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第 I章 序 論

1900年初頭にはじまる海洋微生物の研究は，当初は土壌微生物学の模

倣の枠を出るものではなかったが，近年，海洋志向の研究者の増加に加え，

微生物研究のための機器の発達などにより海洋独自の多くの新しい発見が

なされるようになってきた。その中の重要なもののーっとして， Hobbi e 

et al. (1977)による蛍光顕微鏡を用いた直接検鏡法の開発があげられる。

従来，海洋環境，とりわけ溶存態有機物 (DissolvedOrganic Material. 

DOM)量がきわめて希薄な外洋低栄養海域においては，有機物が比較的豊富

な微粒子表面を持つ植物プランクトンやその他の懸濁物が主な細菌生産の

場となり，従属栄養細菌の大部分はその懸濁物に付着した付着細菌として

生存していると考えられていた (Wiebe& Pomeroy 1972)。しかしながら，

蛍光顕微鏡により，水中の細菌を比較的容易に観察することが可能になり，

外洋海域を含むほとんどの海域で，常に 1ml当り 10ticells程度の細菌が存

在し， しかもその大部分が懸濁物に付着していない浮遊細菌である事が明

らかになり (Hobbieet al. 1977. Porter & Feig 1980) ，海洋環境の微

生物群集に対する認識の変更が迫られることになった。

水圏の食物連鎖という観点からみた場合，植物プランクトンよりも体

組成中の窒素含有比が高く (Banse1974.. Fukami et al. 1981) ，栄養価

が高い細菌が，動物プランクトンにとって重要な食料となっているのでは

ないかという考え方は以前からあり (Fenchel& Harrison 1976. Fenchel 

1984) ，懸濁粒子の分解過程において付着細菌の増殖が結果的に懸濁粒子

の窒素含有比を高くし，栄養価を高めているという報告もある (Harrison

& Mann 1975. Fukami et al. 1981. 1985)。その場合も生態学上重要な

のは付着細菌であり，浮遊細菌の重要性は認識されてはいなかった。しか

し，Fenchel (1982)は体長 5-10μ m程度の従属栄養性微細鞭毛虫

(Heterotrophic nanoflagelate. HNF)が，細菌補食者，特に浮遊細菌補

食者として食物連鎖上の重要な地位を占めていることを明らかにし， i微

生物食物連鎖 (rnicrobialfood chain) Jにおける一次生産者としての浮

遊細菌の重要性が改めて評価されるようになってきた (Azamet al. 19 



83. Sicburth 1984) 0 rci]時にこれら HNFが海洋環境中に多数存在し， しか

も向い細閣補食活性を持っていることから，餌としての浮遊細菌もかなり

尚い細l羽生産活性を持っていなければならないことが示唆された (Mac-

Manus &Fuhrman 1988. 今井 1990)。また，外洋環境を含むほとんどの海

以で，従属栄養細菌の生産活性が，その水域の植物プランクトンの光合成

活性の，実に 30%以上に及んでいることも明らかになってきた (Co1 e et 

al. 1988)。
それでもなお，大多数の浮遊細菌は死滅しているか，休眠状態あるい

は飢餓状態にあって増殖はしておらず，高濃度の有機物環境(懸濁物表面

等)に偶発的に遭遇した際にのみ増殖を開始するのではないかという考え

えiは般強く残っており (Slcvenson 1978. Mor i ta 1985. 1986) ，実際の海

洋環境において従属栄養活性の主体となっているのは数閉的には少数派で

ある付む細菌であろういう品 (Marsha11 1979. Kje11eberg et al. 1987) 

の支持者は依然として後を絶たない。一方. Hodson et al. (1981) は，ろ

過法によって海水中の微小粒了を分画して，各画分について生産活性を測

定し比較することによって，海洋環境の細菌生産活性のうちかなりの部分

が 1.2μm 以下の画分，つまり浮遊細菌，によることを明らかにし，海洋

環境の従属栄養細菌活性の主体となっているのは付{f*1目的ではなく浮遊細

菌・であろうと主張している (Hodsonet a1 1981. Wangcrsky 1984)。

さらに， Griffith et al. (1990) は同様の方法を用いることによって，

沿岸域の比較的富栄養な海域では全体の 50-80%の細的生産が付着細菌に

よるものであるが，沖合い海域では浮遊細菌による細菌生産が全体の 80-

99%を占めることを報告している。その他，沈降粒チ上の細l遣とその周聞

の海水に浮遊している細菌のIUJで個々の細菌当りの細I羽生産活性にほとん

ど基がみられないということが外洋海域 (Kar1 et al. 1988)および室内

実験 (Jacobsen& Azam 1984)で観察されており，また海洋環境中の沈降

粒子の分解・可溶化にも浮遊細菌が大きく関与していること (Cho& Azam 

1988.)などから，細菌の生停戦略として f自然環境中の浮遊細菌は飢餓状

態にあり，増殖しておらず，懸濁物に付着した際にのみ増殖を開始する J

という品 (Mar s h a 11 1979) は少なくとも外洋においては否定し得るものと

思われる。さらにマイクロオートラジオグラフィー (Microautoradiogra-

phY) による知見は，海洋の DOMが浮遊細菌群集によって主に利用されてい

ることを明らかにすると同時に，顕微鏡下に観察される浮遊細趨がこれら

DOMを活発に利用していることも示している (Tabor& Neihof 1982. 

Do u g 1 a s e t a 1. 1 98 7)。
このように，海洋環境， とりわけ外洋低栄養海域では浮遊細菌が現場

細菌群集による従属栄養活性の主体者であり，一次生産者として海洋生態

学上，n要な役割を果たしていることは明らかである (Azam& Cho 1987)。
乙れらの乙とから外洋環境の生態系の研究には，浮遊制的群集の動態を正

確に把tEすることは不可欠である。

前述したように外洋海水中の行機物濃度は，溶存態打機炭素 (dis-

solved organic carbon. DOC)喧にして 0.4-0.7mgC/lときわめて低く

(Menze 1 & Ryther 1970) ， しから実際に従属栄養細幽群に利用可能な有

機物は，その 20-50%であると推定されている (Ishidaet al. 1977. 

Scrvais et al. 1987.1989)。それにもかかわらず，従来，海洋細菌の研

究に常HJされている Zose11 2216E~天培地 (Oppenhcimer & ZoBel1 1952) 

は，海洋環境の有機物濃度の数万倍というきわめて高濃度のぺプトンを含

有している。このような培地で地殖している細菌群が，純II迫相のうえでも

また従属栄養活性のうえでも外洋環境の細菌群のそれを再現しているかど

うかは以前から疑問視されてきた (Siebuth1984)。実際， この培地を用

いて外洋環境中の生菌数を計数すると，顕微鏡下に観察し，計数され得る

全細幽数の 0.1%に満たない事が多い(江口 1990)。また， ZoBe11 

2216E培地などの高栄養寒天平仮培地によって分離された海洋細菌の 16S

リボゾーム RNAから cDNAプロープを作り，自然環境の細菌群集の識別に

応用した最近の研究によると，海洋で優勢な細菌は高栄養寒天平底培地で

はいまだ峰養に成功していない事が示唆されている (Giovannoniet al. 

