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⑥　自然教育園の落葉より分離された
放線菌について

村　松　秀　行＊

Actinomycetes from leaf litter collected in the Institute for Nature Study

Hideyuki Muramatsu＊

は　じ　め　に

　放線菌は細菌界に属する微生物である。2015 年にノーベル医学生理学賞を受賞された大村智博士
の受賞対象は抗寄生虫薬イベルメクチンであるが，その原体であるアベルメクチンは放線菌の一種
である Streptomyces avermectinius の生産する化合物である（Burg et al., 1979）。このように放線
菌は医薬品などの有用化合物の生産生物として，ペニシリン（Fleming, 1929），セファロスポリン

（Newton & Abraham, 1955），メバスタチン（ML-236B, メバロチン原体）（Endo et al., 1976）など
を生産するカビと並んで非常に有用である。放線菌からはストレプトマイシン（Schatz et al., 1944），
カナマイシン（Umezawa et al., 1957），ブレオマイシン（Umezawa et al., 1966），タクロリムス（FK506）

（Kino et al., 1987），カスガマイシン（Umezawa et al., 1965）などが発見され，感染症，ガン，高脂
血症，免疫関連などの医薬品や農薬，動物薬として，現在に至るまで人類の健康増進と福祉の向上に
大きく貢献している。
　しかし，現在では微生物産物からの医薬品探索は多くの製薬企業が撤退するなど，下火になってい
るのが現状である。その理由は化学合成法の飛躍的な進歩や抗体創薬の興隆などに加えて，分離しや
すい微生物を用いた探索では新規有用化合物の発見が困難となっていることである。化学合成法が進
歩したとはいえ微生物の生産する化合物をはじめとする天然物化合物は，人知を超えた有用化合物の
源としていまだにその価値を失っていないと考える研究者も多く（Li & Vederas, 2009），海洋の微
生物（Fenical & Jensen, 2006）や難培養微生物（Milshteyn et al., 2014）など，これまであまり扱わ
れてこなかった微生物にアクセスする試みも続けられている。放線菌は主に土壌から分離されるが，
筆者らは土壌と同様に身近な環境でありながらあまり活用されてこなかった落葉に着目し，その分離
株の多様性や新規性を調査すると同時に実際に医薬品候補化合物の探索に活用している。
　放線菌を含めた細菌は動植物では当然のように行われる分布に関する研究が極めて少ない。このこ
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とは細菌の分類体系の未熟さや同定の困難さもその要因となっていたと考えられる。幸い，分子系統
の概念及びその解析技術の進歩により，細菌の分類学は近年になって急速に進んでおり，また，未記
載種であっても系統情報による解析が可能となっている。系統情報，すなわち遺伝子の塩基配列情報
による解析の具体的な例は，配列の相同性検索による分類群の推定や一定の相同値によるグルーピン
グ（OTU; O perational Taxonomic Unit）を便宜的な種として扱う解析が挙げられる。これらの技術
は微生物の分布や生態に関する研究や新規分類群の発見に大いに役立つと考えられる。
　今回，筆者らは大都市内に遺存された自然林的環境である自然教育園の落葉に生息する放線菌につ
いて，その系統的多様性及び新規性について調査を行ったので報告する。

調査方法

　2018 年 6 月 27 日及び 7 月 26 日，10 月 11 日に自然教育園にて落葉の採集を行った。採集した落葉
は幅 5 mm 程度に細断したのち，1 週間，実験室内にて風乾した。風乾した落葉は以下の 2 方法にて
懸濁液を作製し，原液及びその生理的食塩水による希釈液を土壌放線菌の分離に用いられるフミン酸
ビタミン寒天培地（HV 培地）（Hayakawa & Nonomura, 1987）及び酸性（pH 5.0）に改変した HV
培地に塗抹した。
①　 風乾落葉 0.5 g を滅菌 PP 製試験管に量り取り，滅菌クローム球を重しとして載せたのち滅菌

0.05% Tween 80液 20mlを静かに注いで風乾落葉を十分浸漬させた。1時間室温で放置したのち，
上清をサンプリングして懸濁液とした。あえて撹拌を行わないことにより，自ら遊走して上清中
に現れる運動性放線菌が選択的に分離される。

②　 上記と同様に風乾落葉を Tween80 液に浸漬したのち重りを除去し，ボルテックスミキサーで
激しく撹拌して懸濁液を作製した。作製した懸濁液は 2ml 容のサンプリングチューブを用いて，
percoll またはfi coll を用いた非連続密度勾配遠心（比重1.10～ 1.20, 20,000 x G，10分または15分）
により，比重ごとに分画した。

