. 3・13)。また， 6株のうち A25とA27株

についてI S. costatum溶解後の二者培養液を

分画し，いずれの画分に溶解活性が含まれる

かを調べたところ，両株共に分子量 l万未満

かっ酢酸エチノレ可溶性の画分に活性が検出さ

れた (Fig.3・15)。以上の結果から，これら 6

株のAlteromonas属細菌は，珪藻の細胞に付着

TIlble3・10Relationship between the characteristics of山epr∞ess of lysis of Skelelollema cosωlum NIES-
324 by bacteria and Ule 1戸icactivity excreted into co・eulturefluid 

Characteristic of llie Fractions wherc lytic activity is present 

pr∞css oflysis 

M W・is詮l∞00 MW・is<10∞Oand Both合司ctJons Activity IS not 

eiliyl acetate soluble dctecled tn boili 
fraclions 

Appearance of A5Y A20 AII. A13， AI4 

protoplast 

Disappearance of the AI5，A16，八43，
contents of diatom cell A37， A47 

80th of above A12， A35， A38 A17， A32 

.; molecular weight 
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し，細胞外に分必ずる酢酸エチノレ可溶性の低

分子溶解性物質を作用させて，珪藻の細胞内

容物を消化・利用するという，単一の作用機

作を持つものと判断された。酢酸エチノレで抽

出できる微細疎類溶解性 ・殺藻性物質は，他

の梅域から単雌されたバlleromonas属細菌から

も見出されている{竹内ら， 1992;坂田， 1995) 

ことから，Alferomonas属細菌の産生する一般

的な溶解性 ・殺様性物質ではないかと推察さ

れる。

一方，S. coslalumを主要構成種とする赤潮の

非発生時に当たる秋季から冬季に最も多く単

離された Cyfophaga属細菌については.s.
cOslalum細胞の溶解過程を顕微鏡下で観察し

たところ，珪棋がプロトプラスト状に溶解さ

れる場合 (Fig3・11).珪穫の細胞内容物が消

失して死滅する場合 (Fig.3・12).及びその両

方が同時に見られる場合の 3通りの過程が観

察された。さらに，二者培養液ろ液中の溶解

活性が存在するかどうか，またろ液中のどの

ような画分に活性が存在するかなどの特徴に

よって整理を行った結果，これら 15株を 6つ

のグループに類別できた (Table3-10)。

顕微鏡観察によってプロトプラスト化のみ

が観察された 5株のうち， A5Y抹とA20株は

分子量 l万以上の画分に溶解活性が認められ

た (Fig.3・16) ことから，細菌の産生する高分

子の溶解性物質によって珪穫の細胞がプロト

プラスト化されるものと推察される。残りの

All， A13及びA14の3抹は，二者培養ろ液の

分子量 1万以上及び分子量 i万未満かっ酢酸

エチノレ可溶性の画分のいずれにも活性が認め

られなかった (Fig.3・16)。これら 3抹につい

ては，今回活性を調ペていない分子量 l万未

満かつ酢酸エチノレ不溶性の画分に溶解活性が

含まれている nJ能性も考えられるが， S. 

cos的lumの溶解過程が前身の 2株と同じであ
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ること，また前者の 2株についても細胞の先

