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要　　　　　旨

　南極昭和基地付近の沿岸より採取された紐形動物ヒモムシの一種Parborlasia corrugatusにつ
いて，それに共生する細菌のうち培養可能な菌株の分離を試みた。分離は，酸素要求性（好気的
条件，嫌気的条件）と生育温度（５℃，30℃）の異なる条件下で培養することにより行った。そ
の結果，培養温度30℃の培地から14種類のコロニーが見出され，そのうち好気由来が９種類，嫌
気由来が５種類であった。一方，培養温度５℃の培地からは明瞭なコロニーは認められなかっ
た。得られた14株の細菌について，16S rRNA 遺伝子を解析し分類学的帰属を行った。

キーワード：Parborlasia corrugatus，共生細菌，16S rRNA遺伝子

は　じ　め　に

　宿主生物と相利共生関係にある微生物は，宿主との間で代謝物質の授受を中心とした緊密な生
理的機構を有している。最近の研究によると，ヒトデやホヤ，ウミウシなどの海洋無脊椎動物か
ら見出された生理活性物質は，共生微生物の代謝産物に由来することが報告されている1）。しか
も，その多くは陸上微生物由来の生理活性物質とは異なるユニークな化学構造を有しており，こ
のことから宿主生物の代謝産物が共生微生物の二次代謝に深く関与していることが推察される。
ところで，特殊環境に生息する生物は，置かれた環境に適応するために特有の代謝系を有してお
り2, 3），それより生成される代謝産物には環境特異性の高い物質が含まれることが予想される。
したがって，そのような生物に共生する微生物は新規生理活性物質の探索源として大いに期待で
きる。
　ヒモムシは紐形動物門Nemerteaに属する主として海産の無脊椎動物でおよそ1200種類が知ら
れている4）。このうち，南極海に生息するヒモムシとしては，Parborlasia corrugatus（= Lineus 
corrugatus）が報告されているが5），このたび国立極地研究所の協力を得て，この南極産ヒモム
シを入手することができた。そこで，本研究ではこれを材料に共生細菌を分離し，その分類学的
帰属を試みた。本論文はヒモムシ由来細菌に関する初めての報告である。
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Ⅰ．材料および方法

１．試料
　実験に用いたヒモムシは2013年１月に南極昭和基地付近の沿岸より採取されたものである。図
１に示す解剖皿（20×28.5㎝）の中心に横たわるのがヒモムシで，左端腹面には口が確認できる

（矢印の先端部）。

２．培養
　-80℃で凍結保存されたヒモムシを解凍後，滅菌PBSで洗浄し，消化管内容物を含む組織片を
ホモジナイザー（PT2100，東京理化器械）を用いてホモジネーションした。得られたホモジネ
ートを100µm nylon filter（Steriflip-NY フィルターユニット，ミリポア社）で濾過したのち，人
工海水で調製した５種類の寒天培地（Neutrient agar，変法GAM agar，ISP4 agar，MRS agar，
Marine agar；変法GAM agarは日水製薬，他はDifco社）に濾液を塗布し，各培地について５℃
と30℃，それぞれ好気的および嫌気的条件下で最長10日間培養した。嫌気的培養にはアネロパッ
ク（三菱ガス化学）を使用し，嫌気ジャー（三菱ガス化学）の中で行った。以上の操作は無菌的
に行った。

３．系統解析
　出現したコロニーをごく少量採取し，16S rRNA遺伝子（16S rDNA）の可変領域（V1 ～ V3）
を含む約500 bpの領域をコロニー PCRにより増幅した。PCRにはMicroSeqⓇ500 16S rDNA 
Bacterial Identification PCR Kit（Applied Biosystems社）を用い，同製品のプロトコールにし
たがって行った。得られたPCR産物はMinElute PCR Purification Kit（QIAGEN社）を用いて精
製後，塩基配列分析のための鋳型とした。塩基配列分析にはMicroSeqⓇ500 16S rDNA Bacterial 
Identification Sequencing Kit（Applied Biosystems社）およびABI Prism 310 Genetic Analyzer

図１　南極海産ヒモムシ
ヒモムシの下にある白い物体は内部から取り出された餌

（イカの切り身）である．
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（Applied Biosystems社）を用いた。一方，16S rDNAの全塩基配列分析には，Bacterial 16S 
rDNA PCR Kit（TaKaRa Bio社）で増幅した産物を鋳型とし，同Kitに添付されているPrimer 
setおよびBigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems社）を用いて行
った。得られた16S rDNAの塩基配列についてはBLAST検索6）を行い，相同性の高い配列（ホ
モログ）を抽出・比較することにより分離株の帰属を行った。系統樹の作成にあたっては，
BLAST検索より得たホモログをClustal W ソフトウエア7）を用いてアラインメントし，1380bp
前後の長さに統一したものを使用した。系統樹はNJ法8）にもとづき作成した。

