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略語・用語一覧 

CDF: Cumulative distribution function（累積分布関数） 

CDS: Coding Sequence 

COGs: Clusters of Orthologous Genes 

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

EPS: Extracellular Polymetric substrate（文献によっては Extracellular polysaccharide） 

hps: hormogonium polysaccharide 

JPC: Junctional pore complex 

KS: Kolmogorov-Smirnov (value) 

NIES: National Institute of Environmental Science (Collection) 

ORF: Open Reading Frame 

PCR: Polymerase chain reaction 

PDF: Probability distribution function 

peg: protein encoding gene 

pil: pilin 

PIV: Particle image velocimetry 

Pseudanabaena（後ろに種名が続かない場合）：Pseudanabaena sp. NIES-4403 

RAST: Rapid Annotations using Subsystems Technology 

SNP: Single Nucleotide Polymorphism 

TE: Tris-EDTA 
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第一章 序論 

生物が形成する時空間パターン 

生物は様々な時空間パターンを形成する。単体の生物に着目すると，高度に形成された細胞内機構，あ

るいは細胞同士の分業された機構の連携により生物個体は構成されている。結果として視覚的な空間パタ

ーンとしては，高等生物の発生過程に始まり（Stricker, 1996; Kondo, 1992），魚の体表の模様（Kondo and 

Arai, 1995; Inaba et al., 2012），蝶の翅模様（Sekimura et al., 2015），葉序や花弁の順序（Yonekura et al., 

2019; Kirie et al., 2020）など様々なかたちとして表れる。これらのパターンは多くの因子や要因が絡み合う

ことが予想され，非常に複雑に見えるが，一部はチューリングモデルを始めとした数理モデルなどで再現

されており（Kondo and Arai, 1995），根底部分には単純だが洗練された機構が潜んでいる可能性がある。

生物の呈する時空間パターンは単体の生物個体上に限らず，例えば渡り鳥の集団飛行（Hayakawa et al., 

2010）や魚の群泳（Weihs, 1973）など，複数個体が相互作用して示す事例も多い。実環境では多くの同種

および異種の生物が混在し，影響しながら環境を構築している。このような個体間の相互作用によっても

たらされる生物群集の研究は，個体内の機構に関する研究同様に重要である。生物の群行動は多個体間の

相互作用の結果であり，生物の生存戦略や幅広い階層での群行動システムの解明が期待される。 

 

バクテリアの形成する集団とコロニーパターン 

群行動，特に集団での運動は高等生物に限った話ではない。多くのバクテリアには運動能があり，運動

を伴う集団行動は広い範囲で観測されている。たとえば大腸菌の液体培地中での鞭毛による集団遊泳は，

単独遊泳の時に比べてエネルギーおよび速度の面から効率的と示唆されている（Ishikawa et al., 2011）。ま

た，多くのバクテリアはバイオフィルム（固体や液体の表面に多くの個体が集合して形成される膜状構

造）を形成して好適環境に固着しつつ，外部刺激から身を守る防御行動をとる（Flemming and Wingender, 

2010; O’Toole et al., 2000; Schatz et al., 2013）。この際，特定の個所に移動するためにも，あるいは逆に逃

避するためにも，バクテリアはしばしば凝集した状態で移動する（Kobayashi et al., 2016; Henriksen and 

Svendsen, 1946; Henrichsen, 1972; Ingham and Ben-Jacob, 2008; Finkelshtein et al., 2015; Fujihara et al., 2009 ）。

寒天培地上でバクテリアが呈するコロニーの形成過程は，これらの集団行動の特徴を，少なくとも部分的

に示していると考えられる。 
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バクテリアのコロニーパターン形成は，自己組織化現象と捉えることができる（Wakita et al., 1994; Ben-

Jacob et al., 1998; Matsushita et al., 2004; Wakita et al., 2015; Kobayashi et al., 2016; Gibiansky et al., 2013）。た

とえば松下らの先駆的な研究によれば，枯草菌 Bacillus subtilisのコロニーは，養分濃度と寒天濃度によっ

て様々な形態をとる（Fujikawa and Matsushita, 1989; Ohgiwari et al., 1992）。Paenibacillus属ではさらに多様

で複雑な形態が報告されており，Ben-Jacobらにより詳細な形態観察と数理シミュレーションに基づく生物

物理学的解析がなされてきた（Ben-Jacob et al., 1994）。バクテリアの示すコロニーパターンは，しばしば

電析など非生物の呈するパターンと類似することがあり，その根底には生物，非生物の区別に関わらない

物理的なルールが存在する可能性も指摘されている（Ben-Jacob et al., 1998; Matsushita et al., 2004）。一方

でバクテリアのコロニーパターンは，同時に生物としての生存戦略を反映していることが想像され，その

生理学的ならびに生態学的な背景と併せて理解する必要がある。 

一部の Bacillus属のバクテリアは固相表面で数 mmにおよぶ巨大な運動集団を形成する。それらは，し

ばしば彗星状（ないし勾玉状）の形態をとりながら放浪するコロニー（wandering colony）や，一か所にと

どまって回転するコロニー（rotating colony）として現れることがある（Henriksen and Svendsen, 1946; 

Henrichsen, 1972; Gillert, 1975）。複雑な形態を呈する Paenibacillus vortexは，一般的な培養条件下では回転

しながら移動する渦を形成するが，低濃度の抗生物質Mitomycin C存在下（Ingham and Ben-Jacob, 

2008），あるいは大腸菌と共培養した時に（Finkelshtein et al., 2015），放浪するコロニーや回転するコロ

ニーが出現する。Paenibacillus alvei は放浪するコロニーを形成し（Fujihara et al., 2009），Paenibacillus sp. 

NAIST15-1は放浪するコロニーと回転コロニーをともに形成することが報告されている（Kobayashi et al., 

2016）。上記の Bacillus属の呈する運動集団とは少し異なるが，粘液細菌 Myxococcus xanthus もまた，渦

状，束状のコロニー，隣接した集団，筏状の集団（ラフト）といった巨大な移動集団を形成する

（O’Connor and Zusman, 1989; Wu et al., 2009）。この種では運動機構である IV型線毛と協調した細胞外多

糖（EPS）の放出（Li et al., 2003; Black et al., 2006），細胞の運動軌跡（Balagam and Igoshin, 2015），運動

方向の転換（Wu et al., 2009; Thutpalli et al., 2015） が細胞間連絡を介して集団形成に寄与していると示唆

されている。特に細胞外多糖をはじめとした粘液はしばしば様々なバクテリアの集団形成に寄与するとさ

れ，細胞外多糖の他には細胞外 DNA放出なども集団形成やバイオフィルムの形成に寄与する例も報告さ

れている（Whitchurch et al., 2002; Gloag et al., 2013; Suzuki et al., 2009）。回転コロニーや渦状コロニーを含
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む閉軌道は，局所閉鎖環境ではさらに生じやすい。たとえば枯草菌や大腸菌は，寒天培地上の窪みやマイ

クロチャンバーなどで，そのサイズと細胞密度に依存して渦を形成する（Wakita et al., 2015; Honda et al., 

2019; Wioland et al., 2013; Lushi et al., 2014）。このような協調的な動きは，精製された運動性タンパク質で

も実験的に再構成される場合がある。ATP存在下で基盤上に固定されたミオシンやキネシンの上に，アク

チンフィラメントや微小管を添加すると，自己駆動力を持つフィラメントとして動き回ることができる。

この系では自発的な渦の形成や空間全体で整列する様子が観察されている（Sumino et al., 2012; Inoue et al., 

2015; Wada et al., 2015）。また，これらの微小管同士に結合能力を付与し，あるいは光により結合能力を

制御することで，複数の個体が一体となって動く様子が確認できる（Keya et al., 2018）。 

 

バクテリアの運動機構 

バクテリアの代表的な運動様式は，Henrichsenにより主に以下の 6種類に分類された（Henrichsen, 1972; 

Harshey, 2003）。遊泳運動（swimming）は周囲に液体が十分にある時に液中を移動する運動で，その運動

はランダムに見える。Henrichsenらは鞭毛を用いると定義しているが，近年ではその他の運動機構，例え

ば鞭毛のない Synechococcus sp. WH-8102株による遊泳運動も swimmingと記述されている（Brahamsha, 

1999; Ehlers and Oster, 2012）。遊泳運動を行う細胞は単独で動き，コロニーを形成しないことが多い。遊

走運動（swarming）は高密度の集団が物体表面を移動する運動で，細胞の長軸に沿って連続的に動く傾向

がある。遊走運動も遊泳運動と同様に鞭毛を持つバクテリアが行うと定義されるが，遊泳運動が液体中の

移動に対して，遊走運動は液体で満たされてはいない，寒天培地のような物体表面で行われ，渦や束状な

ど高度に組織化したコロニーを形成する点で異なる。遊走運動中のバクテリアは鞭毛の量が増加する。滑

走運動（gliding）は遊走運動に似て，表面滑走を行い渦や束状の集団を形成するが，鞭毛を持たないバク

テリアに限定した現象として定義されている。Mycoplasma mobile や Flavobacterium johnsoniae などはそれ

ぞれ突起状の足のような滑走装置，および桿体の細胞上を螺旋状に動き回る接着タンパク質により滑走す

るなど，滑走運動のマシナリーは多岐にわたる（Miyata and Hamaguchi, 2016; Nakane et al., 2013）。今回の

研究対象である糸状性シアノバクテリアの運動様相は滑走運動に含まれるが，詳細は後述する。単収縮運

動（twitching）は主に個々の細胞が，物体表面を這い回るようにぎくしゃくと動く運動で，滑走運動や遊

走運動ほど複雑ではないが，様々なコロニーパターンを形成する。Henrichsenは単収縮運動が未知の運動
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機構によると記述している一方，Harsheyらは IV型線毛を使った運動であると定義している（Harshey, 

2003）。ほかにも能動的な運動をせずに細胞増殖により拡がる押し出し運動（sliding）や，細胞が集合か

ら射出される投擲運動（darting）などがある（Harshey, 2003）。 

有名な運動マシナリー（運動に関わる生体内装置）としては，鞭毛（flagella）や IV型線毛（type-IV 

pili）がよく知られている。鞭毛はフラジェリンが重合されてできる動的なタンパク質繊維であり，その基

部に位置するモータータンパク質が ATPをエネルギー源として一方向に回転することで推進力を得て，バ

クテリアの遊泳行動を可能にする。また，寒天培地などの固相表面上では鞭毛が増加することで，遊走運

動を担う（Harshey, 2003）。大腸菌をはじめ，コロニーパターン研究の主要な対象となってきた枯草菌

Bacillus subtilis や Paenibacillus，プロテウス属の Proteus mirabiris ，緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa は，い

ずれも鞭毛を主な運動マシナリーとして使用するバクテリアである。一方の IV型線毛もタンパク質性の繊

維で，一般に鞭毛より短く細く，基部にてピリンを重合させて伸長，分解して短縮する。先端を他の細胞

や物体表面に接着して伸長短縮を行うことで細胞体を滑走させる。単収縮運動では急激に方向と速度が転

換する運動があるが，それを担うのも IV型線毛であり（Jin et al., 2011），コロニーパターンにも影響を及

ぼすことが示唆されている（Morikawa et al., 2013）。鞭毛と線毛は互いに排他的ではなく，たとえば緑膿

菌は鞭毛と線毛の両方を持ち，それらを使い分けることで固相表面での運動形態は 4種類に分類される

（Conrad et al., 2011）。これらの運動機構以外にも近年， SprBや RemBなどのアドへシンが細胞壁上を螺

旋状に回転する Flavobacterium johnsoniae の滑走運動などが報告されており（Shrivastava et al., 2012; 

Nakane et al., 2013），今後も様々な運動機構が発見される可能性が高い。 

 

シアノバクテリアのコロニー・パターンと運動機構 

シアノバクテリアは，酸素発生型（水分解型）の光合成を行う一群の原核生物である。25億年から 30

億年前に出現し，水を分解して還元力を得ることにより，ごく局所的にしか存在していなかった始原生物

の生存圏を，水圏全般に一挙に拡大させた。それに伴い，還元的な原始地球環境を酸化させ，酸素分圧が

20%に達するまでに上昇させることで地球環境を一変させ，酸素呼吸を行う生物群の展開をもたらした。

シアノバクテリアは真核植物の葉緑体の系統的起源とされている。私たちヒトの身体を構成する炭素も，

もとはと言えばほとんどが酸素発生型光合成に基づく炭酸固定過程に依存しているが，現在においてもシ
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アノバクテリアは地球上の炭酸固定の 4-5割に寄与すると考えられている。このようなことから，シアノ

バクテリアは地球上で最も生存圏を拡大してきた巨大な生物群であり，極地や温泉，油田，砂漠にもそれ

ぞれの環境に適応した代謝系を発達させながら生存してきた。形態的にも球体や桿体の単細胞性から細胞

が連なった糸状性，さらに分岐を伴う網状のものまで多岐に富み，単細胞性および糸状性の中には運動性

を示す種や，特徴的なコロニーパターンを示す種が報告されてきた。 

分子遺伝学的に頻用されている単細胞シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803には走光性を示す研

究室株が知られており，結果としてあたかも指が生えたような形状（Finger-like pattern）のコロニーを寒天

培地上で形成する（Levy and Requei, 2008; Galante et al., 2012; Ursell et al., 2013; Varuni et al., 2017）。方向性

を持った光の照射を伴わなくとも特徴的なコロニーの形態を示す例も度々報告されている。たとえば佐藤

らによって単離された Phormidium sp. KS株は，寒天培地上で渦状のコロニーパターンを形成する（Sato et 

al., 2014）。また，カリフォルニアの brackfish mudflatから単離された Pseudanabaena属のシアノバクテリ

アは，懸濁液中で網目状の凝集塊を形成する（Shepard and Sumner, 2010）。興味深いことに，別種の

Pseudanabaenaが，上述の枯草菌が呈するような彗星状の放浪するコロニーを形成することが，微生物の

分類カタログ Bergey’s manual中に簡単に記載されているが，詳細な情報は不明であった（Castenholz et al., 

2001）。 

シアノバクテリアの運動様式については，主として単収縮運動，遊泳運動，滑走運動が知られている

（中根および西坂, 2018）。最も研究が進んでいるのは上述の Synechococcus sp. PCC 6803株であり，IV型

線毛を持ち，単収縮運動を行う（Bhaya et al., 1999; Yoshihara et al., 2001）。既に述べたように多くのバク

テリアの運動性には鞭毛が重要な役割を果たすが，シアノバクテリアでは鞭毛は確認されていない（Wilde 

and Mullineaux, 2015; Brahamsha and Bhaya, 2014）。シアノバクテリア（特に糸状性シアノバクテリア）の

滑走運動は古くから観察されてきたが，そのメカニズムには未解明の部分が多い。いくつかの研究では

Junction pore complex（JPC）と呼ばれる，細胞接合部付近に整列した細胞膜上の微小孔が観察されてお

り，この JPCから粘液が放出される際の反動が駆動力となる可能性が指摘されている（Hoiczyk and 

Baumeister, 1998; Sato et al., 2014）。整列した JPCは渦状のコロニーを形成する Phormidium sp.でも観測さ

れている（Sato et al., 2014; Hoiczyk and Baumeister, 1998）。一方，Nostoc punctiforme（以下 N. punctiforme）

のホルモゴニア細胞（分化し運動性を持つ細胞形態）では，JPCは IV型線毛の基部が整列して並んだ円形
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の機構であり，pil と hps 遺伝子がコードするタンパク質群によって構築される（Risser and Meeks, 2013; 

Risser et al., 2014; Khayatan et al., 2015; Cho et al., 2017）。pil と hps 遺伝子はその制御を行うとされる hmp 

遺伝子群を含めて，ほぼ全ての糸状性シアノバクテリアで保存されている（Risser and Meeks, 2013; 

Khayatan et al., 2015; Cho et al., 2017）。JPCより生えた線毛は同様に JPCより放出される EPSにより細胞

周辺に偏在し，細胞の長軸沿いに伸長と縮退を繰り返すことで細胞を動かすと考えられている（図 1, 

Khayatan et al., 2015; Cho et al., 2017）。 N. punctiforme のホルモゴニア細胞は，フィラメントが高密度に並

列した筏状の集団（ラフト）をしばしば形成し（Cho et al., 2017），また hmpW 変異株では走光性を誘発

する条件で，放浪するコロニーのような移動する集団を生じることもある（Riley et al., 2018）。 

 

 

図 1. Nostoc punctiforme で提案された運動機構 

Khayatan et al., 2015を基に描画した，糸状シアノバクテリアの運動機構モデル。赤矢印は線毛の伸縮，緑色は細胞，黄

色は JPC，水色は EPS を示す。 

 

Pseudanabaena sp. NIES-4403株の単離とその背景 

この論文では放浪する彗星状のコロニー，および回転する円盤状のコロニーを寒天培地上で形成する糸

状シアノバクテリア，Pseudanabaena sp. NIES-4403（以下 Pseudanabaena ）について報告する。この糸状

シアノバクテリアは岩崎により早稲田大学西早稲田キャンパスの池（北緯 35.706008, 東経 139.707843）か

ら 2007年頃に単離された（図 2a，久保田・岩崎, 2009）。単離当初は，バイオメディア・アートの素材と

して美学芸術学の実験の対象となり，その過程でコロニーパターンや補色馴化に関する萌芽的な知見が得

られた。作品は国内外で多く展示され（たとえば Catts and Iwasaki, 2018; Iwasaki, 2020），筆者も 2013年の

インターコミュニケーションセンター（ICC）での大規模な展示や東京デザイナーズウィークでの DIYバ

イオのワークショップなど，多くの機会にスタッフとして従事した。同時に，観察されるコロニーパター
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ンの理学的解析も行われ，16S rRNAの系統樹解析により，この株は Pseudanabaena 属に近いことが明ら