端部を S.cosω111mの細胞に付着させている様

子が顕微鏡下でしばしば観察されることか

ら，むしろこれら 5抹はいずれも s.cosωum 

の細胞に接触することによって高分子の溶解

性物質を高濃度で作用させこれをプロトプラ

スト化するのであって. A5Y株と A20株で二

者培養液中に活性が見られるのは，過剰に産

生された溶解性物質が培養液中に溶出した結

果に過ぎない，と考えた方が妥当ではなし、か

と思われる。

二者培養液の顕微鏡観察によって s.
cosfalumの細胞内容物の消失のみが認められ

た 5株は，いずれも二者培養ろ液の分子量 l

万未満かっ酢酸エチノレ可溶性の画分に溶解活

性が認められた (Fig.3・16) ことから，細胞外

に放出する酢酸エチノレ可溶性の低分子溶解性

物質の作用によって S.coslalumの細胞内容物

を溶解 ・利用するものと考えられる 。

Alleromonas属細菌と Cylophaga属細菌の一部

が同じ作用機作をしめしたことは興味深い。

一方で，福岡県博多湾から単離された s.
coslalumが，自身の産生する酢酸エチノレで抽出

できる自己阻害物質によって，定常期に入る

と急激に死滅するという報告もなされている

(Imada el al.， 1991)。この自己阻害物質は分

離精製され， 15・hydro均'eicosapentaenoicacidと

同定されている(Imadaef al.， 1992)。また，

この自己阻害物質は，珪藻 S.costalum と

Chaeloceros cosω(11$及びラフィド穣C.anffqua 

と C.marinaに対して強い溶解活性を示した

が，珪穣 D.br抱htwelliiとAs(erionellaj，正7ponica

に対する活性は弱く，渦鞭毛藻 Prorocenlrom

minimumとG.mikimo(oiに対しては活性を示さ

なかったと報告されている (Imadael al.， 

1991)。本研究において用いたS.costalUm 

NIES-324株は，同様の無菌培養液中の分子量 l

万未満で酢酸エチルに可溶性の画分に弱い溶

解活性が見られる (Fig.3・14)ものの，定常期

に至っても死滅しない点でImadaらの単離株

とは異なっている。 しかしながら，有明海か

ら単離された Alteromonas鳳細菌と Cylophaga

属細菌は，珪糠の他にラフィド藻C.anliquaに

対して溶解活性を示すものが多いが G.

