
1.　は じ め に

Rhodococcus 属細菌は，PCB などのハロゲン化炭化
水素や石油成分など，数多くの難分解性化合物に対し
て強い資化性を示す株が多数知られていることか
ら 3,4,7,13,15,19,42,44），バイオリメディエーション等の環境浄
化への応用が期待されている菌群である 40）。この Rho-
dococcus 属細菌を実際に汚染環境の浄化に利用するた
めには，汚染環境中での Rhodococcus属細菌の挙動や，
汚染物質との接触・取り込みのメカニズムを理解する必
要があり，そのためには，細胞表層構造の特徴を詳細に
把握することが重要である。Rhodococcus属細菌はグラ
ム陽性細菌であるが，結核菌に代表されるような 21）細
胞表層にミコール酸を含む細菌群（Mycolata）に属して
おり，特徴的な細胞表層構造をもっている。ミコール酸
とは α- アルキル -β- ヒドロキシ - 脂肪酸であり，Rho-
dococcus属細菌のもつミコール酸は総炭素数が 35 から
45 ほどの高級脂肪酸である 8,22）。Sutcliff e は，研究の進
んでいる結核菌の細胞表層モデル 5,21）に基づいて，R. 
equi の細胞表層モデルを提案した（図 1）32）。このモデ
ルによると，通常のグラム陽性細菌に見られるリン脂質
二重層からなる細胞膜とペプチドグリカン層の外側に，
アラビノガラクタンを介してミコール酸が結合し，ミ
コール酸の膜状構造をもっていると考えられている。ま
た，このミコール酸膜には，糖脂質やタンパク質も存在
していることが報告されている 1,14,17）。このミコール酸
が細胞壁の外側に，あたかもグラム陰性細菌の外膜のよ
うに存在していることから，Rhodococcus属細菌は環境
中において，通常の細菌とは異なる挙動を示すことが予
想される。さらに，Rhodococcus属細菌にはこのミコー
ル酸層のさらに外側に，菌体外多糖（Extracellular poly-
saccharides, EPS）を分泌する株が存在する。微生物の
生産する EPS は，代表的な細胞外構成物質として多く

の微生物に共通して見られ 18,26），バイオフィルムの主要
構成成分としても知られているが 6,33,43），その構造は多
様であり，構造と機能との関係は不明な点が多い。
Rhodococcus 属細菌の生産する EPS では，馬の気管支
炎，肺炎の原因菌である R. equiで，その抗原性から糖
鎖構造の解析が進んでいる。これまでに 7 種類の sero-
type が知られておりその糖鎖構造が決定されている
が 16,20,25,27–29），その他の Rhodococcus 属細菌の生産する
EPS の機能や構造はほとんど明らかになっていない。
近年，我々の研究グループで，この Rhodococcus 属細
菌の環境浄化への応用という観点から EPS の機能の解
明を試みてきた結果，この EPSには様々な機能があり，
その構造も特徴的であることが明らかになってきた。そ
こで本総説では，環境の浄化への応用が期待される様々
な炭化水素耐性 Rhodococcus 属細菌の生産する EPS の
機能と構造について紹介する。また，Rhodococcus属細
菌の EPS には高い界面活性能や保湿・吸湿能をもつも
のが存在することを見出したため，環境や人体に対する
負荷の少ない機能性素材として応用していきたいと考
え，これら EPS の機能と構造との関係についても検討
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図 1．Rhodococcus属細菌の細胞表層構造。
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したので紹介する。