かになったため，国立環境研究所の微生物コレクション（NIES collection）に Pseudanabaena sp. NIES-4403

として登録した。この株は，円筒状の細胞が長軸方向に連なった糸状のシアノバクテリアで，白色光下で

は赤褐色を呈するが，赤色光下では緑色に変化する。与える光の波長に応じて細胞の色素組成を変えるこ

の現象は補色馴化（chromatic acclimation）と呼ばれ，多くのシアノバクテリアに見られる。光合成系 IIの

集光アンテナタンパク質複合体のフィコビリソームの構成成分のフィコシアニンとフィコエリスリンの総

体含量が可逆的に調節されることで起こる。白色光下で赤褐色であることは，この光条件では相対的にフ

ィコシアニンの量が高いことを示している。 

シアノバクテリアの標準培地として知られる BG-11寒天培地上（寒天濃度 1.5%）では，Pseudanabaena

は様々なサイズの集団をランダムかつ散在的に形成した（図 2b）。これらの散在的なコロニーパターン

は，上記の彗星状コロニー（放浪するコロニー）と円盤コロニー（回転コロニー）が移動しながら順次形

成され続けることにより，自発的に形成される（図 2c, 動画 1）。 
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図 2. Pseudanabaena sp. NIES-4403の形態 

a. 細胞形状の光学顕微鏡画像。 b. 90 mm プレートに作成した BG-11寒天培地（寒天濃度 1.5%）中央に細胞を植菌

し，12日間培養した後のコロニー画像。 c. 寒天培地上で呈するコロニーの顕微鏡画像。植菌後 14日目。矢頭は彗星

状コロニー（左上）と円盤コロニー（右下）を示す。タイムラプスは動画 1に示す。Yamamoto et al. （2021）の図 1を一部

修正して転載。 
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バクテリアのコロニーパターンに関する数理モデルによる解析 

コロニーパターンの形成過程に対して，仮説に基づく規則を実装し検証を行うことは有効な手段である

が，現実系では難しい場合が多い。特に生物を用いた場合，様々な想定外の要素が加わってくることか

ら，検証に至らない場合もある。一方，in silicoでの数理モデルを用いた検証はこのような仮説に対して加

算的にルールを加えることが可能で，パラメーター調節など様々な条件を検討することが容易である。例

えば松下らは枯草菌が呈するコロニーパターンの形状は，バクテリアの運動速度と増殖速度をパラメータ

ーとして変化すると考え，パターンの寒天濃度・養分濃度依存性を示すモルフォロジーダイアグラムを実

験的に提示した。この実験結果に対して反応拡散方程式を用いたモデルを構築し，養分濃度の初期値と細

胞の拡散に関わる係数を変化させることで，最終的に現実のモルフォロジーダイアグラムに近い様相を再

現した（Matsushita et al., 2004, Mimura et al., 2000）。この過程で細胞の活動状態に関するルールを取り入

れることにより，更に再現度が高くなったことから，細胞の活動状態がコロニーパターンに影響すること

が示唆された（Mimura et al., 2000）。このようにモデルを用いた研究は単なる現象の再現や仮説の検証に

とどまらず，不足している要素の発見にも繋がる。枯草菌のコロニーパターンに関しては，Ben-Jacobらも

またモデルによる再現を試みているが，Ben-Jacobらは自発的な運動能力を有したエージェント，自己駆動

粒子を用いてコロニーパターンの形成メカニズムの解明に取り組んだ（Ben-Jacob et al., 1994, Czirók et al., 

1996）。シアノバクテリアでは Synechococcus sp.の指状パターンに関してモデルを用いた研究が多く行わ

れている（Levy and Requei, 2008; Galante et al., 2012; Ursell et al., 2013; Varuni et al., 2017）。指状パターンは

走光性を持つ Synechococcus sp.が植菌位置から光の方向へと移動する際に，集団で生育領域の界面を拡大

することで何本もの指状の軌跡を呈するコロニーパターンで，走性を伴うバクテリアのパターン形成とし

て着目されている。糸状性シアノバクテリアでも走光性を伴ったパターンや三次元的な網目状パターンに

関する研究が行われ，Tamulonisらは糸状のシアノバクテリアをばねで結合した質点とみなした力学的なモ

デルを構築し，照度の勾配で構築されるシアノグラフや網目状のバイオフィルム形成を定性的に再現した

（Tamulonis et al., 2011; Tamulonis and Kaandorp, 2014）。 

本研究で用いられている Pseudanabaena sp. NIES-4403株でもいくつかのモデルを用いた解析が行われて

いる。ひとつは高松らによるモデルで，下山らによって提案された自己駆動粒子モデル（Shimoyama et al., 

1996）を基に個体間引力と粘液の効果を導入し，並進運動と回転運動をする集合を再現している（高松ら, 
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2014）。また，本論文には含めていないが久本との共同研究により，本研究で得られた成果の一部につい

てエージェントベースモデルを用いた再現を試みた（Yamamoto et al., 2021）。このモデルの詳細について

は第四章の総合討論で記す。 

 

本論文の構成 

本論文はこの第一章の序論を含め，四章で構成される。第二章では Pseudanabaenaのコロニーパターン

とその形成過程，およびそれらに関わってくる細胞の運動を定性的並びに定量的に解析した結果を示し，

コロニーパターンの時空間的遷移に関する議論を展開した。この第二章は筆者が筆頭著者として投稿した

査読付き英語論文（Yamamoto et al., 2021）を基に改変し，新規の実験結果を追加し補強して記述してい

る。第三章では継代培養の過程で得られた短個体長の変異株（ILC 580株）のコロニーパターン解析と，

標準株の de novoゲノムシーケンス，変異株のゲノム上の変異を探索したリシーケンス結果について説明

する。これらの結果および最新の知見を踏まえ，第四章にて総合討論を記す。 
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第二章 Pseudanabaena sp. NIES-4403株のコロニーパターンと運動，集団形成 

要旨 

糸状性シアノバクテリア Pseudanabaena sp. NIES-4403株は，寒天培地上で顕著な彗星状コロニーと円盤

コロニーを形成し，散在的なコロニーパターンを呈する。これらのコロニーおよびコロニーパターンを形

成する機構を調べるため，コロニーパターンの形成過程を詳細に解析した。その結果，シアノバクテリア

の個体（フィラメント）が，他の個体の軌跡を個体長に依存した速度で追従する傾向にあり，個体同士が

衝突する際にはほぼすべての場合で交差せずに整列する傾向にあることがわかった。この衝突による整列

の結果，束状の小集団が形成され，さらなる束同士の衝突と個体の増殖により彗星状コロニーが形成され

ることを観測した。彗星状コロニー内の個体は，速度，運動方向ともよく揃っており，著しく斉一的な集

団化が実現されていた。この彗星状コロニーが何らかの理由により円軌道に突入もしくは円軌道を形成す

ると自己の尾を追尾する形になり，安定的に一箇所で回転運動を続ける円盤コロニーへと遷移した。円盤

コロニーは数日間に渡り回転運動を続け，コロニー内部の個体の速度は内側から外側にかけて大きくなる

ことが判明した。 

 

 

序論 

本研究で研究対象となる Pseudanabaena sp. NIES-4403株は，元々バイオメディア・アートおよび生命美

学プロジェクトのために岩崎が早稲田大学の池から単離した株である（久保田・岩崎 2009）。この株

は，固相表面上で彗星状のコロニーを形成して長距離を移動し，やがて円盤コロニーとなることで離散的

にコロニーが散在するコロニーパターンを呈する。この散在的なコロニーパターンは，Paenibacillus alvei 

でごく簡単に報告されている星状パターン（stellar pattern：Cohen et al., 2000）に似ているが，その形成機

構は不明であった。NIES-4403に遺伝的に近縁な種には，Pseudanabaena sp. ABRG 5-3株が知られており

（図 3, Nishizawa et al., 2010），NIES-4403株でも ABRG 5-3株で報告されているような細胞の自発的な破

裂現象（Kitazaki et al., 2013; Yoshida et al., 2015）が確認された。一方，ABRG 5-3株のコロニーパターンに

関する報告は確認できていない。 
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筆者の所属する早稲田大学岩崎研究室および共同研究先の早稲田大学高松研究室では，この散在的なコ

ロニーパターンの形成機構に迫るため，様々な実験を行ってきた。まず，寒天培地環境を操作しモルフォ

ロジーダイアグラムを描くとともに運動解析を行い，コロニーパターンの基本的な分類を記載した。この

分類を基に画像解析を行い，運動速度と個体長の関係や円盤コロニーの速度分布，表面構造，培地濃度に

よるコロニー形状の変化などを明らかにしてきた。これらの解析の一部を本論文でも紹介する。なお，遺

伝学的な解析を行なうために形質転換法の開発も目指したが今のところ成功していない。第二章では，主

に顕微鏡観察と画像解析の結果を紹介し，コロニーパターンの形成機構に関して記述する。 
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図 3. 16S rRNA系統樹解析 

NIES-4403株の 16S rRNAシーケンス結果は Ribosomal Database Project（RDP）内の，BLASTスコアの高かった 24配列と

代表的なシアノバクテリア種の 5配列と比較を行った。分岐に描かれている数字は bootstrap valueである。Yamamoto 

et al. （2021）の図 S1を一部修正して転載。 
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材料および手法 

株と培養条件 

Pseudanabaena sp. NIES-4403は早稲田大学西早稲田キャンパスの池の水から，BG-11寒天培地上で単離

された（久保田・岩崎, 2009） 。細胞は BG-11寒天培地上で，白色蛍光灯（30 μmol m-2s-1前後の恒明条件

下で，30℃で培養された。BG-11液体培地は NaNO3 1.5 g/l，CaCl2・2H2O 0.036 g/l，Ferric ammonium citrate 

0.006 g/l，EDTA 0.001 g/l，K2HPO4 0.03 g/l，MgSO4・7H2O 0.075 g/l，Na2CO3 0.02 g/l，Citric acid 0.006 g/l，

H2BO3 2.86 g/l，MnCl2・4H2O 1.81 g/l，ZnSO4・7H2O 0.222 g/l，Na2MoO4・2H2O 0.390 g/l，CuSO4・5H2O 

0.079 g/l，Co(NO3)・6H2O 0.049 g/l の割合で混合した（Rippka et al., 1979）。寒天培地を作る際には上記に

加え Bacto Agar（BD）を加えた。Bacto Agarの濃度は特記しない場合 1.5%となるよう混合し，コロニーパ

ターンの寒天濃度依存性を確認した実験（図 5）ではそれぞれ寒天濃度 0%，0.075%，0.3%，0.75%，

1.5%，3%の培地を作製し培養した。継代培養は 2~3週間程度に 1度，寒天培地に拡がったコロニーの先端

部分 2 mm2程度にある細胞を白金耳で採取，新しい BG-11 50 μlに懸濁し，寒天培地上に細胞懸濁液を 4 μl

滴下することで継代を行った。 

 

系統樹解析 

16S rRNA配列解析は既に筆者の所属する研究室で行われていたが，作成した 2010年以降に近縁種の報

告があったこと（Nishizawa et al., 2010）などの理由から，当時シーケンスされた配列を基に再度系統樹の

作成を行った。シーケンスに際しては 16S rRNA 遺伝子領域を 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)

と 1494R (5’-GTACGGCTACCTTGTTACGAC -3’) の 2種類のプライマーを用いてコロニーPCRにより増幅

した。増幅した DNA断片は pGEM-T Easy vector (Promega) に導入し，E. coli JM109株 (Takara Bio) に導入

してクローニングを行った。この結果得られたプラスミドの PCR由来の区間を，増幅時と同じプライマー

27Fと 1494Rを用いてサンガーシーケンス (Applied Biosystems 3730xl) を行った。得られた結果は，

BLAST（blastn, version 2.2.28+ Camacho et al., 2009）のスコアが高い順に選ばれた 24種および代表的なシ

アノバクテリア 5種の 16s rRNA配列と比較した。比較対象となる 16S rRNA配列のデータベースは

Ribosomal Database Project（Cole et al., 2014）から 2018年 3月 23日にダウンロードし，”Uncultured 

Bacterium”は比較対象から除外した。アライメントにはMUSCLE (version 3.8.31 Edgar, 2004)を用い，
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ClustalW (version 2.1 Larkin et al., 2007) で距離を計算し，Archaeopteryx (version 0.972 9m Han and Zmasek, 

2009) で描画した。 

 

コロニーパターンの撮影 

顕微鏡画像は CCDカメラ Retiga Exi Fast 1394（QImaging）を倒立顕微鏡 IX71（Olympus）に接続し，対

物レンズは PLAPON1.25x，UPlanFLN 4xと LUCplanFLN 20x（それぞれ Olympus）を用いて撮影した。顕

微鏡システムはソフトウェアの Slidebook（Intelligent Imaging Innovations）でMAC5000コントローラー

（Ludl Electronic Products）を介して制御した。共焦点顕微鏡観察は，早稲田大学先端生命医科学研究施設

（TWIns）の共通実験機器を利用した。顕微鏡 IX81（Olympus）に接続された FV-1000Dシステムを用

い，対物レンズは LUCPlanFLN x20（Olympus）を用い，FV10-ASW（Olympus）で制御した。細胞の観察

には 555 nm レーザーを用いてシアノバクテリアの自家蛍光（フィコビリソーム蛍光）を励起し可視化し

た。共焦点顕微鏡画像の撮影画像を鮮明にするため，培地として 1.5%濃度のゲルライト（富士フィルム和

光純薬）を含む BG-11ゲルライト培地 2 mlを 35 mmのガラス底プレート（#3910-035，AGCテクノグラ

ス）に入れ，その上で細胞を培養しプレート底面のガラス側より観察を行った。このゲルライト培地上で

も Bacto Agarを使った通常の寒天培地上と同様，彗星状コロニーや円盤コロニーを含むドット状のコロニ

ーパターンを形成することを確認している。90 mmプレート内の寒天培地上のコロニーパターン全体の画

像は，一眼レフカメラ K-5 II（Pentax）で 1時間に 1枚撮影した。薄型 LEDライトパネル ARTON SMART 

TRACER Pro A4（大日本美術工芸）を培養プレートの下に敷いて，生育光および撮影用の透過照明として

用いた。生育温度の保持と結露防止のため，33度に設定したマイクロウォームプレートMP-1000H（北里

コーポレーション）をプレートの上に設置した。図 18以外の観察では，走光性の影響を可能な限り排除す

るため，細胞は観察中も 30 μmol・m-2・s-1になるような蛍光灯の均一な照明下で生育している。図 18では

プレート上の細胞に対して水平方向から照明を照射して培養している。 

 

画像処理と統計解析 

画像の解析と処理は ImageJ 1.50b（NIH：Schneider et al., 2012）および Fiji 2.0.0-rc-65（Schindelin et al., 

2012）を用いた。統計解析には R-3.2.3（R core team; Ihaka and Gentleman, 1996）を用いた。 
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通過回数の解析 

画像のピクセル毎にコロニーが存在した時間（タイムラプス上の撮影数）を積算したものを，コロニー

の通過回数と定義した。図 4bに示した通過回数の画像は，それぞれのタイムラプス画像を 2値化した後合

計処理を行い，対数変換した後に ImageJの Temporal-Color Code pluginを用いて描画した。 

 

彗星状コロニーと円盤コロニーの速度計測 

図 6b, 8, 10b, 11に示した各彗星状コロニーの速度は，タイムラプス画像での各集団の中心位置の変位を

フレームレート（1枚/1時間）で割ることで算出した。図 7に示したコロニーの辺縁領域の速度は，円盤

コロニーは輪郭上の特徴的な形状，彗星状コロニーは先端の位置をタイムラプス画像で手動追跡すること

で得た位置の変位をフレームレートで割ることで算出した。 

 

個別の個体の速度計測 

顕微鏡下で撮影されたタイムラプス画像を基に，ImageJで個体の先端を手動追跡し，各変位を時間で割

った値を 3〜4データ用意し，これを個体ごとに平均し，図 14aの速度とした。観察中に方向転換を行った

個体の情報は除外した。図 14aにプロットで示した速度と個体長のデータについて，ある個体長までは正

の相関があるように見え，ある個体長以上では上昇が抑えられているように見えたため，設定した上限値

以下（0 μm~上限値までの範囲）のデータを用いて原点を通過する回帰直線を描画した。図 14bcに示した

上限値を変動させたときの調整済み決定係数（R2）と傾きの結果に基づいて最終的な上限値の決定を行

い，調整済み決定係数が極大値をとるいくつかの条件内で，最大の個体長となる 95.98 μmを上限値として

決定した。直線回帰には Rの lm（linear model）を用い，調整済み決定係数は以下の式により算出された。 

𝑎𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑. 𝑅2 = 1 −
(1 − 𝑅2)(𝑛 − 1)

(𝑛 − 𝑘 − 1)
 

𝑅2 = 1 −
∑(𝑙 − 𝑙)

2

∑ 𝑙2
 

但し lを計測した個体長， l
^
を近似直線の式に従って計算された値，nをサンプルサイズ，kを説明変数

の数とする。 

 



 

21 

Particle Image Velocimetry（PIV）解析 

PIV解析は 2枚の画像間で相互相関を計算することで場の変異を推定する手法であり，本来はトレーサ

ーを含む流体の流速を測定する方法であるが，本研究では集団中の細胞の流動を解析するために用いた。

図 6e，10d，11では細胞の流れを解析および可視化するために ImageJの PIV plugin（Tseng, 2011; Tseng et 

al., 2012）を使用した。10秒間隔でタイムラプス撮影した画像のうち 2枚を用いて，interrogation window 

sizeが 128 px，vector spacingが 64 px，correlation thresholdが 0.6となるように設定し解析を行った。PIV 

pluginから出力した結果を用いて，図 10eに示した流れの強度分布を μm/sec 単位に換算し計算した。図

10eの中心位置は，真円を円板コロニーに対して手動でフィッティングすることで決定した。 

 

衝突角度の解析 

図 13dに示した衝突する個体同士のなす角度は手動で計測した。θin は衝突点から 10 ピクセルの距離

で衝突する個体に沿って引いた直線の角度，θoutは衝突点から 10 ピクセルの距離で各フィラメントの運

動方向に引いた直線の角度を Fijiの Line toolを用いて計測した。 

 