1990. Ward et al. 1990)。以上のような観点から，少量の有機物を加え

ただけの，あるいは新たな有機物を全く添加しない低栄養寒天平仮培地に

より海洋細薗の計数が行われ，高栄養寒天平榎培地を}甘いた場合より比較

的125い計数結果を得，分類的にも異なった細菌相を得ている (Carlucci& 

。，“
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Shimp 1914. Mallory et aJ. 1977. Yanagita et al. 1978) 0 Akagi et 

al. (1977)は惣天の代わりにゲ7J.77イハ'ー7iHーを担体とした帯地を悶製し，

様々な海域で細菌εi十数を行い，沿岸海域では高栄養培地による計数値が高

いが外洋海域では低栄建培地(約16mgC/I)による計数値のみが高いことを

示した。

Ishida & Kadota (1979)は，低栄養な湖水中の有機物濃度に比較的近

い濃度の有機物のみ含有する低栄養液体培地 (ST104培地，約O.2mgC/I) 

を用い， これにトレーサーとして14C_有機化合物を添加し，細i者細胞内へ

の14C_有機化合物の同化によって細菌の増殖を確認し，最確数制(MPN他)

によって細l岩を計数する方法 C4 C-MPN法)を考案した。湖水域 (Ishida
et al. 1980)および外洋海域 (Ishidaet al. 1986)においてこの刀法を

用いて細l羽目十数を試みた結果，得られた生菌数は，高栄養窓天手阪培地や

高栄養液体培地はもとより，低栄養寒天平板培地によって f~ られた {1ft より

1.......2桁高く，その大部分は高栄養培地には増殖できない細捕であった。そ

の傾向は低栄養環境に生息する細菌群に顕著であった。

この14C-MPN法では，高栄養培地と低栄養培地を併用することで全低栄

養細菌を高栄益紬崎 (eutroph)，通性低栄養細菌 (facultativc01 igo-

t roph) ，偏性低栄養細菌 (obligateoligolrOph)の 3群の細菌に分けて

計数することが司能である。沿岸域などの富栄養海域では高栄養細幽'と通

性低栄養細闘が優勢であり，外洋などの低栄養海域では偏性低栄養細菌が

優勢であることが明らかになっている (Ishidaet al. 1986. Eguchi & 
Jshida 1990)。とりわけ，南極海域の海水中の付許細菌は高栄養沼地で増

殖可能な細菌 (I~栄建細菌と通性低栄養細菌)の割合が高かったのにあj し，

浮遊細闘では偏性低栄建細菌が大部分であったという計数結果 (江[J 

1990)は，外洋海域の浮遊細菌を検出するうえで低栄養液体培地が最もイi

効であることを示している。特に偏性低栄養細菌は，たとえろ過海水のみ

の寒天平仮培地を使用したとしても増殖せず， このことは寒天、IZ仮培地

〈低栄養培地であっても)では外洋で優占している偏性低栄養細l潤群をと

らえることはほとんど不可能であることを意味している。

これまでにも想天平仮による低栄養培地を用いて分離された低栄養細

薗分離株に|民jする研究はいくつかなされており，この細菌が有機物を添加

しないろ過海水qlで良好な増殖を示すことなどが報告されているが，いず

れも想天あるいはフィルター上にコロニーを形成する細硝 (Akagicl al. 

1980a. b. Carlucci ct al. 1986. 1987)で，外洋環境では優占純と認め

られないもの (IshidaCl al. 1986. Eguchi是 Ishida1990. iJ.U 1990) 

である。また，泊:λ; 、r~板培地上で増殖する低栄養細菌であっても. ~I: PU的

な側面まで研究されたものはいまだみられない。分離に使われる寒天平板

培地の~ノミには，数 1・ mgC/1限度のアミノ酸(ニンヒドリン陽性物質)が含

まれること，あるいは，凶体表面という物理的環境が液相で恨息している

多く海洋細 I~l.特に浮遊細 i岩の増殖には不適当なのではないかということ

などから，タト汀・において催勢な細菌をこの寒天培地によってJ十数・分離す

ることには強い疑問が践されている。

以上のJ，I.¥をふまえ，ノド研究は外洋海水中の細菌群集の生即的特性を，

海洋での現場尖験，および低栄養細薗の純粋分離株を用いた室内実験によ

って訓べ. ');・際に泌;y環境で細菌群集(主に浮遊細菌)が低栄建環境にど

のように適応し，どのような生理的な状態を保ちながら生存しているかを

身察したものである。第 1_CJ:の緒言に続き，第 B章では，太平洋の外洋低

栄養海域と比較的日栄養な熱帯サンゴ礁域という有機物濃度環境の異なる

2つの海域の細泊群先について高分子合成能を調べ，比較検討した。第田

草では，低栄養i伎体培地 (STI04培地)を用いて分離した通性低栄養細的

および{同性低栄長紺11湖の名分離歯株を用い，その増殖特性や生町的特性を

調べるととらに，いくつかの実験を通して低栄養環境での低栄養細菌の適

応戦時をJ5察した。知rvなでは，立の海洋低栄養細菌(偏性低栄養細菌)

の研究をおこなう際に技術的に故も困難であるとともに屯要な問題である

「偏性低栄養細i拘の占有機物濃度培地で・の増殖能力の欠落Jという現象に

ついて，新たに得 られたいくつかの知見をもとに考察を試みた。

由 4- ，、dv



第 II;;L 外洋海属とサンゴ礁海頃の細菌群集によるタンパク質および

DNA合成活性の比較

う巽なる海峡の細幽群集聞の生理的特性の差異を明確にし，さらには得ら

れた結果をもとに低栄養環境の細菌群集の適応機構の一部を明らかにする

ことができるかもしれない。

本市では，ロイシン法とテミジン法を併用して低栄養海域である熱帯

外洋域の細菌群突の DNA合成速度およびタンパク質合成速度を測定し，細

菌細胞内のお分子作成活性を調べ，比較的富栄養な環境であるポナベ島近

海サンゴ礁以および外洋水との交換が起こっているマジエロ環礁域の細幽

群集のそれと比較した。

結言

海洋環境における従属栄養細薗群集の現存霊や存在状態に関する研究

が進むにつれて，現助の細菌生産活性をより正確に把如しようとする傾向

が強くなり， FDcrt (l(t接検鏡で観察される細菌の中で分裂途中の細l請を計

数して，全細l剥数との比中から増殖速度を計算する}j法〉や， CO ， S04な

どの同化述!立から生産i卓皮を見積る方法などの種々の方法が1m党されてき

fこ (Hagslrむmcl al. 1979. Overbeck 1979. Jordan & Likens 1980. 

Riemann & Sondcrgaard 1984)。特に，細菌の DNA合成のIvi~物質である
チミジンをトレーサーとして用い DNA合成活性や細菌生産活性を見蹴るチ

ミジン法 (Fuhrman& Azam 1980)はその簡便さ，理論的根拠句町j磁:さか占

多くの研究者によって椋々な海域で応用されてきた (Roscnbcrgcl al. 

