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　総　　説（一般）

1.　は じ め に

細菌は様々な耐性機構によって抗生物質や抗菌薬など
に対し，耐性を獲得する 13)。臨床試験や非臨床試験の現
場では，多くの細菌が従来の抗生物質に対し耐性を持ち
始めていると報告されている 15)。現在，メチシリン耐
性 21) を持つ黄色ブドウ球菌，バンコマイシン耐性 19) を
持つ腸球菌といったグラム陽性菌のみならず，大腸菌 20) 
や緑膿菌 5)，サルモネラ菌 1) などのグラム陰性菌の多剤
耐性化が進行している。大腸菌は呼吸器や血流などの経
路から感染し，肺炎，敗血症を引き起こす。また，緑膿
菌は体内の免疫低下により，異常増殖し発症する日和見
感染症の原因となる菌である。サルモネラ菌は発熱，下
痢，嘔吐などの急性胃腸炎を引き起こす。他にも，感染
症には様々なグラム陰性菌が関与している。さらには，
グラム陰性菌の感染症による死亡例も報告されており，
多剤耐性グラム陰性菌感染症のための早急な対策が必要
である。このような薬剤耐性菌に対する新規抗菌剤とし
ての応用が期待されているのが Bdellovibrio bacteriovo-
rus（以後，Bdellovibrio 属細菌）である 3,7,9,23)。

Bdellovibrio属細菌は鞭毛を持った幅 0.2～0.5 μm，長
さ 0.5～1.6 μm の非常に小さなグラム陰性の偏性好気性
細菌 17) である（図 1-a）。Stolpと Petzold 7,9,11) が 1962年
に土壌中の植物病原菌となるバクテリオファージの単離
を試みた際に発見された菌株である。彼らの最初の発見
から，今現在，水域環境や陸環境など幅広い多くの生息
場所が確認されている 10,12)。Bdellovibrio 属細菌は宿主
に依存し増殖する HD型（Host dependent）や，自己増
殖が可能な Bdellovibrio 属細菌 HI 型（Host indepen-
dent）が存在する。Bdellovibrio 属細菌 HD 型の大きな
特徴は，他のグラム陰性菌を宿主として，細胞内に侵
入し，その菌株を最終的には溶菌させることである
（図 1-b）。自身の DNA を宿主に注入するのではなく，

Bdellovibrio 属細菌自らが宿主に侵入し増殖する点にお
いてバクテリオファージとは異なる。この捕食機構の一
連の流れは先ず，Bdellovibrio 属細菌が他のグラム陰性
菌に 1秒間に体長の約 100倍以上（160 μm/s）もの速さ
で鞭毛運動により接触し，宿主細胞のペリプラズム空間
に侵入する 18)。この時，Bdellovibrio 属細菌は休眠状態
を維持しており，宿主の生存を脅かさない。その後，
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図 1．Bdellovibrio 属細菌 14)（a）および Bdellovibrio 属細菌によるグラム陰性菌捕食機構（b）。
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Bdellovibrio 属細菌は宿主細胞の栄養物を分解し取り込
み，伸長しフィラメント状になる。この分解作用では
Bdellovibrio 属細菌のゲノム解析 17) から，タンパク質，
炭水化物，DNA や RNA などといった複雑な生体高分
子を分解するような多種多様の酵素を用いていることが
分かっている。栄養物質の分解が終了するとフィラメン
ト状の形状が分裂し，個々の細胞が新たな Bdellovibrio
属細菌となり，宿主細胞を溶菌させ，再び捕食相手を求
めて泳動する 6)。この一連の細菌捕食作用が，新規薬剤
として期待されている所以である。しかしながら，この
菌株のグラム陰性菌への捕食作用の分子的なメカニズム
はまだ完全には明らかにされていない。当研究室では，
Bdellovibrio 属細菌が pH 7.6～pH 10.6程度の範囲では
効率的に大腸菌を溶菌する能力を発揮しているのに対
し，弱酸性条件下においては Bdellovibrio 属細菌による
大腸菌捕食が阻害されることを発見した。本研究では，
Bdellovibrio 属細菌の大腸菌捕食における pH の影響と
各 pH 条件での細胞内侵入と増殖について追究を行っ
た。

