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諸言 

 

 エネルギー需要の高まりにより石油資源の将来的な枯渇が懸念される今日、石

油に代わる新たな資源の模索が行われている。これまで第一世代のバイオマス

資源としてサトウキビやトウモロコシ、第二世代のバイオマス資源として木質

系バイオマスの研究が行われてきたが、食糧との競合のほか、バイオマスを直接

発酵させるには工程が複雑でエネルギー転換の効率の悪さなどの問題が存在し

た（1, 2）。そのような現状の中、海藻が第三のバイオマス資源として近年注目を

集めており、将来的に陸生バイオマスに代わる持続可能なバイオマスエネルギ

ーやバイオマテリアルの原料になりうると言われている（3）。 

 海藻をバイオマス資源として用いることのメリットとして、養殖に農地や農

業用水を必要としないことや、トウモロコシなどの陸上作物と比べ単位面積当

たりの収量が大きいことが挙げられる（3）。海藻の食糧としての市場は日本以外

では一部地域に限定しており、食糧との競合もトウモロコシなどに比べ影響は

ないとされている。我が国は、世界第 6 位の海域面積を保有している海洋資源

国家であり、海藻養殖の歴史も古く技術も確立しているため今後大規模な海洋

養殖の展開が可能である。 

  海藻のうち褐藻類や紅藻類であるワカメや昆布など大型藻類が群落を形成
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する場所は海中林と呼ばれる。海洋生物に栄養と生息地を供給しているため生

態学的にも価値があり、それらを収穫することはそこを住処としている海洋生

物の個体数を減らしてしまう恐れがある（4）。 

 しかし近年、中国の青島や日本国内でも東京湾や横浜、博多などの沿岸におい

て緑藻であるアオサの大量発生が起きている（5）。アオサはグリーンタイドを形

成して海岸に打ち上げられると、①生態系を乱す、②腐敗して悪臭を放つ、③景

観を損ねるなど様々な問題を引き起こす。回収して埋め立てやバイオマス、飼肥

料化などが行われているが、莫大なコストがかかるためその処理方法の検討が

求められている。 

一方で、緑藻には機能性を示し、有効利用が求められる多糖類が含まれる。そ

のうちウルバンは、これらアオサなどの緑藻に含まれる水溶性の細胞間粘質多

糖であり、緑藻の乾燥重量の 8-29%を占める（6）。Fig. 1 で示したように、3-硫

酸化ラムノースにグルクロン酸、イズロン酸、不飽和ウロン酸が結合した二糖が

繰り返し単位となり構成されている（7-9）。3-硫酸化ラムノースには、抗ウイル

ス性、抗腫瘍作用、血中コレステロール低下作用などがあると考えられている

（10）。希少糖であるイズロン酸は、ヘパリン類似物質の合成に応用できる（11）。

またウルバンは様々な二糖を構成するため、低分子化することにより機能性食

品や医薬品へと活用することができるとされている（12-18）。 
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多糖の低分子化には、酸加水分解と酵素による分解がある。現在主に行われ 

ている酸加水分解は分解力が強いため、糖自体が破壊されること、オリゴ糖や二

糖、単糖など分子量が揃わないなどの欠点がある。そこで細菌がもつ酵素である、

ウルバンリアーゼを用いた多糖の緩やかな分解が求められている（19）。しかし

ながら、ウルバンリアーゼを抽出するのに必要なウルバン分解細菌に関する研

究例は未だ少ないのが現状であり、2021 年現在ウルバン分解活性が報告されて

いるのは、Nonlabens ulvanivorans（20）, Pseudoalteromonas sp.（21）, Alteromonas 

sp.（8）, Formosa agariphila（22）, Glaciecola sp.（23） の 5 属にわたる細菌であ

る （Table 1）。Nonlabens ulvanivorans, Pseudoalteromonas sp., Alteromonas sp.はそ

れぞれアメフラシの糞、ウミウシの糞、ヨコエビの消化管から分離されており、

緑藻摂餌性生物が体内に保有していた細菌であると示唆される。 

そこで本研究では、多くのウルバン分解活性をもつ細菌を網羅的に分離する

ことを目的とし、腐敗アオサまたは濃縮海水を分離源として、その単離を試みた。 

分離したウルバン分解細菌は系統解析によりその多様性を確認した。続いてそ

れらの分解能試験を行い、3 株に選抜した。選抜した 3 株の分解活性について吸

光度および TLC を用いて測定した。分離したウルバン分解細菌のうち、他の細

菌と異なる分解活性がみられた Echinicola sp. 20G株についてフルゲノム解析を

行った後、ウルバン分解関連遺伝子群のクラスター作成をした。 
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Fig. 1 The structure of 3 types of ulvans. (modified 2020, Li et al. :9) 

(A); Ulvan A3s contains rhamnose 3-sulfate and glucuronic acid. (B); Ulvan B3s contains 

rhamnose 3-sulfate and iduronic acid. (C); Ulvan U3s contains rhamnose 3-sulfate and 

xylose. 
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Table 1 Ulvan lyase gene. PL family, products. (modified 2020, Li et al. :9) 

 

  