mikimoloiに対しては活性を示さない (Tables

3・8and 3・9) という点で， lmadaら (1991)の

報告している自己阻害物質と，宿主域が類似

していることが注目される。今回検出された

酢酸エチノレ可溶性の低分子溶解性物質につい

ても，細菌が溶解性物質を産生している可能

性の他に，細菌が何らかの作用によって珪藻

を自己溶解させている可能性も考えられる。

この溶解性物質が細菌自身によって産生され

ているのか否か，またどのような条件下で産

生されるのかなどについて，今後さらに検討

を行っていく必要がある。

2種類の溶解過程が同時に観察された5株に

ついては， A12， A35及びA38の3株は，両方

の画分に活性が認められたが.A17とA32の2

株は，どちらの画分にも活性が認められなか

った (Fig.3・16)。前者の 3株については 2種

類の溶解性物質の両方の作用により s.
coslalumを溶解するものと判断される。後者の

2株については，S. coslalumの細胞に接触して

少量の溶解性物質を有効に作用させ，これを

溶解しているのではないかと推察される。

以上の結果から，これら 15株の Cytophaga

属細菌の持つ作用機作は，同一ではなく，か

なり多嫌であることが明らかとなった。細菌

が単離された時期によってそれらの持つ作用

機作に違いがあるかどうかを見てみると，

1994年----95年に単離された薗株については，

S. costalumをプロトプラスト化させる機作の

みを示すものはなく，いずれも細胞内容物を

79 

消失させる機作を持っているという傾向は見

られたものの，特定の時期に単離された菌株

が特定の作用機作を持つというような，明確

な関連性は見出せなかった。むしろ，同時期

に単離された菌株間においても，かなりの多

様性が見られた。A11，A14及びA15の3株は

伺じ時期 (1992年 l月)に単雌され，分類学

的性状が類似しており (Table3・7)，かっ

16SrDNAの制限酵素 Hae皿による切断断片の

RFLPパターンが同ーである(芝， persona1 

conunWlication)ことから，分類学的には比較的

近縁であると考えられるが， Al1株と A14株

は宿主に接触することによって高分子の溶解

性物質を作用させS.coslalumをプロトプラス

ト化して溶解利用するのに対し，A15株は酢酸

エチルで抽出できる低分子の細胞外殺藻物質

でS.costatllmの細胞内容物を溶解利用すると

いうように，珪模溶解の作用機作が全く異な

っていた また，同一の調査日 (1994年 11月

21日)に単離された A32，A35， A37及びA38

の 4株についても Hae皿による切断断片の

RFLPパターンが同一であったが， A35株と

A38株は同一の作用機作を示したものの， A32 

株はニ者培養液中に溶解活性が認められない

点で，A37株はS.cos(alwnの細胞をプロ トプ

ラスト化しない点で，それぞれ機作が異なっ

ていた。これらの結果から，Cytophaga属細菌

に関しては，分類学的に比較的近縁な菌株間

においても，珪藻に対する溶解の作用機作が

多様化しているものと考えられた。

Alteromonas属細菌が単一の作用機作を示

し， Cylophaga属細菌が多織な機作を示す理由

については，現時点では明らかではない。 し

かしながら，少なくとも両属細菌の有明海に

おける生態はかなり異なっているのではない

かと怨像される。今後，蛍光抗体や DNAプロ

ープを用いたより鋭敏な検出法が開発されれ



ば，現場海域におけるこれらの細菌の挙動が

より詳しく解明され，何らかの情報が得られ

るのではないかと期待される。また，これら

Alleromonas属細菌及び Cylophaga属細菌につ

いて，珪藻とのこ者培養によって溶解の過程

や溶解の作用機作をさらに詳細に検討すると

ともに，溶解性物質の分離精製を行い，それ

ら物質の作用機作や，宿主域などを明らかに

していくことが望まれる。

第4節摘要

(1) 冬季に珪糠赤潮がしばしば発生しノリ養

殖に大きな被害を与えている有明海福岡県沿

岸海棋において， 1989年 12月 20日から 1990

年 2月 28日にかけてのノリ養殖シーズンに，

一般従属栄養細菌相の調査を行った。その結

果，Vibrio属細菌の比率が低く Acinelobacter-

Moraxe/la属細菌の比率が高いという，富栄養

化した海域に特有の細菌相を示したほか，調

査期間中に発生した珪部 S.coslatumの小規模

なプルーム時に Flavobαcterium鳳細菌が優占

し最高60%まで達したことが特徴的であった。

一方，同定を行った 462株の従属栄養細菌に

ついて，S. coslatumに対する溶解活性を調べた

ところ，珪藻のプノレーム時に優占していた

Flavobacterium属細菌はいずれも溶解活性を

示さず，活性を示したのは Cylophaga属細菌 l

株 (A5Y株)のみであった

(2) 1992年 1月から 1995年 2月にかけて冬季

を中心に，珪部S.coslalum NIES-324株を宿主

に用いた重層寒天平板法によって珪藻溶解性

微生物の現存量を調査した。S.coslalum溶解性

微生物は，赤潮の非発生時には 5以下~

10lpfu/mlの低密度であったが，宿主と同種の

S. coslalumを主要構成積とする赤潮の発生初

期段階に相当した 1994年 8月 22 日には
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104pfu/mlの高密度まで増加していた。一方

Rhizosolenia属や Chaetoceros属を主要構成種

とする珪藻赤潮が発生した際には， S. coslatum 

溶解性微生物はやや増加する傾向を示したも

のの， 102pfu/mlの低密度に留まった。

(3)できるだけ希釈段階の高い重層寒天平板

上に出現したプラークから.S. coslalum溶解性

微生物の優占稲の単離を試み， 32株の s.
coslalum溶解性細菌を単離した。これらを簡易

同定したところ.Cytophaga属細菌が 16株と

最も多く .λIteromonas属細菌が 9株，

Flavobaclerium属細菌が 4株.Pseudomonas属

細菌が 3株であった。S.coslalumを主要構成種

とする赤潮の発生初期段階に相当した 1994年

8月 22日には，Alleromonas属細菌のみが単離

された。S.coslalumを主要榊成種とする赤潮の

非発生時に相当した秋季から冬季には，

Cylophaga属細菌が多く単離されたものの，

Flavobacterium属細菌，Pseudomonas属細菌及

び Alteromonas属細菌も単離されるなど S.

costatum溶解性細菌相は多様であった。

(4) Alteromonas属細菌及びCytophaga属細菌の

宿主特異性を調べたところ，いずれの菌抹も

宿主に用いた S. coSlalum を含む

Coscinodiscineae亜目 Coscinodiscaceae科の珪藻

を良く溶解し，異なる門に属する渦鞭毛藻 G.

mikimotoiを溶解できない点で共通していた

が，他亜自の珪部や閉じ門に属するラフィド

藻C.antiquaを溶解できるものも多く，これら

の宿主特異性は比較的低かった。

Alteromonas属細菌は， A25株を除く 5株が同

じ宿主域を示し， A25株が D.brightwelliiを溶

解した点でのみ異なっていたのに対し，

Cytophaga属細菌については，宿主に用いたs.
coslatum を含む Coscinodiscineae 亜目

Coscinodiscaceae科の珪藻を良く溶解し. G. 

mikimotoiを溶解できない点で共通していた

が， 他亜自の珪藻や同じ門に属するラフィド

藻C.antiquaに対しては，これらを溶解できる

菌株とできない菌株が存在するなど，それら

の宿主域は多様であった。

(5) 1994年夏季に単離した 6株のベlleromonas

属細菌の S.coslatumに対する溶解の作用機作

を調べたところ，これらは，珪藻の細胞に付

悲し，細胞外に分泌する酢酸エチノレ可溶性の

低分子溶解性物質を作用させて，珪藻の細胞
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内容物を消化 ・利用するという，単一の作用

