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殺藻細菌Kordia algicidaが産生する細胞溶解性酵素に反応して 

珪藻Chaetoceros didymusはタンパク質分解酵素を産生し対抗する 

 

Kordia algicidaは細胞溶解性のプロテアーゼを産生することによって植物プランクトンの細胞を

溶解し, 殺藻する海洋殺藻細菌である。過去の研究より, K. algicidaはSkeletonema costatumを含む複

数種の珪藻に対して殺藻性を示すが, Chaetoceros didymusはK. algicidaの影響を受けないと報じられ

ている。本研究では, K. algicida由来のプロテアーゼに対するC. didymusの耐性に関与する機構を明

らかにし, その機構に関与する物質について検討した。 

実験はK. algicidaの培養濾過液 (以下濾液) を植物プランクトンの培養に加え, 殺藻細菌のプロテ

アーゼに対する植物プランクトンの耐性を検討した。また, プロテアーゼ活性の測定には, 蛍光色素

によるプロテアーゼ活性アッセイを用いた。S. costatum RCC75株及びC. didymus CH5株の培養0.375 

mL中にK. algicida OT–1株の濾液1.125 mLを加え, 温度15˚C, 明暗周期14 hL :10 hD, 光強度40–45 

µmol photons m
-2
 s

-1の条件下で培養し, 蛍光値により植物プランクトンの増減を測定した。また, 各

実験区から分取した副試料10 µLに蛍光色素BODIPY FLで標識したカゼインを加え, 発生した蛍光

値を測定することにより培養液中のプロテアーゼ活性を測定した。培養実験の結果, S. costatumでは

殺藻がみられたがC. didymusは殺藻されなかった。また, プロテアーゼ活性アッセイの結果, C. 

didymusにK. algicidaの濾液を加えた実験区では, 培養液中のプロテアーゼ活性の増加が認められた。

以上のことから, C. didymusは濾液中のK. algicida由来の物質に反応し, プロテアーゼを産生するこ

とが示された。 

  次にC. didymusが産生するプロテアーゼの性状及び, C. didymusのプロテアーゼ産生を誘導する

K. algicida由来の物質を特定するために, C. didymus にK. algicida濾液を加えた実験培養をSDS–ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動に供した。この実験培養を上記の条件で3日間行い, 0.2 µmの滅菌フ

ィルターで濾過し, アミコン遠心フィルターで遠心濃縮を行い, 分子量30 kDa以下のタンパク質を

除去した。遠心濃縮したタンパク質を電気泳動に供した後, ゲルに含まれるプロテアーゼを染色し, 

試料中のプロテアーゼの分子量を特定した。また, K. algicidaの濾液を80˚Cで10分間熱処理をして

失活させたもの, 及びK. algicida濾液中の物質を遠心フィルターで30 kDaを境目の分子量に分画し

てC. didymusに加え,同様の実験を行った。その結果, C. didymusとK. algicidaの濾液の共培養中には

C. didymusが産生したと考えられる分子量85, 70及び35 kDaのプロテアーゼが検出された。また, K. 

algicidaの濾液を熱処理で失活させた実験区, 及び分子量 30 kDa以下の物質を加えた実験区ではC. 

didymusのプロテアーゼは産生されなかった。 

 C. didymusの産生するプロテアーゼがK. algicidaの殺藻性を不活性化させる能力を検討するため

に, C. didymusのK. algicidaの濾液との共培養液を S. costatumの培養加えた。K. algicidaの濾液30 mL

に対数増殖期のC. didymus培養10 mLを添加して 3日間培養後, 0.2 µmの滅菌フィルターで濾過し, 

その濾液1.125 mLに S. costatumの培養0.375 mLを加え, 上記の条件で培養した。培養期間中の蛍

光値によりS. costatumの増減を測定した。実験の結果, C. didymusをK. algicida濾液と共培養した濾

液を添加した実験区で S. costatumの殺藻が見られた。 

 本研究により, C. didymusはK. algicidaに対して耐性を持ち, K. algicida由来の熱変性する分子量30 

kDa以上の物質に反応して, 分子量 85, 70及び 35 kDaのプロテアーゼを産生することが示された。

このことから, C. didymusはK. algicidaのプロテアーゼに対抗するプロテアーゼを産生し, 耐性を持

つことが示唆された。K. algicidaの濾液とC. didymusを共培養し, 無菌濾過したものを S. costatumと

共培養するとS. costatumの殺藻が見られた。C. didymus由来のプロテアーゼがK. algicidaの殺藻物

質 (プロテアーゼ) に与える影響は不明であり, 今後の研究が必要である。 
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