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1. はじめに

多くの生物がそうであるように、微生物はしばしば固体の表面に生息してい

る。 食物、 他の生物組織、排水管などの人工建造物、 土壌などである。 液体中

や気体中のような浮遊環境における個々の細胞の自由な振る舞いと比して、 固

体表面環境では細胞の移動は著しく制限される その結果、微生物は自分の周

囲の限られた資源にしかアクセスできず、好ましくない状況から脱することも

困難である。 必然的に、 固体表面の微生物社会には適切な成長生存戦略が要求

され、 形成されるコロニーはその戦略を体現していると思われる
$(\tilde{}\circ$ $)$

。本稿では、

枯草菌の 2次元的集団運動が生み出すコロニー形態が、環境 $pH$ の変動に応じて

非常に繊細に変化することを報告する。
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2. 枯草菌コロニーの形態

枯草菌は、 士壌など自然界に普遍的に存在する真正細菌で、好気性のグラム

陽性桿菌である $=$ 納豆の製造をはじめ、 胃腸薬や土壌改良剤、洗剤の材料とし

て我々の生活の中で役立っている。細胞は短軸 0.7-0.8mm、長軸 $2-3\iota n\iota n$ 程度の

細長い棒の形をしている，) 枯草菌の大きな特徴 $\underline{1\prime}$ して芽胞の形成が挙げられる c

好ましい環境では栄養細胞 $|’\cap$形で増殖と運動を行いながら活動を行うが、悪環

境では芽胞とよばれる非常に耐久性の高い細胞構造へと移行し、増殖や運動は

停止する．本稿で扱う野生型 OG-OI $\dagger*_{\backslash }^{\{3\}}$もこのような特徴を備え、 また、 豊富

なコロニー形態を呈することが知られてい夕
$\acute{}$d,3-)

$\hat{}$– 栄養寒天培地上に形成される

の株のコロニー形態は、 古典的には 5種類に分類される、 すなわち、 いわゆ

る Eden 的バターン (6}、 拡散律速凝集 ($Dit^{\backslash }f\iota\iota$sion 加而 ted Aggregafion $(DLA)$) 的バ

ターン (7s)、円盤状パターン、密集分岐形態 (Dense Branching Mo phology $\langle DBM$ ) $\rangle$

的パターン
(9$arrow$

}l)、そして周期的成長による同心円状パターンである。 これらは培

地に含まれる栄養 (ベプトン) および寒天の濃度により、形態ダイアグラムに

まとめられた (4$\grave{}$5)o 一方で著者らは、 コロニー-先端に壁構造を作るクレーター状

パターンなど、 これまでの分類に当てはまらない新規形態を最近発見している

$(|2\rangle_{\underline{r}}$

, 本稿では特に、前述の 5種類のコロニー形態のひとつである DBM 的バター

ンの形成に着葭して、 新しい環境感受性について議論する。

3。 $DBM$ 的パターンの形成

寒天濃度が 0.4% から 0.6% 程度の栄養寒天培地上では、枯草菌はプレート内

部に潜り込むことは (ほぼ) ないが、豊富な表面水分のおかげで極めて活発な 2

次元的集団運動を示す。培地内部を泳ぎ園ることのできるより低い寒天濃度の

いわゆる soft agar と照らし合わせて、semi-soft agar とよんで差し支えない培地

条件である。 この培地蓑面の乱流のような集団運動はしばしばスウォーミング

(swaming$\rangle$ とよばれる。 コロニーの 2次元的展開を促し、 コロニーの厚みをほ

ぼ細胞 1層にすることも多い。そして、栄養が少ない、例えば 0.4 $g1^{1}\sim$ 程度のべ

$フ^{}o|\backslash \grave{J}$ 濃度の場合は、コロニーの 2次元形状は前述の $DBM$ 的パターンとなる。

最適な条件からある程度大きく離れるような環壌変動を与えない限り、 この

semi-soft agar とよぶべき寒天濃度では集団的なスウか一ミングが起き、 コロニ
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ー形態は円盤状あるいは DBM 的である、というのが一般的な考え方であると思

われる。 この場合のコロニーの展開は非常に速く、直径 90 mm 程度のプレート

を $1-2$ 日で埋め尽く してパターン形成が終了するほどである- ところが、 環

箋条件を適切に調節すると、 むしろ最適な環境条件付近において、集団運動が

制限されて DBM 的パターン (あるいは円盤状パターン) がうまく形成されない

ことがある，，本稿ではこの現象について報告する。

4. DBM 的パターンの生成確率と環境 PH

まず、 実験方法について簡単に述べる。 枯草菌は野生型 OG-01株を用いる

培地はベトリデイッシュ (BD Falcon Petri Dish, BD Biosciences, cat. no.