機作を示した。

(6) 秋季か ら冬季に単離された 16株の

Cylophaga属細菌のS.coslalumに対する溶解の

作用機作は，多犠であり，高分子溶解性物質

によって珪藻細胞をプロトプラスト化するも

の.Alteromonas属細菌と同様に，酢酸エチJレ

可溶性の低分子溶解性物質によって珪藻細胞

内容物を溶解利用するもの，及びその両者の

機作を示すものの3通りが見られた。



第4章総括

顕紡湖や霞ヶ浦のような富栄養化の進んだ

湖沼においては，夏季に藍藻の大増殖が発生

し，水道水のカピ臭，浄水場でのろ過障害な

どの原因となっている 沿岸海域においては，

ラフィド藻，渦鞭毛藻，珪部などの赤潮がし

ばしば発生し，養殖業に大きな被容を与えて

いる。このような模類のブルームの発生・消

滅については，光，水温，栄養塩濃度など，

藻類の増殖に影響を及ぼすと考えられる物理

的 ・化学的要因のみならず，他の器類や細菌，

動物プランクトンなどとの相互関係といった

生物学的要因も重要な役割を果たしているも

のと考えられる。

プルームの消滅に影響を及ぼす生物学的袈

図の一つに，微細藻類を溶解する活性を持つ

微生物の存在が挙げられている。細菌，シア

ノファージ，アメーノペ糸状菌など，多様な

微生物が藍藻を溶解する能力を持つことは，

古くから知られている。中でも滑走細菌に関

する報告は多く ，Lysobacter属，Myxococcus 

属，Cyfophaga属及び円'exibacter属細菌が藍藻

を溶解する能力を持っと報告されている。ま

た，これらの藍穣溶解性滑走細菌が湖沼にお

ける藍漉ブルームの消滅に関与している可能

性も指摘されている。しかしながら，これら

がどのような作用機作により藍穣ブルームの

消滅過程に関与しているのかは，未だに明ら

かではない。一方，沿岸海域における赤潮部

類溶解性細菌に関しては，研究の歴史が浅く，

まだまだ不明な点が多U、。

そこで，本研究では湖沼及び沿岸海域に分

布する微細漠類溶解性細菌の生理生態を明ら

かにすることを目的とし，日本の代表的富栄

養湖である諏訪湖と近年富栄養化の進行が問

題になっている琵琶湖南湖，また代表的な富
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栄養化した内海である有明海をフィーノレドに