2.　炭化水素耐性菌の生産する EPS の機能と構造

2.1.　石油耐性・分解菌 R. rhodochrous S-2 の EPS

石油による環境汚染は，千種類以上の炭化水素の混合
物による複合汚染である。しかし，海洋における石油汚
染では，揮発性の高い低分子の炭化水素や生分解を受け
やすい直鎖アルカンなどは，比較的短期間で海洋環境か
ら除去・分解され，難揮発性の高分子炭化水素，特に多
環芳香族炭化水素（PAHs）が長期間残留することが知
られている。したがって，微生物を用いて石油汚染海洋
を浄化するためには，PAHs に対する耐性・分解能をも
つ微生物を利用することが重要であると考えられる。そ
こで，Rhodococcus属細菌には難分解性の芳香族炭化水
素に対する資化能をもつものが多数報告されていること
から，様々な Rhodococcus 属細菌について石油存在下
での生育を検討した。石油は予め分画した芳香族炭化水
素含有画分を実験に供した。その結果，寒天培地上でム
コイド型のコロニー形態を示す株は，その種にかかわら
ず石油の存在下で生育できるのに対して，ラフ型のコロ
ニー形態を示す株は生育できないことを明らかにし
た 11）。Rhodococcus 属細菌のラフ型株，ムコイド型株
の性質の違いについて，R. rhodochrousの同じ親株から
取得したコロニー形態変異株 41）を用いて検討した結果
（図 2，表 1）10,31），寒天培地上でラフ型のコロニー形態
を示す R-2 株は EPS の生産量が少なく，接触角法を用
いて細胞表面の疎水性を測定した結果高い疎水性を示
し，ガラスなどの疎水性表面や炭化水素などの疎水性物
質に対して強い吸着を示した。一方，ムコイド型のコロ
ニー形態を示す S-2 株は EPS を多量に生産し，その細
胞表面の疎水性は低かった。また，ムコイド型株の生産
する EPS を抽出・精製し（S-2 EPS），ラフ型株に対し
て添加した結果，疎水性表面に対する吸着が阻害された。
このように，ラフ型株とムコイド型株の違いは EPS 生

産量の違いによる細胞表面疎水性の違いであり，ミコー
ル酸をもつことにより疎水的な細胞表面をもつ Rhodo-
coccus 属細菌が生産する EPS は，その疎水性を低下さ
せる Hydrophilin として機能し，石油のような疎水性の
高い毒性物質に対するバリヤーとなっていることが予想
された。そこで，石油存在下で生育できないラフ型株に
対して S-2 EPS を添加，混合し，石油存在下での生育
を検討した結果，ラフ型株でも生育できるようになるこ
とを見出した（図 3）11）。この結果から，S-2 EPS は石
油耐性に関与し，EPS を生産しない石油耐性のない株
に対しても，石油耐性を付与できることを明らかにした。
また，その後の研究で S-2 EPS は実際の海洋汚染でも
有用であることが明らかとなった 12）。
そこで，この S-2 EPSの構造決定を試みた。S-2 EPSは，

寒天培地上で培養した菌体を生理食塩水に懸濁し，激し
く攪拌することにより菌体から遊離するため，この遠心
上清から S-2 EPS を精製した。この精製 S-2 EPS は，
電気泳動的に単一のバンドを示す酸性の多糖であり，ゲ
ルろ過による分子量の推定を行った結果，分子量 200
万のデキストランより早く溶出する単一のピークを得た
ことから，その分子量は 200 万以上の高分子多糖であ
ると考えられた。組成分析を行った結果，D-グルクロン
酸（D-GlcA），D-マンノース（D-Man），D-グルコース
（D-Glc），D-ガラクトース（D-Gal）がほぼ等モル検出され，
脂肪酸分析によりパルミチン酸とステアリン酸がそれぞ
れ重量％で 2.7％，0.8％検出された。これら脂肪酸は，
アルカリ加水分解により遊離してきたことから，糖鎖に
対してエステル結合していることが推測され，また，こ
の重量％から，その置換度は，糖 50 残基に脂肪酸が 1
つ結合している程度であると予想された。さらに，メチ
ル化分析や NMR 分析，部分酸加水分解により単離した
複数のオリゴ糖の構造解析を組み合わせて S-2 EPS の
糖鎖構造の決定を試みた結果，その糖鎖構造は酸性糖で
ある D-GlcA を側鎖としてもつ以下に示すような 4 種の
糖の繰り返し構造であると決定した：[3)-[β-D-GlcpA-(1
→2)-]-α-D-Manp-(1→3)-α-D-Glcp-(1→3)-α-D-Galp-(1→]n

図 2．Rhodococcus属細菌のコロニー形態。
（A）ラフ型株 R. rhodochrous R-2，（B）ムコイド型株 R. 
rhodochrous S-2。

表 1．ラフ型株とムコイド型株の EPS 生産量と細胞表面の疎
水性。

Strain EPS-yield (mg/g cells) Contact Angle (°)