Source PLfamily Products Products composition 

Alteromonas sp. KUI.17 PL24 DP2,4,6 

Glaciecola sp. lCULIO PL24 

Alteromonas sp. KIIlA2 PL24 

Alteromonas sp. LOR_ 107 PL24 DP2,4 llUA-R3S、

Pseudoalteromonas sp. PLSV _3875 PL24 DP2,4 llUA-R3S-IdoA-R3S、

Pseudoalteropmonass. PLSV _3925 PL24 DP2,4 AUA-R3S-Xyl-R3S 

Alteromo双 ,ssp.LOR _ 61 PL24 DP2,4 

Pseudoalteromonas sp. PLSV _3936 PL25 DP2,4 flUA-R3S、

Alteromonas sp. LOR_ 29 PL25 DP2,4 AUA-R3S-Xyl-R3S 

Nonlabens ulvanivorans NLR 492 PL25 DP2,4 

Alteromonas sp. A321 PL25 DP2,4 /lGlcA-Rha3S、
l!GlcA-Rha3S-Xyl-Rha3S 

Formosa agariphilaKMM 3901 PL28 DP2-6 ll-Rha3S、
R3S-xyl-R3S 
ll-Rha3S-Xyl-Rha3S 
△ -Rha3S-xyl-Rha3S -xyl-Rha3S 

Formosa agariphilaKMM 3901T PL28 DP2,4 

Nonlabens ulvanivorans NLR48 PL28 DP2,4 A-Rha3S 

Nonlabens ulvanivorans NLR42 PL28 DP2,4 AUA-R3S-Xyl-R3S 

Formosa agariphuaKMM 3901 PL37 DP2,4 A-Rha3S 
A-Rha3S-Xyl-Rha 

Formosa agariphuaKMM 3901 PL40 
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1．目的 

 

ウルバンの分解機構および利用に関する報告例は少なく、特にウルバン分解

細菌の分布や、ウルバン分解酵素のファミリーや分解様式など未だ解明されて

いないことが多いのが現状である。未利用資源となっている緑藻を利用できる

形にするには、さらに研究を深める必要がある。まずはより多くのウルバン分解

活性をもつ細菌を網羅的に単離し、その多様性を確認することを目的に研究を

始めた。さらに、単離したウルバン分解細菌の抽出画分とウルバン溶液の反応物

を吸光度測定および TLC を用いて分解活性の確認を行った。その後 Echinicola 

sp. 20G 株についてフルゲノム解析を行い、ウルバン分解関連遺伝子群の特定を

試みた。 
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2．実験方法 

 

2-1. ウルバン分解細菌の分離 

2-1-1. 粉末アオサの調製 

 2018 年 4 月三重県尾鷲市にてミナミアオサを採取した。扇風機で乾燥後、適

当な大きさにちぎり乾燥材（シリカゲル）と共に箱入れ一週間乾燥させた。その

後ミルサーで粉末状にして粉末アオサとして冷凍庫で保存した。 

 

2-1-2. ウルバンの抽出 

ウルバンは粉末状にしたアオサをエタノール沈殿法により抽出した。粉末ア

オサ 10 g と蒸留水 120 ml を温熱スターラーで 1 時間撹拌した。混合させたアオ

サ溶液を 50 ml ファルコンチューブに 4 等分し、分離（3,300×g 5 min）した。

上清を新しい 50 ml ファルコンチューブ 4 本にそれぞれ移し、上清の 1%量 3M

酢酸ナトリウムと 2 倍量エタノールを添加した。ゆっくり転倒させ、白いウル

バンを析出させた。遠心分離（3,300×g 10 min）によりウルバンをペレット化さ

せて上清は捨てた。ペレットを回収し、乾燥させた。乾燥方法は加温乾燥と凍結

乾燥がある。加温乾燥は回収したペレットを 80 ℃で 1 時間乾燥させた後、細か

く切り刻み保管した。凍結乾燥は、ペレットを再度蒸留水に溶かし凍結させた。 
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2-1-3. 分離源の精製  

 腐敗アオサ（2018 年 5 月 16 日伊勢湾で採取）および濃縮海水（2018 年 9 月

18 日伊勢湾の表面海水（サンプル名：m）、2019 年 5 月 14 日三河湾内地点 MK1

の底泥（サンプル名：D）、2019 年 5 月 14 日三河湾内地点 MK1 深水 20m の直上

水（サンプル名：1）、2019 年 5 月 15 日三河湾内地点 MK4 深水 20m の直上水

（サンプル名：4）、2019 年 5 月 15 日三河湾内地点 MK6 深水 20m の直上水（サ

ンプル名：6）、2019 年 5 月 16 日町屋海岸の表面海水（サンプル名：M）を単離

源とした。 

腐敗アオサは、葉状体をちぎりそのまま入れたサンプル（サンプル名：ul）と、

アオサの葉状部を 2.0 ml チューブ（アシスト社, Japan）に 3.0 mm 鉄球及び滅菌

人工海水と共に入れビーズクラッシャー（TAITEC, Japan）に供し、4,000 rpm 30

秒で破砕したサンプル（サンプル名：mix）を用意した。濃縮海水は、海水 1 L

を GFC フィルターと 0.2 μm Nuclepore membrane フィルターを用いて濾過を行っ

た。GFC フィルターで濾過したのち（サンプル名：G）、0.2 μm Nuclepore membrane

フィルターで濾過を行った。2018 年 9 月 18 日町屋海岸の表面海水（サンプル

名：m）は、0.2 μm Nuclepore membrane フィルターは途中でフィルターが詰まっ

たので、交換して計 2 枚用いた（サンプル名：N1, N2）。 
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2-1-4. 培養 

