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微細藻類に対する増殖抑制細菌の単離および

その産生物質の特性

持田　和男＊。尾添　嘉久＊・申村　利家＊・

　　　　　松田　俊一＊。山口　典生＊

Iso1at1on　of　a　Bacter1um　Inh1b1tmg　the　Growth　of　M1croa1gae

　　　and　Character1zat1on　of　the　Produced　Inh1b1tors

　　　Kazuo　MocHIDA　Yosh1h1sa　Oz0E，Tosh11e　NAKAMURA

　　　　　　Shun－1ch1MATsUDA　and　Nor1o　YAMAGUcHI

　A　bacter1um　wh1ch1nh1b1ted　the　growth　of　a　green　a1ga　C〃o〆θ〃αsp　was

1soヱated　from．upper－1ayer　water　of　the　brack1sh1ake　Nakanoum1and1dent1f1ed

as肋肋〆o肋6加καθグogθ2㈱　　The　bacter1um　produced　re1at1ve1y　stab1e　a1ga1growth

mh1b1tors（AGI）wh1ch　decreased　dramat1ca11y　the　ch1orophy1content　of0〃oγθ〃o

m　the1n1t1a1growth　stage　under　cont1nuous111ummat1on　a1though　the　ce11number

was　unchanged　The　part1a11y　pur1f1ed　AGI　a1s01nh1b1ted　the　growth　of　other

green　a1gae　and　d1atoms　as　we11as0〃oプ6〃α　From　the　behav1or　m　ge1f11trat1on

（Sephadex　G－100and　Sepharose4B），paper　part1t1on　chromatography，and1on－

exchange　chromatography（DEAE　Sephadex　A－50），1t　was　suggested　that　these

AGI　were　h1gh　mo1ecu1ar　substances　contammg　sacchar1des　as　the　const1tuent

　　　　　　　　　緒　　　　言

　水圏の徴細生物類は，物質循環におげる低次の生産老

および分解者として重要な役割を担っているだげでな

く，それぞれの生産物質または代謝物質を通じて相互に

密接な関係を保っている．これらの物質の中には，他の

生物種に対する増殖制御物質が存在し，水圏徴細生物類
　　　　　　　　　　　　　　　　1）
の動態に直接的な影響を及ぼしている．そのような制御

物質を介した生物問の相互作用はアレロパンー（a11e1o－
　　　　　　　　　　　　　　　2，3）
pathy，他感作用）と呼ぱれている．微細藻類と細菌問
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）
にもアレロパシーの存在が知られており，石尾は渦鞭毛

藻に対する増殖阻害物質を産生するγ伽Zo菌を単離し

た．

　水圏徴細生物問のアレ肩パソーは，生化学的立場だけ

でなく環境科学的立場からも興味のある課題である　例

えぱ，湖沼や内湾など閉鎖性水域で頻発している徴細藻

＊生物汚染化学研究室

類の異常増殖現象に対し，このアレロパシーがどのよう

に関わっているカ㍉またその異常増殖の制御にこの他感

作用物質（a11e1ochemica1s）が利用可能かなど興味がも

たれた．

　著者らは，かかる水圏におげる徴細藻類を中心とした

徴細生物間アレロパシーに関する一連の研究に着手する

こととした．本報告では0〃0グ召”αsp．を用い，藻類に

対する増殖抑制物質（a1ga1growth　mh1b1tor　AGI）

を産生する細菌を単離・同定し，その産生物質の特性を

検討した結果について述べる．

　　　　　　　実験材料および方法

　1．供試藻類

　供試藻類としては，本学部農芸化学工学研究室より分

譲された緑藻（4種）0”0κ”σsp．，　P1㈱肋0榊舳

1伽伽60閉ガ，8θ1〃㈱炉〃肋0ψ柵0〆榊肋肋および80一

伽θ加3肋鮒励肋oゆ肋3，珪藻（2種）0〃08θ”α〃伽α

および8加1肋勿㈱α003切肋肋，および藍藻〃ぴ0Cツ5伽
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Tab1e1． Composition　of　BBM＊ ’Tab1e3． Composition　of　Fitzgera1d㎜edium