2.　Bdellovibrio 属細菌による大腸菌捕食作用

Bdellovibrio 属細菌は大腸菌，緑膿菌やサルモネラ菌
などのグラム陰性菌を捕食することが知られている 2,22)。
本研究では，はじめに捕食相手に大腸菌 BW25113株を
用いて，Bdellovibrio 属細菌 109J株による大腸菌捕食作
用を下記の手法を用いて確認した。

Bdellovibrio 属細菌の捕食活性の有無は，Bdellovibrio
属細菌と捕食相手となる大腸菌 BW25113株の共培養に
おいて，大腸菌株の菌数の減少に伴う濁度低下を分光光
度計で測定することで確認することができる。この共培
養は，大腸菌株を HEPES bufferという非栄養下の緩衝
液で洗浄・懸濁させ，その後に Bdellovibrio 属細菌を接
種するという手法である。そのため，大腸菌 BW25113
株は増殖できず，Bdellovibrio 属細菌が溶菌活性を示し
た時のみ，反応系の菌の濁度が低下する。また，
Bdellovibrio 属細菌のサイズは捕食相手となる菌株に比
べ非常に小さいため，Bdellovibrio 属細菌の増殖は大腸

菌 BW25113株の濁度測定には反映されにくいこともこ
の実験系のカギとなっている。

LB 培地にて大腸菌 BW25113株を一晩培養した後，
HEPES buffer にて洗浄・懸濁し，そこに Bdellovibrio
属細菌 109J 株を添加したものと，未添加のもの
（Control）を 37°C，好気状態にて 10日間培養を行った。
その際，逐次 600 nm の波長における濁度を分光光度計
により 10日間測定した。尚，HEPES bufferの pH は 7.6
に調節されており，Bdellovibrio 属細菌の最適な培養方
法として報告されている 8,24)。 結果より，Bdellovibrio
属細菌 109J 株と大腸菌 BW25113株を共培養させた条
件の濁度は 3日目から濁度低下が確認された（図 2）。
これは，Bdellovibrio 属細菌 109J 株が大腸菌 BW25113
株を捕食していることを示している。

3.　Bdellovibrio 属細菌による大腸菌捕食における 
pH の影響

次に，Bdellovibrio 属細菌による大腸菌の捕食におけ
る pH の影響を検討するため，pH を弱酸性条件または
アルカリ性条件に調製した HEPES bufferを用いて，大
腸菌を洗浄および懸濁させ，Bdellovibrio 属細菌による
大腸菌捕食作用を調べた。具体的には，HEPES buffer
を弱酸性条件（pH 6.6），アルカリ性条件（pH 10.6）に
それぞれ調製し，LB 培地にて一晩培養させた大腸菌
BW25113株を，それぞれの pH 条件下の HEPES buffer
にて洗浄・懸濁させた。そこに Bdellovibrio属細菌 109J
株を添加し，37°C，好気状態にて 10日間培養を行った。
その際，各 pH において Bdellovibrio 属細菌を添加して
いないものと通常の条件（pH 7.6）にて Bdellovibrio 属
細菌の捕食を確認する系を対照にして，それぞれの共培
養液の濁度（600 nm）を 10日間測定し，比較を行った
（図 3）。その結果，Bdellovibrio 属細菌を加えた弱酸性
条件 pH 6.6では，対照の大腸菌 BW25113株単独培養の
結果と同様に，菌濁度が低下せずに，Bdellovibrio 属細
菌による大腸菌捕食が起こらなかった。逆に，アルカリ
性条件である pH 10.6では，大腸菌 BW25113株の濁度
低下が生じる日数が，pH 7.6の条件のものに比べ 1日
早まり，最終的な菌濁度も著しく低い値を示した。すな
わち，アルカリ性条件では Bdellovibrio 属細菌による大
腸菌捕食作用が促進されたことが考えられる。加えて，
pH 6.7～7.5の範囲で同様の実験を行ったところ，pH 7
を境に捕食の有無に差が生じることを確認した。これよ
り，Bdellovibrio 属細菌が大腸菌を捕食できる pH の閾
値は pH 7であると判明した。このように，Bdellovibrio
属細菌による大腸菌捕食作用において，pH が重要な因
子であることが明らかとなった。