Ⅱ．結果および考察

１．細菌の分離
　ヒモムシのホモジネート濾過液を５種類の寒天培地に塗布し，所定の条件で培養を行った。そ
の結果を表１に示す。今回使用した培地はすべて人工海水で調製したものであり，海水塩濃度に
耐性を示さない一般細菌にとっては生育し難い培地組成となっている。そのため，形成されたコ
ロニーは少なく，コロニーの形状とサイズ，色調の違いから全部で14種類の細菌を分離した。こ
れらはすべて30℃での培養から得られたものであり，５℃の培養では明瞭なコロニーは見出され
なかった。

　一般に，低温環境に生息する細菌は０℃でも生育可能で，最適生育温度が15℃以下，生育の上
限温度が20℃以下の好冷性細菌（好冷菌）と，20℃以上でも増殖可能な耐冷菌に分れる。これに
よると，今回分離した細菌はいわゆる好冷菌ではなく，耐冷菌もしくは中温性の海洋細菌である
ことが推定される。５℃での培養でコロニーの形成が認められなかった理由は不明であるが，こ
れについては，現在，液体培地を用いた増菌培養および培養期間の延長など，培養条件の見直し
を検討している。

２．16S rRNA遺伝子配列にもとづく分離菌株の帰属
　分離した14株の分類学的帰属を行うため，16S rRNA遺伝子の可変領域をコロニー PCRにより
増幅し，それぞれの塩基配列を決定した。次いで，得られた配列をBLAST検索にかけ相同性の
高い配列を調べた。その結果を表２にまとめた。

表１　培養結果

表中の数字は分離株数を示す．
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　本実験では16S rRNA遺伝子のうち特定の領域に限定した解析であるため属レベルでの帰属と
なるが，最終的には14種類の菌株は５属７菌種に集約された。その多くはPsychrobacterもしく
はCarnobacteriumとして同定された。一般に，Psychrobacter属は耐冷性と耐浸透圧性を有する
ことから寒冷極地由来の試料からの報告が多く9），一方，Carnobacterium属は乳酸桿菌の一種で
あり嫌気的条件下で生育するが，耐冷性ならびに耐凍結融解性，および耐圧性を示すことから，
深海や南極土壌などからも分離されている10）。Psychrobacter属の「psychro」とは「冷たい」の
意であり，今回この属の菌種が複数検出されたことは大変に興味深い。実際に，寒冷極地からの
Psychrobacter属の分離例はCarnobacterium属に比べると明らかに多い。そこで，分離した３種
類のPsychrobacter属（NU01株，MA01株，MA02株）について，より詳細な帰属を行うため16S 
rRNA遺伝子の全塩基配列を解析し，他のPsychrobacter属との進化系統上の位置関係を調べた。
その結果を図２に示す。３種類の分離株は明らかに異なるクラスターに含まれ，NU01株はP. 
cibarius JG-220（accession no. AY639872），MA01株 はP. psychrophilus NP42（accession no. 
EU196312），そしてMA02株はP. glacincola ANT9253（accession no. AY167308）と最も系統的
に近縁であることが判明した。

表２　16S rRNA遺伝子の可変領域（V1 ～ V3）を対象とした分類学的帰属

＊ 末尾の“A”は嫌気由来株を示す．
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　P. cibarius JG-220はチョッカル（朝鮮塩辛）から分離され11），最適生育温度は25-30℃で４℃
の低温でも生育可能なことから耐冷菌の一種であると考えられる。一方，P. psychrophilus 
NP42およびP. glacincola ANT9253は，それぞれ北極圏の冷泉および南極の氷床から分離された
ものである。各分離株とそれぞれの近縁株間の相同性はすべて100%を示したことから，NU01株
はP. cibarius，MA01株はP. psychrophilus，MA02株はP. glacincolaと推定されるが，確定には
DNA-DNA交雑法12）による実験的裏付けが必要である。今後は，これら３菌株についてヒモム
シとの共生関係を調べるとともに，生理活性物質ならびに低温で高活性を示す有用酵素の探索を
進める計画である。

３．Accession number
　本研究では，南極海産ヒモムシより分離したNU01株，MA01株およびMA02株の16S rRNA遺
伝子の全塩基配列を決定した。各配列はDDBJデータベースに登録済であるが，その際発行され
たaccession numberはLC184493（NU01株 ），LC184277（MA01株 ），LC184492（MA02株 ） で
ある。
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図２　分離細菌と近縁細菌の系統樹
図中の数値はBootstrap値を示す．
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