（1）NaN03

（2）KH2P04

（3）K2HP04

（4）MgS04・7H20

（5）CaC12④2H0

（6）NaC1

10．og／H20400m4

7．og／H20400m4

3．og／H20400m4

3．og／H20400m4

1．og／H20400m4

1．og／H20400m4

（a）．EDTA50g，KOH31g，H201，OOOm4

（b）FeS04．7H20498g，H20999m4，H2S04
　　1m4

（c）　H3B0311．42g，H201，OOOm4

（d）ZnS04・7H208．82g，Mnα2．4H201．44g，

　　Mo040．71g，CuS04・5H201．57g，Co（N03）2

　　6H200．49g，H20999m4，H2S041m4

NaN03
K2HP04
MgSOぺ7H20
CaC12

FeC6H507

C6H807

NaHC03
Na2Si03

EDTA
PIV　so1ut1on＊

H20

　O．496g

　O．039g

　O．075g

　O．025g

O．O06g

　O．O06g

O．046g

O．O08g

O．O019

　　3m4

1，OOOm4

＊PIV　so1ution

＊（1）～（6）each1Om4＋（a）～（d）each1m4＋H20

　936m4

α〃昭〃Z03α，ならひに大阪府立大学農学部食品化学研究

室より分譲された緑虫肋ψ舳敬α0舳8を用いた．

　これら藻類の培養には，C”0〆θ”αおよびS0一

伽〃θ舳鮒についてはBBM培地（第1表），〃σ励一

〃o吻㈱α，0ツ61o加〃αおよび搬θ肋072㈱αについては

須藤培地（第2表），〃0舳ツ∫伽についてはF1tzgera1d

培地（第3表）ならびに肋8伽αについてはMAL培
地（第4表）を用いた．

FeC13．6H20

MnC1ガ4H20
ZnC12

CoC12・6H20

NaMo04
EDTA
．H20

Tab1e4．

194mg

82mg
　10mg
　　4mg

　　8mg

1，500mg

1，000m4

Composition　of　MAL　medium

Tab1e2． Composition　of　Sudo’s　medium

NaC1
MgS04．7H20

KC1
CaC12田2H20

NaN03
Na2HP04・12H20

NaHC03
Na2Si03

Reformed　P1＊

V1tamm　B12

H20

　20．Og

　8．Og

　O．7g

　O．37g

　O．1g

O．01259

0，168g

O．O089

1．Om4

0002μ9

1，000m4

＊Reformed　P1so1ution

EDTA
Fe（C1）

Mn（C1）

Zn（C1）

Co（C1）

Cu（SO。）

B（H3B03）

Mo（Na2Mo04）

H20

KH2pO。

（NH4）2S04

MgS04．7H20

CaC03
DL＿Ma1e1c　ac1d

Na　g1utamate

　　3．Og

　O．08g

　O．12g

　O．015g

O．O03g

O．O012g

　　O．69

　0．059

1，000m4

Na2EDTA
ZnS04

MnS04
FeS0ぺ7H20

Na2Mo04・2H20
CuS04・5H20

CoC12・6H20

H3B03
V1tam1n　B1

V1tamm　B12

H20

　　O．4g

　　O．2g

　　O．59

　　0，29

　　2．Og

　　5．Og
‘50．Omg

22．Omg

　5．8mg

3．99mg

　1．5mg

　1．6mg

1．58mg

11．4mg

　2．5mg

O．O01mg

1，OOOm4

　2　藻類増殖阻害物質（AG・I）産生菌の検索，同定お

　　　よび阻害活性の測定法

　細菌用の酵母エキス培地（第5表）を用いた通常の平

板稀釈法（30℃）によって，中海の表層水から細菌を単
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）
離した．単離細菌の同定は，Bergey’s　Manua1第8版

の分類表や記載事劉こ従って行った．また単離細菌の藻
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類増殖阻害活性の測定は，酵母エキス培地を用いて液体