351029) 内に栄養寒天培地を作成した．

栄養寒天培地は以下の手順で準備した。 ペプトン (Bacto Peptone, BD

Biosciences, cat. no. 211677) 0.4 gl1、塩化ナトリウム $5g1^{-1}$
、 りん酸水素ニカ

リウム 5 $g1^{1}$ の液体培地を作成し、2.4 mol $1^{-1}$ 塩酸を用いて PH を調整する。そ

の後、5 $g1^{\sim}1$ の寒天 (Bacto Agar, BD Biosciences, cat. no. 214010) を加えて、$121’$

$15$ 分の設定でオートクレープ滅菌した後、前述の滅菌ペトリディッシュに 20

ml ずつ注ぎ、冷却固化した。翌 $B|$こ各ペトリディッシュの蓋を開けて $50^{-}-c$に

設定した恒温器にて培地を 30分乾燥した。

次に、 接種に用いた枯草菌は、 LB 培地 (LB Broth Base (Lennox L Broth

Base), Gibco BRL Life Technologies, cat. no. 12780-052) にて一晩事前培養し

たものである。遠心分離し、適当な緩衝溶液で細菌濃度を調節した細菌懸濁液

を作成し、 培地表面中央に白金耳を用いて一点接種した。接種した細胞はプレ

$-\triangleright 1$ 枚当たり約 $10^{5}$ 個である。 接種後、 温度 35cc、湿度 90% に設定した恒

温器にて培養した。 形成されたコロニーは顕微鏡、 フラットスキャナー、 デジデ

タルカメラ等を用いて観察・データ保存する。

前節でも述べたように、DBM パターンが形成されるときは 1 $\sim$ 2資でコロニ

ー成長が終了する。 そこで、 接種から 2日後の代表的なコロニーの写真を図 1

に示した。$pH7.6$ 、 $7.5$ や 7.1などで DBM ターンが形成されるが、間の $pH7.2$

$-7.4$ では形成に失敗することが多い。また、$pH7.6$ 、 $7.5$ 付近で見られる DBM

パターンでは枝が細く、密で、 やや渦を巻いたような形であるのに対して、 $pH$

7.1付近の DBM パターンは枝がやや太く、渦を巻きにくいようである。すなわ
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図 1: 環境 $p$ と代蓑的コロニー形態。捜種 2銭後のほロニーをスキャンした画像

に同じコントラス $|\backslash$

ち、 DBM パターン生成の成否は環境 $pH$ に繊細に依存し、また生成された場合

であっても、環境 $pH$ によって枝の太さなどの DBM パターンの詳細に差異があ

ることが分かった。

DBM パダー- $\acute{}\grave{}$

/の生成率について表 1にまとめた，．り、 $pH7.6$ から

$pH$ を下げていったときのコロニーパターン形成の変化を考察する。 まず、 $pH$

7.6で 90.9%、 $pH7.5$ で 94.1% という高確率で DBM 的パターンが形成され

た、 ところが、$pH7.\prime 4$ になると急激に形成率が下がり．DBM 無形成率は 82.3%

である。 その後の $pH7.$ 、

$7$ . では DBM 形成率がやや回復し、部分的 DBM

形成率が 40% を超えている。 そして $pH7.1$ にもなると再び 90.9% という高

確率で DBM パターンが生成された

このように、わずかな環境 $pH$ の変化が DBM パターン形成率に強く影響を及

ぼしていることが分かった。 また、 $pH$ 減少に対して、 DBM バターン形成率は

下降した後再び上昇しており、環境 $pH$ の影響は単調ではないことが明らかにな

った。

25



表 1: DBM バターン生成率の環境 $pH$ 依存性。 ここで、「完成 DBMJとは培地表面

全体を枝が埋め尽くした状態をいう。「部分的 $DBM$」 は、 完成 DBM ではないが、枝が

1本でも培地の端に到達したものをいう
$\cup$
「無形成」は完成 DBM でも部分的 DBM でも

ないものを意味する。

5. まとめと今後

DBM的コロニーパターン形成と環境 $pH$ の関係はこれまで調べられていなか

つたが、本研究により繊細で非単調な相関が明らかになってきた。しかし
$\grave{}$ DBM

パターンの形成の成否がはっきりしない再現性の微妙な条件、例えば形成率

50% 付近などではどういったことが起きているのであろうか。 これに関しては、

細菌の活動、特にコロニー展開初期の細胞活動が揺らぎ、周囲微小環境に与え

る影響が変動していることが鍵であると考えている。 実際、 周囲微小環境に与

える影響を最小限にする工夫をした最近の実験では、DBM 生成の成否がはっき

りした再現性の良い結果が得られている。 今後は、 わずかな環境条件の差で

DBM 生成の成否がなぜ異なってくるのか、集団戦略的意図とメカニズムについ

て明らかにしていく予定である。
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