4.　pH 別大腸菌内における 
Bdellovibrio 属細菌の菌数測定

Bdellovibrio 属細菌 109J 株が大腸菌 BW25113株を捕
食する際には，pH の値が大きく関与していることを発
見した。弱酸性条件下である pH 6.6では濁度低下が起
こらなかったので，Bdellovibrio 属細菌による大腸菌捕
食作用が阻害されていると考えられる。その要因として

図 2．Bdellovibrio 属細による大腸菌 BW25113株の捕食作用。
 HEPES buffer（pH 7.6）中の大腸菌 BW25113株に Bdello-

vibrio 属細菌 109J 株を添加したものと，大腸菌 BW25113
株のみ（Control）を 37°C，好気状態にて 10日間培養を行
い，逐次 600 nm の波長で分光光度計を用いて 10日間菌
濁度を測定した結果をプロットした。
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は，Bdellovibrio 属細菌 109J 株が大腸菌 BW25113株内
に侵入できず，栄養源を取り込めなくなったので死滅し
たこと，もしくは大腸菌 BW25113株内に侵入は可能で
はあったが，増殖できず溶菌するまでの過程に至らな
かったことなどが考えられる。また，アルカリ性条件下
である pH 10.6では，Bdellovibrio 属細菌 109J株自体が
活性化し，多量に大腸菌 BW25113株内に侵入したため，
短期間で溶菌が加速されたこと，またはアルカリの作用
により大腸菌の細胞自体が損傷を受け，それにより
Bdellovibrio 属細菌が侵入しやすくなったことが推測さ
れる。いずれの条件下においても，Bdellovibrio 属細菌
109J 株が大腸菌 BW25113株内に，どの程度侵入してい
たのかを確認する必要がある。そこで，本実験では以下
の手法により，pH 条件別に大腸菌 BW25113株内にお
ける Bdellovibrio 属細菌の菌数測定を行った。
通常条件（pH 7.6），弱酸性条件（pH 6.6），アルカリ
性条件（pH 10.6）で Bdellovibrio 属細菌 109J 株と大腸
菌 BW25113株を好気条件で共培養した。日数ごとに培
養液からサンプルを抽出し，遠心分離により共培養中の
大腸菌 BW25113株のみを沈殿させ，上清を取り除いた。
沈殿物を各 pH に調整した HEPES buffer にて洗浄後，
細胞破砕により大腸菌 BW25113株内から DNA 抽出を

行った。次にリアルタイム PCR にて Bdellovibrio 属細
菌の塩基配列由来のプライマーを用いて Bdellovibrio 属
細菌 109J 株の DNA 量を定量した 4)。DNA 量を定量し
た後，検量線から Bdellovibrio 属細菌の菌数を培養日数
ごとに算出し，各 pH条件で比較した。結果より，捕食
阻害が生じた弱酸性条件である pH 6.6では，抽出した
大腸菌 BW25113株内に Bdellovibrio 属細菌 109J 株由来
の DNA が確認されたことから，Bdellovibrio 属細菌は
大腸菌内に侵入していることがわかった。しかし，通常
条件である pH 7.6と異なり，Bdellovibrio 属細菌 109J
株の菌数増殖が確認されなかった。また，アルカリ性条
件である pH 10.6では pH 7.6と比べ，1日早いタイミ
ングで大腸菌 BW25113株内における Bdellovibrio 属細
菌 109J 株の増殖が観察された。これより，アルカリ性
条件が Bdellovibrio 属細菌の増殖機構を活性化させた可
能性が考えられる。もしくは，大腸菌 BW25113株の細
胞膜がアルカリ性条件にて傷つき，短期間で
Bdellovibrio属細菌 109J株が容易に侵入できたため，増
殖するタイミングが早まったと考えられる。このよう
に，Bdellovibrio 属細菌は pH に関係なく，大腸菌
BW25113株内には侵入できることが判明した。しかし，
その増殖機構においては pHに大きく依存していること
が分かった。