選び，重層寒天平板法により微細藻類溶解性

微生物の現存量を調査し，それらと糠煩プノレ

ームとの関連性について検討した。また，重

層寒天平板上に生じたプラークから微細藻類

溶解性細菌を単離し，それらを無菌培養の微

細藻類と二者培養することによって，細菌に

よる溶解の作用機作について検討した。

その結果，琵琶湖や諏訪湖では，まず現存

量調査によって，現場で毎年発生している藍

藻ブルームに依存した生態を持つ監部溶解性

滑走細菌群が存在すること，またその現存量

はプルームの発生に伴って増加し l04pfulmlの

密度に達することが示された。重届寒天平板

法によって得られた値は過少評価になってい

る可能性が強いことから，実際にはそれ以上

の細胞密度で存在しているものと考えられ

る。また ，単隊した代表的な滑走細菌

Lysobac/er sp. LB・1株の持つ藍藻溶解の作用機

作を調べた結果，同株が藍藻溶解活性を有す

るセリンプロテアーゼを細胞外に産生するこ

と，また糸状藍藻をばらばらにし，その細胞

を塊状にトラップし，その回りに密集してプ

ロテアーゼを作用させるという，流動拡散系

である水中において極めて効率的と考えられ

る作用機作を持つことが明らかになった。さ

らに，同株と藍藻 Anabaenacylindrica M・1

(lAM)株とのこ者培養によって藍藻溶解の過

程を詳細に検討した結果，同株は，藍藻細胞

が活発に増殖している問は藍藻の般出する

EOM (extracellular organjc matter)を利用して

増殖するが，藍糠が定常期に入って EOMの供

給が止まると一旦増殖を停止し，藍瀧の生理

状態が悪化すると，今度は藍藻細胞自体を溶

解し，溶出してくる有機物を利用してさらに

増殖するという，日和見感染的な作用機作を

示すことが明らかになった。

以上の知見から，琵琶湖や諏肪湖における

藍藻溶解性滑走細菌の生態は，以下のように

推察される。藍藻溶解性滑走細菌は，藍藻の

プノレームの非発生時には溶存態の有機物を利

用して低密度で生存し，夏季の藍藻プルーム

発生時には，藍藻の放出する大量の EOMを利

用して高密度まで増殖する。藍藻細胞の生理

状態が悪化するブルームの消滅期には，高密

度で存在している溶解性滑走細菌は，藍部細

胞自体を溶解 ・利用することによってプル}

ムの消滅を加速させる働きをしたのち，プル

ーム消滅後には減少して再び低密度で生存す

る。

一方，有明海で，珪龍 Skeletonemacostafwn 

NIES-324株を宿主に用いて現存量調査を行っ

たところ， S. costa/um溶解性微生物(実質的に

は細菌)は，赤潮の非発生時には 5未 満 ~

lO'pfuJmlの低密度で推移し，宿主と同種のs.

coslatumを主要構成種とする赤潮の発生初期

状態を示していた 1994年 8月 22 日には

l04pfu/mlの高密度まで増加していたのに対

し，冬季に Rhizosolenia属や Chaeloceros属の

珪藻を主要構成種とする珪藻赤潮の発生した

際には l02pfulmlの密度までしか増加しなかっ

た。この結果から，有明海沿岸海域には，s.

coslatumの赤潮に依存した生態を持つ珪穣溶

解性細菌群が存在している可能性が示唆され

る。次に S.costatum溶解性細菌を単離し，簡

易問定及ひ・性状検査を行ったところ，ゆ例年

の夏季に単離された細菌は全てAlferomonas属

細菌であり，特に 8月 22日に単離された

Alleromonas属細菌は分類学的性状が極めて類

似していた。これらのAlteromonas属細菌のs.

costatumに対する溶解の作用機作を調べた結

果，いずれの歯抹も， S. costa/umの細胞に付
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着して細胞外に放出する酢酸エチル可溶性の

低分子溶解性物質を作用させ，その細胞内容

物を溶解 ・利用するという，流動拡散系であ

る海水中において有効と考えられる同一の作

用機作を持つことが明らかになった。一方， S. 

coSlafumを主要構成種とする赤潮の非発生時

に当たる秋季から冬季には， Cytophaga属細菌

が多く単離されたものの， Flaνobac/erium属細

菌，Pseudomonas属細菌及ひ・Alferomonas属細

菌も単離されるなど溶解性細菌相は多様であ

った。この時期に最も多く単離された

Cylophaga属細菌について，分類学的性状，宿

主特異性及び珪縫溶解の作用機作を調べたと

ころ，これらの分類学的性状は単離された時

期によってかなり異なっており，宿主域や S.

cos/atllmに対する溶解の作用機作もまた多傑

であることが明らかになった。有明海には，

極めて多様な珪藻溶解性細菌が生息している

ことが示唆される。

以上の知見から有明海沿岸海壌における珪

務溶解性細菌の生態は，以下のように推察さ

れる。海水中には多様な珪藻溶解性細菌群が

存在しており，ある珪藻赤潮の発生時には，

何らかの条件によって，その中からある特定

の細菌群が選択的に噌加してきて優占種とな

る。この細菌群が溶解活性を発揮することに

よって珪部赤潮の消滅過程に影響を及ぼして

いる可能性も考えられる。

湖沼と沿岸海棋で得られた知見を比較する

と，琵琶湖や諏訪湖では，ブルーム発生時 ・

非発生時を問わず滑走細菌のみが検出された

のに対し，有明海沿岸海域では用いた宿主と

同磁の赤潮が発生した時にのみ，同じ分類学

的性状と宿主域を持つAIteromonas属細菌が優

占しており，それ以外の時期には，分類学的

性状についても宿主岐についても極めて多横

な珪藻溶解性細菌が存在していた点が，際立



って異なっていた。このような違いが見られ

た理由のひとつとして，諏訪湖のような富栄

養化した湖沼では，夏季に特定の藍穣(諏訪

湖では Microcyst/s属)が必ずプルームを形成

するという，毎年決まったパターンで微細藻

類の遷移が起こるのに対し，有明海では珪藻

赤潮が頻発しているものの，その主要構成種

は様々であり，また多種の珪藻からなる複合

赤潮であることが多く ，さらには発生時期も

不定期であるというように，微細部類の遷移

現象が湖沼と比べるとはるかに襖雑多様であ

るという点が挙げられる。このような水域の

特性の違いによって，湖沼では微細藻類と微

細藻類溶解性細菌との相互関係が比較的単純

化しているのに対し，有明海においては多様

な微細藻類と多織な微細藻類溶解性細菌との

間に，複雑にからみあった相互関係が形成さ

れているものと推察される。ある特定の珪藻

が異常増殖して赤潮状態となった場合には，

何らかの条件によってその複雑な相互関係の

バランスが崩れ，ある特定の相互関係のみが

増幅される結果，ある特定の珪縫溶解性細菌
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が急激に増加してきて優占種となるものと想