R-2 2.7 (±3.8) >90

S-2 136.6 (±7.9) 34.3

図 3．R. rhodochrousの石油存在下での生育。
■，R. rhodochrous S-2；◆，R. rhodochrous R-2；▲，S-2 
EPSを添加した R. rhodochrous R-2。
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（図 4）35）。
これまでの結果から，ラフ型株の石油耐性の上昇に関
与する S-2 EPS の重要な機能の一つとして，石油の乳
濁化能が挙げられ，この乳濁化能と S-2 EPS の構造と
の関係について検討した。S-2 EPSの特徴的な構造とし
て，脂肪酸エステルに注目し，アルカリ加水分解により
脂肪酸を除去した EPS（DeAcyl S-2 EPS）と，脂肪酸を
除去した EPS に再びパルミチン酸を人工的に付加した
EPS（ReAcyl S-2 EPS）とを調整した（表 2）。その結果，
脂肪酸を除去することにより，石油乳濁化能は失われた。
これに対して，再度パルミチン酸を付加したものは，再
び乳濁化能が回復したことから，EPSに含まれる脂肪酸
が，石油の乳濁化に重要な働きをしていることを明らか
にした。ここから，S-2 EPSに様々な化学修飾を施した
り，S-2 EPS類似物質を合成することで，同菌の石油耐
性に関与するメカニズムが明らかになると考えられる。

2.2.　ベンゼン耐性・分解菌 Rhodococcus sp. 33 の EPS

工場跡地の土壌や地下水などの閉鎖的な環境中におけ
る石油汚染では，前述した海洋のような開放的環境にお
ける石油汚染とは異なり，ベンゼンのような低分子の揮
発性炭化水素の残留による汚染も問題となっている。
Rhodococcus sp. 33 は，石油精製工場跡地の土壌から単
離された，飽和濃度のベンゼンに対しても耐性を示すベ
ンゼン資化性菌であり 24），この株も EPS を多量に生産
する。そこで，EPS を多量に生産する親株から，EPS
をほとんど生産しないラフ型変異株を単離し，このコロ
ニー形態とベンゼン耐性との関連について検討した 2）。
その結果，親株であるムコイド型株はベンゼン耐性を示
すのに対して，EPS をほとんど生産しないラフ型変異
株はベンゼン耐性を示さなかった。また，親株の生産す
る EPSを精製し（33 EPS），ラフ型株に対して添加した
結果，ラフ型株はベンゼン耐性を示した。これらのこと
から，ベンゼン耐性にも EPS が関与し，ベンゼン分解
能をもっていても耐性のない株に対して，耐性を付与で
きることを明らかにした。
この 33 EPSについても構造決定を試みた結果，高分

子の酸性多糖であり，その構造は以下に示すような，ピ
ルビン酸を含む 4 種類の糖の繰り返しであると決定し

た：[4)-β-D-Galp-(1→4)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Manp4,6(S-
Pyr)-(1→4)-β-D-GlcpA-(1→]n。ピルビン酸は，D-Man の
4 位と 6 位に架橋するようにアセタール結合し，その絶
対配置は S 型であると決定した 34）。
そこで，このベンゼン耐性に関与する 33 EPSを化学
的に修飾し，ベンゼン耐性のないラフ型株に対して，ベ
ンゼンと共に添加することにより，ベンゼン耐性に必要
な EPSの構造について検討を加えた 2,34）。調整したサン
プルは，弱い酢酸加水分解でピルビン酸のアセタール結
合を切断し，ピルビン酸のみを除去した EPS，水素化
ホウ素ナトリウムを用いてピルビン酸および D-GlcA の
カルボキシル基をヒドロキシメチル基に還元した中性の
EPS，部分酸加水分解により糖の重合度を 5 から 12 程
度にしたオリゴ糖で（図 5），これらをラフ型株に対し
てベンゼンと共に添加，培養した。その結果，これら化
学修飾した EPS は，いずれもラフ型株に対してベンゼ
ン耐性を付与しなかった。したがって，ベンゼン耐性に
必要な EPS の構造は，ピルビン酸を含む酸性の高分子
構造であると示唆された。
このように 33 EPSは，ベンゼン分解能をもっていて
も耐性のない株に対して耐性を付与できることから，ベ
ンゼン汚染環境に存在する微生物群集にもベンゼン耐性
を付与し，分解を促進できる可能性が期待できる。また，
33 EPS に対しても様々な化学修飾を施したりすること
で，同菌のベンゼン耐性に関与するメカニズムが明らか
になると考えられる。

2.3.　分岐鎖アルカン分解菌 R. erythropolis PR4 の EPS

PR4 株は，難分解性の分岐鎖アルカンである 2,6,10,
14-tetramethylpentadecane（プリスタン）に対する分解
性を示す海洋性細菌であり 9），高い有機溶媒耐性をもつ

図 4．S-2 EPSの構造。

表 2．化学修飾 S-2 EPSの脂肪酸含量％（w/w）。

EPS Palmitic acid Stearic acid

S-2 EPS 2.7 0.8

DeAcyl S-2 EPS N.D. N.D.