1990. Rieman & Sondergaard 1984. Hagslrom et al. 1988)。しかし，こ

のチミジン法は DNA合成速度か他の細胞構成成分および生産速度と[[ij制し

ていることが前提となっていることから，チミジンの DNA[f!Ji分への同化述

度から細的生産活性を見積るための変換係数 (Conversionfactor)が，現

場細菌群集の組成や，生理的な状態に左右されているのではないかという

ことが問題点として指摘されている (Davis1989)。まして，外汗低栄建

海域では，大部分の従以栄養細菌が低栄養細菌であり，なかでも尚有機物

濃度培地で増捕することができない偏性低栄養細菌が優勢であることから

(Ishida et al. 1986. Eguchi & Ishida 1990) ，沿rf-J止の比較的73栄設
な環境の制l酒群集とは細薗相のうえからも個々の細菌の生理的な特性のl固

からも異なっていることは十分に考えられる。

ロイシンをトレーサーとして蛋白質合成活性を測定し，細l拘生産活性

を見積るロイシン法 (Kirchmanet al. 1985. 1986b. c)もチミジン法と

同械の問題点を持っているが，チミジン法とロイシン法を併用して拘作の

細菌群集の動態の解析をdみることによって低栄養海城と富栄長海域とい

実験}j法

海水採取地点およ び銀成Jj法

採水は東京大学海洋研究所所属の研究調査船白鳳丸による南太平洋研

究調査(K Iト88-1)においておこなわれた。採水地点を Fig.2-1に示す。

Stn.28はマジ z ロ環礁の湾[.J部から約 12km離れた地点で，水深は 1860m

であった。 Stn.MAはマジエロ環礁を構成する島に最も近いサンゴ礁域であ

った。採水は 1988年 3月5日 16:00および 6日 11: 00と 15:00の 3回に分

けて行われ，それぞれ Sl n s. MA 1. MA 2および MA3とした。 MA1および MA3は

引潮時であり， MA2は品ち潮時であった。 Stns.MB.MC. MDおよび MEの採

水は 3月7日 14:40から 14:50の聞に行われた。ポナペ島の各採水地点は本

島の周倒約 5kmに広がるサンゴ礁域で 3月14日 (Stn.Al)と 3月15日(そ

れ以外の全採ノド地点)の引潮時に行われた。表層水は，減歯した 500mlな

いし 11容がラスピン(SCHOTT社ないし WHATMAN社製)を用いて水深約

0.5m荊から採水した。外洋の各深度の採水は，ロゼットマルチサンプラー

(NISKIN社製)によって行った。これらの試水は 50Cで貯蔵し， 3時間以内

に実験に供した。

熔存態有.~~ (DOC)祉の測定

各試/}<の DOCf置を測定するため，燃焼処理 (4500C，1. 5時間〉によっ

てあらかじめ混花した有機物を除去したガラスフィルター GF/F(WHAT田

F
D
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MAN社)で科ぷ/1<をろ過し，ろ波を塩酸処理したポリエチレンボトルに入れ，

-20.Cで保存した。後日，減給戸式水を温水中で解凍し，試水 10mIに対して

1ml加えて般性化した後， CO:::を除去した空気を通気して試

ノ'1<rj rの無機態炭素を取り除き， TOC測定器 (TOC-500. SIIIMADZU)で測定し

O. 1N-1I S04を

た。

'
z
a
e
w
 

制

各採/1<地点の細菌群集による

冷トリクロロ酢酸 (trichloroaccticacid. 

(methyl-II-Thymidine. 

速度 (Td R[tN><) と， 熱 TCωAイポに熔l州曲尚l分への

-寸sha川ar川n心〉の{伺(5J司化速度 (μLeulれI tο) を求めた。外洋海水は

域の海ノ氷kは 1刊Om川lを試験管に分t注十し，

れ鼠終1興{立が 5nMになるように別々に加え，

あらかじめ氷上で冷やしておいた

31トチミジンと3Hーロイシンの悶化速度

DNA合成速度とタンパク質合成速度を測

。

TCA)不溶画分

の同化

定するために，

IIーチミジン

現場の水温で 1--3時間培養

10% TCA水溶液をよ式水と同盟加え

Hーチミジンを加えた試水は速やかに氷上で 5分間抽出

11ーロイシンを加えた試/1<はタンパク質画分以外のI:五分子を取り除

80.Cの熱水中で 1時間放置した。それぞれのイミ溶副分を 0.2μm

の孔径のニトロセルロースメンプレンフィルター (ADVANTECH社)上にろ過

捕集し， 5%の冷 TCA水熔液で数凶洗浄した後， ガラスパイアルにいれ，液

体シンチレーター (AQUASOL D. NEN)を加え，それぞれの放射能活性を液

細菌生産活

Amer 

サンゴ礁海

H-ロイシンをそれぞ

5 6C i/mmo 1. 

( 120Ci/mmol. 

I CN) 

20mlを，

H-テミジンと

TdR. への

ω
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海水で数回洗浄した後，問機に放射能活性を測定した。それぞれの実験に

ついて，五E終濃度で 4%のホルマリンを加えた試水を空試験とし， ZE試験
2本立て.よ式7}<3;本立てで行った。

全細菌および低栄養細菌の計散

全細閣の;十数は DNA結合蛍光色素DAPI(4.6-diamidino-2-phenyl-in 

dol e)染色による L{i俊検鋭法でおこなった (Porter& Feig 1980)。ぷノk

は中性ホルマリンで同定(最終濃度 4%) した後， DAP 1を蚊終濃度 O.5 

μg/mlになるように添加し，暗所で 5........10分間静置した。あらかじめスタ.

ンブラックで染色し，ろ過蒸留水 (0.2μm)でよく洗浄しておいた O.2 

μmヌクレオポアフィルター上に，上記 DAPI処理した迎叶引のd水を 1........ 

3ml捕集し，すみやかに無蛍光イマージョンオイル (NIKON社)でスライド

グラス 1:に封入した。凋製した試料は落射蛍光顕微鏡 (OPT1 PIIOT-EFD. 

NIKON社〉で検鋭し，紫外線励起で青く光る頼粒のうち細i岩憾の形状のもの

を計数した。

低栄養細菌計数用培地は以下の手I1踊で調製しれ。まず熟成海水(Aged 

Sea Water. ASW) 1 I Iこトリプティケース (BBL)0.5gおよひ両手付エキス

(Difco) 0.05gを添加したものを高濃度有機物培地 (STIO・1 府地〉とし，

この培地に寒天を1.2%添加したものを ST10・1寒天培地とした。 ASW(江

口 1990)は，外洋海水をガラスフィルター (GF/Cか GF/F. Whatman社〉

でろ過して動植物プランクトンを除去した後，海水でト分に洗浄したカラ

ス製ボトルまたは濃塩酸で処理したポリタンク iこ入れ，暗所に 3か)J以上

保存したものである。 ASWは培地を調整する直前に，蒸留水でよく洗η，した

0.2μmニトロセルロースメンフレンフィルター (MILLIPORE社かADVANTECIl

社製〉でろ過して使則した。七J己の STI0・1培地をろ過 ASWで 1000f告にお

釈したものを，低濃度有機物培地 (ST10-4培地)とした。それぞれの明地

をスクリューキャップぷ験管 (13x 130mm. PYREX)に 4mlづっ分沌し，

121
0

C，15分間オートクレーブにより滅菌した。なお実験に用いたガラス製

器具は，すべて 4500Cで1.5時間燃焼し内面に付者した有機物の混入をで

きる限りなくし，スクリューキャップも超純水で 2田煮沸して洗浄した。

-10-

最確数 (MostProbable Number. MPN)法の手li闘は以ドのji!!りである

採取した計数JHGIt /1<は冷厳保存し. 3時間以内に実験に供した。オートクレ

ーブしたろ過 ASWをmいて試水を!順次 10倍希釈し，原液を含む 5段階の各
希釈j夜を 0.1mlづっ各 5ノド立ての STIO・d培地に接種した(一次f主将)。ま

た各希釈段階についてホルマリン(最終濃度 4%)で国定したぷ料を[nJ憾

に接穂し， これを守;.ut験とした。 4週間，現場水温，暗所で静罰培養を行っ

た後，ぷ料の一部(1 m 1)をl:ocの DAPI直接検鏡法によって計数し，空試
験11ti 3倍以上のu十数怖を~!~たものを「増殖あり」と判定した。また. oAH 