コロニーサイズ分布の解析 

図 4deに示したコロニーサイズ分布がべき乗則に従うかどうかの検討のため，図 4aに示した各時刻のコ

ロニーの面積を測定した。Fijiで 0.06 mm2以上のコロニーを抽出，面積を計測し， Clausetらが提案した

方法（Clauset et al., 2009）に基づいて作成された Rの poweRlawパッケージ（Gillespie, 2015）を用いて解

析を行った。簡単に説明すると，まず実験データをべき乗分布にフィッティングした。推定したべき指数

と切り捨て閾値を，実験値と推定値の Kolmogorov-Smirnov統計値（KSd）が最小になるように設定した。

次に goodness-of-fit試験を行った。推定した式からいくつかの値を作成してデータセットとした。このデ

ータセットは切り捨て閾値以上のデータ数とそれ以下のデータ数の比率が実験データと同様になるように

用意した。切り捨て閾値以上のデータは推定した分布に従うようにランダムに選択し，切り捨て閾値以下

のデータはランダムにカットオフ値以下の実験値から取得した。このように作成した各データセットにつ

いて，KS値（Kssim）を，KSdを計算した時と同様の段階を経て算出した。このプロセスを bootstrap法に

より繰り返し計算し，KSd が Kssim より大きくなる確率 pを決定した。Clausetらは pが有意水準 0.1以下
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であれば仮説 H0（実験データがべき乗分布に従う）は棄却されるとしている。モデルとなる分布を選択す

るため，Kullback-Leibler criterionを使いモデル選択のための類似度を算定する Vuong’s testを行った。この

試験は帰無仮説 H0：どちらの分布も同程度実験値と離れている，に対し対立仮説 H1：片方の分布は実験

値により近い，を検定する。もし p値が 0.1以上であれば，どちらの分布がより実験値に近いかを論ずる

ことはできない（Clauset et al., 2009）。 

 

電子顕微鏡観察 

電子顕微鏡写真については深澤の解析結果を掲載し，それを基に解析した。サンプルの調整はまず，寒

天培地上の細胞を 0.1Mリン酸バッファーに溶解した 2.5%グルタルアルデヒドを用いて 4℃で固定し，リ

ン酸バッファーで洗浄，さらに四酸化オスミウムを用いて 4℃で固定した。サンプルは 50％から 100％の

エタノール系列で段階的に脱水し，冷凍乾燥を行った。以降の観察は花市電子顕微鏡技術研究所に委託し

て行った。走査型電子顕微鏡（SEM）観察では，乾燥した細胞をオスミウムでコーティングし，JSM-

6320FSEM（JEOL）で観察を行った。透過型電子顕微鏡（TEM）観察では，乾燥した細胞をエポキシレジ

ン EPON812（Shell Chemical）に埋め込み，超薄膜化したサンプルを酢酸ウラニルとクエン酸鉛で二重染色

した。区画を炭素で真空蒸着を行い，JEM1200EX（JEOL）で細胞の観察を行った。 

 

原子間力顕微鏡観察 

原子間力顕微鏡（AFM）については，試料は BG-11 100 μlに寒天培地より白金耳で採取した菌体を懸濁

し，多糖類除去のために 5 Mヨウ化ナトリウム溶液を滴下，常温で 30分静置した。洗浄のため純水 850 μl

を加え 13,500 rpmで 1分間遠心分離，上清を除去後再度純水 1 mlを加え 13,500 rpmで 1分間遠心分離し上

清を除去した。なお，ヨウ化ナトリウム処理は多糖類除去にあまり効果がないことが後に示唆されたが，

解析した時には有効と考えて行っていたためそのまま掲載する。回収した菌体を純水 200 μlにピペッティ

ングにより懸濁後，スライドガラスに 10 μl滴下しデシケーターで 10分以上乾燥した。作製したサンプル

は原子間力顕微鏡 Dimension3100 (Bruker)を Nanoscope IV(Veeco)で制御し，タッピングモードを使用した。

探針は AFM用プローブ NCHV（Bruker）を使用し，Integral Gain 0.5-0.7 V，Proportional Gain1.4-2.0 V，
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Amplitude Set Point 0.8-1.3 Vの範囲で観察を行った。原子間力顕微鏡は早稲田大学リサーチサポートセンタ

ーの機器を使用し，同センターより指導を受け計測を行った。 

 

細胞外多糖の染色 

細胞外多糖を染色するためにアルシアンブルー染色とインディアインクを用いたインク染色，およびレ

クチン染色を行った。アルシアンブルーは酸性ムコ多糖類の硫酸基とカルボキシル基に特異的に結合する

試薬で（Steedman, 1950），シアノバクテリアでも一部の細胞外多糖の染色が可能である（Soule et al., 

2016; Sugawara et al., 2018）。まず 20 μlの細胞懸濁液をスライドガラス上に 30分間静置した。浮遊してい

る細胞と上清はろ紙で穏やかに吸着除去した。細胞を含むスライドグラス上に残った物を 20 μlの 1.5%

（w/v）Alcian blue 8GX（Sigma Aldrich）で染色し，Alcian blueを吸着除去後 20 μlの BG-11を滴下し，カ

バーガラスを液滴の上から被せた。倒立顕微鏡 IX-50（Olympus）に UplanFLN 10x対物レンズを接続し，

カラーCMOSカメラMoticam 5（Motic）を用いて撮影した。 

インク染色では，一般的には浮遊したインクの粒子が粘性のある多糖類層の表面に付着し染色される

（Orskov J, 1947; Hoiczyk and Baumeister, 1998; Risser and Meeks, 2013）。BG-11寒天培地上で 10日間培養

したコロニーを染色した。2%（v/v）India ink（Winsor & Newton），4 μM CaCl2，0.05%（v/v）Triton X-

100（Sigma）を含む染色液 20 μlを，培地表面で彗星状コロニーが存在する周辺に滴下し（Risser and 

Meeks, 2013），UplanFLN 4x対物レンズ（Olympus）を接続した IX71（Olympus）顕微鏡で染色前と染色

2分後に撮影した。 

レクチン染色では，ガラクトースや N-アセチルガラクトサミン残基に結合する RCA120に蛍光色素

Fluoresceinを結合した RCA120-Fluoresceinを使用した。BG-11寒天培地で 10日程度培養した後，白金耳で

採取した菌体を 200 μlの BG-11液体培地に懸濁した。懸濁液を 3500 rpmで 5分間，室温で遠心し，上清

を除去した。その後 BG-11液体培地で希釈した RCA120-Fluorescein（Vector laboratories） 20 μg/mLを 100 

μl加え 30分静置，再び 3500 rpmで 5分間，室温で遠心後上清を除去し，BG-11液体培地 100 μlを加えて

懸濁，この懸濁液をスライドグラスに 10 μl加えて観察を行った。 
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結果 

Pseudanabaena sp. NIES-4403のコロニーパターン 

細胞懸濁液を 1.5%寒天培地（90 mmプレート）の中心に滴下して培養すると，成長した細胞は培地表面

を滑走し，連続的で動的な集団運動を行う彗星状コロニー（図 4a，動画 2）を形成し，さらにその一部は

円盤コロニーと呼ばれる渦を形成する。これらの集団のサイズは 1 mmにも達し，目視することができ

る。寒天培地上での散在的なコロニーパターンは，Paenibacillus alvei で簡単に報告されている星状パター

ン（Stellar pattern）に似ているように見えるが，その形成機構は不明な点が多い（Cohen et al., 2000）。植

菌（図 4a 左）からおよそ 1日経過すると，高密度の彗星状の移動するコロニーが植菌位置から拡散し始

め，寒天培地上を動き回った（図 4a 中央（100時間目）と右（200時間目））。いくつかの彗星状コロニ

ーは小さな円軌道を形成し，さらにその一部は先頭と末端が結合し，回転する円盤コロニーへと遷移し

た。多くの円盤コロニーはそのまま回転を続けながら成長したが（図 4b）一部の細胞は彗星状コロニーに

戻り再び培地上を動き回った。図 4cのカイモグラフ（1次元上の時間経過を示した図）はこれらの集団形

成と遷移の経時的なプロファイルを示している。突然出現する黒い点，または傾いた短い線（マゼンタの

矢頭）は彗星状コロニーが通過したことを示し，垂直方向の線（シアンの矢頭）は同じ場所に留まりなが

ら成長を続ける円盤コロニーを示している。この Pseudanabaena の円盤コロニーはカイモグラフ上の垂直

線の，縦方向の長さとして確認できるように，一点に数日間留まるが，Paenibacillus や Bacillus で確認さ

れている回転集団は徐々にその位置を変えることが報告されている（Kobayashi et al., 2016; Henrichsen, 

1972; Ingham and Ben-Jacob, 2008）。この長い垂直線が突然途切れている場合，円盤コロニーが分離または

彗星コロニーへ遷移することを意味している。 
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図 4. Pseudanabaena sp. NIES-4403の寒天培地上での散在するコロニーパターン 

a. 90 mm プレート上での Pseudanabaena のタイムラプス画像。0時間目は撮影開始時刻を示し，植菌から約 10時間

目。1時間毎に撮影し，図は 0, 100, 200時間目の写真。タイムラプスは動画 2参照。 b. 動画 2の 0時間目から 120

時間の間の通過回数。対数変換した通過回数（細胞がいたフレームを 1回とカウント）を，1回でシアン，120回でマゼン

タのグラデーションで示す。 c. 図 4aの黄色線上の 200時間でのカイモグラフ。シアンは円盤コロニー，マゼンタは彗星

状コロニーを示す。 d. 図 4aの赤円内にあるコロニーの面積分布を 100時間目（136 コロニー）と 200時間目（401 コロ

ニー）で計測し示した両対数グラフ。 e. 図 4aの 100時間目と 200時間目のコロニー面積の両対数グラフ上の累積分

布関数。プレート中央にある最大のコロニーは除外している。 Yamamoto et al. （2021）の図 2 を転載。 
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松下らによれば，枯草菌のコロニーは養分濃度と寒天濃度に依存してその形を大きく変化させる

（Wakita et al., 1994; Matsushita et al., 2004）。この説に従い寒天濃度を 0%から 3%まで段階的に変化させた

ところ，NIES-4403株のコロニーの状態も培地濃度に応じて変化し（図 5），彗星状コロニーや円盤コロニ

ーはおよそ寒天濃度 0.75 %から 1.5 %前後で観測された。より詳しく説明すると，0%から 0.075%にかけて

は，液体培地そのものもしくはそれに近い状態にあるため，細胞は培地全体に拡散し，培地中に浮遊して

いた。一定方向に向かう遊泳運動は確認できなかったが，フィラメント全体が自発的に緩やかに揺れるよ

うな動きを示し，局所的な凝集が確認できた。図 5b中にも複数の凝集が確認でき，0%の時は塊状の凝集

を確認したが，0.075%では凝集同士が繋がり太い束状になり，それが更に分岐または接続し網目状の構造

を形成した。0.3％の場合も同様に，培地中に殆どの菌体が潜り込んでいることが確認できるものの，0%

や 0.075%の時ほど培地中に拡散しているわけではなく，植菌位置を中心として等方的に円形に拡がった。

これは 0 %や 0.075 %の時より寒天濃度が高いため滑走運動の際の抵抗が大きく，また培地自体も流動・拡

散するほど柔らかくないため受動的な拡散が抑えられ，結果的にコロニーの拡がりが低下すると考えられ

る。培地表面の個体，内部の個体とも長軸方向への運動が見られる。寒天濃度が 0.75%程度になると 0.3%

の時同様に培地内部に個体が依然存在するものの，培地表面に個体が多く確認でき，表面では 1.5%時のよ

うな束状のパターンや彗星状コロニーも確認できることから，彗星状コロニーなどの高密度集団は培地表

面においてのみ形成されると考えられる。これは培地内部では個体同士は三次元的に動くため衝突の機会

が減るが，培地表面では二次元的に動くため個体同士が接触し整列しやすくなることで，結果的に高密度

になることによると予想している。一方で 3.0%になるとコロニーパターンの拡がりは抑えられ，植菌位置

付近で生育する。ほとんどの場所ではわずかに枝状に伸長するのみで，円盤コロニーは部分的に観測され

るが，彗星状コロニーは形成されず，遠方への目立った放浪行動は観察できない。このため，円盤コロニ

ーの出現も，植菌位置周辺での出現にとどまっている。これは個体が外部への進出時に受ける培地からの

抵抗が，寒天濃度の上昇に伴って増加し，菌体が植菌位置付近から進出しにくくなっていると考えてい

る。コロニーは主に増殖した菌体同士が押し出す形（Sliding）で拡大し，能動的な運動（Gliding）で拡が

っているわけではないように見える。 
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図 5. コロニーパターンの寒天濃度依存性 

寒天濃度が 0%, 0.075%, 0.3%, 0.75%, 1.5%, 3.0%の寒天培地上で Pseudanabaena が呈する a. 35 mm プレート全体のコ

ロニーパターン と b. その明視野顕微鏡画像。植菌してから 6日目に撮影 

 

ランダムな乗算プロセスが散在的なコロニーパターンの裏側に潜んでいる 

プレート上のコロニーの面積の分布を撮影開始 100時間目（136コロニー）及び 200時間目（401コロニ

ー）に計測したところ，興味深いことに，分布は両対数グラフ上で，経過時間によらず右肩下がりに下降

し，曲線，あるいは部分的には直線的にも見える分布を示した（図 4d）。このような分布はランダムな乗

算過程が寄与する「べき乗」，あるいは履歴が乗算的に現在の値に影響を与える「対数正規分布」を彷彿

させ，過去の様々な条件が影響する複雑系の挙動が根本にある可能性を考えた。群形成において集団のサ

イズにべき乗が見られることは魚群（Niwa, 2004）や他種バクテリア（Peruani et al., 2012）で報告があり，

特に魚群の集団サイズの分布形状と類似した曲線形状および傾きに見える。丹羽らはこの分布に対して集

団の合流と分離に基づいたモデルを提示し，類似した形状の分布を再現している。つまり，図 4dはランダ

ムな乗算過程による，バクテリア集団の構築と崩壊を示唆していると想像した。この現象の更なる理解の

ため，集団サイズ分布の累積分布関数(CDF)を図 4eに示し，Clauset（2009）の判定方法に基づいて分布形

状に関する判定を，べき乗分布と対数正規分布に対して行った。判定方法の詳細は材料および手法の項目

に記した。この判定方法によって得られた p 値は，bootstrap法により基準精度を超えた割合であり，一般

的に検定で用いられる p 値とは意味合いが異なる。この値が高いほど各分布に近いことを示し，0.1未満

の時は分布形状として適さないと Clausetらは述べている。今回の実験結果に対してこの判定方法を行った
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ところ，べき乗分布に対して p 値はそれぞれ 100時間目は 0.15，200時間目は 0.01であった。同様に対数

正規分布に対して判定を行ったところ，p 値は 100時間目は 0.12，200時間目は 0.89となった。少なくと

も 200時間目での分布がべき乗分布である可能性は低いが，100時間目についてはどちらも 0.1以上で，べ

き乗分布または対数正規分布でないと判定することはできなかった。どちらの分布形状が近いかを決定す

る判定方法として，Kullback-Leibler基準を用いた Vuong’s testを行い，べき乗と対数正規分布のどちらか

に実験データが近いといえるかを確認した。対立仮説 H1（べき乗分布あるいは対数正規分布のどちらかが

実験データに近い）に対して帰無仮説 H0（べき乗分布，対数正規分布ともに同等に実験データから遠い）

が立てられ，Clausetら（2009）によると Vuong’s testの p値が 0.1より大きい時には，どちらかの分布が

近いということは難しいとされる。計算によると，100時間目と 200時間目の p 値はそれぞれ 1.34E-03お

よび 1.02E-08であり，ともに帰無仮説 H0が棄却された。これらをあわせて考えると，まず 200時間目で

は対数正規分布に従うことが示唆された。100時間目についてはべき乗分布により近いと判定されたが， 

p 値が 0.1以上でもその分布形状に従うとは限らないと Clausetらは述べている。仮に 100時間目の結果が

べき乗分布に従うとしたら，100時間目では増殖というより合流と離散がコロニーのサイズに大きく影響

することでべき乗に近い分布形状を呈するのかもしれない。後期になると細胞数の増殖がコロニーサイズ

の分布形状に対して支配的になり，成長を伴った事象に多く見られる対数正規分布になるのかもしれな

い。Pseudanabaena のコロニーパターンを再現したシミュレーションでは一見類似したコロニーサイズ分

布を再現したが，分布形状を決定するには至らなかった（Yamamoto et al., 2021）。このシミュレーション

では細胞の増殖が含まれていないことから，概ね合流と分裂により両対数軸グラフ上で右肩下がりになる

傾向が再現される。これはモデルの設計自体は大きく異なるものの，集団同士の合流と離散に基づいた丹

羽らの研究と齟齬がないように思われる（Niwa, 2004）。 

 

 べき乗 対数正規 Vuong’s test 

100時間 0.15 0.12 1.34E-03 

200時間 0.01 0.89 1.02E-08 

表 2. べき乗分布と対数正規分布に対する各試験，検定の p値 

図 4a 100時間目と 200時間目のコロニーサイズ分布に対する各分布モデルの妥当性を示す，bootstrap法で算出され

た p値，およびべき乗と対数正規分布に対して評価を行った Vuong’s testの p値を示す。 
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彗星状コロニー 