ReAcyl S-2 EPS 1.7 N.D.
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とされ，近年ゲノム解析が行われた。この PR4 株も，
寒天培地上でムコイド型のコロニー形態を示し，EPS
を多量に生産することから，EPSの抽出・精製を試みた。
その結果，PR4 株は 2 種類の酸性 EPS（Fr1，Fr2）を
同時に生産することを明らかにした。石油の乳濁化能を
検討した結果，Fr1 は乳濁化能を示さなかったが，Fr2
は強い乳濁化能を示した。これら 2 種類の EPS の構造
を決定した結果，石油乳濁化能をもつ Fr2は脂肪酸を含
み，以下に示すような 4 種類の糖とピルビン酸から成
る構造の繰り返しであると決定した：[4)-β-D-Galp-(1→
4)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Manp4,6(S-Pyr)-(1→4)-β-D-
GlcpA-(1→]n

38）。この EPS もアルカリ処理により石油
乳濁化能を失うことから，脂肪酸が界面活性能に重要で
あることが示唆された。また，Fr1 については，まだ明
確な機能は明らかとなっていないが，N-アセチル-D-グ
ルコサミン（D-GlcNAc）や L-フコース（L-Fuc）を含み，
D-Glc を側鎖とする以下に示すような 5 糖から成る構造
の繰り返しであると決定した：[4)-[β-D-Glcp-(1→
3)-]-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→4)-α-D-GlcpA-(1
→3)-α-L-Fucp-(1→]n

39）。これら決定した EPS の構造に
関する情報とゲノム情報とを合わせて，これら EPS の
機能がより詳細に解明されることが期待できる。

3.　界面活性能，保湿・吸湿能をもつ EPS の構造

これまでの結果から，Rhodococcus属細菌の生産する
EPS は分子内に親水性領域や疎水性領域，酸性領域な
どが混在する polyphilic な高分子化合物であることを明

らかにした。そこで，この EPS を環境や人体に対する
負荷の少ない機能性素材として様々な分野に応用できる
と考え，界面活性剤，保湿・吸湿剤としての応用につい
て検討した。これまでに，S-2 EPS や PR4 株の EPS が
高分子の酸性多糖で脂肪酸を含むことにより，石油乳濁
化能をもつことを述べた。そこで，その他のムコイド型
株が生産する EPS についても石油に対する乳濁化能を
検討した結果，複数の株の EPS で強い界面活性能が認
められた 36,37）。これら EPS は，構成糖の種類や存在比
が異なっていることから，その糖鎖構造は多様であると
考えられる。しかし，電気泳動の易動度は類似している
ことから，EPS分子の電荷状況は類似しており，また，
共通して脂肪酸を含むことが明らかとなった。これら
EPS もアルカリ処理により乳濁化能を失うことから，
脂肪酸が界面活性能に重要であることが示唆された。
次に，EPS の保湿・吸湿剤としての応用について検
討した。微生物の生産する EPS は，バイオフィルムの
主要構成成分として知られており，その代表的な機能と
してバイオフィルム内に生息する微生物群の乾燥耐性に
重要であると言われている。そこで，Rhodococcus属細
菌の生産する EPS についても，高い保湿能をもつこと
が予想された。保湿能の測定は，EPS を乾燥後，サン
プル重量の 20％の水を加え，湿度を保ったデシケーター
内に 24 時間放置した後，再度重量を測定して，添加し
た水を全て保持した場合を 100％とした。測定の結果，
37°C で相対湿度 11％という低湿度環境下において，複
数の EPS で保湿剤や吸湿剤としてよく利用されている
ヒアルロン酸や尿素，グリセロール，シリカゲルに比べ，