の 部(O. 1 m 1)はST10 I培地に二次接種し，二週間培養後.m舶の有無を
肉眼で嵐jりのイi無によって判定した。

以上の悌作から，それぞれ増殖の見られた試験管の本数をお釈段|情ご

とに求め， Taylorの点 (Taylor1962)から MPN計数値を求めた。 ST10 4 

培地へのー次接持によって得られた MPN値は，低濃度有機物培地で用組可

能な細菌群を，;1数したものであり，通性低栄養細菌 (Facultative

01 i gotroph. FO) と{向性低栄建細菌 (Obligateoligotroph. 00)を合dし

た全低栄養細的 (Total01 igotroph. TO)計数値であるとした。 ST10 I培

地への二次接椅で，地殖か確認された細菌群は高低両培地で増地可能な細

菌群であるため通性低栄養細菌計数値とし，全低栄養細菌。十数値から通性

低栄養細菌汁数怖を&:し引いた値を偏性低栄養細菌計数値とした。

結束

各採水地点の DOC盟， クロロフィル a霊，全細菌数，および MPN法に

よる低栄養細l拘計数値を Table2-11こ示した。 Stn. 28を含む外洋ノドの DOC

量はおおむね 1........2mgC/lで，マジェロ環礁の各採水地点のうち湾U部の

Stns. MDと MEではそれぞれ 0.82，o. 64mgC/lと外洋水とほぼ間程度の低い
値であったo 対照的にマジェロ環礁内の湾奥部 (Stns.MBと MC)およびサ

ンゴ礁域 (Stn.MA)の DOCfilは 2mgC/1以上であり，ポナペ島のサンゴ礁

(据礁〉域のそれと向織に高かった。ポナペ島の採水地点は全体的にかな

り DOC畳が高く(> 2mgC/L) ，同時にクロロフィル a量も高いことから，

時 11-



この水域ではー次生産が盛んに行われていると1ftifllJされた。マジゴロ環礁

やホナペ島のサンゴ礁域の全細的数も外洋海域のそれらに比べて向い傾向

があった。

Table 2-1 ~Iclerial profiles， chlorophyll-a conlenls 町吋 欧文∞nl~nls in 
pelagic wnt('r， Hnjcro atoll and Ponar噌 watcr. 1'0: munber of toll¥l 01 igolroph. 
FO: numh<、r of fl¥cultl¥live oligOlroph. ∞パひ:1100 I1・''0/'1'0))x 100. [);¥PI・閃:
lotal bactPT・inlnumber counlcd by di問 ctcount with DAPI stain. Chl.1¥ r.('fcr何1

lo "Pn-l imi nl¥r")'阪、portof Thc Ill¥kuho ~11\t引 Cruis(' 1¥11・88-1

Station Ocplh τ'0 FO αD/1'O D川、I-OC 以x: Chl.n 
(/m.l ) l/lIU ) (X) (/ml) (11ぼC/l)(u耳11)

Pclagic wl¥tl'r 
2.3 x 103 2.3 x 102 8.3 x 105 Stn.28 Orn 90.0 0.86 O.OG 

10rn 1. 7 x 103 1.3 x 103 23.5 1.3 x 106 1.71 O.OG 

20m 3.3 x 102 2.3 x 10 93.0 8.6 x 10
5 1.3.1 0.05 

30m 1.3 x 103 2.3 x 102 82.3 r..2 x 10:l 1.3G 0.0!i 
50m 4.6 x 102 2.3 x 10 95.0 8.:1 x 10

5 1.2.1 0.0日

Sln.23 Om 1.3 x 103 1.7χ102 86.9 8..1 x 10
5 1.02 

Stn.25 伽n 7.9 x 102 1.3 x 102 83.5 8.1 x 10
5 0.9G 

!-!ajero 
4.9 x 103 2.3 x 103 9.5 :< 105 HAI Om 53.1 2.16 

HA2 Om l. 7 x 104 1.3ヌ 104 23.5 1.4 x 10
6 2.25 

MA3 Om 2.3 x 103 2.3 x 103 0.0 9.7 x 10
5 2.15 

ト他 Om 4.9 x 103 -1.9 x 103 0.0 t. 2 x 10
G 2.09 

~Kご 伽n 1.7叉 104 7.0 x 103 58.8 1. 1 x 106 2.011 

MI) Om 2.3 x 103 7.9 .x 102 G5.7 8.0 x 105 0.112 

トfE α司 7.9 x 103 1.3 .x 103 83.5 1.0 x 106 0.6-1 

Ponapc 

2.2λ103 1.1 x 106 PAI Om 1. 2 x 104 81.7 I.GG 

PA2 Om 7.9 x 103 3.3 x 103 58.2 7.8 x 105 1. 95 

PO Om 2.3 x 103 1.7 x 103 26.1 8.8 x 10
5 2.7.1 0.10 

rc Om 7.ox102 .1.6 x 102 3.1.3 1.0 x 10
6 1.% o.n 

PD Om .1. 9 x 103 I.!l x 103 0.0 I.G x 10
6 2.17 O.:I!l 

PE Om 2.2 x 103 1.7 .'¥ 103 22.7 1.1 x 106 2.0.1 0.27 

l>r 命n 4.6 x 103 1.8、103 60.9 1.3 x 10G 4.2G 0.57 
I司3 αn 1.4 x 104 1.1 x 103 92.1 1.1叉 10

6 4.65 0.06 

外洋海域では全低栄養細 r~llr数 {l自らポナペ j;3 やマジェロ開閉:のそれと

比較して低かった (0.3--2.3XI0'/ml)が， ST10 t寒天培地をmいた塗抹
平板培養法によるd数値に比べると 1桁ほど尚い純であった。外汁域では

Stn.28の 10m耐をのぞいて，外洋の各試水の全低栄養細菌に市める偏性

低栄養細菌の別合は高く， 80%以上であったのに対し，マジェロおよびポ

ナペ島の各採水地点の低栄養細i岩群集の中では通性低栄養細的が俊持であ

っfこ(Tab1e 2・1)。

ー12-

DEPTH 

BP 
(104cells / mトh

DOC 

(mg C / 1) 

2 4 6 0 1 2 3 

。
。
。
。

。

Fig. 2-2 Vertical profile of bacterial productions (BP) 

and dissolved organic carbon (1X)C) contents at Stn.28. 

チミジン法によって見積もられた各地点、の細l岩生産活性および DOC虫

をドig. 2-2と Fig.2-3に示した。外洋の誠水とマジエロ環礁の湾口部のd

Jj(の細 l満生産活性はが~ 5. 0 x 10 ce 11 s/m l/hであった。一方，サンゴ割引或で

は全体的に細菌j_t:fIT活性は高く，ポナベ島の裾礁域では鼠も低い外紙部の

Stn. PAlで 9.3x 10'cclls/ml/hであり，烏に最も近い地点 (Stn.PG)で故

尚であ った (2.6x 10"cells/ml/h)。全体的にみて DOC量と細菌生産活性

のIItJには正の相関関係が見られた (r=0.67) (Fig.2-4)。各採水地点の

チミジンの DNA両分への同化速度 (TdR..h..)を横軸に， ロイシンのタンパ

ク ~111hi分への同化述皮(Leup・I t)を縦軸にプロットしたところ

(ドig.2-5)，ポナペ.Uの試水のような比較的 DOC1tl:がl:3く，細l酒生産活性

がf:3いところでは， TdR[Lr州と Leu，r tの値の聞に正の相関がみ られたが，

-13-



TdRoN白が低く細菌生産活性が低い外洋海水などの試水では， TdR[IN"が減少

tはほぼ一定の値に保たれており，明確な正の相関関係は認

その結果， DNA合成速度とタンパク質合成速度の聞に正

の相関がみ られる範囲では， Leurマ t: TdRr，i'"が1.4-8.5:1であるのに対
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PG 

Fig. 2-3b Profiles of bacterial productions (BP) and 

dissolved organic carbon (~児) contents in Ponape. The 

location of each sampling points was shown on Fig.l. PA1 
and PA2 samples were collected on March 14 and 15， 1988 at 
Stn.PA respectively. 
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PF PE PD PC 

STATION 

PB PA2 

PONAPE 

PA1 

。

B. 
Fig. 2-3a Profiles of bacterial productions (BP) and 

dissolved orぢaniccarbon (民文)contents in Majero atoll. 