培養して得た培養濾液を検定用試料とする下記の方法に

よった．すなわち，

　阻害活性は，試験管（1．2φ×9cm）に0〃0〃〃α添

加BBM培地（3．O　m4）および検定用試料（O．5m4）を

加えて，25T，4，OOO1ux常時照明下で静置培養後，

C”o〃”αの増殖度をCh1orOphy1の螢光強度を測定

（Tumer杜螢光光度計，Mode1111または目立螢光光

度計，F－3000）することによって求め，O日目を基準

とする相対増殖度で表示した　必要に応じて，haema－

CytOmeterを用いた顕徴鏡下での細胞数計測法も併用

した．

　3　AGI産生条件の検討

　　（1）AG・I産生培地

　本検討には，酵母エキス培地の他に，普通寒天培地；

bui11on　O．5g，peptone1．0g，NaC1O．5g，H20100

m4，乾燥フイヨ：■培地，bu111on05g，peptone10

9，NaC1O．5g，K2HP040．5g，H20100m4，標準寒天

培地；yeast　extract　dried　O．25g，peptone　O．5g，

glucose01g，H20100m4，Sp1z1zen培地，K2HPO．

1．4g，KH2P040．6g，（NH4）2S040．2g，Na3C6H507．2

H200．1g，MgS04・7H200．02g，g1ucose　O．5g，H20

100m4，Dr1ga1sk1培地，bou111on05g，Peptone

1．Og，1actose1．Og，H20100m4，を用いた．各培地

に単離細菌（E．〃グo星刎θ3，E－1－1）を接種し，30Tで

Tab1e5．Composition　of　Yeast　extract　medium

KH2p04
Na3P0ぺ12H20
（NH4）2S04

Yeast　extract　dried

G1ucose

Minera1stock　so1ution＊

H20

　　3，49

　2．52g

　　1．Og

　　1．Og

　　O．89

　10m4
1，OOOm4

＊Minera1stock　so1ution

MgS04
MnS04
NaCI
CaC12

ZnS04．7H20

CuS04・5H20

K2A12（S04）ぺ24H20

H3B03

Na2Mo04・2H20
H20

　　3．Og

　　O．5g

　　1．Og

　　O．1g

　　O．19

10．Omg

1O．Omg

1O．Omg

1O．Omg

1，OOOm4

4目問静置培養後，遠心分離（3，OOOrpm，20分）して得

た上澄液のAGIの活性を前述の方法に従って測定し
た．

　　（2）培地中のAGI産生因子

　酵母エキス培地の構成成分中からグルコース，乾燥酵

母エキスおよび徴量要素（minera1stock　so1ution）の

それぞれを除いた各培地に，単離細菌（E．〃グ0g肋ω，

E－1－1）を接種して30oCで4日問静置培養後，遠心分離

（3，OOOrpm，20分）して得た上澄液のAG一亙の活性を前

述の方法に従って測定した．また乾燥酵母ユキスの添加

濃度をα25，α5，O．75，1．Oあるいは2．O％とした時の

AGIの活性も同様に測定した．

　4．産生AGIの特性

　　（1）熱安定性

　単離細菌（E．α榊g㈱θ8，E－1－1）を酵母エキス培地を

用いて30◎C，7日問培養した後，遠心分離（7，OOOrpm，

20分）して得た培養上澄液を湯浴中（50，70およぴ90

0C）で加熱（30分，1時問および3時間）し，残存活性

を測定した．

　　（2）藻類に対する作用スペクトル

　単離細菌（E．αθグ0g肋θ3，E－1－1）を酵母エキス培地を

用いて30T，7目間培養した後，遠心分離（7，000rpm，

20分）して得た培養上澄液を硫安塩析（硫安飽和度20－

80％）後，蒸留水に対して24時問透析（SPECTRA
　　　　　　⑯
PORE3，500，SPECTRUM杜製）した．その透析内
液の凍結乾燥標品（以下透析乾燥標品と称する）を用い，

前述の活性測定法と類似の方法（培養規模を3倍にした

振とう培養法）で各藻類に対する作用スベクトルを作成

した．

　　（3）カラムクロマトクラフ的挙動

　　　1）S理h亀d駆G－100カラムク1コマトクラ7イー

　上記透析乾燥標品200㎜gを2m4の蒸留水に溶解し

た後Sephadex　G－100カラム（3φ×98cm）に充填し，

蒸留水で溶出（流速o．4m4／min）した．各画分（2g）

はAGIの活性を測定した後，活性画分（No．60－100）

を集めて凍結乾燥Lた．

　　　2）S即血鮒⑰鵬蝸カラムク回マトグラ7イ｝

　上記1）の凍結乾燥標品（8Z5mg）を2．5m4の蒸

留水に溶解した後Sepharose4Bカラム（2．5φ×90cm）

に充填し，蒸留水で溶出（流速o．4m4／min）した．各

画分（2g）について上記と同様にAGIの活性を測定し

た後，活性画分（N0．36－167）を集め凍結乾燥した．

　　　3）皿EAE　S㊧曲a也甑A－50カラムクロマトクラ

　　　　　　7イ‘
　上記2）の活性画分（53．5mg）を少量のO．02Mリソ
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酸緩衝液（pH7）に溶解し，DEAE　Sephadex　A－50