図 6aに寒天培地上を滑走する彗星状コロニーの 130時間での典型的な軌跡を示す。このコロニーはプレ

ート中央付近（植菌位置）で発生し，点線で描かれたルートを通過した（図 6aシアン→マゼンタ，動画

3）。この移動中にコロニーの面積はほぼ線型に，2倍になった（図 6b，オレンジ）。集団は(i) 複数の集

団の合流，(ii) 細胞の増殖により成長することが考えられる。図 6a-bの解析から，少なくとも 70〜130時

間目に他の集団と合流した様子は見られず，この期間にも成長していることから，彗星状コロニーはコロ

ニー内の細胞の増殖により成長していることを示している。彗星状コロニーの速度は 0.1 – 0.43 μm/secで

（n=55，図 7，表 1）図 6aに示す彗星状コロニーはこの観察中はほぼ 0.2 – 0.3 μm/secの安定した速度で移

動したが，154時間目，177時間目，193時間目に急激に速度が上昇した（図 6b）。興味深いことに，177

時間目と 193時間目では過去に自身が通過した場所を再度通過していた。過去に通過したコロニーによっ

て局所的に環境条件が変化し，滑走速度が上昇したと思われる。環境変化とはたとえば粘液の放出による

培地表面の水分環境の変化が挙げられる。特に Paenibacillus sp. NAIST15-1では細胞外タンパク CmoA

が，彗星状コロニーや円盤コロニー内で寒天培地から水分を吸い上げる役割をしていることが推測されて

いる（Kobayashi et al., 2016）。対して 154時間目に起きた急激な速度上昇は自分の軌跡と交差した場所で

はないが，少なくとも 3つの他の彗星状コロニーが 154時間目以前にこの場所を通過している（図 6c）。

これらの 3つの他の彗星状コロニーの軌跡が，177時間目と 193時間目の速度上昇と同じメカニズムで，

今回観察した彗星状コロニーの速度上昇に影響している可能性が高い。再現性の確認のため，図 8（動画

4）に，他のプレートで同様に観察した 3つの彗星状コロニーの軌跡を示す。軌跡を通過する瞬間の急激な

速度の上昇（矢頭で記す）について，よく似た傾向を示した。 
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図 6. 彗星状コロニーは調和した運動方向と速度で運動する 

a. 図 4a上の代表的な彗星状コロニーの軌跡。ドットの色は撮影開始後 70時間目（シアン）から 200時間目（マゼンタ）

までの位置を示す。動画 3を参照。 b. 図 6aに示した彗星状コロニーの速度（青色）と面積（オレンジ）の時間変化。黒

い三角は急加速した時刻を示す。 c. 図 6a と同じ彗星状コロニーの，撮影 154時間目の軌跡（緑）と他の 3つの彗星

状コロニーの軌跡（オレンジ）。数値は彗星状コロニーがその場所にいた時刻。緑で示したコロニーの速度は 152時間目

に上がり始め，156時間目には下降を始めた。 d. 図 2c上の彗星状コロニーの形状と挙動。タイムラプスは動画 1参

照。 e. 彗星状コロニーの自家蛍光を共焦点顕微鏡でタイムラプス撮影し，PIV解析した解析結果。色線は 0分（シア

ン）から 10分（マゼンタ）まで手動追跡した細胞の位置，矢印は PIV解析結果した場の速度と方向を示す。タイムラプス

は動画 5参照。 f. 1個体の U字型運動の様子。Yamamoto et al. (2021)の図 3 を一部修正して転載。  
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図 7. 彗星状コロニーと円盤コロニー外周の速度分布 

植菌から 10日目の培地上の，別個の彗星状コロニー55個，円盤コロニー30個について速度を計測した。彗星状コロニ

ーは先端の位置を，円盤コロニーの速度は円周上の特徴的な部位を手動追跡することで測定した。***は Wilcoxonの

順位検定で p値が 7.293×10-9<0.001 となり，きわめて有意に差があることを示す。 Yamamoto et al. （2021）の図 S2 を

一部修正して転載。 

 

 

 

 最小値 

（μm/sec） 

最大値 

（μm/sec） 

中央値 

（μm/sec） 

平均値 

（μm/sec） 

標準偏差 計測数 

 

円盤コロニー 0.231 0.824 0.494 0.491 0.142 30 

彗星状コロニー 0.104 0.429 0.276 0.264 0.089 55 

表 1. 集団の速度の比較 

図 7で測定した際の速度の統計値を表として示した。 
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図 8. 彗星状コロニーの軌跡および速度と面積の遷移 

a-c. 図 4a（動画 2）とは別のプレートで，図 6ab同様の解析を行った結果。植菌から 10時間目を撮影開始時刻（0時間

目）とした。左図のドットの位置は追跡した彗星状コロニーの中心位置を，ドットの色は時刻を示す。左右の図の三角形

は急激な速度上昇が起きた位置を示している。タイムラプスは動画 4 を参照。 Yamamoto et al. （2021）の図 S3 を一部

修正して転載。 
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滑走するバクテリアでは細胞外多糖（EPS)などを主成分とする分泌粘液が運動性を活性化することが提

案されている（Thutupalli et al., 2015; Adams, 2001; Burchard, 1982）。シアノバクテリアにおいても，

Oscillatoria，Mastigocladus，N. punctiforme では，運動した細胞の軌跡が India inkで染色されている

（Walsby, 1968; Hoiczyk and Baumeister, 1998; Risser and Meeks, 2013; Hernandez and Stevens, 1987）。この染

色方法は，液中で拡散運動しているインクのコロイド粒子が，粘液成分に粘着することで粘液が可視化さ

れる。Pseudanabaena の個体に対してもインク染色に挑戦したが，個体レベルの染色では再現性のある結

果は得られなかった。その代わり，培地上のコロニーレベルの染色ではインクで染色されない軌跡を観測

できた。図 9aに寒天培地上のコロニー周辺にインク滴を落とす直前と，落として 2分後の写真を示す。イ

ンク滴下後の写真を確認すると，細胞がない寒天培地上（例えばスケールバー周辺）はインク粒子が存在

し，薄く染色されている。画面中央に 2つの連なった彗星状コロニーが存在するが，その軌跡と思われる

培地上は他の寒天培地上より明るく見えている。インク滴下後の写真から推察すると，彗星状コロニーは

写真右上から来た後に写真右下で 2回円軌道を描き，一度左上に向かった後再度弧を描き最終的な位置に

いると考えられる。つまりインクが軌跡から排除されている。インク滴下前後の写真を比べると，コロニ

ーの運動によって軌跡からインクが押しのけられたわけではないことは明白である。この結果は，軌跡の

表面構造が他の寒天培地上と異なることを示している。そこで次に，酸性ムコ多糖類を染色するアルシア

ンブルーと，蛍光物質フルオレセインを結合した多糖類認識性のレクチン（RCA-120 Fluorescein）で

Pseudanabaena の EPSが染色されるか試験した。先行研究では N. punctiforme のホルモゴニアで，RCA-

120がフィラメント周辺に存在する EPSを染色できることを示している（Risser and Meeks, 2013）。図 9b，

9cに示すように，Pseudanabaenaの場合，細胞が凝集した部分周辺で，RCA-120とアルシアンブルー双方

で染色が確認できた。India inkによる粘液の直接の染色，および RCA-120による個別のフィラメントレベ

ルでの染色が見られなかった理由としては，Pseudanabaena の EPSが水に溶けやすい可能性があること

や，EPSの放出量が N. punctiforme に比べて少ないこと，また今回使用した試薬では染まらない粘液の存

在が考えられる。一方で過去に他種で行われた染色では，同様に個体同士の交差した点などに多糖類が存

在する様子が報告されていて（Walsby, 1967），粘液分泌様式としてはこちらの例により近い可能性があ

る。いずれにせよ，これらの結果は Pseudanabaena の細胞が EPSを放出し，軌跡の表面環境を変更する可

能性を示唆している。 
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図 9. インディアインクとアルシアンブルーでの染色 

a. 彗星状コロニーの軌跡をインクで可視化した様子。滴下の際に視野が少し右上にずれたが，ほぼ同一地点の画像。  

b. 細胞外多糖類をアルシアンブルーで可視化した様子。三角形の先端は EPSの凝集を示す。 図 9abは Yamamoto et 
al. （2021）の図 S4 を一部修正して転載。 c. RCA-120染色を行った細胞の蛍光写真。自家蛍光をマゼンタ，EPS を緑

で示す。Yamamoto et al. （2021）の図 3d を一部修正して転載。 
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彗星状コロニーがときに数日間に渡り集団を崩さずに培地を動き回ることは既に述べたが，この安定性

（図 6d，動画 4）はバクテリアの個体間に強い相互作用があることを示唆している。彗星状コロニー内の

個別の細胞の挙動を調べるため，培地と接触しているコロニー底面の細胞を，レーザー共焦点顕微鏡を用

いて観察した（図 6e，動画 5）。このコロニーは 590秒間に約 100 μmを進み，その間に細胞のコロニー

内での相対的な位置はほぼ変わっていなかった。これは手動の細胞追跡結果（図 6f色線）および PIV解析

で，コロニー内の細胞は周辺の細胞と同じ速度，方向に移動していることからも見て取れる。手動追跡に

ついては特徴的な構造（隙間や曲がりくねった個体）を手動で追跡している。コロニー先頭付近の個体な

どいくつかの例外はあるが，これらはコロニーの外周にいるためコロニーに強く結合していないのだと考

えられる。松山と松下らの報告によれば枯草菌の指状コロニーでは，外周壁面の細胞は動かないが，内部

の細胞はランダムに動き回り，先端を押して枝状コロニーを拡張する分業体制にある（Matsuyama and 

Matsushita, 2001）。Pseudanabaena の形成する彗星状コロニーの先端もまた何層にも重なっており，集団

の長軸に沿って整列した内側の個体に押し出されているようにも見える。境界面，特に運動方向の先端に

いる個体層が内側の細胞に押されて動いているのか，自己駆動力で動いているのかは明らかになっていな

い。但し，U字型の単個体が自発的に動いている様子は確認しており（図 6f），彗星状コロニーの先端を

覆うような個体でも進行方向へ自発的に運動している可能性は十分に考えられる。 

彗星状コロニーの底面の細胞は安定して寒天培地に接しており，一方で上層の細胞は底面より上の位置

にいるため，直接底面と接していないことになる。一般的に滑走運動は培地表面との接触が必要であり，

すなわち Pseudanabaena では培地表面に接しない上層と接する下層での分業もまた存在するはずである。

底面の個体は運動能力を効率的に伝えられるが，上層の細胞は能動的には動けない。さらに彗星状コロニ

ーが成長すれば，コロニーは 2次元的にもならず Z軸方向にも拡大する。もし上層の細胞が運動に寄与し

ていないのであれば，彗星状コロニーの滑走速度は抗力と推進力がいずれ拮抗し，飽和あるいは減少する

と推測できる。しかし実際には増加，あるいは拮抗に留まっている（高松, 2014）ことから，上層の細胞も

何らかの形で集団運動に関与していると考えている。例えば上層の細胞は下層の細胞に乗って動き，周囲

の運動を拡張する EPSを放出し，後続の個体の運動を促進することができるといったことが考えられる。 
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円盤コロニー 

図 10aに寒天培地を滑走する彗星状コロニーが円盤コロニーになる過程の 40時間にわたる典型的な軌跡

を示す（動画 6）。コロニーは 22時間目にプレート中央から出現し，点線（図 10a，シアン→マゼンタ）

で描かれたルートを移動した。その後コロニーは小さな円軌道に侵入し，56時間目前後には彗星状コロニ

ーから円盤状コロニーへと変化した。コロニーの面積は彗星状コロニーでも確認されているように，円盤

コロニーに変化する過程の 56時間目付近でわずかに減少したが，61時間目以降は線形的に上昇した（図

10bオレンジ線）。これは円盤コロニーになる時に一瞬凝集し，それ以降は円盤コロニーが成長している

ことを示している。この成長は彗星状コロニー同様細胞増殖による成長だと考えている。速度について

は，円盤コロニーは一点に留まっていることから非常に低くなっているが（図 10b青線），これは円盤コ

ロニー内の細胞が動いていないということではない。細胞レベルで観察すると円盤コロニー中の個体は円

起動の運動を維持している（図 10c，動画 1）。それどころか，外周部分の速度は彗星状コロニーよりも速

く運動している（図 7）。この彗星状コロニーが円盤コロニーに遷移する過程の再現性は，別の寒天培地上

の 3例に関して計測を行い，似た傾向の面積，速度の遷移となることを確認している（図 11，動画 7）。

直径 1 mm程度の巨大な円盤コロニーは 10日間以上回転を維持することもあり，非常に安定した形態だと

言える。図 4cのカイモグラフ上の垂直線がこの定常的な回転を示している（シアン色の矢頭）。この円盤

コロニーは Paenibacillus sp. NAIST 15-1が形成する回転集団と似ているように見えるが，Paenibacillus sp. 

NAIST 15-1は突然回転を止めてしまう点で異なる（Kobayashi et al., 2016）。Paenibacillus sp. NAIST 15-1

を始めとした，円盤コロニーを形成する種の多くでは，散在的なコロニーパターンの形成を行うことが報

告されている。 
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図 10. 円盤コロニー 

a. 図 4a上の， 円盤コロニーに遷移する彗星状コロニーの軌跡。ドットの色は撮影開始から 21時間目（シアン）から 60

時間目（マゼンタ）までの時間経過を示す。上は 21時間目，下は 60時間目の写真で，矢頭は円盤コロニーの位置を示

す。タイムラプスは動画 6 を参照。 b. 図 10aに示したコロニーの速度と面積の時間変化。水平軸状のカラーバーは図

10aの色に準ずる。 c.図 2cの写真の円盤コロニーの形状と運動。タイムラプスは動画 1を参照。 d. 円盤コロニーの

自家蛍光を共焦点顕微鏡で撮影し，PIV解析した結果。矢印は PIVの結果を示す。タイムラプスは動画 8を参照。 e. 

円盤コロニー中心からの距離と PIV計測した流速のプロット。位置関係は図 12に示す。 Yamamoto et al. （2021）の図

4を一部修正して転載。 

 



 

38 

  

図 11. 円盤コロニーに遷移する彗星状コロニーの，軌跡および速度と面積の変化 

a-c. 図 4a（動画 1）とは別のプレートで，図 10ab同様の解析を行った結果。左図のドットの位置は追跡した，円盤コロニ

ーに遷移した彗星状コロニーの中心位置を，ドットの色は時刻を示す。左右の図の三角形は急激な速度変化が起きた

位置，または円盤状コロニーに遷移した位置を示す。タイムラプスは動画 7を参照。 Yamamoto et al. （2021）の図 S5を

一部修正して転載。 
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これらのバクテリアが形成する渦では，辺縁部の細胞が中心の細胞に比べて高い速度で運動する（Ben-

Jacob et al., 1998; Janulevicius et al., 2015）。共焦点顕微鏡で撮影した動画の PIV解析から，この傾向は

Pseudanabaena でも確認できた（図 10d，動画 8，図 12）。共焦点顕微鏡を用いて，円盤コロニー内の培

地と接する底面側の細胞の動きを観察したところ，観察した範囲において円盤コロニー内の細胞は形状を

ほぼ維持したまま一体となって回転している。円形の集団が一体となって動くということは角速度が揃っ

ていて，速度は中心からの距離に従って上昇するはずである。そこで円盤コロニー内の速度分布を PIV解

析で求めた速度から確認した。図 10eは図 10d及び図 12で測定した，円盤コロニーの中心からの距離に対

する速度の分布を示している。このプロットからは以下の結果を確認できる。（1）中心からの距離 30 μm

以下の中央領域では低密度で，非常に遅いか，ランダムな方向に動いている。（2）中心からの距離

100~180 μmの回転領域では中心からの距離依存的に速度が上昇する。（3）中心からの距離 180~220 μmの

外縁部では遅い部分（0.02以下）と速い部分（0.2以上）が混在している。もし回転する集団が完全に一体

となっている場合，Rを中心からの距離，ωを円盤コロニーの回転速度として，回転速度 v = ωR に従うは

ずである。図 10eの速度分布では（2）中心からの距離 100~180 μmの回転領域について，完璧な直線には

なっていないものの，概ね中心からの距離に依存した速度分布をみせている。（3）中心からの距離 200 

μm付近の速い部分も概ね同様の傾向で，遅い部分については，円盤コロニー外の個体を含んでいるためだ

と考えられる。一方で（1）中心からの距離 30 μmの領域では立ち上がりが遅れていて，実際に細胞が存在

しない，あるいは一体的な運動にはなっていない部分がある。円盤コロニーは前述の通り彗星コロニーが

円軌道に入って形成されると考えると，あくまで円盤というよりドーナツ状の円軌道なのかもしれない。

なお，通常の培養では寒天（Bacto agar）を使用したが，共焦点で観察した時は透明度確保のため 1.5% ゲ

ルライトを使い，ゲルライトへの変更は集団形成と運動にはあまり大きな影響を与えないことを確認した

が，集団の移動速度には若干影響した可能性がある。円盤コロニーの辺縁部の速度（n=30）を，彗星状コ

ロニーの速度と比較した（図 7，表 1）ところ，円盤コロニー辺縁部の速度は彗星状コロニーの速度を上回

った。彗星状コロニーは培地からの摩擦の影響を先頭が受ける一方で，円盤コロニーは円に沿って並び，

常に他のフィラメントの後を追いかけているため摩擦の影響が少ないかもしれない。。また，もし EPSが

摩擦を緩和するのであれば，一点に留まる円盤コロニーの周辺には EPSが溜まると想定でき，辺縁部の細

胞はその恩恵を受けて彗星状コロニーよりも速度が上昇するとも想像できる。 
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図 12. PIV解析により算出した円盤コロニー内の速度の空間的な分布 

図 10d（動画 8）の PIV解析の結果を円盤コロニー上のみ，色で示した。色はフレーム間での移動距離を示し，青色が

0，赤色が最大値の 0.136である。白色の円は中心からの距離を示す。 Yamamoto et al. (2021）の図 S6を一部修正して

転載。 

 

回転方向について上面から見た場合，時計回りと反時計回りは同程度に見えた。3つのプレートで各 10

個（合計 30個）の円盤コロニーをランダムに確認したところ，時計回りのコロニー数と反時計回りのコロ

ニー数の比はそれぞれ 6:4, 7:3, 4:6で，全体としては時計回りが 56.7%，反時計回りが 43.3%であった。隣

り合った円盤コロニーであっても同方向に回転するペアと逆方向に回転するペアが確認できた。回転方向

は基本的に円盤コロニーの形成時から変わらないように見える。例外的に円盤コロニーが別の彗星状コロ

ニーと合流して大きな摂動を受ける時に回転方向が変化することを確認している。回転方向は主に彗星状

コロニーが曲がって円軌道を描き円盤コロニーになる際に曲がった方向で決定される。彗星状コロニーが

曲がる方向に指向性は見られず，ランダムだと考えている。 
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束状コロニーと単個体 