The location of each sampling points was shown on Fig.1. 

MA2 and MA3 samples were collected at 11: 40 (ebbing) and 

15:00 (flowing) respectively on March 5， 1988 at Stn.MA. 
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S tn. 28とマジ z ロ環礁内の各試水について，

へのロイシンのl[lj化速度(Lcu.日。
Tの割合を Fi g. 2サに示した。st n. 28の 20m，30mと 50m自とマ

ジエロ環礁の湾口部 (Stn.ME)の試水では， DOChlおよひチミジンの|斗化

述j支がマジエロ瑚般の内部海域のそれと比較して低かったにも関わらず，

(ドig.2-6A)。 この結果，このような水域の細i省s'FU1が，

i卓やかにタンパク質に同化したロイシンの割合(Lcur.rバ Leua唱)は，取

42.5.......68.6%であった (Fig.2-6b)。その他の外洋海

TdRI'N..と細菌細胞内(全

Lcu，，~， ，こ対およびの関係，細胞成分)

が向かった

59.4%と低かった

り込んだロイシンの

LCUI' r" l /" Leu.j，."，が 34.3%から

Leu する

Leu3. 

ほの採水地点でも

(Fig.2-7)。
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A考察

lshida et al. (1986)やEguchi& lshida (1990)は東シナ海，商

太平洋，黒潮海域などの外洋海域では低栄養細菌，とりわけ偏性低栄養細

菌か優勢であるが，沿岸および内湾の富栄養海域では高栄養細菌や通性低

栄養細菌が優勢であることを報告している。本研究においても，外洋海水

中の DOC霊は平均1.lmgC/l. 全細菌数 (DAPトDC)は 8.7 x 10ちcells 

/mlであり，植物プランクトン由来のクロロフィル a量も低く. Stn.28の
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10m脳をのぞく外洋の試水ではほとんど (>82.3%)が偏性低栄養細菌であ

った。 .Jj，マジエロ環礁内部海域およびポナベ島沿岸裾礁域では， DOC 

置や全納附計数値は外洋海域のそれと較べて高く，低栄養細菌の中の通性

低栄養細l調の占める割合が高かった。これらの結果は， ポナペ島およびマ

ジェロ島のサンゴ礁海域がu;栄養海域であり，外洋域が典型的な低栄養海

域であることを示している。

このような対照的な樺域において，細菌群集の DNA問分へのチミジン

同化速度を求め. Fuhrman & Azam (1982)によって，理論的に導き出され

た，変換式から細菌生産速度を算出したと乙ろ，外洋海域の試水では

1.4X10 cells/ml/h (Stn.28の 50m層)から 9.4x 10 'cells/ml/h 

(Stn.28の 10m層)で，その平均値は 5.2x 10?cells/ml/hであった。 一方，

ポナペ臼の裾礁域では. 9. 3 x 1 0 'c e 1 1 s / m 1 /h (S t n. P A 1 )から 2.6x10モ

cells/ml/h (Stn.PG)で，平均値はl.OX10<'cells/ml/hであり，外洋海域

のそれと比較して 1桁から 2桁ほと高かった。マジェロ環礁域では，湾口

部 (Stns.MDと ME)の DOC量と細菌生産速度は外洋のそれの値に近く，湾

口部から内側の地点 (Stns.MA. MBと MC)にかけて DOC母が高くなるに従

って，細薗生産速度も増加してい った。 マジ品ロ環礁の内部海域の水深は

平均 30mであり，かなり大型の船が最深部の港に入港する。その特殊な地

形により，潮の干満にともなって外洋海水が環礁内のかなり最奥部まで進

入するため，環礁内部水域，特に湾口部では外洋海水の影響を強く受けて

いるのではないかと恩われる。この海媛でみられた細薗生産速度および

DOCf置の結果は， このようなマジェロ環礁独特の地形的な要因によって説明

され得る。それに対してポナペ品は、島の周囲数キロメートルのところま

で満潮時であっても水深がせいぜい数メートルにしかならない裾礁域が広

がっており，外洋海水が裾礁域の内部深くまで進入することは困難である

と思われる。さらに島の海岸に近い地点では島からの陸水の流入による影

響が大きく，その結果ポナペ島の裾礁域の試水はマジエロ環礁内水域のそ

れと比較してより富栄養な環境であると考えられる。

械々な海域の細菌生産速度がチミジン法やその他の方法を用いて求め

られ，その時の植物プランクトンによる一次生産量との関係について論じ
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られており， Co I e e t a 1. (1 988 )は過去に各地で行われた実験のデータを

解析し，細菌の生産活性と一次生産活性との間に正の相闘があることをは

出した。また， Kirchaan et a1. (1986a)は現場の溶存態有機物 (DOM)fi't 

の変動かより LO接的に細菌生産活刊を制御していると述べている。今戸]の

実験でも DOCfitと DNA合成活性との聞には止の相関が比られた (r 0.67， 

p<O.OI)。しかし， DO C/Jtが沿岸j!J1:よりも低い外洋海峡 (Stn. 28)では，

細 l担 Bf~長による DNA合成活性が低いにも関わらず，熱 TCA不治 Idll分へのロ

イシンの同化活性，つまりタンバク質の合成活性が比較的高い納で維持さ

れていた。このことは， Kirchmanらが沿岸域の細菌群集で観察しているよ

うな DNA合成とタンバク質合成の間の向調性 (Kirchman et al. 1986c. 

Chin Lco & Kirchman 1988. Kirchman et al. 1989)か，外作の低栄養海

域の細曲群集({，同性低栄養細菌が保持である〉については見られないとい

うことを怠昧している。この DNA合成活性とタンパク質合成活性の問の11，

問調札の原因としては，以下に述べるいくつかの理由か~えられる。

① 実験中にトレーサーとして加えた微量の行機物〈チミジンやロイシン)

によって外洋海水の細l指群集の増殖述度が変わり， -Il~的に íunbalanccd

growth の状態になった。 ② 外洋海水ではほとんとの細的が飢餓状態

にあり，増殖能力は失っているものの，有機物を代謝する能力は保持して

いる。 ③ 外洋海水では，実際は DNA合成を行っているものの環境中の

チミジンを取り込めないために見かけ上 D~A合成が起こっていないように

みえる・群の細l迎が優占している。 ④ 外洋の細 l~jlJ~m は活発に代謝し，

増殖しているものの，低栄養環境に適応した結果として，沿岸城の細菌昨

集とは高分子生合成機備や有機物の取り込み機構なとの面で異なった生町!

学的特性を持っている。

まず①の吋能性について考える。一般に細菌がバランスの取れた増硝

を行っているときには，細菌細胞を構成する符々の高分 F化合物は細菌の

増荊述皮に向調した速度で生合成されている。しかし，細躍を取り巻く J，~J

囲の環境要因の変化にともない，細菌がその増殖速度を変化させる時，

時的に細胞内の尚分子合成活性の聞の同調性が失われることがある。この

時の細l通細胞の状態を runba lanccd growth J という (Kirchmanct a1. 
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a 
198~ Chin-Leo & Kirchiman 1988)。しかし，細閣がこのような状態にい
たるためには，細1舗の噌殖速度の変化を引き起こすような環境変化， j9tJえ

ば有機物濃度の変化，が生じなければならない。今回の実験の場合.高分

子合成活仰を調べるためにトレーサーとして， ~ 11 -ロイシンを最終濃度

5nMの濃度になるように添加した。一般に外洋海;J<中には数nMから数卜nMの

熔存態のロイシンか存在していると報告されており (Lee島 sada1975. 