5.　Bdellovibrio 属細菌の pH 別代謝活性測定

Bdellovibrio 属細菌 109J 株による大腸菌 BW25113株
の捕食機構において，pH の影響を受けるのは，Bdello-
vibrio 属細菌 109J 株が大腸菌 BW25113株内で増殖する
段階であることが分かった。このような pHによる影響
は，Bdellovibrio 属細菌 109J株に直接作用し，増殖不可
能な状態にあるのか，それとも捕食相手である大腸菌
BW25113株に作用し，間接的に Bdellovibrio 属細菌
109J 株が増殖できなかったのか，いずれの場合が考え
られる。そこで，本実験では Bdellovibrio 属細菌 109J
株，大腸菌 BW25113株それぞれについて，各 pH 別に
代謝活性を測定した。測定には微生物内のエネルギー代
謝活動に関与する補酵素 NADH の還元能に着目し，還
元発色試薬を比色検出することで，代謝活性を測定し
た。さらに，Bdellovibrio 属細菌が大腸菌内に侵入する
上で重要な要素となりうる大腸菌細胞膜の強度を確認す
るために，大腸菌の細胞外 DNA（extracellular DNA，
以後 eDNA）の溶出量を定量した。

Bdellovibrio 属細菌 109J 株と大腸菌 BW25113株を通
常条件（pH 7.6）にて，濁度が低下するまで共培養を
行った後に，0.45 μm のフィルターにてろ過することで
大腸菌をトラップし，Bdellovibrio 属細菌 109J株のみを
単離した。96ウェルマイクロプレートの各ウェルに，
単離した Bdellovibrio 属細菌 109J 株（または大腸菌
BW25113株），各 pH条件の HEPES buffer，発色試薬と
共に添加し 37°C，2日間インキュベートし，波長
450 nm にてマイクロプレートリーダーを用いて代謝活
性の比色検出を行った。
その一方，大腸菌 BW25113株を各 pH条件の HEPES 

buffer にて洗浄・懸濁を行い，37°C にて 1晩インキュ
ベートした。その後に，大腸菌 BW25113株を遠心

図 3．弱酸性条件下（a）アルカリ性条件下（b）の Bdellovibrio
属細菌による大腸菌 BW25113株の捕食作用。

 HEPES buffer を弱酸性条件（pH 6.6），アルカリ性条件
（pH 10.6）に調整し，大腸菌 BW25113株を洗浄した。そ
の後，Bdellovibrio 属細菌 109J株を添加したものと，大腸
菌 BW25113株のみを 37°C，好気状態にて 10日間培養を
行った。その際，逐次 600 nm の波長で分光光度計を用い
て 10日間菌濁度を測定した結果をプロットし，通常条件
下（pH 7.6）と比較した。
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（13000 rpm，10 min）にかけたものと，超音波処理を施
した後に遠心をかけたものに分け，各処理の上清を抽出
した。そして，上清をエタノール沈殿により，大腸菌
BW25113株の DNA を沈殿させ，リアルタイム PCR に
て eDNA の定量を行った。尚，定量には超音波処理を
施した際の eDNA 量を 100％とし，各 pH 条件の eDNA
量を比較した。図 5に示したように，大腸菌 BW25113
株の代謝活性は pH による大きな差異は見られなかっ
た。しかし，Bdellovibrio 属細菌 109J株の代謝活性は弱
酸性条件である pH 6.6において通常条件である pH 7.6
と比べ，低活性な状態であった。弱酸性条件下での
Bdellovibrio 属細菌の増殖阻害はこの低活性化が要因の
一つであると考えられる。また，アルカリ性条件下であ
る pH 10.6においても Bdellovibrio 属細菌の低代謝活性
が確認できた。加えて pH 10.6では，検出された細胞外
DNA の量が pH 6.6および pH 7.6の時よりも 6～13倍
高く大腸菌膜から多量の DNA が溶出していたことが分
かった。すなわち，アルカリ性条件において大腸菌捕食
が促進されたのは単に大腸菌の細胞膜がアルカリ性条件
で傷ついており，Bdellovibrio 属細菌が容易に侵入可能
であったためと考えられた。本実験により，Bdellovibrio
属細菌の大腸菌捕食における pHの影響は大腸菌ではな
く，Bdellovibrio 属細菌の代謝活性に依存していること
が明らかとなった。Katja らは，pH 応答性の緑色蛍光
タンパク質を用いて，細胞外 pH と細胞内 pH の相関性
を調べているが，細胞外 pH が 6.6から 7.6の範囲では，
細胞内 pH は 7.5–7.8の範囲であり，そこまで大きな差
がないことが明らかになっている 16)。したがって，
Bdellovibrio 属細菌の大腸菌捕食における pHの影響は，
細胞内 pH の影響というよりも，Bdellovibrio 属細菌が
大腸菌に作用している状況における pH，細胞外 pH に
依存していることが現時点では考えられる。