精製した腐敗アオサ（サンプル ul, mix）は 0.5 %ウルバン添加 1/10 Zobell2216E

液体培地（Table 2）に接種し、25℃で 5 日, 9 日, 20 日培養した（サンプル名：

ul5, ul9, ul20, mix5, mix9, mix20）。さらに滅菌人工海水にアオサをそのまま入れ

25 ℃で 33 日間の集積培養後、0.5 %ウルバン添加 1/10 Zobell2216E 液体培地で

25 ℃, 4 日間培養した。 

濃縮海水サンプルは、濾過に用いた 2 枚または 3 枚のフィルターをそれぞれ

0.5%ウルバン添加 1/10 Zobell2216E 液体培地に入れた。2018 年 9 月 18 日町屋海

岸の表面海水（サンプル名：m）は、25 ℃で 10 日, 20 日, 30 日間培養を行った

（サンプル名：mG-10, mG-20, mG-30, mN1-10, mN1-20, mN1-30, mN2-10, mN2-20, 

SWN2-30）。また、34 日目まで培養した上記の培養液を 0.5 %ウルバン添加 1/10 

Zobell2216E 液体培地に接種し、25 ℃で 15 日間培養した（サンプル名：SWG-2, 

SWN1-2, SWN2-2）。その他のサンプル（サンプル名：M, D, 1, 4, 6）は 25 ℃で 10

日, 20 日間培養を行った。（サンプル名：MG-10, MG-20, MN-10, MN-20, DG-10, 

DG-20, DN-10, DN-20, 1G-10, 1G-20, 1N-10, 1N-20, 4G-10, 4G-20, 4N-10, 4G-20, 6G-

10, 6G-20, 6N-10, 6N-20） 
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2-1-5. 希釈培養 

規定の培養期間が経過した時点で随時、希釈培養法により培養した。細菌コン

ソーシアである培養液を滅菌人工海水で 100 倍、1000 倍および 10000 倍の希釈

液列を作製し、希釈液 100 μl を Marine agar 平板培地（Difco, Marine Broth 2216, 

Table 3）に滴下し、コンラージ棒で塗り広げ培養した（25 ℃, 2 ~ 3 日）。 

 

2-1-6. 純粋分離 

ランダムに生えたコロニーを白金耳で Marine agar 平板培地に分離し、培養し

た（25 ℃, 2 ~ 3 日）。このとき色や形状、サイズから別物と予想されるコロニー

を数種類選択した。後日新しいコロニーを確認したとき、追加で純粋分離を行っ

た。Marine agar 平板培地に継代、培養後（25 ℃, 2 ~ 3 日）、Marine agar 斜面培地

に継代し分離株として保存した。 

 

2-1-7. ウルバン分解活性試験のスクリーニング法の確立 

スクリーニングには、CPC（塩化セチルピリジニウム）を用いた。CPC は酸性

多糖と反応して白濁することがわかっている（8）。0.5 %ウルバン添加

Zobell2216E 平板培地（Table 4）と Zobell2216E 平板培地（Table 5）に 5 % CPC

溶液を 2 ml ずつ滴下した。浸漬後、それぞれの培地の変化を確認した。 
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2-1-8. ウルバン分解細菌のスクリーニング 

 分離株を 0.5 %ウルバン添加 Zobell2216E 平板培地に点滴培養した（25 ℃, 6 ~ 

10 日）。培養後、菌体を蒸留水で洗浄し、5 % CPC 溶液を 2 ml 滴下ししばらく

待った。このとき透明体が確認できたものをウルバン分解活性ありとして、分子

系統解析を行った。 

 

2-1-9. ゲノム DNAの抽出 

ウルバン分解活性があった分離株のDNA抽出を熱抽出法と Promega法の 2種

類で行った。 

熱抽出法は、分離株を Zobell2216E 液体培地（Table 6）で前培養した（25 ℃, 

2 日）。培養液 1000 μl をエッペンチューブに移し、遠心分離（17,800×g 2 min）

を行った。上清を捨て、減菌ミリ Q を 200 μl 入れてよく懸濁した。懸濁液を

100 ℃で 5 min インキュベートしたのち、遠心分離（17,800×g 10 min）を行っ

た。 

Promega法では、分離株を Zobell2216E液体培地で振盪培養した。（25 ℃, 1日）

培養液 1000 μl をエッペンチューブに移し、遠心分離（17,800×g 2 min）を行っ

た。上清を捨て、菌体に対し Nuclei Lysis Solution を 600 μl 加えピペッティング

した。80 ℃ 5 min でインキュベートし、室温に戻した。RNase Solution を 3 μl
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加え、37 ℃ 60 min でインキュベートした。Protein Precipitation Solution を 200 μl

加え、ピペッティングし、氷中で 5 min 静置後、遠心分離（17,800×g 10 min）で

タンパク質画分を落とした。上清を新しいエッペンチューブに移し、isopropanol 

を 600 μl 入れた。遠心分離を行い（17,800×g 30 min）、上清をピペッターで除去

した。ペレット化した沈殿物へ 70 % エタノールを 600 μl 入れピペッティング

した後、遠心分離（17,800×g 30 min）を行った。エタノールを捨て、乾燥させ

た。そこに 100 μl の DNA Rehydration を加え、インキュベートを行った。（65 ℃,1 

h）得られた DNA抽出液を PCR のテンプレートとした。 

 

2-1-10. PCR による 16S rRNA 遺伝子の増幅およびサイクルシーケンス 

PCR 試薬を混合し、PCR 用エピペンチューブに 19 μl ずつ分注した（Table 7）。

プライマーには 8F（ 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’）と 1492R（ 5’-

GGCTACCTTGTTACGACTT-3’）を用い、ポリメラーゼには TaKaRa Ex Taq

（TaKaRa, Japan）を用いた。それぞれに DNA抽出したサンプルを 1 μl ずつ加え

サーマルサイクラーで PCR 反応を行った。サーマルサイクラーは i-Cycler（Bio-

Rad, USA）を使用し、温度条件は以下の通りに設定した。95 ℃ 4 分間の熱変性

1 サイクル後、95 ℃ 30 秒間の熱変性、55 ℃ 30 秒間のアニーリング、72 ℃ 1.5

分間の伸長反応を 25 サイクル行った。得られた PCR 産物を 1.5 %アガロースゲ
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ル電気泳動に供し、約 1.5 kbp の単一バンドの出現を確認した。 