像される。

今後は，各水域における主要な微細龍類溶

解性細菌(琵琶湖と諏訪湖においては

Lysobacter属細菌，有明海においては

Alteromonas属細菌と Cytophaga属細菌)を特

異的かっ鋭敏に検出できる蛍光抗体やDNAプ

ロープなどを作成し，それらを用いて，直接

現場水域において微細漉類溶解性細菌の動態

と藍藻プノレームや珪漉赤潮との関係を調べる

ことが必要であろう。それによって，微細藻

類と微細藻類溶解性細菌との相互関係が，よ

り明確になることが期待される。また，珪蔀

溶解性細菌については，その産生する高分子

や低分子の溶解性物質を分離精製すると共

に，それらの産生条件や作用機作を明らかに

することが望まれる。このような基礎データ

の積み重ねによって，微細藻類溶解性細菌の

f環境にやさしい微生物農薬Jとしての利用法

のアイディアも浮かんでくるのではないかと

期待される。

Summaη， and Conclusions 

Ecological and physiological studies on algae lytic bacteria 

in lakes and coぉtalwaters 

Atsushi Mitsutani 

ln eutrophic Jakes such as Lake Suwa and Southem Lake Biwa， bJooms of cyanobacteria have occurred in 

eve守 swnmerseasons and have become an object of public concems， especialJy moldy taste and odor 

problems in drinking water. In the Ariake Sea， one of the representative cutrophic coastal waters in Japan， 

blooms of diatoms have frequently∞curred in willter seasoJ¥s and have damaged to the production ofNori 

(Porphyra spp.) due to出ecompetition between diatom alld Nori for uti1ization of disso1ved inorganic 

nu釘lents

As to the mcchanisms by whlch a1ga1 b100ms deve10p加 dd邸 ompose，many detai1ed studies have b民 n

reported about the physical and chemical parameters， which may affect a1ga1 grow也 andprimary production. 

A few studies have b民 nreportcd from Ule vi臥ゆointof the interactions of microorganisms， for example， 

interactions betwccn algae and lytic microbes. 

Various microbes， such as bacteria， phages， actinolllycetes， fungi， and amebae have been knowll to have 

出eability to 1yse cyanobacteria. They were∞nsidered to play important roles in reguJating Ule bloom of 

cyanobacteria. ln出isstudy， seasona1 fluctuation of Ule abundan叩 ofsuch algae lytic uucrobcs， es戸ciaUy

bacteria， was investigated by double-layered agar tec1mique in Lake Biwa， in Lake Suwa and in the Ariake 

Sea and mechanism of the lysis of algae by isolated lytic bactcria was examined by coculture mcthod in ordcr 

to know whether the decomposition of a1gal bl∞ms in lakes and ∞astal waters was reaUy aff民 tcdby these 

a1gae Iytic bacteria. 

I. Ecology and physiology of cyanobacteria Iytic gliding bacteria in Lake Biwa and Lake 

Suwa 

(1) Seasona1 f1uctuation of the abundancc of cyanobacteria 1ytic uucrobes was investigated in rclation to伽 t

of bloom-forming cyanobacteria at two stations 日1Southern Lake Biwa in 1985 and at Mes∞osm sited in 

Lake Suwa in 1985 and 1986. Anabaena cylindrica M・1(IAM) was uscd as a host cyanobactcriwn for Ule 

detection of lytic microbes in 1985， whereas Microcystis aeruginosa NIES-99 was used in 1986. ln Lake 

Biwa， the numbers of the Iytic microbes in surfa∞water were in a r加 ge企om102 to 10
4
pfulml at Yabase 

station and from 102 to > 1 04pfulml at Shimosakamoto station. At bOUl stations， esp民 taJlyat Yabase stariOll， 
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Ouctuation of the number of the Iytic microbes was coπelated well with those of chJorophyll-a concentration 

and the cell number of Anabaena sol1lana， bl∞m-fomllng Sl><矧eslD出1Slake. In Lake Suwa， the number of 

the lytic microbes in surfacc water was in a rangc from 100 to 10
4
pfulml飢 dthe Ouctuation of it was 

correlated well with that of chJorophyll-a concentration in surface water in 1986， whcn M. aeruginosa， 

bloom-forming species in this lake， was凶 edas a host. The number of 1戸icmicrobes in surfaωwater was in 

a range from 101 to 102pfulml and the flucωation of it was not∞πelated wi出 thatof chlorophyll-a 

∞n叩 ntrationin 1985， when A. cylindrica， which had never been a dominant s戸ciesin Lake Suwa， was used 

as a host. 