Eguch i島 Ishida1990) ， 5nM粍度のロイシンの添加は細閣をとりまく有機

物環境にそれほど大きな変化を号えたとは考えられない。その他にも，

30mmφ のぷ験管を反応容器として実験1;用いたことによるボトル効果

(Van Es & Meyer-Rcil 1982)等の影響も考えられるが，サンゴ礁域の富

栄養海域のぷ水についても同じ方法で行われたにも関わらず， DNA合成と

タンパク質合成との|剖には向調性が見込れたことから， このような実験系

の問題が制的群集に哨殖速度の変化を引き起こすだけの要凶になっている

とは考えにくい。

②と Gの可能性を検討する際には，実際に現場環境の細菌の中で，ど

の程度の訓合の細l剥が， チミジンあるいはロイシンを取り込み，同化する

ことができるかを考える必要がある。マイクロオートラジオグラフィーの

手法は， 欣射性向{{LJe素の比活性が法質によって異なる J r細菌の従属

栄建活性の強弱によってはある細菌群についてはj~値以下になる可能性が

ある。 写いくつかの問題点を内在しているが，現場環境に存在している

側々の細偵の従属栄養活性を LI].接観察できる点で非常に有効である。この

T法を用いた実験例によると，沿岸海域では顕微鏡 FIこ観察されうる細菌

のうち 10-50%の細崎にチミジンの同化活性が見られ，アミノ酸を利用す

る細菌もほぼ同じ割合で検出された (Fuhrman& Azam 1982. Tabor & 

Nci hof 1982)。 それに対して， Nova Scotia仲合い海域での実験では

( Dou g 1 a s e l a 1. 1987) ，チミジン同化活性を持つ細菌数に比べてグルタ

ミン同化活性を持つ細t1i数が数倍高い傾向がみられている。この報告は外

洋の低栄養海域では，沿岸の富栄養海減と異なり，グルタミン酸を同化す

るがチミジンの同化活性を示さない，または示せない状態の細菌群が多数

{j在している可能性を示唆するものである。
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さらに，培養尖験において，純粋分離した海洋細菌を長期間ま ったく

有機基質を添加しない無機培地中で飢餓状態においた場合，治:天、F.板上で

増殖し得る細菌数(生菌数)の減少が著しいのに比べて，呼吸活性を持つ

細菌数の減少はそれほとでもないという報告がある (Amyet al. 1983. 

Kurath & Morita 1983.吉永田 一3 参照)。これらは，自然環境中でも

多くの細菌が，飢餓にさらされることによって細胞内での代謝活性を保持

するものの地殖能力を消失した状態になっている可能性(②の可能性)を

示唆するものである。しかし，これまで行われてきた飢餓実験は用いられ

てきた細菌分雌株が通常の寒天培地で分離可能な富栄養細i通が主体であり，

このような富栄養細菌は外洋低栄養海域ではきわめて少数であること

(Ishida et al. 1986. Eguchi & Ishida 1990) ，飢餓条件が実際には考

えられないほど高い細薗密度であることなどの理由により，そのまま現場

環境の現象の解析に応用することは危険であると思われる。そのうえ，最

近，自然環境中で多くの細菌がまったく増殖しない飢餓状態にあるとは考

えられないという怠見 (Azam& Cho 1987)や，外洋環境中でも子怨以上に

活発な細菌生産活性か行われているのではないかという報告もある

(Hagstrom el al. 1988)。これらの点を考慮すると②の吋能性はきわ

めて低いものと判断できょう。

③の可能性について考えてみると，これまでにテミジンを DNA合成の

基質として利用しないいくつかの細菌分離株が報告されている(Ramsey 

1974. Johnstone & James 1989. Jeffrey & Paul 1990)。また， Novi-

tsky (1983)はマイクロオートラジオグラフィーによる顕微鏡観察に際し

て，現場環境の試水で形態観察では分裂途中であると恩われるにもかかわ

らず細胞外の'H骨チミジンを同化していない細菌を観察したと報告してい

る。 Davis(1989)は湧昇域 (upwelling)と下降域 (downwelling)という

異なった環境から分離 したいくつかの細菌株について，閉じように地荊し

ているにもかかわらずチミジンの利用能に差異が存在することを報告して

いる。つまり，外洋低栄養海域と沿岸海域とでは細菌群集組成が異なり，

前者では環境中のチミジンを取り込めないためにくおそらく thymidine

kinaseを欠いているため)， DNA合成に利用することのできない細菌が優

勢である叶能性が高く，③の可能性をまったく消去することはできないで

あろう。これをより確かなものにするために，外洋低栄養海域で優勢な偏

性低栄養細菌のチミジン利用能を検討することは，有意義であると思われ

る。

Hirsh el al. (1979)は，彼の総説において，非常に低い濃度域で有

機物濃度が変動する環境に最も適応した 「理想の低栄養細薗」が持って い

ると思われる生理的，形態的特性として， r基質親和性の高い取り込み系
は低栄養細菌がごく微毘の有機革質の存在を速やかに察知し，効帯よく細

胞内に取り込むために有効であるJ， r利用できる有機物が限られた環境

下では獲得したエネルギーを細胞分裂に費やすよりも細胞の維持，滋賀取

り込み系の維持や貯戯物質の合成などに用いる方が長期生残するためには

宥利である。 Jなどをあげている。その後，多くの研究者が海水から分離

した細菌を用いて，低栄養環境の細菌は基質親和性の高い取り込み系を持

ち，低栄養環境ドでこの取り込み系を有効に機能させることを実証した

(Akagi 1980a. Davis & Robb 1985. Ishida et a1. 1982. Albertson et 
a1. 1990a， Marden et al. 1987)。本研究においても P細菌生産活性が低

い外洋海域の細的群集は， 5nMという低濃度のロイシンの取り込み活性に関

してはサンゴ礁域の細菌群集のそれよりもむしろ高いj という結果が得ら

れており，低栄養海域の細菌群集が環境中の希薄な有機基質を効果的に利

用していることは明らかである。さらに，細菌生産活性が盛んなサンゴ礁

域の細菌群集は取り込んだロイシンを速やかにタンパク質画分に同化する

ため，取り込まれたロイシンはほぼ 100%タンパク質画分に同化されてい

るのに対し，外洋海域の細薗群集では， ロイシン取り込み活性がタンパク

質合成活性よりも布いため，場合によっては取り込まれたロイシンの 50%

がタンパク質画分へ同化されずに，細胞内に"ロイシンプール"として存

在していることがわかった。

以上の結果から， Hirsh et al. (1979)の仮説を参考にして④の司

能性と関連した次のモデルを考えた (Fig.2-8)。沿岸域など富栄養海域の

細菌群集では，法質の取り込み速度，細胞内の種々の高分子化合物〈タン

パク質， DNAなど)合成速度，および増殖(分裂)速度の 3者が同調して
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おり，それぞれの活性は環境条件によって向調的に変動していると思われ