16S rRNA 遺伝子の増幅の確認後、プライマーに 8F または 1492R を使用し、

BigDye Terminator Kit v 3.1.（Applied Biosystems）によるサイクルシークエンス

法を行った（Table 8）。サーマルサイクラーの温度条件は以下の通りに設定した。

96 ℃, 1 分間の熱変性 1 サイクル後、96 ℃, 10 秒間の熱変性、55 ℃, 5 秒間

のアニーリング、60 ℃, 4 分間の伸長反応を 25 サイクル行った。 

エッペンチューブに 2 μl の 3M Sodium Acetate を入れ、そこにサイクルシー

ケンス後のサンプル 20 μl を加えた。50 μl の 100 % エタノールを加え、20 秒間

ボルテックスを行った。4 ℃で 15 分間静置した後、遠心分離（4 ℃, 17,800×g 

15 min）を行った。ピペッターでエタノールを除去し、100 μl の 70 % エタノー

ルを加え、タッピングした。遠心分離を行い（4 ℃, 17,800×g 15 min）、ピペッ

ターでエタノールを除去した。その後遮光しエッペンチューブの口を開け、一

晩風乾させた。 

 

2-1-11. 16S rRNA 遺伝子を用いた系統解析 

シークエンサにより得られた塩基配列を遺伝子解析ソフトChromasで編集し、

16S rRNA 遺伝子の塩基配列を決定した。その配列を基に National Center for 

Biotechnology Information （NCBI）の Basic Local Alignment Search Tool （BLAST）
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を用いて塩基配列相同性検索を行い、近縁種の塩基配列を取得した。その後、マ

ルチプルアライメントソフト MEGA version 7.0 を用いて系統樹を作製した。こ

の際マルチプルアライメントを行い、Neighbour Joining （NJ）法を用いて 1000

回のブートストラップ検定を行った。 

 

2-2. ウルバン分解活性試験 

2-2-1. ウルバン分解細菌の分解能試験 

 ウルバン分解活性がみられた 13 株の分解能を測定した。CPC 法を用いた分解

斑のサイズは分解能を示すことがわかっている （23） 。分解活性がみられた 13

株を 0.5 %ウルバン添加 1/10 Zobell2216E 平板培地に点滴培養した（25℃, 120 h）。

菌体を蒸留水で洗い流し、CPC 溶液 2 ml を滴下した。分解斑が確認できた場合

は、その直径を測定した。以後の実験では、既存ウルバン分解細菌として

Alteromonas sp. Ul20-2、新規ウルバン分解細菌として Echinicola sp. 20G、Vibrio 

sp. 10N の 3 株を用いた。Echinicola sp. 20G に関しては、分解活性試験において

著しく分解斑のサイズが小さく、様式が異なることが予想されたため選定した。 

 

2-2-2. 抽出画分の調製 

 Alteromonas sp. Ul20-2、Echinicola sp. 20G、Vibrio sp. 10N の 3 株を Zobell2216E
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液体培地で前培養した（25℃, 24h）。前培養した培養液 100 μl を 10 ml の 0.5 %

ウルバン含有 1/10 Zobell2216E 液体培地に接種し、 旋回培養を行った（25 ℃, 

72 h）。培養液全量を 15 ml ファルコンチューブに移し、遠心分離（5,800×g 10 

min）を行い分離した。上清をフィルター（Amicon Ultra – 15 Centrifugal Filter 

Devices, Merck 社）で 10 倍に濃縮し、これを菌体外濃縮液とした。また沈殿物

である菌体に PBS を 600 µl 加え、氷で冷やしながら超音波破砕（THU-80 ASONE

社, 28 kHz 30 sec×10）を行った。遠心分離（5,800×g 10 min）により分離した上

清を菌体内破砕液とした。 

 

2-2-3. 吸光度測定による分解活性試験 

基質 0.05 %ウルバン溶液 95 μl に調製した抽出画分（菌体外濃縮液または菌体

内破砕液）を 5 μl 添加したものをサンプルとして測定した。継時的変化を見る

ために吸光度測定を kinetics （infinite 200 PRO Configurations, TECAN 社）によ

り吸光度 235 nm で 1 分おきに 30 分間測定を行った。ここで測定した吸光度 235 

nm とは、Fig. 2 で示したようにウルバンがウルバンリアーゼにより分解された

ときに生成する不飽和ウロン酸が持つ二重結合に吸収ピークを示す値である

（22）。 
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2-2-4. 薄層クロマトグラフィーによる分解活性試験 

ブタノール：酢酸：H2O＝2：1：1 で混合した展開溶媒（Table 9）を展開槽に

入れ、蓋をして一晩放置した。標準品には未分解ウルバン、イズロン酸以外のウ

ルバンの構成単糖であるグルクロン酸、キシロース、ラムノースを使用した。基

質 0.5 %ウルバン溶液 10 ml に調整した抽出画分（菌体外濃縮液または菌体内破

砕液）を 10 μl 添加し、37 ℃で 3 日間反応させた最終産物をサンプルとして測

定した。標準品およびサンプルを TLC 板（TLC Silica gel 60 F254 25 Glass plates 200 

×200 mm MERCK 社）にスポットし、その都度ホットプレート上で乾燥させた。

乾燥させた TLC 板を展開槽に入れ約 20 分間展開した後、展開槽から取り出し

十分に乾燥させた。5 %ナフタレンジオール添加エタノール溶液：リン酸＝9：1

を混合した呈色試薬（Table 10）をドラフト内で噴霧後、ホットプレートに乗せ

約 130 ℃で焼成した。 

 