(2) Bacteria always ∞cupicd the majority in出ecyanobacteria Iytic microbes in both lakes. Eight s回 insof 

cyanobacteria lytic bactcria werc isolated from Lake Biwa and 21 strains were isolated from Lake Suwa. 

百lese29 strains and a strain (LB・1)isolated from the surfa∞water at Shimosak制 otostation in 1984 werc 

gliding bacteria. LB-l was identified邸 Lysobactersp. by its high G+C∞ntent (67%) of DNA and inability 

to fonn Cruiting body or myxospore. Nine strains from Lake Biwa and 11 strains from Lake Suwa isolated in 

1984 and 1985 by using A. cylindrica M・1(lAM) as the host indicated sμcific Iytic activity agamsl 

cyanobacteria belonging to order Nostocales including Anabaena solilaria， bloom forming species in Lake 

Biwa， whereas 10 strains isolated from Lake Suwa by using M. aeroginosa NIES・99as the host in 1986 

indicated specific 1戸icactivity against cyanobacteria belonging to order Chroococcales including M. 

aerugmosa. 

(3) A prote蹴 waspurified from tJle culture臼凶teof a cyanobacteria lytic bacterium Lysobacler sp. LB-l 

isolated from Lake Biwa in 1984 by ammonium sulfate pr∞ipitation， anion-exchange chromatography， 

cation-exchange chromatography (日lrst)，hydrophobic chromatography， cation-exchange chromatography 

(second)， and gel filtration in ordcr. The protease was purified 36-fold， and the final yie1d of it was 4.0%. A 

molecular weight of the purified en勾rme(LB-l protease A) was estimated as 32，000合omthe elution volume 

al gel印 刷tion.Optimum tempera凶reand pH of the en勾岨ewere 5D-60oC and l(ド11，respectively. The 

cn司叩ewass仕onglyituubited by phenylmctltanesulfonyl Ouoride (PMSF) and weakly iru由 it叫 by加 tipain，

but not I.J吋ubitedby ethylencdiamine-tetraacetic acid (EDTA)， pepstatin， leupeptin， and phosphoramidon. 

羽leenzyme was∞nsider吋 tobe concemed in the Iysis of cyanobacterial cell by thc bacterium， because it 

could Iyse the cell of A. cylindrica strain M・1(lAM) treated in sodium dodecyl sulfate solution at 100oC. 

(4)百lepr∞css of山 Iysisof A. cylindrica M・1(lAM) by Lysobacter sp. LB・1was exanlined in coculture. 

The number of LB・1incrcased rapidly (up to about 5x 106cclls/ml) aft:er it was inoculated to the culture of A. 

cylindrica切出outlysing cyanobacterial ceUs possibly by using extracellular organic mat1er (EOM) excreted 

by A. cylindrica. The growth of LB・lonωreachedstationary phase and ilie numbcr of LB・1increased again 

afier A. cylindrica reached stationary phase. Wi山 theincrease of the number of LB・1，many gr田 nclumps 

appeared in cocu1ture. The ccntcr of these clumps contained partially lyzed cells of A. cylindrica and thc 

surface of clumps was covered by a great number of LB・1.Clumps increased in number and in size with山e
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progress of lysis. Clumps Spolll加 eouslydisappearcd wiili the completion of the lysls of A. cylindrica. 

Lysobacler sp. LB-} was considered to be an op凹rtunisticpathogen of cyanobacteria， because stationary 

phase cell of A. cylindl官。 M・1(以M)was susceptible to protease produc吋 byLB-I， whereas log phase cell 

of it was resist釦 tto protease. 

日.Ecology and physiology of diatom Iytic bacteria in coastal waters of the Ariake Sea. 

(1) Changes in bacterial flora in surface and bot10m waters at two statiolls sited in the Anake Sea were 

examined to investigate the rclationship betweell bactcria and bloom-fonning diatoms from December， 1989， 

伽 oughFebruary， 1990， Flavobaclerium was dominant (up to 60%) during tlle pcriod of small scale bloom 

of a diatom Skelelonema coslalum. Four hundred and sixty two strains of isolat吋 hcterotrophicbacteria 

were screened as to the ability to Iyse S. costatum NIES-324. Among them a s汀ain(A5Y) indicated 位 ong

Iytic activity against S. costatum. It was identuied as Cylophaga sp. by its gliding motility and low G+C 

content (32.7%) of DNA. Other strains including 204 strains of Flavobaclenllm which were dominant 

heterotrophic bacteria during ilie bloom of S. costatlln1 did not indicate Iytic activity against S. costallln1 

NIES-324. It was assumed that Flavobaclerium did not contribute directly to thc dccomposition of出e

bloOIll. 