彗星状コロニーと円盤コロニー内以外では，殆どのバクテリアは単独で動いているか，あるいは束（図

13a）を形成している。束はいくつかの個体が長軸に沿って整列したコロニーである。彗星状コロニーや円

盤コロニーでは近傍の個体と協調して動いていたが，束内の個体は安定的に整列せず，しばしば分離や合

流を行う。たとえば図 13aの束を構成する個体の多くは下向きに進むが，端にある 2つの個体は上端の方

向に進んでいて，結果的に 3つの束に分離することになる（動画 9）。単個体に着目すると多くの個体は

長軸方向に進むが，運動方向が逆転することがある。このような反転運動は孤立した個体やコロニーの辺

縁部で見られる一方，高密度な彗星状コロニーや円盤コロニーの内部で観測することは稀である。また，

反転運動は短い個体に多い傾向が見受けられるが，本論文では定量的な解析は行っていない。また，既に

記したようにいくつかの個体は U字型になり短軸方向に進む（図 6f）。これは個体内で必ずしも運動の方

向が一致するわけではない（端と端では個体内で逆向きに運動している）ことを示している。個体が動い

た跡には軌跡が確認できるが，この軌跡上を個体が移動する傾向にある（図 13b，動画 10）。詳細な機構

は不明だが，寒天培地表面上に形成された溝，あるいは微生物の滑走運動を活性化すると推測されている

（Thutupalli et al., 2015; Burchard, 1982）細胞外多糖類（EPS）などの粘液を放出した跡だと思われる。どち

らにしても，軌跡の追随は集団運動に関与すると思われる。既に記したとおり Pseudanabaena の細胞は

EPSを放出するが，軌跡の形成との関係性を決定するにはより詳細な解析が必要である（Balagam and 

Igoshin, 2015）。2個体が衝突した時，それぞれは交差せず，お互いに整列して束を形成する（図 13c，動

画 11）。図 13dに細胞の整列方向を，入射角の関数として示した。θout≃0およびθout≃180のプロット

は，衝突した個体が平行または逆並行に整列したことを示す。この「ネマティック配向」と呼ばれる整列

は Myxococcus xanthus でも確認され（Starruß et al., 2012），Pseudanabaena の集団運動の鍵となると思わ

れる。高密度の集団では近接した個体は，ほぼ相互に整列していることを記しておく。 
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図 13. 個体の軌跡追従と整列 

a. 束となった個体群の顕微鏡写真。色付きのドットは手動追跡した各個体の先端位置を 0秒（シアン）から 120秒（マゼ

ンタ）まで示している。タイムラプスは動画 9を参照。 b. 薄い線として見える軌跡を追従する個体。ドットは 0分（シア

ン）から 40分（マゼンタ）までの個体の先端位置を示す。タイムラプスは動画 10 を参照。 c. 衝突するフィラメントのタイ

ムラプス撮影。端点を色付きのドットで 0分（シアン）から 12分（マゼンタ）まで示している。タイムラプスは動画 11を参

照。 d. 衝突する 2個体の入射角と反射角。Yamamoto et al. （2021）の図 5a-d を一部修正して転載。 

 

 単個体の滑走速度は軌跡を追随しない場合，0.2 - 0.19 μm/secまで様々であったが，個体長に依存して変

化する傾向が見られた（図 14a）。100 μm以下の個体の速度は，ほぼ個体長に比例しているように見え

る。どの範囲で個体長に対する速度の上昇が線形に見えるかを確認するため，0 μmから上限値の長さの範

囲のデータを用いて，上限値を変化させながら調整済み決定係数 R2とその時の近似直線の傾きを調べた

（図 14bc）。調整済み決定係数は 95.98 μm前後で極大値 0.93を取り，その時のピアソンの積率相関係数

は 0.73である。これ以降は徐々に線形性が失われているように見える。第一章でも紹介した糸状性シアノ

バクテリア Phormidium sp.でも，平均速度が個体長に応じて増加すると報告されている（Sato et al., 2014）

が，この論文で著者が定義した平均速度とは，反転運動を含む移動距離を指しており，高い速度はすなわ
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ち低い反転頻度を示す。一方で図 14aは反転運動を行っていない個体の速度と長さの関係を示し，

Phormidium sp.の計測とは意味合いが異なる。これはそれぞれの細胞が運動マシナリーを持ち，一定の長さ

まではその運動マシナリーを同調させて有用に使えるためかもしれない。つまり運動マシナリーの駆動す

る方向が個体内で揃っているように見える。もし方向の同調がなければ長い個体でも短い個体と同等，あ

るいは遅いかもしれない。あるいは固体表面上で表面との摩擦を抑制する粘液を，長い個体のほうが放出

するからかもしれない。数千細胞からなる彗星状コロニーが単個体の観測上での最高速度（0.19 μm/sec）

より速い速度で運動することを付記しておく。この速度は過去の軌跡を通過した時 0.5 μm/secにも増加す

る（図 6bc, 図 7，図 8）。数千もの個体のネマティックな整列が運動を活性化し速度上昇を起こすことに

加え，ネマティックな整列は運動方向と速度の同調にも関わっているのではないかと考えている。 

 

図 14. 個体長と運動速度の回帰 

a. 単個体の速度と長さのプロット。直線は 95.98 μm以下の長さのデータを用いた回帰直線。Yamamoto et al. （2021）

の図 5を一部修正して転載。 bc. 使用する実験データの上限値（閾値）に対する（b）傾きおよび（c）調整済み決定係数

R2値。各グラフの水平軸の値を上限，0 μm を下限とした範囲の実験値を基に直線回帰したときの各値をプロットした。

図 14aの回帰直線には 95.98 μm（垂直な点線で示す）の値を使用した。 Yamamoto et al. （2021）の図 5eおよび S7を

一部修正して転載。 



 

44 

Pseudanabaena の滑走運動に用いられるマシナリーは現時点では不明であるが，糸状性シアノバクテリ

アの運動機構に関してはいくつかのモデルが提唱されていることは第一章で既に述べた。特に有力な N. 

punctiforme の運動モデルで運動機構の中心となる hps，pil 遺伝子については，改めて第三章のゲノム解読

で論ずる。運動マシナリーの推定のため，まず TEM・AFM・SEMを用いて表面構造・形態解析を行っ

た。TEMでの観察の結果（図 15ab），細胞内には Bergey’s manualに掲載された近縁種の Pseudanabaena 

（Castenholz, 2001）同様に細胞壁に平行に多重のチラコイド膜があり，中央にカルボキシソームと思われ

る塊が整列していた。また，表面には細胞壁の層が確認でき，細胞表面には球形の付着物が複数存在して

いた（図 15abef）。この液滴状の付着物は他の Pseudanabaena galeata CHAB2916 や Pseudanabaena minima 

CHAB705などでも確認でき（Yu et al., 2015），DNA・RNAなど細胞内物質を含んだマイクロベシクルで

はないかと考えている。シアノバクテリアのマイクロベシクルに関して，形成機構については未だ不明な

点が多いものの，以前より観察の報告はされている（Lima et al., 2020）。Pseudanabaena のこの付着物も

グラム陽性菌で確認される形態の，細胞壁の隙間から出現する小型のマイクロベシクルに似ている

（Toyofuku et al., 2017）。一方で，今回は示していないがグラム陰性菌のような，細胞全体が球体化した

ベシクルも確認されており（Turnbull et al., 2016），今後の解析が期待される。糸状シアノバクテリアの運

動マシナリーとして提唱されている IV型線毛（TFP）や接合部の穴（JPC）（Hoiczyk and Baumeister, 

1998），あるいは細胞壁下の整列した繊維（Halfen and Castenholtz,1971; Adams, 2001）は TEMでは確認で

きなかった。しかし，AFMによる表面構造観察では細胞表面から生えているナノワイヤーを観測すること

ができた（図 15cd）。ナノワイヤーの太さや構造は Synechocystis sp. や N. punctiforme で観察された線毛

と太さや形状が類似しており（Dubrovin et al., 2005; Duggan et al., 2007; Sure et al., 2016），このナノワイヤ

ーは IV型線毛だと推測している。これらの結果より，Pseudanabaena の運動マシナリーは，N. punctiforme

同様の滑走機構（図 1）ではないかと推測している。さらに Pseudanabaena の集団形成にもこの運動機構

が関わっているのではないかと推測しているが，高密度集団の形成を説明するには細胞間相互作用や細胞

の物理的な性質をさらに理解することが必要である。 
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図 15. 電子顕微鏡および原子間力顕微鏡による撮影像 

Pseudanabaena の細胞を各顕微鏡で撮影した画像。ab. 透過型電子顕微鏡画像。bは aの画像のマゼンタの四角形部

分を倍率を変更し再撮影。cd. 原子間力顕微鏡画像。cは 2次元画像で色は高さを示し，最大輝度を 2000 µm とする。

dは c を基に作成した 3次元画像。ef. 走査型電子顕微鏡画像。fは eのマゼンタの四角形部分を倍率を変更し再撮

影。（図 15abef 撮影：深澤。図 15cd 撮影：加藤, 筆者により再解析） 
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細胞の増殖につれて線状・樹状コロニーから小集団へと変化 

マイクロメートル単位の幅の細胞がミリメートル単位の集団へと遷移する過程を観察するため，希釈し

た細胞懸濁液を寒天培地に滴下し一面に塗布，1.67 mm ×2.24 mm の顕微鏡視野内に 1，2個体のみが存

在する条件下で，植菌後 10日間にわたり顕微鏡下でタイムラプス観察を行った（動画 12, 図 16は動画 12

よりトリミング）。植菌直後には細胞は頻繁に方向転換を繰り返しながら，細胞分裂して伸長し，結果と

して束状のコロニーパターンを形成した（～90時間目）。この条件下では遠くへ移動する個体は観測され

なかった。細胞密度が上昇するといくつかの枝分かれが生じた（～140時間目，図 16b矢頭）。枝の伸長

とともに内側では密度の上昇に伴い，個体が屈曲する様子が観測された。140時間付近で急激なパターン

の変化が生じ，培地全体を走り回る個体が出現し，周囲への拡散を始めた。この変化の後，細胞は視野全

体に拡がっていく（～170時間目）。この際，細胞は主に自他の細胞が動いた軌跡を通過し，通路に挟ま

れた隙間では小さな渦の形成が観察された（図 16c矢頭）。さらに時間が経過すると小さな彗星状コロニ

ーが現れ，渦は徐々に小集団に吸収されるなどして減っていく一方，彗星状コロニーは時間経過とともに

大きく，高密度になっていく様子が確認された（～240時間目，図 16d矢頭）。この視野内で観測した彗

星状コロニーは高密度かつ一体的な運動を行うが，小型で安定性は比較的低く，衝突などで容易に分裂す

る。この彗星状コロニーが成長するためには，細胞密度が少なく衝突が少ない植菌位置の外側へと脱出す

る必要があるかもしれない。また，160時間前後で見られた小さな渦は成長とともに円盤コロニーになる

と想像していたが，200時間目にはほぼ消滅して円盤コロニーには遷移せず，またこの視野内で円盤コロ

ニー自体を確認することはできなかった。 

 

図 16. Pseudanabaena は線状のコロニーから散在的なコロニーに変化する 

寒天培地状に少数の個体のみがいる状態から（視野内には 1個体），10分間隔で 10日間撮影した顕微鏡タイムラプス

画像の一部。植菌から 1時間以内に撮影を開始し，撮影開始時刻を 0時間目とした。代表的なコロニーを示す時刻の

画像を示す。マゼンタの矢頭は特徴的な構造（枝分かれ，渦，彗星状コロニー）を示す。タイムラプスは動画 12を参照。 
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コロニーパターンの遷移 

培養過程で束，彗星状，円盤の各コロニーは互いにその形態を遷移させていくように見えた。植菌直後

など細胞密度が相対的に低い時，前述のように個体は相互に衝突し整列する。図 17a-fに予想を含む，コ

ロニーの形成過程を示す。彗星状コロニーの前駆体となる束の形成には図 17abに示したような，先端を包

み込む個体が必要だと思われる。図 17aの上側は並走する外側の個体が急に曲がることで他の個体に押さ

れ，先端を包み込むようになることを示している。下側は長軸に垂直な方向から衝突を受けた個体が先端

を包み込み，彗星状コロニーの前駆体を形成する様子を描いている。被覆個体は，少なくとも初期段階

で，個体の整列がバラバラにならないようにすることで一体的な運動を可能にすると考えている。そうで

なければ動画 9のように個体はバラバラになってしまうだろう。被覆している個体はまた他の個体を受け

止めることで，彗星状コロニー前駆体の成長を助けているとも考えられる。 

私たちは，高密度のコロニー形成には集合を促進するための正のフィードバックが必要だと予想してい

る。彗星状コロニーは細胞分裂および，図 17gや動画 13に示したような他の彗星状コロニーや束との合流

で大きくなる（図 17b-d）。十分に成長した彗星状コロニーは時に急に曲がることがある。これは局所的

な培地環境（荒れ具合や水分の含有量）の違いや軌跡への侵入により，集団内の細胞の速度に差が出るた

めだと思われる（図 17e）。このような屈曲により円軌道を描くようになった彗星状コロニーのいくつか

は，円盤コロニーへと変化する（図 17h，動画 14）。既に記した通り，殆どの円盤コロニーは安定して回

転を続けるが，図 17iや動画 15に示すように他の彗星状コロニーが衝突した時などには，円盤コロニーか

ら彗星状コロニーへと戻ることがある。図 4bで言えば垂直線（円盤コロニー）が途切れている位置がそれ

にあたる。最終的に多くの安定した円盤コロニーと，いくつかの彗星状コロニーが寒天培地上に散在する

コロニーパターンが形成される。 
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図 17. 単個体・束状コロニーから彗星状コロニー・円盤コロニーが形成される過程 

a-f. コロニーパターンの遷移の概略図。個体は茶色，粘液は薄青色で示す。突然の先行する個体の屈曲（a上）または

個体同士の衝突（a下）により，曲がった個体が進行方向先端を被覆している束となる（b）。これが彗星状コロニーの前

駆体となる。彗星状コロニー同士の合流（c）や細胞分裂により彗星状コロニーは大きくなる（d）。運動方向の変化（e）で

円軌道に入り，自己の尾に追従する形となり，やがて円盤コロニーとなる（f）。個体の脱落や衝突が起こると小さな集団

や個体，束へと分裂する。g-i. 集団が遷移する様子のタイムラプス撮影。g. 2つの彗星状コロニーの衝突が衝突により

合流する様子。タイムラプスは動画 13 を参照。 h. 彗星状コロニーが円軌道に入り，円盤コロニーを形成する様子。タ

イムラプスは動画 14 を参照。 i. 彗星状コロニーが円盤コロニーに衝突し，円盤コロニーが崩壊して彗星状コロニーにな

る様子。タイムラプスは動画 15 を参照。 Yamamoto et al. （2021）の図 6 を一部修正して転載。 

 

まとめ 

私たちは糸状シアノバクテリア Pseudanabaena sp. NIES-4403が集団運動により形成する散在的なコロニ

ーパターンの形態について説明をしてきた。凝集した細胞は，彗星状コロニーと円盤コロニーからなる

様々なサイズの散在的な集団を形成した。私たちの研究は以下のプロセスがこのコロニーパターンの形態

に重要だと示唆した。(1) 固体表面上での粘液放出あるいは溝の形成による軌跡の形成とその追従，(2) ネ

マティックな整列による束の形成，(3)束の先頭を被覆する個体が誘引する彗星状コロニーの形成，(4) 自

己の軌跡を追従し円軌道を描く彗星状コロニーによる，円盤コロニーの形成，(5) 衝突などによるコロニ

ー形態の遷移である。 

彗星状コロニーは軌跡に何らかの細胞外物質を残しながら移動し，軌跡上を移動する時には速度が上昇

する。培地との摩擦を軽減していると考えられるこの物質は多糖類または細胞外 DNAなどである可能性

が先行研究から示唆されるが，詳細は不明である。この細胞外物質の解析もまた，今後の解析が期待され

る。また，彗星状コロニーの中では細胞同士が整列し，お互いに相対的な位置を変えずに一体となって動
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いていた（図 6e）。このように安定的かつ一体的な集団を形成するには，ネマティックな整列（図 13cd）

が重要であるものの，それだけでは難しいと思われる。たとえば複数の個体の先頭を被覆し得る U字型の

個体であったり（図 6f），多糖類に代表される粘液であったり（図 9），フィラメント同士をまとめる要

素が必要だと予想される。その要素は特定できていないが，ひとつは線毛がその役割を果たしている可能

性がある。今回の研究で Pseudanabaena の運動機構を特定するには至らなかったが，固体表面には多くの

繊維があり（図 15cd），これは IV型線毛だと考えている。接着により一体的な運動を行う集団が形成さ

れることは，微小管と DNAを融合させた in vitroアッセイでも示唆されている（Keya et al., 2018）。これ

らの彗星状コロニーは一定の曲率軌道に入ると自己の軌跡を追尾することで円軌道に突入し，円盤コロニ

ーとなる。円盤コロニーが非常に安定であることは，速度がコロニー中心からの距離に従って上昇するこ

とと無関係ではないと考えている。大腸菌の懸濁液の液滴で形成される渦では，このような中心からの距

離に従った速度上昇が見られない場合もあり，この渦では一定周期で回転方向の反転が起こる（Liu et al., 

2021）。円盤コロニーで中心からの距離に従った速度の上昇を可能にしているのは，ひとつは彗星状コロ

ニーと同様，他の個体との整列および接着によるもの，もう一つは一点に留まることで細胞外物質が蓄積

し，通常より高い速度が出せることにある（図 7, 表 1）と考えている。仮に外周の速度が遅いと，内周の

角速度に対して追いつくことができず，外周の細胞が乖離することが想定される。逆に言えば，この速度

の上限値がコロニーの大きさを決めている可能性もある。 

観察したコロニーパターンは人工的な環境で出現した形状ではあるが，列挙したような特徴を持つコロ

ニーパターンは外環境での適応にも役立つと予想している。たとえば円盤コロニーのような一か所にとど

まる高密度集団の形成は好適環境で安定したバイオフィルムを形成するのに役立つであろう。さらに彗星

状コロニーとして集団で素早く移動することで，生息地の拡大や非好適環境から離脱することができる。

言い換えれば，このシアノバクテリアはポジティブフィードバック的な凝集の成長と，生息地からの分散

によりバイオフィルムを形成する生存戦略を取ったのであろう。人工的な平面での純培養で示すコロニー

パターンは自然環境で示した生存戦略の一部を示していると思われる。もちろん自然環境は非常に複雑

で，移動集団の特徴は走光性や走化性の影響を受けることは容易に想像できる。2007年に株を単離した時

は正の走光性を示したが，継代培養する過程で，恐らく変異が入り負の走光性を示すようになったことを

記しておく（図 18）。この状態でも彗星状コロニーと円盤コロニーの形成は明確に確認することができ
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た。負の走光性を示す集団の形は彗星状コロニーのように見え，この環境下では彗星状コロニーの移動方