6.　ま と め

Bdellovibrio 属細菌のグラム陰性菌捕食機構のメカニ
ズムを解明することは，Bdellovibrio 属細菌を医療の分
野へと応用する上で必要不可欠なことである。
Bdellovibrio 属細菌に関する最近の研究成果では，この
細菌が動物細胞に対しては，有害性・毒性がないことが
報告されていることから，新規抗菌剤として大きな可能
性を秘めている 22)。
今回筆者らは弱酸性条件において，Bdellovibrio 属細
菌による大腸菌捕食が阻害されることや，アルカリ性条
件では大腸菌捕食が促進されることを発見した。特に弱
酸性条件では，Bdellovibrio 属細菌が大腸菌内に侵入可
能ではあるが，増殖不可能といった大変興味深い状態に
あることが分かった。また，pH による影響は大腸菌で
はなく，Bdellovibrio 属細菌の代謝活性に直接作用して
いることも判明した。このように，Bdellovibrio 属細菌
による大腸菌捕食機構は pHに大きく依存していること
が分かった。現在は，pH を大腸菌捕食阻害が生じた弱
酸性条件から大腸菌捕食可能な pH 7.6以上のアルカリ
条件に戻すと，その捕食機構は復活するのかを追及して
いるところである。仮に捕食機構が復活したとすれば，
弱酸性条件下において Bdellovibrio 属細菌は大腸菌内で
生存していたという可能性が示唆される。同様に，弱酸
性条件下で Bdellovibrio 属細菌が検出された大腸菌か
ら，RNA を抽出し，Bdellovibrio 属細菌由来の RNA を
検出することで，弱酸性条件下における Bdellovibrio 属
細菌の活性の有無を確認する予定にしている。
以上のように，Bdellovibrio 属細菌が大腸菌を捕食す
る上で pH が重要な因子のうちのひとつであり，この
pH がもたらす現象を解明することは，Bdellovibrio 属
細菌によるグラム陰性菌捕食機構のメカニズム解明につ

図 4．弱酸性条件（pH 6.6），アルカリ性条件（pH 10.6）にお
ける大腸菌 BW25113株内の Bdellovibrio 属細菌の菌数。

 各 pH 条件共培養中の大腸菌 BW25113株の細胞破砕を行
い，DNA を抽出した。その後 Bdellovibrio 属細菌の塩基
配列由来のプライマーを用いて，リアルタイム PCR によ
り Bdellovibrio 属細菌の DNA を定量し，検量線からその
菌数を算出した。

図 5．弱酸性条件（pH 6.6），アルカリ性条件（pH 10.6）にお
ける大腸菌 BW25113株と Bdellovibrio 属細菌の代謝活性
測定。

 Bdellovibrio 属細菌 109J 株と大腸菌 BW25113株を通常条
件（pH 7.6）にて，濁度が低下するまで共培養を行った後
に，フィルターにて Bdellovibrio 属細菌 109J 株のみを単
離した。96 well マイクロプレートの各 well に，単離した
Bdellovibrio 属細菌 109J 株（または大腸菌 BW25113株），
各 pH条件の HEPES buffer，発色試薬と共に添加し 37°C，
2日間インキュベートし，波長 450 nm にてマイクロプ
レートリーダーを用いて代謝活性の比色検出を行い，その
結果をプロットした。
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ながり，Bdellovibrio 属細菌の新規薬剤への応用・実用
化へと貢献できると考えている。
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