2-3. Echinicola sp. 20G のウルバン分解関連遺伝子群の特定 

2-3-1 Echinicola sp. 20G のフルゲノム解析 

 Echinicola sp. 20Gについてフルゲノム解析を行った。promega 法により抽出し

た DNA 溶液を使用し、シーケンスライブラリーの作成を行った。ロングリード

を GridION X5（Oxford Nanopore Technologies 社）で取得し、ショートリードを
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DNBSEQ-400（MGI）により取得した。GridION および DNBSEQ で取得したシ

ーケンシング解析の結果を Unicycler のデフォルト条件でハイブリッドアッセン

ブルを行った。 

 

2-3-2. RAST によるアノテーション 

アッセンブル結果を RAST（Rapid Annotations using Subsystems Technology）で

アノテーションを行い、SEED Viewer でアノテートされたゲノムを確認した。 

 

2-3-3. Local BLAST による相同性解析  

 Echinicola sp. 20G のフルゲノムと既知のウルバンリアーゼの配列を Local 

BLAST により相同性解析を行った。BLASTN および BLASTP を行った。Local 

BLAST に用いた既存ウルバンリアーゼの GenBank を Table 11 に示した。 
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Table 2 Contents of 1/10 ZoBell 2216E＋0.5 % ulvan medium（1000 ml） 

    

Ulvan       5 g 

Polypepton    0.5 g 

Yeast extract       0.1 g 

Artifical seawater       750 ml 

Distilled water       250 ml 

pH 7.3～7.5         
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Table 3 Contents of Marine Broth 2216 medium（1000 ml） 

    

Marine Broth 2216       37.4 g 

Distilled water       1000 ml 

pH 7.3～7.5         
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Table 4 Contents of 1/10 ZoBell 2216E＋0.5 % ulvan agar medium（1000 ml） 

            

Ulvan       5 g 

Polypepton    0.5 g 

Yeast extract       0.1 g 

Artifical seawater       750 ml 

Distilled water       250 ml 

Agar    15 g 

pH 7.3～7.5         
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Table 5 Contents of ZoBell 2216E agar medium（1000 ml）         

Polypepton           5 g 

Yeast extract           1 g 

Artifical seawater           750 ml 

Distilled water 

Agar 
          

250 ml 

15 g 

pH 7.3～7.5             

 

 

 

 

 

 

 



 

22 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 6 Contents of ZoBell 2216E medium（1000 ml）         

Polypepton           5 g 

Yeast extract           1 g 

Artifical seawater           750 ml 

pH 7.3～7.5             
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Table 7 Composition of reaction mixture in PCR for amplified 16S rRNA gene 

Primer（5 pmol）    

  Forward primer : 8F   0.5 µm 

  Reverse primer : 1492R   0.5 µm 

10×Ex Taq Buffer   2.0 µm 

dNTP Mixture   1.0 µm 

TaKaRa Ex Taq   0.2 µm 

Template   1.0 µm 

DW     14.8 µm 

Total   20.0 µm 
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Table 8 Composition of reaction mixture in PCR for cycle sequencing 

Big Dye Terminator ver. 3.1   0.5 µm 

Primer : 8F or 1492R   1.0 µm 

5×Sequencing Buffer   4.0 µm 

Template   1.0 µm 

DW     13.5 µm 

Total   20.0 µm 
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Fig. 2 The structure of ulvan and each restriction mode of ulvan lyase. The dotted blue 

lines indicate the points of restriction site of the ulvan lyase.（modified 2018, Konasani 

et al. :22） 
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Table 9 Developing solvent for Thin Layer Chromatography 

1-Butanol   50 ml 

Acetic acid   25 ml 

DW   25 ml 

Total    100 ml 
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Table 10 Color reagent for Thin Layer Chromatography 

Ethanol   90 ml 

Phosphoric Acid   10 ml 

1,3- Naphthalenediol   5 mg 

Total   100 ml 
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Table 11 List of used gene for homology search（blastn and blastp） 

Strain GenBank PL family 

（Blastn）   

Alteromonas sp. KUL17 LC278382.1 PL24 

Alteromonas sp. KUL42 LC278383.1 PL24 

Alteromonas sp. LOR107 KU168251.1 PL24 

Pseudoalteromonas sp. PLSV_3875 KU168252.1 PL24 

Glaciecola sp. KUL10 LC278381.1 PL24 

Alteromonas sp. A321 MN347032.1 PL25 

Nonlabens ulvanivorans PLR JN104480.1 PL28 

（Blastp）   

Alteromonas sp. KUL17 BAY00694.1 PL24 

Alteromonas sp. KUL42 BAY00695.1 PL24 

Alteromonas sp. LOR107 AMA19991.1 PL24 

Alteromonas sp. LOR61 WP_032096165.1 PL24 

Pseudoalteromonas sp. PLSV_3925 WP_033186955.1 PL24 

Pseudoalteromonas sp. PLSV_3875 AMA19992.1 PL24 

Glaciecola sp. KUL10 BAY00693.1 PL24 

Alteromonas sp. A321 QFR04505.1 PL25 

Pseudoalteromonas sp. PLSV_3936 WP_033186995.1 PL25 

Formosa agariphila KMM3901 WP_038530530.1 PL28 

Nonlabens ulvanivorans PLR AEN28574.1 PL28 

Formosa agariphila KMM3901 CDF79930.1 PL37 

Formosa agariphila KMM3901 CDF79911.1 PL40 
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3．結果 

 