向が制限され，光源と反対の方向に向かう。更なる定量的および形態的な解析を行うことが，自然環境と

実験室環境での集団の挙動を比較する上で必要である。 

 

 

 

図 18. 負の走光性を示す様子 

細胞懸濁液を 90 mm プレートに入れた寒天培地の中央に滴下し，10日間培養した。三角形は生育光の方向を示して

いる。 Yamamoto et al. （2021）の図 S8 を一部修正して転載。 
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第三章 短個体長変異株との比較およびゲノム解析 

要旨 

第二章での実験結果から，彗星状コロニーや円盤コロニー，散在的なコロニーパターンの形成には細胞

外物質による通路形成や凝集形成，衝突と整列などが重要だと推測された。標準株 NIES-4403のコロニー

パターンに関する性質が明らかになってきた一方，遺伝学的な観点から運動や集団形成のメカニズムに迫

ることはできていなかった。このような中で Pseudanabaena を継代培養する過程で，彗星状コロニーや円

盤コロニー，あるいは散在的なコロニーパターンを呈さない変異株（ILC 580）が分離された。この株を改

めて単コロニー単離し顕微鏡観察したところ，運動の様相が異なり， 1個体の長さが著しく短い表現型を

示すことを確認した。同時に Pseudanabaena NIES-4403標準株の全ゲノム解析を行う試みが行われ，変異

株とゲノムの情報を比較することでコロニー形成に必要な遺伝学的要素を抽出できるのではないかと考え

た。まず標準株のゲノム情報について，Miseqによるシーケンスとギャップ部位のダイレクトシーケンス

を用いて，結果として一部の繰り返し配列を除いた 99.7%以上のゲノム配列を決定した。標準株の配列と

同時に変異株のゲノム DNAも次世代シーケンサーで解読し，標準株の配列をテンプレートとして変異株

の配列をマッピングし，影響が高く，かつ機能が推測された遺伝子上の変異を 3箇所抽出した。この変異

が入った 3遺伝子が散在的なコロニーパターン形成に大きく関わっていると推測したが，現在まで

Pseudanabaena の遺伝子を操作する形質転換系は確立できていない。今後はこの候補遺伝子群から絞り込

むための研究が期待される。 

 

序論 

第二章では Pseudanabaena sp. NIES-4403の表現型について説明した。細胞が衝突・集合して一体となっ

た彗星状コロニーが培地上を移動し，円盤コロニーとなって長期的に同位置で回転運動を続けた結果，離

散的なコロニーパターンを形成するという内容である。これらは多くが観測事実となるが，詳細な遷移過

程の一部は推測によるモデルである。実際にコロニーを形成する要素を探索するには，遺伝学的または環

境操作や細胞の処理によりコロニーが出現しない条件と出現する条件を探索し，比較することが望まれ

る。そのような中で，筆者の所属する研究室で東海林らにより彗星状コロニーや円盤コロニー，あるいは

散在的なコロニーパターンを呈さない変異株が分離された。この株を改めて単コロニー単離し顕微鏡観察
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したところ，運動の様相が異なること，また，1個体の長さが著しく短いことを確認した。また，運動速

度についても標準株に比べて低くなる傾向にあることが示唆された。 

そこで，豊橋技術科学大学の広瀬侑博士との共同研究により Pseudanabaenaの全ゲノム解析を行った。

Miseqによるシーケンスとギャップ部位のダイレクトシーケンスを用いて，一部の繰り返し配列を除いた

99.7%をカバーするゲノム DNAの塩基配列を決定した。標準株の配列と同時に変異株のゲノム DNAも次

世代シーケンサーで解読したため，標準株の配列をテンプレートとして変異株の配列をマッピングし，変

異を 40箇所抽出した。この中より標準株内の塩基配列にもバリエーションがある箇所を除き，変異株にの

み固有の変異箇所，かつ遺伝子上に存在する影響の大きい変異は 5箇所あり，これらの変異が入った遺伝

子のうち明確な機能が示唆されたのは 3遺伝子であった。特に影響の大きい変異として，ShlBドメインを

持つタンパク質をコードする ORFには終止コドンが挿入されていた。ShlBドメインは，細胞外物質の放

出を担う分泌系タンパク質に保存されるモチーフであることから，たとえば多糖類の分泌などに関与して

いる可能性がある。 

 

 

材料および方法 

株と培地 

短個体長変異株（以下変異株）は 2013年 9月頃に NIES-4403株を継代培養しているプレートからコロニ

ーパターンが変化した株として分離され，しばらく継代培養された後，単コロニー単離された。単離は

BG-11液体培地に白金耳で取った菌体を懸濁し，ピペッティングにより混合，OD値（730 nm）が 2.0にな

るように BG-11液体培地を加えて調整を行った。これを原液とした 1000倍希釈の懸濁液を作製し，90 mm

プレートに作製した BG-11寒天培地上に 50 μl を滴下した後スプレッダーで培地全面に塗布した。コロニ

ーが肉眼で見える植菌後 5 日程度で，単コロニーとなったものを，100 μlの BG-11 液体培地に懸濁し，懸

濁液を新しい寒天培地に 4 μl滴下することで 1個体由来と思われる集団を得た。本実験では 3系列採取し

たうちの 1系列のみを実験に使用した。液体培地での振盪培養は，35 mm6穴プレート（#3810-006, 

Iwaki）に 4 mlの液体培地を入れ，細胞懸濁液約 10 μlを滴下し，振盪培養を行った。その他培養条件や培

地条件，継代の方法については特筆しない限り第二章に記したものと同様に行った。 
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個体長の測定 

図 19dに示した個体長の測定については，植菌から 10日程度経過したプレートからコロニー（標準株は

円盤コロニー，変異株は生育領域の端）を白金耳で採取，100 μlの液体 BG-11培地に懸濁し，寒天培地上

に滴下して 10分間クリーンベンチ内で乾燥させた後，倒立顕微鏡で観察を行った。顕微鏡の観察条件につ

いては第二章に準ずる。変異株については 1プレートから採取した 81個体，標準株については 1プレート

から採取した 101個体についてデータを測定し，データ数を揃えるため標準株内の 101個体のデータから

81データを無作為に抽出した。 

 

画像解析と統計処理 

図 19dに示した個体長の分布については，Rの Beeswarmプラグインを使用した。その他の画像解析，

統計処理については特筆しない限り第二章に準ずる。 

 

ゲノム DNA抽出 

ゲノム DNA抽出用のサンプルは，寒天培地から摂取した細胞を容量 1200 mlの角型ガラス製培養瓶内の

液体 BG-11培地 1000 mlに加えて通気培養し，2週間程度培養した。培養後の細胞懸濁液を 50 ml遠沈管に

50 ml入れ，3500 rpmで 10 分間遠心を行い，上清を除去した後に 1.5 mlチューブに入れ替え，さらに

3500 rpmで 1 分間遠心を行うことで集菌を行った。菌体は液体培地 50 mlあたり 0.3 - 0.6 g程度得られ

た。まず 5 Mヨウ化ナトリウム溶液を加えて摂氏 50 度で 1 分間加熱し，ボルテックスミキサーにかけ，

TEバッファーを 500 μl以上加えて液体の比重を軽くした後，15000 rpmで 5 分間遠心を行い，上清を除去

した。得られた細胞を TEバッファーに溶解し，3 mmビーズ 4粒程度が入った 2 mlスクリューキャップ

チューブに移し，3500 rpmで 5分間遠心して上清を捨てた後，摂氏-80 度で凍結し，マルチビーズショッ

カー（安井器械）で 1800 rpm 60 秒の破砕処理を行うことで，多糖類の破砕を試みた。破砕したサンプル

を 0.1 mmビーズが約 50 μl入った 2 mlスクリューキャップチューブに移し，TEバッファー400 μlとリゾ

チーム溶液 100 μlを入れて再度マルチビーズショッカーで 2500 rpm 60 秒の破砕処理を行い，細胞の破砕

を行った。得られた細胞破砕液に 10 mg/ml RNaseAを 50 μl加え，65 度で 10 分間インキュベートし，

RNAの分解を行った。さらに TEバッファーで飽和したフェノールを 250 μl，クロロホルムを 250 μl加え
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て 15000 rpmで 15 分間遠心し，上清に等量のクロロホルムを加えて 15000 rpmで 5 分間遠心し，上清を

新しいチューブに移した。この段階でほぼゲノム DNAが単離されていることが期待されるが，さらに純

度を上げるために Cica genius DNA prep kit（関東化学）を用いた。上清に TEバッファーを加えて 400 μlに

調整後，Buffer PDを 140 μl加えて氷上に 5 分間静置し，EzSep filterに移し 14000 Gで 2 分間遠心し，ろ

液を 1.5 mlチューブに移して 1.5 倍量の Buffer BDを加えた。この液を GeneAll SV Column Type Gに移し

て 10000 Gで 30 秒間遠心後，ろ液を捨てて Buffer CW700 μlをカラムに入れて再度 10000 Gで 30 秒遠心

する洗浄過程を 2 回繰り返した。カラムを取り出して 1.5 mlチューブにセットし，カラムの中央に Buffer 

AEを 100 μl加えて 5 分間静置し，10000 Gで 1 分間遠心を行うことで精製されたゲノム DNA溶液を得

た。抽出したゲノムは分光光度計 Nanodrop2000 (Thermo scientific) を用いて吸光度を測定し，濃度および

純度を推定した。また，電気泳動を行い，得られたゲノムの断片長を測定した。最終的にこの手法を用い

て，50 mlの液体培地あたり約 8 μgのゲノム DNAを得ることができた。 

 

de novo ゲノムシーケンス 

得られたゲノム DNAを用い，広瀬侑博士（豊橋技術大学）に依頼して de novoゲノムシーケンスを行な

った。まず Truseq PCR free library prep kit（Illumina）を用いてペアエンドライブラリを，Nextera Mate pair 

prep kit (gel-plus)（Illumina） を用いて 8 kbのインサートを持つメイトペアライブラリを作製し，MiSeq 

Reagent kit v3 600 cycle kit（Illumina） を用いてシーケンスが行われた。シークエンサーはMiSeq

（Illumina)が用いられた。得られたリードは ShortReadManager（Ohtsubo et al., 2012）でトリミングが行わ

れ，Newbler（v2.9: Roche） にてアセンブルが行われた。発生したギャップは GenoFinisherおよび

AceFileViewer（Ohtsubo et al., 2012）を使用し，配列決定が行われた。環状ゲノムマップ（図 21）は

DNAPlotter（Carver et al., 2009）を用いて描画した。 

 

ギャップ部位のシーケンス 

ギャップ部位の塩基配列は，PCR産物をサンガー法を用いてダイレクトシーケンスすることで決定し

た。シーケンスは FASMAC社に委託した。解析に利用したプライマーは，広瀬博士から送られた塩基配

列情報をもとに作製した。各ギャップの上流域および下流域に相同な配列を持つプライマーを用い，ゲノ
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ム DNAを鋳型とする PCRを行い，増幅産物のダイレクトシーケンスを行った。得られた波形データを解

析ソフト A plasmid editor（Davis and Jorgensen, 2022）を用いて比較し，編集ソフト Bioedit（Hall, 1999）を

用いて整列，解析した。さらにギャップが続く場合は同様のシーケンス解析を繰り返した。 

 

リシーケンス（変異解析） 

変異株のゲノム DNAの塩基配列のリードは，標準株の de novo ゲノムシーケンス同様の手順で得た。得

られたリードは FastX toolkit（Hannon, 2010）で Quality値を基にリードのトリミングおよびフィルタリン

グを行い，bwa（Li, 2009）を用いて標準株のゲノムをテンプレートとしてマッピングした。samtools（Li et 

al., 2009）を用いてソートおよびインデックスを作成し，picard（Broad Institute, 2019）を用いて ReadGroup

の付与，GATKの UnifiedGenotyper（Auwera and O’Connor, 2020）を用いて変異箇所を抽出し，snpEff

（Cingolani et al., 2012）を用いて変異のアノテーションを行った。結果として得られた変異は，Integrative 

Genomic Viewer（Robinson et al., 2011）を用いて目視で変異を再確認した。 
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結果と考察 

個体長変異株の分離，コロニーパターンと特徴 

 NIES-4403株由来の短個体長変異株 ILC 580は，彗星状コロニーを形成しない自然変異株として分離さ

れた。ILC 580は散在的なコロニーパターンを示さなくなり，植菌位置から等方的に拡がる（図 19b）。こ

れは一見すると枯草菌の呈する，低寒天濃度かつ養分が十分にある時に等方的に拡がるフィッシャー様パ

ターン（Matsushita et al,. 2004）に近いように見える。しかし枯草菌のフィッシャー様パターンは細胞が重

ならず一層で拡がり，各個体が単独で界面を超えて移動する特徴を持つが，この株はそれほど活発な動き

は見られなかった。細胞が層状になり周期的にコロニーを拡大する同心円状パターンと，フィッシャー様

パターンの中間的な印象を受けた。標準株では，彗星状コロニーが植菌位置から高速で遠方に移動するた

め，標準株の生育範囲の拡大速度は植菌後 6日前後から急激に上昇する（図 19c）。今回の観察では 10日

前後で標準株の生育範囲の拡大速度上限に達したように見えるが，これは観察範囲が 90 mmプレートの端

に達したためで，潜在的にはさらに生育距離を拡大する可能性がある。一方で変異株は標準株に比べて初

期の拡大速度は早いが，彗星状コロニーに起因する進出はなく，緩やかな拡大速度となる。このようなコ

ロニーパターンの違いを生じている要素を確認するために顕微鏡観察を行ったところ，個体（フィラメン

ト）の長さが一見してわかるほど短くなっていた。標準株が平均 48.8 μmであるのに対し，変異株は平均

10.8 μmと著しく短く，また標準株の中には 200 μm近くの長さの個体も存在したが，変異株は最大でも 30 

μmに達しない程度であった（図 19d）。また，液体培地で振盪培養した場合，標準株では細胞の凝集が見

られるが（図 5），変異株では少なくとも目視レベルの観察では，凝集を確認できなかった（図 19e）。ま

た，個体長が短いと運動しないとの報告が他種の Flexibacter FS-1で報告されているが（Costenbader and 

Burchard, 1978），Pseudanabaena の変異株は短い個体でも運動性を示した。 

変異株についてもコロニーパターンの寒天濃度依存性を確認した（図 20）。0 – 0.075%ではほぼ液体培

地のような状態で，標準株では網目状に繋がった様子が顕微鏡下で確認できたが，変異株では凝集は確認

できたものの，そのような架橋はほぼ見られなかった。0.3%では標準株との差異はあまり確認できなかっ

た。培地内に潜り込むためお互いの接触が少なく，相互作用の影響があまりないと思われることは二章で

説明したが，相互作用の少ない培地内部での運動では，走性などがない限りコロニーパターンにあまり差

はでないかもしれない。3.0%の時にも，ほとんど植菌位置の境界面から出ず，枝状のコロニーを形成して
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いるのは標準株と同様であった。しかし標準株で見られた植菌位置辺縁部での円盤コロニーは見られず，

枝も短く太いように見える。枝の形成はそのほとんどが運動ではなく，増殖を伴った個体の伸長に由来す

ると考えているが，増殖してもすぐ断片化する変異株に比べ，長く伸長できる標準株の枝の方が細長くな

るのかもしれない。1.5%では既に述べたとおりだが，0.75%では非常に小さな集合が成長領域の界面で確

認できている。これはラフトと呼ばれる M.  xanthus の集団にも似ている（Kaiser and Warrick, 2014）。こ

の集団が彗星状コロニーのような大きさに成長する様子は観測できなかった。 

  

図 19. 短個体長変異株 ILC 580は標準株と異なるコロニーパターンを呈する 

標準株から単離された個体長変異株（以下，変異株）のコロニーパターン。90 mm プレートでの a. 標準株の写真（図 3a

と同一写真，比較のため再掲），b. 変異株の写真。植菌から 11日目（250時間）の画像。c. 標準株と変異株の植菌か

らの日数に対する，植菌位置からの最大到達距離。各 3プレートでの平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。d. 