る。 一方，外洋低栄養海域の低栄養細菌群集は，沿岸域よりも低濃度域で

変動する環境中の有機基質に対応するため，つねに基質親和性の高い取り

込み系を保持し続ける必要がある。それゆえ低栄養細菌群集は獲得したエ

ネルギーを，増殖よりも取り込み系の維持及びタンパク質合成に優先的に

消費しており， DNA合成活性(細菌細胞外のチミジンが DNA合成に利用さ

れていた場合)が低いにもかかわらず，潜在的に高いタンパク質合成活性

および高い基質取り込み能を保っている。それゆえ， DNA合成活性および

増殖(分裂〉活性は，個々の細菌細胞を維持するのに必要なタンパク質合

成とは同調せずに変動しているとのではないか思われる。

Simon et al. (1989)は，外洋海域で多くみられる小さな細菌は，沿

岸域や実験室内の高濃度有機物培地で増殖している大きな細菌細胞と比べ

て， 1個当りのタンパク質含震が高いことを報告しており，また深水域

(500m以下〉の細菌群集では取り込まれたアデニンの大部分が DNAではな

くタンパク質画分へ同化されるという報告 (Hanson& Lowery 1983) もあ

る。つまり 1個の細菌細胞内の種々の高分子合成活性が環境の変化によっ

て変わることは十分予想される。

本実験でみられたように， DNA合成活性が低く抑えられている外洋低

栄養海域の細菌群集が，高いタンパク質合成活性を保っている理由として

は，低栄養環境に適応した個々の低栄養細菌が富栄養環境で増殖している

細菌群集とは異なる生理的特性を獲得しているためではないかと考えられ

る。それに加えて，前述の一部の低栄養細菌がチミジンを取り込むことが

できないために， DNA合成活性が過小評価されていることも上記の傾向を

きわだたせている可能性がある。

そこで次章では，ここに示したモデルを確認するため，有機物濃度の

低い ST10-4培地を用いて外洋低栄養海域で優先している低栄養細菌の分離

し，得られた細菌分離株の低栄養環境下での生理的特性の解析を試み，低

栄養環境への適応戦略について考察する。
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概 要

( 1) 南太平洋外洋海域の低栄養海域では偏性低栄養細菌が優占している

のに対し，比較的一次生産が高く溶存態有機物(DOC)量が高いサンゴ礁水

域では通性低栄養細菌が優占していた。

(2) DNA合成活性(チミジンの DNA画分への同化活性)と環境中の DOC量

の聞には正の相関 (r九0.67)がみられた。

(3) DOC量が高いサンゴ礁域の試水ではタンパク質合成活性(ロイシンの

タンパク質画分への同化活性)と DNA合成活性(チミジンの DNA画分への

同化活性)の聞に正の相関がみられたが， DOC量が比較的低い外洋域やマ

ジェロ環礁の湾口部の試水では DNA合成活性が低い試水であっても，タン

パク質合成活性が比較的高い値で保たれている傾向があ った。

(4) DNA合成活性に較べてタンパク質合成活性が比較的高く保たれている

試水では，そのほかの水域の試水では取り込まれたロイシンの大部分がタ

ンパク質画分へ同化されるのに対して，取り込まれたロイシンの約 50%は

タンパク質画分へ同化されずに，細胞内アミノ酸プールとして存在した。

( 5)以上の結果から，低栄養環境への個々の細菌の適応戦略としてのモデ

ルを考えた。低栄養環境下の細菌群集は限られたエネルギーを分裂(DNA 

合成〉よりも，基質取り込み系などの細胞活性の維持に優先的iこ利用する

ために，富栄養環境の細菌群集と較べて，潜在的lこタンパク質合成活性が

DNA合成活性よりも高く維持されていると推定した。

-26-

第皿章 通性および偏性低栄養細菌分離株の生理的特性

緒言

第E章の熱帯海域における調査の結果から，外洋の細菌群集が有機基

質の取り込み機構や細胞内高分子の合成能などの面で，富栄養なサンゴ礁

海域の細菌群集とは異なる生理的特性を持ち，低栄養環境に適応している

可能性が示された。そこで，外洋低栄養海域の細菌群集の現場での動向を

より正確に把握するために，低栄養細菌の低栄養環境下での生理的特性を

明らかにする必要がある。

細菌群集の低栄養環境への適応機構を解析するために，従来，実験室

レベルで取り扱われてきた細菌分離株は，たとえ外洋海域から分離された

細菌であるとはいえ，高濃度の有機物を含む寒天培地から分離された，い

わゆる富栄養細菌である。また，このような細菌を用いて得られた知見は，

その多くが高濃度有機物培地で栄養増殖している細菌分離株を，まったく

有機物を添加しない人工海水中に懸濁し，その結果引き起こされる細菌細

胞の生理的変化を追跡するという，いわゆる飢餓生残についての研究で得

られたものである (Novitsky& Morita 1976. Jones & Rhodes-Roberts 

1981. Amy et aJ. 1983. Humphery et aJ. 1983. Kjelleberg & Herman-

sson 1984)。ところが，外洋海域の細菌群集のもう一つの生存形態である

と思われる低栄養環境下での増殖状態の細菌細胞に関する知見はその実験

上の困難8も手伝ってきわめて少ないのが現状である。

本章では，外洋低栄養細菌の計数にきわめて有効な低濃度有機物液体

培地を用いて外洋低栄養海域で優勢である低栄養細菌(通性低栄養細菌お

よび偏性低栄養細菌)を分離 し，その分離菌株の低栄養環境下，高栄養環

境下，および飢餓環境下における特性を増殖の程度，基質取り込み速度，

高分子合成能などの面から調べた。さらに，従来の実験結果および第 H章

の結果をまじえて外洋低栄養海域の細菌群集の低栄養環境への適応機構に

ついて考察を試みた。
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町 一 1 偏性低栄養細崎および通性低栄養細菌の単躍，およびそれら制的

の縄々の有機物混度培地における噌殖生理

ノド節では，低濃度有機物培地 (ST104 jr~地)で附殖可能な似性およひ

通性低栄養細菌を，回線分離法あるいは ST104培地をもちいた希釈法によ

って分離した。得られたそれぞれの細菌分離株の，純々の濃度のベフトン

培地 (ST10n培地)における増荊特性を剥べた。

実験Jj法

偏性低栄養細曲-および通性低栄長細菌の巾薩

{同性低栄養細菌は怒天平仮上でコロニーを形成せず，単離に常用されて

いる怨天平仮 l二での両線による )j法は利fHできない。従って低濃度有機物

培地である ST10 4培地を用いた希釈法を繰り返す官によって 111-菌株 〈ク

ローン株〉の分離を試みた。試料の採取は， 1985年 5月11日および 198911:

6月20日の両日に京都大学農学部付属水産実験所の観測船 fn泌丸」によ
って，若狭湾冠島近海の Stn.l(Fig.3-1)の 50m柄で行った。採水はがjも

ってト分洗浄した 61バンドン採水器を用いた。全l組数計数11Jの試料は船

上で速やかに同定し (4%ホルマリン)， MPN法による低栄養制的白十数mの
試水はあらかじめ 4500C. 1. 5時間の燃焼処理を施して有機物を取り除いた

滅的ガラスボトル (WIIATMAN社)にいれ， どちらも 50Cに冷却した状態で実

験室まで持ち帰った。採点から実験室lこ持ち帰るまでに経過した時間は，

約10時間であった。全菌数は DAPl染色後，法射蛍光顕微鏡による直接検鋭

法によって計数し〈第 口市参照)，低栄養車IOl盗数はWn章で述べた MPN訟

の手I1闘に従って品十数を行った。クロロフィル a (Chトa)測定mに採水後，
5 --1 0 1の試水を Gr/r(あらかじめ 4500C. 1. 5時間の燃焼処聞を行 って

いる。)でろ過し， フィルターを分析するまで -200Cで凍結保ιした。
Chl-a測定は SCOR/UNESCO(1966)の方法で行った。 -}j，ろj伎は，i農出酸