3-1. ウルバン分解細菌の分離 

3-1-1. ウルバン分解細菌のスクリーニング試験 

0.5 %ウルバン添加 Zobell2216E 平板培地と Zobell2216E 平板培地に 2 ml ずつ

5 % CPC 溶液を滴下した。浸漬後、それぞれの培地の変化を確認したところ、

Fig. 3 で示すように、0.5 %ウルバン添加 Zobell2216E 平板培地では白濁したのに

対し、Zobell2216E 平板培地では変化が見られなかった。培地組成の差異はウル

バンの有無のみであることから、CPC はウルバンと反応し白濁したということ

がわかった。これによりウルバン分解細菌のスクリーニング試験法を確立する

ことができた。 

 分離株数およびスクリーニング試験の結果を Table 12 に示す。株名も Table 12

に示し、以後は記載した株名で呼ぶこととする。濃縮海水において培養期間 10

日と 20 日では一度純粋分離を行ったのち、数日後に新しく別と思われるコロニ

ーが確認できたので追加で純粋分離を行った。 

 ウルバン分解細菌のスクリーニング試験の結果を Fig. 4 に示す。腐敗アオサか

らは 44 株中 1 株、濃縮海水からは 135 株中 12 株にウルバン分解細菌を分離す

ることができた。合計 179 株中 13 株ウルバン分解細菌を分離した。 
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3-1-2. 16S rRNA 遺伝子分子系統解析 

 分離したウルバン分解細菌 13 株の 16S rRNA 遺伝子を用いて作製した系統樹

を Fig. 5 に示す。赤文字が分離した 13 株のウルバン分解細菌で、Alteromonas sp. 

N2, ul20-2, N3, Pseudoalteromonas sp. DN-1, DN-3, 6G-2, Nonlabens sp. DG-3 の 3 属

7 株は既知のウルバン分解細菌である。黄色で網掛した Paraglaciecola sp. MN-1, 

MN-2, Vibrio sp. 10N, Echinicola sp. 20G, Algibacter sp. 1G-1, 1G-1-2 の 4 属 6 株は

未報告であり新規ウルバン分解細菌であるということがわかった。分離したウ

ルバン分解細菌は、プロテオバクテリア綱から CFB 門細菌群に属していた。 

 

3-2. 分解活性試験 

3-2-1. ウルバン分解能試験 

 ウルバン分解活性がみられた 13株の分解能を測定した。結果を Fig. 6に示す。

概ね 20~30 mm と同様の分解斑のサイズを示したが、Echinicola sp. 20Gは 9 mm

と他と比べ少し分解斑が小さかった。また本研究室で保有していた

Pseudoalteromonas AR06 株も CPC 試験を行ったところ、ウルバン分解活性を有

することがわかった。 
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3-2-2. 吸光度測定による分解活性試験 

 菌体外濃縮液の結果を Fig. 7 に示す。Alteromonas sp. Ul20-2 および Vibrio sp. 

10N が経過時間とともに吸光度の増加が見られたのに対し、Echinicola sp. 20Gで

は時間が経過しても吸光度はほぼ横ばいであった。 

 一方、Fig. 8 に示した菌体内破砕液では、Alteromonas sp. Ul20-2 および Vibrio 

sp. 10N は時間が経過しても吸光度はほぼ横ばいであったのに対し、Echinicola sp. 

20Gでは経過時間とともに吸光度の増加が見られた。 

 

3-2-3. 薄層クロマトグラフィーによる分解活性試験 

 未分解ウルバン溶液はスポットした位置に残留していることが確認できた。  

菌体外濃縮液の結果を Fig. 9 に示す。Alteromonas sp. Ul20-2、Vibrio sp. 10N、

Echinicola sp. 20G において分解産物も確認できたが、その多くが依然として二

糖以上として残っていることがわかった。 

一方、Fig. 10 に示した菌体内破砕液では、Alteromonas sp. Ul20-2、Vibrio sp. 10

がほぼウルバンが未分解のままとしてスポットした位置に残留していたのに対

し、Echinicola sp. 20G では単糖であるラムノースと同じ位置にバンドが確認で

きた。 
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3-3. Echinicola sp. 20G のウルバン分解関連遺伝子群の特定  

3-3-1. Echinicola sp. 20G のフルゲノム解析 

 GridION では 2,026,697,233 シークエンスリード、DNBSEQ では 2,779,128,000

シークエンスリードであった。GridION の平均解析長は 9048.9 bp であった。

DNBSEQ と GridION のハイブリッドアッセンブルの結果、コンティグ数は１に

なった。GC 含量は 39.9 %であった。 

 

3-3-2. RAST によるアノテーション 

 アセンブル結果を RAST によりアノテーションを行い、Fig. 11 に示した SEED 

Viewer でアノテートされた遺伝子を観察した。ゲノムサイズは、5,785,879 bp、

コーディング領域（CDSs）は 4,915 であった。そのうち 928 領域（19 %）の遺

伝子は 269 の機能に分類された。糖分解に関わる C 代謝関連遺伝子数は 193 と

多く存在していることがわかった。また、rRNA 遺伝子と tRNA 遺伝子がそれぞ

れ 12 遺伝子（SSU:4, LSU:4, 5S:4）, および 40 遺伝子がアノテーションされた。 

 

3-3-3. Local BLAST による相同性解析 

既知ウルバンリアーゼと Echinicola sp. 20Gのフルゲノムを Local BLAST によ

り相同性解析を行ったが、Echinicola sp. 20G は既知のウルバンリアーゼと相同
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性を示す遺伝子を保持していなかった。そのため、新たにウルバン分解関連遺伝

子群を特定することにした。 

 