標準株と変異株の個体長の長さの測定結果。各 n=81。***は Wilcoxonの順位和検定で p値が 2.2E-16未満<0.001以

下であることを示す。e. 標準株と変異株の液体培地での振盪培養結果。左が標準株，右が変異株。植菌から 6日目の

写真。 
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図 20. 変異株の寒天濃度依存的なコロニーパターンの変化 

寒天濃度が 0%, 0.075%, 0.3%, 0.75%, 1.5%, 3.0%の寒天培地上で変異株が呈する a. 35 mm プレート全体のコロニーパ

ターン と b. その顕微鏡画像。植菌から 6日目に撮影。 

 

標準株 NIES-4403の de novoゲノム DNA解析 

標準株と変異株の遺伝子レベルの相違を検討するため，ゲノム DNAの解読を試みた。まず，基準とな

る標準株について改めて単コロニー分離を行なったうえでゲノム DNAを抽出し，共同研究者の広瀬侑博

士（豊橋技術科学大学）に依頼して，次世代シーケンサーによる de novoゲノムシーケンス解析を行っ

た。この際 3つのコロニーについてシーケンスを行ったが，NIES-4403のゲノム情報としてはそのうちの 1

株のみの情報を用い，残りの 2株の情報については後述する変異解析の参考に用いた。シーケンスの結

果，染色体のゲノムサイズは約 4.6 Mbp，5 個のプラスミドが存在した。塩基配列はゲノム全体の 99.7 %

を決定するに至ったが，ギャップが 9 箇所発生し，次世代シーケンサーの解析結果のみで完全ゲノム配列

を構築するには至らなかった。次世代シーケンサーで解析できなかったギャップ部位の発生については，

たとえばグアニンおよびシトシンの含有量が多くエマルジョン PCR過程において DNA断片が増幅しなか

ったり，繰り返し配列により整列が困難な場合が考えられる。ギャップ部位に対しては，両端に相補的な

プライマーを用いた PCRとサンガー法によるシーケンス解析を用いて配列を決定した。その結果，9か所

のギャップ部位のうち 7箇所については配列を決定することができた。残る 2箇所のギャップには，それ

ぞれ 69 bp，123 bpの配列が繰り返して存在していることが確認され，ギャップ部位の配列を埋めるには至

らなかった。最終的に現在 5122018 bpの塩基配列を解読している。このゲノムマップを図 21に示す。 
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図 21. Pseudanabaena sp. NIES-4403標準株のゲノムマップ 

シーケンス結果を基に描画した円形マップ。水色は Coding sequence でタンパク質に翻訳されると推定された配列で，内

側と外側でお互い逆向きの推定された転写方向を示す。赤色は tRNA領域，青色は rRNA領域，黒色と灰色は GC含有

量を示し，50%を基準に黒色は GC含有量が高く，灰色は含有量が低いことを示す。染色体 DNA（最も大きい環状 DNA）

は 4,567,664 bp（42% GC含有率），5221の CDS，48の tRNA と 9の rRNAを持つ。プラスミドを 5つ所持する。 

 

 NIES-4403標準株のゲノム DNAには，現在の配列情報を基にすると 5221個の CDS（coding sequence）

と 57個の RNA配列が含まれていた。この CDSに対してアノテーションとカテゴリ分類を行った。このア

ノテーションは詳細を検討したものではなく，またカテゴリの分類についても大掴なものであるため，探

索後の詳細な調査が必要となることを記しておく。CDSに関して RAST（Aziz et al., 2008）を用いてアノ

テーションを行った結果を図 22aに示す。RASTによる分類上は，運動性のカテゴリーに分類される遺伝

子は存在しなかった。一方で実際に遺伝子名を確認すると IV型線毛をコードする pil 遺伝子とアノテーシ

ョンされた遺伝子は 12箇所存在し，これらは実際には運動性に関連する可能性が高いにも関わらず，膜輸

送カテゴリとして位置づけられていた。そこで，別のデータベースとして Clusters of Orthologous Groups

（COGs）を参照したところ，運動性関連遺伝子は 45確認され，この中に pil 遺伝子群も含まれていた

（図 22b）。一方で光合成などに関する分類は COGsにはないため， RASTと双方の結果を記載した。 
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図 22. Pseudanabaena 標準株が保有する遺伝子の機能分類アノテーション 

ゲノム解読により推定された 5221の CDSのうち，機能推定された CDSに対してその機能を RAST及び COGsのカテゴリ

に分類した結果。それぞれで分類が若干異なる。a. RASTによりアノテーションされた CDSのうち，各カテゴリーに分類さ

れた数を示す。機能未知とされた CDS（数）を除く。 b. RPS-BLAST+ でアノテーションされた CDSのうち，COGsの分類に

割り振られた結果を示す。機能未知とされた CDS（数）を除く。 
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運動関連遺伝子についてさらにその詳細と相対的な位置について調べるため，シアノバクテリアで運動

性に関連するとされる遺伝子のオルソログを手動検索した。特に滑走運動に関する先行研究が進んでいる

N. punctiforme（元来共生性の糸状シアノバクテリアであり，共生初期に宿主の共生器官に到達するために

ホルモゴニアと呼ばれる運動性細胞を分化させる）の運動性関連遺伝子群（Khayatan et al., 2015）のオル

ソログを，これら 5221の CDS内から Protein blastで探索した。探索対象は，N. punctiformeで多糖類合

成・放出に関わる hps（hormogonium polysaccharide）遺伝子群および IV型線毛の合成や駆動を担う pil 遺

伝子群である。結果を表 3および図 23に示す。一致度はアミノ酸配列を整列後に，完全に一致したアミノ

酸残基の全アミノ酸残基数に対する割合を意味する。E値はランダムな配列を生成した時に参照配列（ク

エリ）と一致する確率を示し，0に近いほど高い，すなわち相同性が高いことを示す。 

pil と hps 遺伝子は近縁種の Pseudanabaena sp. PCC 7367株でも保存されている遺伝子で（Khayatan et 

al., 2015），NIES−4403株にも殆どの遺伝子に対する，オルソログと言える遺伝子の存在が確認できた。さ

らに確認のため，NIES-4403株で最有力候補となった遺伝子をクエリとして，N. punctiforme の全遺伝子を

対象とした blast検索を行ったところ，殆どの遺伝子に関しては元の pil または hps 遺伝子が最有力候補と

して挙がった。例外として hpsEと hpsF については同一の遺伝子 peg. 1063 に近いという結果が出てお

り，peg. 1063 遺伝子をクエリとして blast検索したところ，hpsF は 2番目，hps Eは 3番目のヒットとな

り，最有力候補としてヒットした遺伝子は NpunF_4849であった。しかしこの三者は一致度や E値があま

り変わらないこと，翻訳後のアミノ酸残基もほぼ 300前後で近かったことから今回はオルソログとして掲

載した。hpsIに関しては peg. 2372 遺伝子が候補として挙がったものの，peg. 2372 遺伝子をクエリとして

blast検索しても hpsI は候補に挙がらず，アミノ酸残基数も hpsI が 768に対して peg. 2372 は 220しかな

かったことから，オルソログではないと考え掲載しなかった。一方で hps 遺伝子群については E値が高

く，Identity（一致度）も pil に比べると低い値で，この遺伝子が N. punctiforme の hps 遺伝子群と同様の

役割を果たすかは不明である。図 23に示すようにオルソログが比較的分散していて，III属のシアノバク

テリア，Arthospila platensis に近いように思われる（Risser and Meeks, 2013）。一方で pil 遺伝子群につい

ては hps に比べると高い E値や一致度を示す CDSが多く，特に線毛の伸長や短縮に関わる pilB, pilT1, 

pilT2は高い相同性を示した（Schuergers and Wilde, 2015）。第二章に記載した AFMの観察結果（図

15cd）と併せて考えると， NIES-4403株は少なくとも線毛を伴う運動マシナリーを持つと推察される。 
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図 23. Pseudanabaena 標準株の運動関連遺伝子のオルソログ 

表 3に示した Pseudanabaena 標準株ゲノム上にある pil ，hps 各遺伝子オルソログの遺伝子座の位置関係を示す。ス

ラッシュ 2本で区切られた場所は，下の数値に相当する長さの配列の省略を意味する。遺伝子および遺伝子間の長さ

は実際の塩基数に対応しており，右上のスケールバー相当の長さを 1000 bp とした。 

 

 

 

表 3. Pseudanabaena 標準株が保有する，N. punctiformeで運動に関わる遺伝子のオルソログ 

N. punctiforme で運動関連遺伝子として候補に挙げられた各遺伝子について，アミノ酸に翻訳後，それぞれ

Pseudanabaena の全遺伝子から Protein Blastによる相同性比較を行い，最も E値が高い遺伝子を抽出した。 

 

 

N. punctiforme Pseudanabaena sp.   

遺伝子名 アミノ酸残基 遺伝子番号 アミノ酸残基 推定機能 E値 一致度 

hpsA 1566 peg.3544 3152 機能未知 0 34 

hpsB 226 peg.3546 196 ピリン様タンパク質 5.99E-15 35 

hpsC 322 peg.3547 479 ピリン様タンパク質 1.61E-32 27 

hpsD 232 peg.3548 179 ピリン様タンパク質 8.40E-19 29 

hpsE 321 peg.1063 316 糖転移酵素 1.47E-20 29 

hpsF 329 peg.1063 316 糖転移酵素 9.57E-25 31 

hpsG 358 peg.690 313 糖転移酵素 1.60E-47 36 

hpsH 189 peg.3548 179 ピリン様タンパク質 5.31E-27 34 

hpsI 215 該当なし - - - - 

hpsJ 280 peg.1406 249 機能未知 0.23 24 

hpsK 302 peg.362 256 糖転移酵素 2.75E-26 30 

pilA 188 peg.3278 205 ピリン様タンパク 8.16E-30 47 

pilT2 424 peg.1074 493 線毛収縮 ATP分解酵素 0 68 

pilM 368 peg.2894 369 内膜タンパク質 5.80E-123 50 

pilN 258 peg.2893 237 内膜タンパク質 1.98E-20 29 

pilO 258 peg.2892 250 内膜タンパク質 8.21E-22 29 

pilQ 792 peg.2891 796 外膜放出機構 1.28E-70 37 

pilC 407 peg.4249 404 内膜基盤 9.04E-167 57 

pilT1 375 peg.4250 387 線毛収縮 ATP分解酵素 0 76 

pilB 668 peg.4251 672 線毛伸長 ATP分解酵素 0 55 
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短個体長変異株の変異解析と変異遺伝子の特徴 

標準株のゲノム配列を決定すると同時に，短個体長変異株のゲノム DNAについても同様にシーケンス

を行い，標準株のゲノムをテンプレートとしてマッピングすることで，リシーケンス解析（変異解析）を

行った。この際のゲノム DNAシーケンスは予め分離した 1株についてのみ行ったが，その株は短個体長

変異株の各形質が継代培養を経ても保持されていることを記しておく。その結果，計 40箇所で塩基配列の

変更を伴う SNPs（一塩基多型）が検出された（表 4）。このうち，ORF上に存在する変異が 20箇所，遺

伝子間領域に存在する変異が 20箇所存在した。遺伝子間領域にある変異は翻訳後の配列に影響が少ない可

能性が高いと考えられるため，今回は ORF上の変異に着目した。これらの ORF上の変異のうち，表 4の

変異分類の項目が示す内容はそれぞれ以下の通りとなる。同義置換は翻訳後のアミノ酸変異を伴わないと

推測される塩基変異，非同義置換は翻訳後のアミノ酸が変化すると推定される塩基変異，終止コドン挿入

は塩基の変異により終止コドンに変化し，途中で翻訳が終わると推定される変異，フレームシフト変異は

塩基欠損/挿入による読み枠のずれを示す。従って一般的に変異の影響は終止コドン挿入とフレームシフト

変異が高く，次いで非同義置換が高い。一方で同義置換は影響が低いと考えられるため，同義置換 5箇所

を除く 15箇所の変異に着目した。更に変異株に固有の変異を抽出した。単コロニー単離した際に 3系統の

クローンをシーケンスし比較した際に，例えば peg.5055 上の複数の変異は標準株クローンの間でも変異が

多く存在する領域であることがわかった。なお，プラスミド 3上には CRISPR関連遺伝子とアノテーショ

ンされた遺伝子が多く存在し，この領域が CRISPR配列である可能性も存在した。これらの標準株間でも

変異が入っている 8箇所を取り除くと，5つの ORF上の 6箇所の変異（うち 2つは同一箇所のバリエーシ

ョン）が残った。 

これらの 5つの ORFのうち，最も影響が大きいと思われる終止コドン挿入型の変異が入った ORF（peg. 

4108 ）は 579アミノ酸残基からなるタンパク質をコードし，BLASTを用いた相同検索では，ペプチド輸

送を担う膜貫通タンパク質 ShlB/FhaC/HecBファミリーと高い相同性を示した。Seratia marcescensでは，

ShlBは POTRAドメインと ShlBドメインを持ち，溶血毒素タンパク質ヘモリジン ShlA を細胞質内膜から

外膜まで輸送するタンパク質である（Braun et al., 1993, Poole et al., 1988）。POTRAドメインは蓋のような

ドメインで，ヘモリジン分泌に必要であることが示唆されている（Pramanik et al., 2014）。今回終止コド

ンが入った位置は POTRA2ドメインの中で，POTRAドメインの大部分およびそれに続く ShlBドメインも
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翻訳されなくなる変異と想定される。興味深いことに好熱性シアノバクテリアの Thermosynechococcus 

vulcanus では膜貫通タンパク質 XcsBを介したセルロース放出が細胞凝集に関わる（Maeda et al., 2018）。

したがって， Pseudanabaena の peg.4108 遺伝子がコードする蛋白質は，多糖類や細胞外 DNAあるいは未

知のタンパク質など，何らかの物質の分泌を担うことを介して細胞同士の相互作用や運動時の摩擦低下な

どに影響を与えているかもしれない。このような分泌機構はしばしばバイオフィルム形成で主要な役割を

果たすとされ， Synechococcus elongatus PCC 7942でも，XcsBを含む放出マシナリーとは別の II型放出系

の変異によりバイオフィルム形成を行うことが報告されている（Schatz, 2013）。短個体長変異株は液体培

養時に，標準株に比べ凝集を形成しない傾向が確認されており（図 18e），この peg.4108 に入った変異が

影響している可能性がある。同様に影響が大きい，塩基挿入により翻訳時の読み枠がずれるフレームシフ

ト型の変異が入った ORFは，コバルトのキレート酵素を触媒する CobN のサブユニットと相同性のあるペ

プチドをコードすると判定された一方，この CDSがコードするペプチドは 39アミノ酸残基しかなく，相

同性は一部分に留まる。また，Nachtドメインを持つ信号伝達遺伝子（NTPase），メチル基転移酵素にも

SNPが入っている。NTPaseについては NACHTドメインを持ち，ドメイン上にはWalkerA（ATP/GTP特

異的 p-loop）とMg2+結合モチーフを始めとする 7つのモチーフが存在する(Koonin and Aravind, 2000)。一方

で NACHTドメインを持つ NTPaseの作用は真核生物でのアポトーシスやMHC転写などとされており，バ

クテリアでの役割は推測が難しかった。また，変異箇所は NACHTドメインを外れた上流域であった。メ

チル基転移酵素については，正確にはコバラミン（ビタミン B12）の合成経路で働く precorrin-4 C11メチ

ル基転移酵素 CobMと推定された。Pseudomonas aeruginosa ではビタミン B12はクラス II リボヌクレオ

チド還元酵素（RNR）の補因子として働く（Crespo et al., 2018）。現在のところ微生物の運動との関連は

推測できていない。 

上記理由より ShlBをコードする Peg.4108が運動や個体長に影響している可能性は高いものの，最終的

に遺伝子間領域を含めた全ての変異が影響の可能性を残しているため，今回のリシーケンス結果では推測

に留まっている。 
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 位置 標準株 変異株 ORF 
アミノ酸

残基 
変異分類 

アミノ酸

変異 
変異箇所の特徴 

染色体 2296200 G - peg.2367 40 読み枠変化 P17fs 機能未知 

プラスミド 3 125215 A - peg.5104* 199 読み枠変化 I184fs 機能未知 

染色体 2848143 G A peg.2963* 163 終止コドン挿入 Q102STP 機能未知 

染色体 3962403 C A peg.4108 580 終止コドン挿入 E121STP へモリシン様タンパク質 

染色体 135595 G C peg.145 766 非同義置換 R49P NTPase 

染色体 1569762 G T peg.1592* 601 非同義置換 Q347K テトラトリコペプチド反復 

染色体 1779533 C T peg.1845* 438 非同義置換 V201I 機能未知 

染色体 2345607 A T peg.2409 44 非同義置換 Q4L 機能未知 

染色体 2345608 A T peg.2409 44 非同義置換 Q4H 機能未知 

染色体 2345609 A T peg.2409 44 非同義置換 S5C 機能未知 

染色体 2579550 G T peg.2667* 108 非同義置換 P84T CikA様タンパク質 

染色体 3476975 C A peg.3588 263 非同義置換 R193S メチル基転移酵素 

染色体 3852489 C A peg.4005* 438 非同義置換 T386N 機能未知 

プラスミド 3 60899 C A peg.5055* 438 非同義置換 R166S 機能未知 

プラスミド 3 61143 G T peg.5055* 438 非同義置換 R247L 機能未知 

染色体 1779516 A T peg.1845 438 同義置換 P206 機能未知 

染色体 2579551 G A peg.2667 108 同義置換 I83 CikA様タンパク質 

プラスミド 3 51248 C T peg.5043 589 同義置換 G380 機能未知 

プラスミド 3 60634 G A peg.5055 438 同義置換 E77 機能未知 

プラスミド 3 61144 G C peg.5055 438 同義置換 R247 機能未知 

染色体 856616 C T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 891120 G T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 891121 A T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 891122 A C   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 1341359 G A   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3207585 T G   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3207586 T A   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3207587 C A   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3472010 A T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3472011 A T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3472012 A T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3732059 T G   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3732060 T A   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3732061 C A   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3790404 G T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3790405 A T   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3790406 A C   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3816777 T G   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3816778 T A   塩基置換  遺伝子間領域 

染色体 3816779 C A    塩基置換   遺伝子間領域 

表 4.変異箇所の詳細の一覧 

Pseudanabaena の短個体長変異株のゲノム上で変異として抽出された全 40箇所の詳細を示す。太字は変異株に固有

の遺伝子を示す。位置は変異の入った塩基番号（ゲノム上の塩基配列の番号）を示す。*は標準株のゲノム配列中（単

離した 3 コロニーのシーケンスデータ）でも共通して変異が見られた 8の遺伝子を示す。 
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まとめ 