(2) Seasonal fluctuation of the abundance of diatom Iytic microbes was invcstigatcd in rclation to that of 

bloom-form.ing diatoms at two stations in coastal waters of ilie Ariake Sea frOIU J加 uary，1992， through 

February， 1995， maIJuy in wIJlter seasons. S. coslalum NIES・324was used as a host for the dctection of Iytic 

microbes. At bOtll stations， the number of the Iytic microbes in water sample was in a range from <5 to 

104pfu/ml.百lenumbcr of diatom Iytic microbes significantly increased (up to 104pfu/ml) on August 22， 

1994， when a bloom of diatoms， in which S. coslatum was domillant， was rising， whereas it slig]ltly IJlcreased 

(up to 102pfu/ml) when blooms， in which diatollls belonging to suborder Biddulphiincae such as Rhizosolenia 

sp. or Chaetoceros sp. wcre dOll山1ant，occurred in wintcr seasons. Because bacteria always∞cupied白e

majority in the diatom Iytic microbes during sanlpling periods， 32 strains of diatom Iytic bacteria were 

isolated. AmOllg them， 16 strains were identified as Cytophaga spp.， 9 were as Alteromonas spp.， 4 were as 

Flavobaclerium spp. and 3 were as Pseudomonas spp.， respectively. Alteromonas spp. was dominant in 

diatom lytic bacteria during tlle swnmer season of 1994 and on1y バ!Ieromonasspp. was detected on August 

22， 1994， whereas dominant genus was not clear in the白11and winter seasons. Host specificity of 6 strains 

of A lteromonas spp. isolatcd during tJle summer season of 1994 and 16 strains of Cylophaga spp. isolatcd 

during the fal1 and winter seasons was examined. All of them could Iyse diatoms belonging 10 suborder 

Coscinodiscineae including S. coslatum， and could not lyse Gymnodimllm Imkimoloi (Dinophyceae). 

Howevcr， a variety of host range against diatoms belonging to suborder Biddulphiincae and Chattonella 

antiqua (Raphidophyceae) was observed. 

87 



(3)百lCpr∞ess of the lysis of S coslalum NIES-324 by 6 strains of Alleromonas spp. Isolated during the 

swnmer season of 1994 and 16 strains of Cylophaga spp. was examined microscopically. Cylophaga spp. 

indicated u1fee types of the pr∞ess， 1) appearance of protoplasts， 2) disappearance of thc contents of diatom 

cell， 3) both appearance of protoplasts and disappearance of cell contents， whereas 6 strains ofペIferomonas

spp. indicated the same pr∞ess， disappearance of ceU contents. Their∞c叫turefiltrates were fractionated 

and the existcnce of lytic activity in each合actionwas examined. As to many of bacteria indicated Ule pr∞ess 

of type 1)， lytic activity was detected in Ule合actionof high molecuJar weight (> 1 0000). As to many of 

bactena indicated Ule pr.∞ess of type 2)， lytic activity was dctected in ule fraction of low molecular weight 

(<10000) and ethyl aωtate soluble. It was suggested that the di1Terence of the pr∞ess of lysis was derived 

企omthe difference of Ule 1戸icmaterial produced by bacteria. 

From tJle resuJts of tllis 仰の，it was confmned白ata group of cyanobacteria 1戸1Cgliding bactcria that has 

strong and specific lytic activity against bl∞m-fonning cyanobacterium increased in nUUlber (up ω 

104pfulmJ)叩ththe development of tlle cyanobacterial bl∞m in Lake Biwa and Lake Suwa. Ul Ule Ariake 

Sea， it was reveaJed山ata great variety of diatom lytic bacteria was distributed in ilie coastal waters， and 

叩ththe development of the bloom of diatoms， particular group of lytic bactena which had strong lytic 

activity agaulst dommant s戸ciesin bloom-fonning diatoms increased in number (up to 104pfulml) and 

becarnc dominant in diatom 1戸icbactcria. It is suggest吋 iliatilie decomposition of algal blooms in lakes and 

coastal waters is affected by these algae lytic bacteria. 
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