3-3-4. Echinicola sp. 20G のウルバン分解関連遺伝子群の特定 

まず Fig. 12 の既知ウルバン分解遺伝子群の一次構造を比較した（8）。それら

をもとにアノテーションにより取得した Echinicola sp. 20Gの遺伝子情報から、

ウルバンリアーゼに関係するクラスターを異なる 2 つの領域から発見した。 

Fig. 13 に示すクラスター1 では、GH ファミリーである Glycoside Hydrolase, 

GH43（CDS no.431, 442, 443）を保有していた。さらにいくつかのウルバン分解

に関わる遺伝子 Maltodextrin glucosidase（EC 3.2.1.20）（CDS no.432）, Glucronyl 

hydrolase（CDS no.433）, Laminarinase（EC 3.2.1.39）（CDS no.436）,  2 つの Xylan 

1,4-β-xylosidase（EC 3.2.1.37）（CDS no.441, 444）, β-galactosidase（EC 3.2.1.23）

（CDS no.445）, TonB-dependent transporter（CDS no.439,446）, lipoprotein（CDS 

no.438, 447）の保有を確認した。 

Fig. 14 で示すクラスター2 では、CDS no.1735 に Rhamnogalacturonan lyase を

保有していた。このリアーゼの周囲に GH ファミリーである Glycoside Hydrolase, 

GH88（CDS no.1736）, GH2（CDS no.1760）の保有を確認した。さらにいくつか

のウルバン分解に関わる遺伝子 Rhamnogalacturonides degtadation protein RhiN
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（CDS no.1716）, 2 つのα-L-rhamnosidase（EC.3.2.1.40）（CDS no.1743, 1751）, 5

つのβ-galactosidase（EC.3.2.1.23）（CDS no.1741, 1746, 1752, 1758, 1759）, α-L-

arabinofuranosidase（EC.3.2.1.55）（CDS no.1740）, 2つの oxidoreductase（CDS no.1749, 

1753）, reductase（CDS no.1789）, TonB-dependent transporter（CDS no.1728, 1732）, 

lipoprotein（CDS no.1729, 1733）の保有を確認した。 

両者の遺伝子群には Glycoside hydrolase を多く保有していたが、Sulfatase を確

認することができなかった。今回確認した 2 つのウルバン分解関連遺伝子群の

うちクラスター2 の CDS no. 1735 がリアーゼ類似配列であることからウルバン

リアーゼである可能性が高いことが考えられた。 
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Fig. 3 Establishment of ulvan degradation activity test. Medium A and B were immersed 

in 2 ml of CPC solition. No change in color was observed in medium A. White color 

indicates appearance of ulvan（B）. (A; Zobell2216E, B; 0.5 % ulvan 1/10 Zobell2216) 
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Fig. 4 The result of ulvan degradation reaction test of each isolates. Each isolates ware 

cultured in ulvan containing medium and then immersed in 2 ml of CPC solution. The 

strains that made the halo were designated as ulvan degrading bacteria. Totally, 13 strains 

of ulvan degrading bacteria could be isolated. 

 (A; ul20-2, B; 20G, C; 10N, D①; N2, D②; N3, E; 1G-1, F①; DG-3, F②; DN-1, F③; 

DN-3, G;6G-1, H①; MN-1, H②; MN-2, H③; 1G-1-2)  
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Fig. 5 Maximum Parsimony tree based on 16S rRNA gene sequences showing the 

relationship between ulvan degrading bacteria and other members of each genus. 

Bootstrap values (%) based on 1000 replications are shown at the nodes of the tree. 

Sequence from this study shown in bold red text. Novel ulvan degrading bacteria are 

shown in yellow lines. 
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Table 12 Isolated number of the ulvan degrading bacteria from each samples 

Source Sample Isolates degradation activity Sample name  

Ulva 

ul-5 4 0   

ul-9 3 0   

ul-20 5 1 Ul20-2  

ul-4 4 0   

ul2-9 4 0   

ul-sw 2 0   

mix-5 4 0   

mix-9 3 0   

mix-20 5 0   

mix2-4 6 0   

mix2-9 4 0   

Sea water 

mG-10 8 0   

mG-20 11 1 20G  

mG-30 4 0   

mN1-10 5 1 10N  

mN1-20 9 0   

mN1-30 6 0   

mN2-10 7 0   

mN2-20 5 0   

mN2-30 5 0   

mG-2 5 0   

mN1-2 7 0   

mN2-2 3 2 N2, N3  

MG-10 3 0   

MG-20 3 0   

MN-10 3 0   

MN-20 3 2 MN-1, MN-2  

DG-10 3 1 DG-3  

DG-20 3 0   

DN-10 3 2 DN-1, DN-3  

DN-20 3 0   

1G-10 3 1 1G-1  

1G-20 3 1 1G-1-2  

1N-10 3 0   

1N-20 3 0   

4G-10 3 0   

4G-20 3 0   

4N-10 3 0   

4N-20 3 0   

6G-10 3 1 6G-1  

6G-20 3 0   

6N-10 3 0   

6N-20 3 0   
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Fig. 6 The result of ulvan degradation ability test. 13 strains of ulvan degrading bacteria 

were cultured in ulvan containing medium for five days, and then immersed in CPC 

solution. Diameter of halo were measured and described below.（1a; ul20-2: 24 mm, 1b; 

AR06: 18 mm, 2a; 20G: 9 mm, 2b; 10N: 26 mm, 3a; N2: 25 mm, 3b; N3: 25 mm, 4a; 1G-

1: 22 mm, 4b; DN-1: 30 mm, 5a; DN-3: 32 mm, 5b; DG-3: 26 mm, 6a; 6G-1: 24 mm, 6b; 

MN-1: 19 mm, 7a; MN-2: 19 mm, 7b; 1G-1-2: 29 mm） 
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Fig. 7 Kinetics curves of ulvan and concentrate products of supernatant. 