　懸濁液を塗抹した寒天培地は 30℃で 1 ～ 3 週間培養し，出現したコロニーをイーストエキ
ス・スターチ寒天培地に移植した。移植したコロニーは 30℃で 1 ～ 2 週間培養し，コロニー
PCR に供した。コロニー PCR は KOD FX Neo （東洋紡），PCR プライマーとして 16S001F（5’- 
GGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’） と 16S003R（5’- ACGGCTACCTTGTTACGACTTC-3’） を
使用し，16S rRNA 遺伝子のほぼ全長（約 1.5 kb）を増幅した。PCR サイクルは 95℃，10 分のプレ
ヒートに引き続き，98℃，30 秒の熱変性，63℃，30 秒のアニーリング，68℃，1 分の伸長反応のサ
イクルを 40 サイクル実施後，4℃で保管した。PCR 反応液は希釈し，塩基配列分析に供した。塩基
配列分析は 821R（5’- CATCGTTTACGGCGTGGACTAC-3’）をシーケンスプライマーとし，サン
ガー法にて行った（株式会社ファスマックに委託）。得られた配列はエレクトロフェノグラムを目視
にて確認したのち，16S rRNA 遺伝子の前半部分約 700 塩基を決定した。塩基配列の相同性検索は
Blast 検索にて行った。OTU 解析の閾値は 99%を採用した。OTU 解析は閾値 97%で実施されるこ
とも多いが，今回は Stackebrandt らの報告（2006）を根拠により実際の種間の値に近いものとして
99%を採用した。一部の分類群については，Clustal X version 2.1（Larkin, 2009）を用いて系統樹を
作成した。
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結　　　　　果

　落葉 20 サンプルより，720 株の放線菌を含む細菌を分離した。分離株のうち，678 株について 16S 
rRNA 部分塩基配列を取得することができた。取得した配列長は 550 ～ 798 塩基で 665 株（98.1%）
が 680 塩基以上であった。678 株のうち 532 株（78.4%）が放線菌で，放線菌以外の細菌ではアルフ
ァプロテオバクテリアが 126 株（18.6%）で放線菌に次いで多かった。OTU 数は 207 で OTU 当たり
の平均分離株数は 3.27 株 /OTU となり，多様な OTU が取得できていることが分かった。放線菌の
OTU は 138（66.6%）と最も多く，次いでアルファプロテオバクテリアが 52（25.1%）であった（表 1）。
放線菌は 16 科 42 属 138OTU（種相当）であった（表 2）。放線菌の中では Streptomyces 属が分離株数，
OTU 数ともに最も多く，分離株が 313 株，OTU が 31 であった。また，運動性放線菌の OTU とし
て，Kineosporia 属，Actinoplanes 属，Cryptosporangium 属などに属する 34 が検出された。また，
既知種に対して相同値が99%未満の新種相当と考えられるOTUは68とOTU全体の約半数であった。
これらについては系統樹上でも新種相当であることが確認された（図 1，2，3）。

表 1　綱ごとのOTUおよび分離株数
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表 2　属ごとの放線菌OTUおよび分離株数
最近縁種との相同値が 99%未満のものを新種候補 OTU とした．

属名に * を付したものは運動性放線菌．

（所属未定）（所属未定）

（所属未定）（所属未定）
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表 3　OTUリスト

相同値（％）相同値（％）
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表 3　OTUリスト（続き）

相同値（％）相同値（％）
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表 3　OTUリスト（続き）

相同値（％）相同値（％）
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表 3　OTUリスト（続き）

相同値（％）相同値（％）
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表 3　OTUリスト（続き）

相同値（％）相同値（％）

CCBAU 101002TCCBAU 101002T

RPE64TRPE64T
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図 1　Actinoplanes属に属するOTUの 16S rRNA遺伝子部分塩基配列による系統樹
　括弧内は配列のAccession番号．「--」で始まる番号の配列はNBRC，それ以外はDDBJより入手した．
ブートストラップ値は 50%以上のものを枝に付した．
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図 2　Amycolatopsis属に属するOTUの 16S rRNA遺伝子部分塩基配列による系統樹
　括弧内は配列の Accession 番号．「--」で始まる番号の配列は NBRC，それ以外は DDBJ より入手した．
ブートストラップ値は50%以上のものを枝に付した．近縁のOTUが存在しない一部の種は省略した．
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図 3　Kineosporiaceae科に属するOTUの 16S rRNA遺伝子部分塩基配列による系統樹
　括弧内は配列のAccession番号．「--」で始まる番号の配列はNBRC，それ以外はDDBJより入手した．
ブートストラップ値は 50%以上のものを枝に付した．

自然教育園報告　第50号，2019─ 54─



考　　　　　察

　落葉は土壌と近接した環境であるが，今回の調査は生息する放線菌には両者に違いがあることを示
唆している。運動性放線菌は土壌からも見出されるが，今回分離された 138 の放線菌に属する OUT
のうち 24.6%にあたる 34 が運動性放線菌であり，これは奥多摩やマレーシアにおける土壌放線菌の
調査（Muramatsu et al., 2003）のデータから算出されるそれぞれ 10.6%，13.0%と比べて高率である
と言える。また，土壌からは一定頻度で検出される Streptosporangiaceae 科が全く検出されなかった。
Micromonosporaceae 科内では土壌から比較的高頻度で分離される Micromonospora 属が分離され
ず，その代わりに Actinoplanes 属が比較的多く分離された。これらはベトナムの土壌と落葉から分
離された放線菌についての報告（Hop et al., 2011）とも傾向は一致しており，一般的な傾向である可
能性が高い。さらに新種候補が多いことも特徴で，これは落葉由来の放線菌研究が比較的少ないこと
を反映していると考えられる。今回は，大都市内に遺存された自然林的環境である自然教育園での調
査であったが，非常に多様な放線菌を検出することができた。分離株数が 1 株の OTU も多く，全体
で 126，放線菌のみで 80 もの OTU が該当し，さらなる調査によって OTU 数は増加することが期待
される。このように落葉の放線菌は多様で新規性が高く，医薬品探索などの応用研究に有用であるこ
とが示唆された。また，今回の調査報告が放線菌の分布や生態的な研究にも役立つことも期待したい。
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