カラム（2．5φx50cm）に充填した後，O．02Mリソ酸緩

衝液（PH7）に溶解した0－1M　NaC1による1inear

gradient法で溶出した．各画分（2g）について上記と
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
同様にAGIの活性を測定し，さらにフェノール硫酸法

による糖の定量（O．D．480nmにて表示）を行った．

活性画分（No．90－124）を集め，透析してNaC1を除い

た後凍結乾燥した．

実験結果および考察

　1．藻類増殖阻害物質（AGI）産生綱菌の同定

　緑藻0〃o〃〃αに対するAGI産生菌を，通常の平板

稀釈法によって，中海の表層水から単離した．この菌

（E－1－1）の電子顕微鏡写真を第1図に示した．本菌
　　　　　　　　　　　　　　　　5）
の同定は，Bergey’s　Manua1第8版の分類表や記載事

項に従って行い，その結果を第6表にとりまとめた．

本菌は，幅がO．5－0．8μm，長さが1．2－2．5μmの短桿菌

で，胞子を形成しない．またグラム染色は陰性で，酸素

に対しては通性嫌気性を示す．以上から本菌は分類表の

Part8に相当する．運動性や各種の生理試験の結果を，

Part8記載の該当種と比較し，本菌を腸内細菌の一種で

ある肋伽0わα6伽α㈹gθ肋3と同定した．

　2．産生AGIの作用性

　本菌の生産するAGIの作用性には，第2図に示した

様に，明条件下での0〃o〃〃αの増殖初期において

ch1orophy1含量の急激な低下をもたらす反面，細胞数

にはさほどの変化を及ぼさないと言う特徴があった．す

なわち細胞数の変化に先立ってch1orophy1量が低下す

ることから，本物質は光合成機能に重大な影響を及ぼし

ていると思われた．しかもその作用は暗条件下では緩や

かであるので，光の照射下で促進されると考えられる．

　3．AGI産生培地

　本AGIの産生に適した培地を選択するために，6種

類の培養基を用いて本菌を培養し培養濾液のAGIの活

性を調べた（第3図）．標準寒天培地と酵母エキス培地

にAGIの活性を認めたが，後者の方が強かった．両者

に共通する成分である乾燥酵母エキスが本AGI産生因

子である可能性が考えられた．このことを確めるため

に，酵母エキス培地の構成成分からグルコース，乾燥酵

母エキスまたは微量要素をそれぞれ除いた培地を調整

　Tab1e6．Microbio1ogica1properties　of　the
　　　　　　iso1ated　bacterium，E－1－1．

Item Property

F1g1　E1ectron　m1crograph　of　the1so1ated
　　bacterium，E－1＿1．

Morpho1ogy　l

　Shape　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rod

　Dimension　　　　　　　0．5－O．8by1．2－2．5μm

　Spore　　　　　　　　　　　　　　－

　Gram’s　method

Cu1ture：

　Action　for　oxygen　　　Facu1tat1ve1y　anaerob1c

　Ge1atine　1iquefaction　　　　　　　　＿

　Cata1ase＋　Starcb　hydro1ysis

　Indo1e　production

　Methy1red
　Voges－Proskauer　　　　　　　　　　　＋

　Citrate　usage　　　　　　　　　　　　　　　＋

　Nitrate　reduction　　　　　　　　　　＋

　H2S　from　TSI　agar

　Acetoin　from　g1ucose　　　　　　　＋

Acid　formation　from

　G1ucose　　　　　　　　　　　　　　　　＋

　Lactose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋

　G1ycero1＋　Sorbito1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋

Gas　formation　from

　G1ucose　　　　　　　　　　　　　　　　　＋

　Lactose＋　G1ycero1　　　　　　　　　　　　　　　　＋

　Sorbito1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋

　　　＋：Positive，一：NegatiYe

n212501.pdf
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軸

①
＞

苫
①

由

3．0

2．0

1．O

0

och1orophy1

口ce11number

←一contro1

⊥

0．1

0，25

0．5

0，75

1．0

2．O

、、一ぴ一一＿

∴＼
　　　　　　A．G．I．addition

　　　　　　　　■

　　　　0　　　　　　24　　　　　　48　　　　　72　　　　　　96

　　　　　　　Time（hr）

Fig．2．Effect　of　A．G．I．on　the　ce11number

　　and　ch1orophy1amount　of0〃o〃1αsp．

C㎝c，n。、、。、㎝。f．　1。　。。　。。←売■1。。
Yeast　extract（％）　　　　Relative　Growth（％）to　the　control