（A; Alteromonas sp. Ul20-2, B; Vibrio sp. 10N, C; Echinicola sp. 20G） 
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Fig. 8 Kinetics curves of ulvan and cell lysate. 

（A; Alteromonas sp. Ul20-2, B; Vibrio sp. 10N, C; Echinicola sp. 20G） 
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Fig. 9 TLC image of each standard samples or conjugate samples ulavan and concentrate 

products of supernatant.（ a; glucuronic acid, b; xylose, c; rhamnose, d; ulvan, e; 

ulvan+Alteromonas sp. Ul20-2, f; ulvan+Vibrio sp. 10N, g; ulvan+Echinicola sp. 20G） 
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Fig. 10 TLC image of each standard samples or conjugate samples of ulvan and cell lysate. 

Sample G was observed monosaccharide same as rhamnose standard.（a; glucuronic acid, 

b; xylose, c; rhamnose, d; ulvan, e; ulvan+Alteromonas sp. Ul20-2, f; ulvan+Vibrio sp. 

10N, g; ulvan+Echinicola sp. 20G） 
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Fig. 11 Over view of the gene composition of strain Echinicola sp. 20G from RAST server. 
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Fig. 12 The gene cluster of ulvan degrading related genes from already reported 3 strains. 

（1; Alteromonas sp. LOR, 2; Pseudoalteromonas sp. PLSV, 3; Nonlabens ulvanivorans.） 

（modified 2017, Foran E et al. :8） 
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Fig. 13 The gene cluster 1 of a putative ulvan degrading related gene of strain Echinicola 

sp. 20G. 
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Fig. 14 The gene cluster 2 of a putative ulvan degrading related gene of strain Echinicola 

sp. 20G. 
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4. 考察 

 

 本研究は、はじめにウルバン分解細菌の分布を網羅的に探ることを目的に、腐

敗アオサと濃縮海水からウルバン分解細菌を単離することを試みた。既知のウ

ルバン分解細菌は主に緑藻摂餌性生物から単離されているが、ウルバンを栄養

源として利用しているアオサに付着した細菌の可能性から腐敗アオサを、また

網羅的単離を行うために異なる地点や時期の濃縮海水を用いた。 

後日追加で純粋分離を行った分離株からウルバン分解活性が見られたことか

ら、純粋分離に用いた培地である Marine agar にはウルバンが含まれていないた

め、一度目に純粋分離を行った 2，3 日の培養期間では増殖できなかったと考え

られる。今後も分離を行う際には培地中にウルバン成分を入れる等の何らかの

策が必要であると考えられる。また濃縮海水では、GFC フィルターからも分離

できたことから、フィルターを通過できない砂などに付着していた細菌である

と考えられる。緑藻だけでなく、このような付着画分からウルバン分解菌が分離

されることは新知見であった。 

 分子系統解析の結果、初のウルバン分解細菌である Paraglaciecola 属（24）, 

Vibrio 属（25）, Echinicola 属（26）, Algibacter 属（27）から分離に成功した。プ

ロテオバクテリア綱細菌から CFB 門細菌群に渡っており、多様な細菌群におい
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てウルバン分解細菌は分布することが示唆された。 

 分解活性試験では、Alteromonas sp. Ul20-2 株および Vibrio sp. 10N 株の菌体外

濃縮液とウルバンの反応物が、吸光度 235 nm の増加を示し TLC 解析でも分解

の様子が確認できたことから、これら 2 つの株は菌体外に分泌するエンド型の

ウルバン分解酵素を有することが考えられる。一方 Echinicola sp. 20G株の菌体

内破砕液とウルバンの反応物が吸光度 235 nm の増加および薄層クロマトグラフ

ィーにて単糖への分解を確認できたことから、本菌はウルバンを単糖に分解で

きるウルバン分解酵素を有する可能性があると考えられた。また Echinicola sp. 

20G 株のウルバン分解能測定の結果が他の細菌に比べ弱いことからも、菌体外

でウルバンを分解する既存の分解様式とは異なる分解様式をもつことが考えら

れる。 

 続いて Ecinicola sp. 20G株のフルゲノムを取得し、Local BLAST で既知ウルバ

ンリアーゼとの相同性解析を行ったが、ウルバンリアーゼは存在しなかった。そ

こで 2 つのウルバン分解遺伝子クラスターの一次構造を作成した。既知のウル

バン分解遺伝子クラスターと比較すると、3-硫酸化ラムノースの切断に関わる

Sulfatase をもたないことから、3-硫酸化ラムノースを直接、中間代謝物質として

利用することが考えられた。この知見は既知のウルバン分解細菌とは違った代

謝機構を持つことが考えられる。 
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 既知のウルバンリアーゼは carbohydrate-active enzymes（CAZy）データベース

（www.cazy.org）に 13 個の遺伝子が登録されている。それらは 5 つの

polysaccharide lyase（PL24, PL25, PL28, PL37, PL40）に分類される （8, 20, 28-32）。

Table 1 で示した現在作用機構が判明しているウルバンリアーゼは、全て菌体外

に分泌されたエンド型リアーゼであり六糖～二糖までしか分解できない（8, 9, 20, 

23, 28, 30-37）。本研究で分離された Ecinicola sp. 20G 株は菌体内にウルバン分解

活性をもつことから、初のエキソ型ウルバンリアーゼであることが示唆される。

今後、決定したウルバン分解関連遺伝子群のうち、ウルバンリアーゼの遺伝子配

列をタンパク質発現、活性試験により特定することが望まれる。 

  

http://www.cazy.org/
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