図 5．化学修飾した 33 EPSの構造。
（A）Native 33 EPS，（B）Depyruvylated 33 EPS，（C）Reduced 33 EPS，（D）Partially hydrolysed 33 EPS。
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高い保湿能を示した（表 3）36,37）。同様に，吸湿能につ
いても高い能力を示した。そこで，EPS 分子の構造と
保湿能との関係について検討するため，S-2 EPSに含ま
れる脂肪酸に注目し，脂肪酸が保湿能に与える影響を検
討した。その結果，S-2 EPSの脂肪酸を除去することで，
保湿能の著しい減少が認められた（表 4）。これに対して，
脂肪酸を除去したのちにパルミチン酸を付加しなおした
EPS では，この相対湿度条件下では，添加した水を保
持するだけでなくさらに吸湿するほど保湿能が回復し
た。従って，保湿能には脂肪酸エステルをもつことが重
要であると予想された。
ここまで，Rhodococcus属細菌の生産する EPSには，
強い界面活性能や保湿能をもつものがあることを示し
た。これらの機能は高分子の多糖が脂肪酸のような糖質
以外の修飾を受けることで付与されることが示唆され
た。そこで，この EPS をモデルとして，様々な多糖に
対して人工的に脂肪酸をエステル結合させることによ
り，高い界面活性能や保湿能を付与することができるか
を検討した。合成には，酸性多糖としてカルボキシメチ
ルセルロースとアルギン酸，中性多糖としてデキストラ
ンとグアーガムを用いた。これらは，そのままでは石油
乳濁化能は認められなかったが，脂肪酸を付加した結果，
付加率は重量％にしてごくわずかであっても，酸性の多
糖において石油乳濁化能が付与された。
さらに，合成したアシル化多糖について保湿能を測定
した結果，酸性基が主鎖の糖 2 残基に一つ程度に存在
するカルボキシメチルセルロースでは，保湿能の上昇が
認められた（表 5）。しかし，すべての糖残基に酸性基
が存在するアルギン酸や，中性多糖であるデキストラン，
グアーガムでは，脂肪酸の付加による保湿能の上昇は認
められなかった。脂肪酸をもつことで強い保湿能を示し
た S-2 EPS の糖鎖は，糖 4 残基に酸性基が 1 つ存在し
ていることから，糖鎖に適度に酸性基が存在する多糖に

対しては，脂肪酸を付加することにより保湿能が向上す
ることが示唆された。

4.　おわりに

Rhodococcus 属細菌の生産する EPS は，様々な炭化
水素に対する耐性や分解に関与し，また，界面活性能や
保湿能ももっていた。これら EPS の構造を決定した結
果，脂肪酸やピルビン酸を含む新規の糖鎖構造をもつ酸
性多糖であり，分子内に親水性領域や疎水性領域，酸性
領域などが混在する polyphilic な高分子化合物であるこ
とを明らかにした。さらに，これら機能と構造との関係
を検討した結果，EPS は脂肪酸やピルビン酸のような
糖質以外の修飾を受けることにより，複数の機能を付与
されることが示唆された。近年，ポリエチレン分解能を
もつ Rhodococcus ruber C208が，ポリエチレン表面に
多糖を主要構成成分としたバイオフィルムを形成するこ
とにより，ポリエチレン分解が起こることが報告されて
きており 23,30），興味深い。EPSは微生物細胞の最外層と
して位置し，微生物とそれを取り巻く環境との相互作用
に関わる重要な因子として考えられることから，今後，
EPS の機能と構造との関係をより詳細に解析すること
で，自然環境中における Rhodococcus属細菌の動態と，
他の細菌との関わりを理解することができると考えてい
る。また，環境負荷の少ない機能性バイオポリマーとし
て，多機能な EPS およびそれをモデルとした半合成ポ
リマーを幅広い産業へ応用できると考えている。
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表 3．EPSの保湿能。

Material Moisture retention capacity (%)

S-2 EPS  79±12

SF-3 EPS  80±11

SM-1 EPS  57±17

ATCC53968 EPS  63±19

Hyaluronic acid  36±7.0

Urea 0.0±0.0

Glycerol 7.8±5.3

Silica gel  27±6.0

表 4．S-2 EPSの保湿能に関与する構造。

EPS Moisture retention capacity (%)

S-2 EPS  79±12

DeAcyl S-2 EPS 4.0±6.0

ReAcyl S-2 EPS >100a

a 水添加直後の重量より増加。

表 5．アシル化多糖の保湿能。

Material Moisture retention capacity (%)

CM-cellulose  49±7.0

Palmitoylated CM-cellulose  84±6.0

Alginic acid  49±17

Palmitoylated alginic acid  37±7.0

Dextran  21±11

Palmitoylated dextran  12±3.0

Guar gum  43±14

Palmitoylated guar gum 0.0±0.0
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