この章では大きく分けて 2つの研究課題に取り組んだ結果を紹介した。ひとつは短個体長変異株の単離

とその特徴，もうひとつはゲノムシーケンス解析とリシーケンス解析である。最終的にこの 2つの課題が

合流し，継代培養過程で得られた短個体長変異株について，ゲノム解析と表現型解析の両面から解明を試

みた章となった。 

まず短個体長変異株の結果についてまとめると，変異株のコロニーパターンは標準株の特徴とも言える

彗星状コロニーおよび円盤コロニーを形成せず，一様に拡散するようなコロニーを形成する。小集団は形

成するものの彗星状コロニーのような大きさに成長することはない。ミクロに観察すると変異株の長さは

平均値としても標準株の 25%程度で，更に 30 μm以上の長い個体がほぼ存在しないことから，顕微鏡下観

察時の表現型は著しく異なった。この形質は単離以来，標準株と同じ培養環境下で数年間にわたる継代培

養を経ても維持されていることから，非常に強固な変異であると推察できる。 

では個体長とコロニーパターンが直接的あるいは間接的に関係しているのか，それとも全く別個の独立

した事象なのか。コロニーパターン，個体長，ゲノム上の変異について，これらがどのように相互に関係

しているかを改めて推測し，あるいは確認する。まず，個体長とコロニーの関係に類する先行研究とし

て，自己駆動粒子を使ったシミュレーションから個体の縦横比が異なる桿体の方が集団化しやすいという

ことが示唆され（Peruani, 2006），アクチンフィラメントなどの無生物実験系でも渦形成時の安定性に影響

することが示唆されている（Wada et al., 2015）。Paenibacillus vortexでも長い個体がコロニーの拡張や渦

の形成に重要な役割を果たしていることが示唆されている（Vallotton, 2013）。衝突した際にお互いに乗り

越えない寒天培地上では，個体長が長いほど衝突して相互作用する機会が増え，また整列しやすくなると

いう予測は，Pseudanabaena においても不自然ではないと思われる。このように考えれば個体長とコロニ

ーパターンは相互作用の機会を介して互いに影響する可能性が考えられるが，一方で他の要素，たとえば

多糖類などの放出量に集合を作らない原因を求めることもまた不自然ではない。そのため実験において標

準株の個体長を操作することが求められ，これまでに標準株の個体長を制御する取り組みとして，ビーズ

破砕や抗生物質添加の実験を行った。しかし一時的に短くすることは可能だが，その状態を維持しつつコ

ロニー形成を確認する方法は現在のところ見つかっていない。 
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個体長が短くなる現象については，そのメカニズムは未知の部分が多い。現在は 3つの原因を考えてお

り，物理的な張力による分裂，破裂による断片化，細胞接合部の弱化である。まず物理的な張力について

は，特に運動時に培地からの摩擦を受けることで細胞間に張力がかかり，分裂することを想像している。

実際 Nostoc punctiforme が形成する運動形態のホルモゴニアは個体長が短く（Herdman and Rippka, 1988; 

Tandeau de Marsac, 1994），また L. boryanaが運動性を獲得した場合，個体長が短縮化する傾向がある（戸

井田, 未発表）。上記の例を見ると運動能と個体長の関係は十分に考えられる。次に細胞破裂などによる

断片化であるが，鉄不足や UV照射による酸化ストレスへの環境応答として断片化することが報告されて

いる（Singh and Montgomery, 2011）。Pseudanabaenaは近縁種で報告されている細胞破裂に近い現象が

NIES-4403でも観察されている（Kitazaki et al., 2013）ことから不自然ではない一方，顕微鏡下の観察では

個体分裂時に頻繁に細胞破裂が起こっているという印象は薄い。最後に細胞接合部の弱化については，

Anaabena sp.では sepJ 変異株および sepI 欠損株など特定条件下で変異体が断片化する変異も存在し，細胞

分裂機構への影響を介して個体長が変化する可能性もある（Flores et al., 2007; Springstein et al., 2020）。ま

た，これらの複合的な事例として Nostoc punctiforme では窒素固定を行うヘテロシストとの細胞間隙で断

片化する傾向にあることが報告されており（Meeks and Elhai, 2002），運動による張力がかかったときによ

り弱い異種細胞間の接合部で切断されるのかもしれない。現状ではこれらの仮説の検討は十分にできてい

ないが，今後は実験系の検討も含めた検証が必要だと考えている。 

この短個体長変異株について，標準株の de novo ゲノムシーケンスおよび短個体長変異株の変異解析か

ら，40の変異を同定した。表 4には全ての変異を掲載し，全ての変異が表現型に影響を与える可能性があ

るが，今回はその一部について結果の文章で紹介した。紹介しなかったその他の変異については，例えば

プラスミド 3の座標 125215にあるフレームシフト変異は機能未知の ORF上に存在するが，この遺伝子は

非常に変異が入りやすい状態にあり，標準株同士のゲノムを比較してもバリエーションが多く，短個体長

変異株特有の変異とは言い難いため今回は詳細について述べなかった。このプラスミド 3上には CRISPR

関係遺伝子が多く存在し，CRISPRシステムに起因する変異の可能性もある。短個体長変異株に特有かつ

大きな影響を及ぼすと着目している，変異株で変異した遺伝子は 3つある。1つは既に記したへモリシン

様をコードすると推定された peg.4108 遺伝子で，更にメチル基転移酵素をコードする peg.3508 遺伝子，

NTPaseをコードする peg.145 遺伝子である。これらの候補遺伝子のうちどの遺伝子が変異株の表現型に
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関与しているのか，検証するためには形質転換を用いた分子遺伝学的解析が不可欠である。Pseudanabaena 

の形質転換系の確立は現在までに何度か挑戦を行っており，接合法や電気穿孔法を用いて，典型的なプラ

スミドあるいは内在性のプラスミドを導入する試みが行われたが，現在のところ確立にはいたっていな

い。そこで形質転換系が確立されている糸状のシアノバクテリア，Leptolyngbya boryana の運動性株を用い

た。この運動性株は Pseudanabaena に似た彗星状や円盤状のコロニーを呈することが報告されている（戸

井田，未発表）。この試みの詳細については第四章で改めて記述する。  
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第四章 総合討論 

本研究では，Pseudanabaena の呈する運動集団およびコロニーパターンに関して研究を行った結果を提

示した。単純とされる微生物が統率の取れた集団を形成し，その集団がまるで一つの多細胞生物の個体の

ように動き回る点が Pseudanabaenaで見出したコロニーパターンの特徴の一つであった。こうしたコロニ

ーパターンの形成メカニズムを読み解くためのアプローチは本来多岐に亘り，巨視的もしくは微視的な形

態の観察，運動やコロニーパターンの変化に関する時系列解析，運動や個体間相互作用に関わる様々な分

子の解析，数理モデルを援用したシミュレーションなどが挙げられる。本研究で展開できたのは一部に過

ぎないが，Pseudanabaena のコロニーパターン形成に関する基礎的なデータや知見を明らかにすることが

できた。第二章に記した研究では，コロニーパターン自体の性質を様々なスケールから観察を行い，その

形成過程の説明を提示した。この現象を遺伝学的に読み解くため，第三章で記した研究ではゲノム解析と

変異株の比較解析を行った。 

Pseudanabaena は，植菌位置からドット状の模様が拡散する「散在的なコロニーパターン」を呈した。こ

のコロニーが培地上で拡大するのは，培地を動き回る巨大な彗星状コロニーが生育領域を拡げることによ

る。一方で，散在的なコロニーパターンが数日間に渡って概ねそのパターンを維持するのは，彗星状コロ

ニーが円軌道に入って，その場で回転を続ける安定的な円盤コロニーを形成するためであった。回転する

円盤状のコロニーは決して珍しいものではなく，例えば Paenibacillus vortex の回転しながら移動する渦コ

ロニーはその最たる例であろう（Ben-Jacob et al., 1994; Ben-Jacob et al., 1998; Cohen et al., 2000）。こうした

固相培地上のコロニー以外にもバクテリアが生成する回転渦としては，閉鎖空間での渦形成が近年注目さ

れている。例えば油中液滴（Wioland et al., 2013），培地上の浅い窪み（Wakita et al., 2015; Honda et al., 

2019），あるいは培地上に滴下した液滴中（Liu et al., 2021）などでバクテリアの懸濁液が形成する渦，あ

るいはバクテリア以外でも卵母細胞（Schroeder et al., 1985）や卵母細胞抽出液の油中液滴（Suzuki et al., 

2017）などでも微小な空間で渦が形成される。このような渦の形成過程は材料や細胞の性質によっても異

なるため単純な比較は難しく，例えばWiolandや鈴木らは，辺縁部に端点を固定された細胞や微小管が渦

の流れを作るとしている。ただし Pseudanabaena の円盤コロニーでは辺縁部は高速かつ，コロニーによっ

て異なる速度で動いていることから，このモデルはあてはまりにくいと考えている。しかしこれらの研

究，特に Liuらの実験と同様に，円盤コロニーは一種の閉鎖系として集合し，その中で渦を形成している



 

70 

と考えている。閉鎖系を作り出しているのは細胞から出る多糖類や，あるいは単純に水などの液体かもし

れない。小林らは，Paenibacillus sp. NAIST15-1ではコロニー形成に必要な CmoAの働きが，培地上から水

分を吸い上げることを示唆している（Kobayashi et al., 2016）。Pseudanabaena でもこれらの液体の表面張力

が円盤コロニーをまとめている可能性はあると考えている。これは彗星状コロニーに関しても同様に言え

ることかもしれない。本論文ではこの考えを検証することはできなかったが，示唆的な事例として水滴を

彗星状，円盤状コロニーに滴下するとコロニーの一部の細胞が四散し崩壊する様子を観察している。ただ

し仮に表面張力が細胞をまとめるとしても， Pseudanabaena のコロニーが呈した同調的な動き（図 5e，

9d）を自発的に行うかは別である。プール内の枯草菌でも，同調的な運動が必ずしも密度依存的に起こっ

ているわけではないことが示唆されている（Wakita et al., 2015）。細胞同士が同調した運動を行うには，既

に繰り返し述べたように，線毛や粘液を介した細胞間相互作用が重要な役割を果たすと考えている。 

上記の細胞間同調，及び運動機構として示唆された線毛および粘液の存在についても，その存在と性質

の解明に取り組んだ。まず粘液や細胞外物質については，レクチンとアルシアンブルーを用いて多糖類の

部分的な染色に成功した（図 8）。一方で染色された粘液の量は集団全体を覆うというよりは，局所的に存

在し細胞同士の接着に寄与する形に見えた。液体培地中の凝集やネットワーク状の枝形成（図 4），オルソ

ログの存在（図 22，表 3），変異株で変異した peg.4108遺伝子の潜在的な効果の可能性を考えると，他の粘

液成分も存在する可能性がある。今後は N. punctiforme の染色で実績のある UEA-Iをはじめ他種のレクチ

ン，あるいは試薬で確認するべきであると考えている。今回は多糖類に絞って確認を行ったが，粘液の成

分として他には細胞外 DNAなどがその役割を果たすとされる（Gloag et al., 2013; Suzuki et al., 2009）。

Pseudanabaena では Hoechst 33342による染色を行ったが，十分な検討は行っていない。今後は SYTOXや

TOTO-1など，より細胞外 DNAの染色に関して実績のある試薬を用いて確認すべきだと考えている。ま

た，細胞外 DNAが主要な役割を果たしているときは DNase Iの添加で集団が崩壊することも報告されてお

り（Whitchurch et al., 2002; Gloag et al., 2013），こちらの手法の導入も進めたい。線毛についても AFMの観

察で線毛のような構造を細胞周辺に確認し（図 14cd），またオルソログ解析から線毛を構成する遺伝子の

存在が示唆された（図 22，表 3）。より詳細な解析としては TEMでの観察が挙げられる。今回 TEMで撮影

した像はエポキシ樹脂に包埋しスライスを作成する方法であったが，他種の先行研究ではスライスを作ら

ずにリンタングステン酸（Yoshihara et al., 2001）や酢酸ウラニルによる陰性染色（Dienst et al., 2008），あ
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るいは白金コーティング（Duggan et al., 2012）などを行った後乾燥して直接観察しており，これらの手法

の導入に関しても今後の研究課題として残っている。また 本論文には掲載しなかったが，NHS ester

（Skerker and Berg, 2001）や Avidin-FITC（Nakane and Nishizaka, 2017）で染色し蛍光顕微鏡で局在や動態を

確認した先行研究があり，これらの染色を試みたところ Avidin-FITCでは細胞接合部などが染色された。

近年 DyLight488 Maleimideを用いた生細胞の染色と観察（Ellison et al., 2017; Ellison et al., 2019; Nakane et 

al., 2022）が報告されており，他種のシアノバクテリアでも線毛の動態が観察されていることから，

Pseudanabaena でも線毛の実際の挙動や役割についての解明が期待できる。 

今回の博論で提示できなかった主な研究として，シミュレーションモデルによる再現と遺伝学的操作の

検討が挙げられる。投稿論文において筆者は久本との共同研究について C.elegans を模した自己駆動粒子

モデル（Sugi et al., 2019）を改変し，並進運動または円軌道を周回する集合を再現，さらに離散的なドッ

ト状のコロニーパターンを部分的に再現した（Yamamoto et al., 2021）。メカニズムに対してある作業仮説

を立てた時，それを検証する手段としてシミュレーションモデルは有用である。自己駆動粒子を用いた高

松らのモデル（2014）や山本らのモデル（2021）が呈した集合は，彗星状コロニーや円盤コロニーの特徴

をよく再現した。山本らのモデルは特に巨視的なコロニーパターンを再現したが，円盤コロニーに相当す

る形態は円軌道で安定性も低かった。これに対し高松らのモデルは粘液の実装により，粘液放出量が多い

条件下では粘液の空間勾配が大きくなり粒子をトラップすることを示唆した。一方で自己駆動粒子モデル

は単純なモデルであるが故に，例えば個体の形状や運動方向，分裂や増殖など細部に関する細部の影響を

確認する目的には向いていない。例えば個体長変異株で見られた個体の長さを再現する場合，自己駆動粒

子モデルではその長さを相互作用の範囲とみなすが，細かい曲率や形状などの情報を反映することは難し

く，例えば図 6fで観測されたような U字の運動，あるいは彗星状コロニーの先頭を覆うような個体の再現

は難しい。Tamulonisや Januleviciusが用いた力学ベースのモデル（Tamulonis et al., 2011; Tamulonis and 

Kaandorp, 2014; Janulevicius et al., 2015）はこのような点を再現しやすく，本論文には掲載しなかったが，

Pseudanabaena に関しても Tamulonisのモデルを改変し再現に取り組んだ。一方で力学モデルのように要

素を増やすと複雑さが増し，パラメーターの緻密な調整も必要となる。今後は双方のモデルを目的に応じ

て使用し，特に個体長とコロニーパターンの関係についてモデルを用いた解析が望まれる。 

三章では NIES-4403株のゲノム情報を解読するとともに，変異株の特徴とゲノム上の変異を明らかにす
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ることを通して，彗星状，円盤コロニー形成に必要な要素の推測を行った。ゲノム解読に対しては大きな

スケールで広く解読していくアプローチがある一方，今回のように特定の種に関して掘り下げる場合は，

その検証として形質転換の実践が有用である。形質転換系の開発は，研究室及び個人としても取り組んで

きたが，三章に述べたように現在のところ成功していない。現在の範囲で筆者が予想する，Pseudanabaena 

の性質による原因として，ひとつは細胞がまとっている粘液により形質転換に用いるプラスミドが細胞に

届かないこと，もうひとつは細胞自体が脆弱なことである。細胞の脆弱さについては本論文では多くは取

り上げなかったが，暗条件かつ一定以上の温度の時に頻繁に細胞破裂を起こすことが確認されている。こ

れは北崎らが近縁種である ABRG5-3株で報告をしている内容とほぼ同様の傾向にある（Kitazaki et al., 

2013）。また，これらの細胞破裂時に出現する細胞残渣は他の細胞に対しても生育を抑制する傾向が確認さ

れており，細胞死がポジティブフィードバック的に起きると考えている。電気穿孔法をはじめとする形質

転換方法には細胞膜を穿孔することがあることから，細胞がこれらの衝撃に対して生育する条件の検討が

必要であろう。もちろん Pseudanabaenaの特性に依存しない理由として，接合法時の DNA取り込み，細胞

内での DNAの制限酵素による切断，相同遺伝子組み換え効率の低さなどの理由による可能性も高い。細

胞内で複製されるプラスミドの検討や CRISPR-Cas9システムを用いた効率的な形質転換方法の導入などが

期待される。一方で形質転換は必ずしも必須ではなく，すでに三章で簡単に記述した，近縁種のオルソロ

グを用いた機能探索も代替手段のひとつといえる。L. boryana は Pseudanabaena と同じ III属の糸状シアノ

バクテリアで，形質転換系が確立されていて，その運動性株は滑走運動を行い，Pseudanabaena に似た彗

星状・円盤コロニーを形成する点から，コロニーパターンを遺伝学的に解析する対象として有用である。

この運動性株を用いて各候補遺伝子のオルソログ欠損株を作製し，各候補遺伝子がコロニーパターンや運

動性，個体長などに与える影響を調べることを試みた。この際 NTPaseをコードする遺伝子のオルソログ

欠損によりコロニーパターンに若干の変化が生じたが詳細な解析は行われておらず，今後の研究が期待さ

れる。 

本論文で観察してきたようなコロニーやコロニーパターンは，第二章でも簡単に述べたが，外環境での

適応に有利となる機能であることが推測される。彗星状コロニーは特に生息領域の拡大に寄与することが

推測される。液中であれば運動性がなくても浮遊した細胞の拡散で生息領域を拡げることができるが（図

5,図 20），固相表面の上では難しく，運動性がある方が生育領域を拡大できると推測できる。更に彗星状コ
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ロニーは固相表面の環境では生育領域を拡大することに有利に働くであろうことは，実験環境であるもの

の，短個体長変異株と比較したではその傾向も確認できた（図 19c）。このようなコロニーパターンは他の

様々な生物現象，例えば彗星状コロニーであれば草食動物の集団移動や自転車競技の集団，円盤コロニー

であれば魚群の形成する渦といった現象を彷彿とさせる。これらの行動と比較することでその根底にあ

る，スケールにとらわれない共通の集団形成のメカニズムが解明できることが期待できるとともに，今後

さらなる効率的な集団運動の形態や予測を行えるのではないかと考えている。 
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