Fig．5．　Inf1uence　of　concentration　of　Yeast

　　extract　on　the　A．G．I．production．

明らかな様にO．75％であった．さらに詳細な検討の結果

から，以後の実験では乾燥酵母エキスの濃度はO．7％と

した．

Nutrieηt　agar

Spizizen

Standard　agar

Dried　boui11on

Driga1ski

Yeast　extract

Medium　　　　0　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　100
　　　　　　　Relative　Growth（％）to　thecontrol

F1g3　Inf1uence　of　med1a　on　the　A．G．I．
　　productivity　of　E．αθプogθπθ3．

G1ucose

Yeast　extract

Minera1stock　so1ution

　Co血ponent　removed　　0　　　　25　　　　50
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　4．産生AGIの特性

　　（1）熱安定性

　本AGIは，50℃以下ではその活性をほとんど消失

せず比較的熱に安定であるが，70．Cを超えると時間の

経遇と共にかなり速かに活性を消失した（第7表）．

　　（2）藻奏則こ対する作用スペクトル

　透析乾燥標品を用いて，本AGIの藻類に対する作用

スペクトルを作成した（第6図）．本AGIは，検討し

た4種の緑藻全てに増殖抑制活性を示し，中でも0か

10〃〃αに対して強い活性を示した．2種の珪藻にも増

殖抑制活性があり，とくにCツ610加”αに対しては1ppm

でも活性を示した．しかし肋81舳αと〃ぴoぴ挑に

対しては全く活性を示さなかった．本物質は後述のとお

りかなりの高分子物質であると推測されることから，藻

類の細胞膜構造の相違が活性発現に影響しているのであ

ろう．なお別途求めた0〃o〃〃α，8θ1伽α飲〃〃およ

び∫6θ〃加3舳3に対する透析乾燥標品の50％増殖阻害

濃度（IC。。）は，それぞれ2．6，104．7および60．6ppm

であった．

　　（3）カラムクロマトクラフ的挙動

　透析乾燥漂品を用いたSephadex　G－100カラムクロ

マトクラフィーにおいて，活性画分はY01dvo1ume付

Tab1e7．Thermo－stabi1ity　of　A．G．I．

Time
（hr）

Residua1activity（％）

し，各成分のAGI産生への影響を調べた（第4図）．

乾燥酵母エキスを除いた培養基でAGIの活性が消失し

た．なおこの培養基でも本菌はよく生育した．またAGI

産生のための乾燥酵母エキスの適正濃度は，第5図から

50℃　　　　　　70℃　　　　　　90℃

O．5　　　　　　90　　　　80

1　　　　　　　90　　　　70

3　　　　　　　80　　　　55

　55

　25
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Fig．6．A1ga1growth　inhibitory　actiyity　to

　　some　a1gae

近に溶出された．そこで分画範囲のより大きいSeP－

harose4Bを用いて，その活性画分の再クロマトグラ

フィーを行った（第7図）．しかしこのカラムでも活性

画分（No．36－167）は▽oid　vo1ume付近に溶出され，

AGIがかなりの高分子物質であることを示唆した．ま

た活性画分を4W　HC1で24時問加熱した加水分解物は，

炉Bu0H／Ac0H／H2o（4／1／5，v／v／v）を展開溶媒とす

るぺ一バークロマトグラフィーにおいて，アニスアルデ

ヒド発色剤に対して陽性な単一スポット（R戸O．19）を

与えた。すなわち本AGIは構成成分として糖を含有す

　　　　　　　Vo
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睾
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§O・3　　γ　〔　　　　1岩
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・島セ

　0・2　　　　　11　　1　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　虫o　0．1
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　F1g　8　DEAE　Sephadex　A－5010n－exchange

　　　co1umn　chromatogram

る可能性がある．そこで分離不充分なゲル濾過法に変え

てDEAE　Sephadex　A－50を用いたイオソ交換クロマ

トグラフィーを行い，分離をより完全にすると共に活性

画分がフヱノール硫酸法で定量した糖のピークと一致す

るか否かを検討した（第8図）．活性画分は，未吸着部分

と思われる画分（No．1－7）のほカ㍉糖の溶出ピークと一

致する2つの画分（No．90－113およびNo．114－124）

に分離した．これらの結果から，本菌の産生するAGI

の主体は糖をその構成成分とするかなりの高分子物質で

あることが強く示唆された．
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