で処.PI1し，よく洗浄したポリピンにいれ， DOC測定に供した(節目章参照)。
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135・20・E

Stn.l 

Fig. 3-1 Location of sampling 

stations in Wakasa Gulf. 

dKA刷州 JIMA
35・40'N

10km 

偏性 f~Í栄養細菌を分離するために， MPN法で低栄養細幽の計数をした

際に ST10 ~培地では増殖が確3. されたにもかかわらず STI0 I培地では白

加するまでの増殖が確認されなかった試験管を選び，それを最大希釈した

d験管には計算上約 1--50cells/mlの細薗が含まれているように滅菌 ASW

(熟成海水.第 H章参照)で1/102，1/103， 1/104， 1/10'に希釈した。各

希釈段階の試料を 5本立ての STI0イ培地 (2ml)にそれぞれ O.1m 1づっ接

持した。 15
0

Cで 4週間培養した後，直径検鏡法で 5x10'5cells/ml以上の増

殖が認められた試験管の中でなるべく希釈段階が高い試験管について， も

う一度同じ手順で希釈後， 1本の STI0~1 培地と 5ノドの STI0 4培地に倭穫し
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た。問機に培養し. STlO I培地で白濁を生じないことを確認した試験管か

ら接種したST104培地のうち，細菌の増殖が認められた試験管の中でなる

べく希釈段階の高い試験管を保存し，偏性低栄養細菌分離菌株とした。

実験に用いた通性低栄養細菌分離菌株は. 1985年 5月23日に熊野灘で

低栄養細菌の計数を行った際(江口 1990) • ST10-4培地と STI0 I培地の

尚 ・低両濃度有機物培地で増殖が認められた試験管の培養を STI0・1寒天平

坂培地に画線し，数回伺培地での画線を繰り返して分離した。分離した細

菌株は ST10-J培地で 4田以上培養を繰り返して低濃度有機物培地での増殖

能力を確認し，それを通性低栄養細菌分離菌株とした。以後の実験では水

深 50m層のぷ水から分離された通性低栄養細掛川10株を通性低栄養細菌代

表菌株として用いた。この菌株は運動性があり，単極毛を持つグラム陰性

細菌で，結発静能がありオキシダーゼ活性が陽性であること，および増殖

に塩を要求することから巳_QriQsp.と同定された。

基礎培地

本実験では，天然海水を熟成させた熟成海水 (AgedSea Wa ter. ASW) 

と，人工海水 (NineSalt Solution. NSS. Marden et al. 1985)を基礎培

地として使用した。 ASWは第日市の方法で作成し，その DOC電は1.3-

1.7mgC/l (平均1.6mgC/1)であ った。人工海水(NSS)の無機出類組成は，

NaCl 17.6g; Na2S04 1. 47g; NaHC03 0.08g; KCl 0.25g; KBr 0.04g; 

MgC12・6H201. 87g; CaC12・211、o0.41g; SrCl::・6H 2 0 O. 0 1 g ; H BO勺
0.01g;である。以上 9種類の塩類を超純水 (Nanopure II; Barnstead社)

1 1 Iこ溶解した。調製時の pHは約 7.4であり，オートクレーブ後もさほ

ど変化はなかった。 NSSの DOC畳は 0.73mgC/1であった。なお使用したガラ

ス器具および NaC1は洗浄後. 450oC. 1.5時間燃焼し，付着している有機

物をできる限り除いた。

種々の有機物温度の S110-n培地での増殖特性

種々の濃度の ST10・n培地における各偏性低栄養細菌分離菌株および通

性低栄養細菌 KE10株の増殖を調べるため，まず ASW1 1 にトリプティケ
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ース (BBL) 5gと，酵母エキス (Difco) 0.5gを添加し ST100培地を調製

し，これをASWで10倍， 100倍. 1. 000倍および 10.000倍に希釈して、それ

ぞれを STlO-I培地.ST10・2培地. ST10 培地および STI04培地とした。

STI0白培地に相当する NSSTI00培地は，NSS 1 1 Iこ ST10白培地と同慢のトリ

プティケース (BBL)と酵母エキス (Difco)を添加し，滅菌後，あ らかじ

め減l1iしてあった Na2HP04を無菌的に添加(最終濃度:10mg/l) して調製

しTこ。

偏性低栄養細菌は ST10-3液体培地に継代・保存しているが，実験に際

しては，ST10-d培地で 2回前培養した後，対数増殖期後期の細菌細胞〈約

10'" ce 11 s/m 1)を各濃度の ST10n培地または NSSTlOn培地に初期細i週密度

が約 10
4
cells/mlになるように接種した。培養は 150Cあるいは 20oC，暗

所で静置培養し，24-48時間間隔で各々の培地から数 mlを採取し， DAPl 

5長色による直接検鏡法によって細菌の計数を行った。

通性低栄養細薗 KE10株には ST10・1半流動寒天培地(寒天濃度 0.3%)

に継代 ・保存し，実験に際して ST10・4培地に接種し，同培地で数回前培養

を繰り返した後，種々の濃度の ST10n培地に初期細菌濃度が約 104-10'"

cells/mlになるように接種し. 20・C.暗条件下で静置培養したo 12-24時
間間縞で数 mlの試水を採取し. DAP 1法で組菌計数を行った。

結果

各採水自のChl-a!it. DOC量，全細菌数 (Tota1count. DAPI-DC)およ

び MPN法から得られた全低栄養細菌数(Totaloligotroph. TO) と，適性

低栄養細菌 (Facultativeoligotroph. FO)数を Tab1eト1に示した。い

ずれの採水日でも低濃度有機物液体培地を用いた MPN法によって全細幽数

の約 10%の計数値が得られ， しかもその大部分(> 85%)は偏性低栄養
細菌 (Obligale01igotroph. 00)であった。

偏性低栄養細菌は上記希釈法により 11菌株の分離に成功した (Fi g. 3 

-2) 0 KI-6. Kト11. Kト12. Kト13. Kト14および Kト15の 6菌株は 1985年

5月の採水時に，K189A. K189B. K189C. KI89Dおよび KI89Eの 5菌株は
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Table 3-1 Bacterial number， DOC and Chl.a contents of sea 
water sarnples of Stn.l (50m) in Wakasa Gulf. Chl.a: 
chlorophyll a，以X:::dissolved organic carbon， DAPI-以::
number of total bacteria counted by direct counting method 
with DAPI stain， TO: number of total oligotroph， FO: number 
of facultative oligotroph，∞: obligate oligotroph，∞パひ:
l-(FO/TO} 

1989年 6月の採水時に分離された。いずれも非常に小さな短梓薗であり，

そのうちKJ-6. KJ-l1. Kト12. KJ-15および KJ89Cの 5菌株はグラム染色

陰性，オキシダーゼ活性陽性であった。そのうちの KJ89C株の SEM(走査

型電チ顕微鏡写真〉による写真を Fig.3-3に示した。

1985.5.11 1989.6.22 

Chl. a (ugl l) 0.14 0.22 

以)C(mgC/1) 1.05 1. 26 

Bacterial number (/ml) 

DAPI-I)C 4.7 x 105 5.6 X 10;) 

TO 4.7x104 6.2 ¥. 10-1 

TO/DAPI-{)(， 0.10 0.11 

FO 7.0 x 103 .. 1. 9 x 103 

∞パロ 0.85 0.92 

、
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Fig. 3-2 Epifluorescence microscopic photograph of 
obligate oligotroph， KI-15， with DAPI (4'6-diωnidino-2巴
phenylindole) stained. 

Fig. 3-3 SEM photographs of obligate oligotroph (KI89C) 
-3， A ¥ _ _1 ，.....t'n1l I"¥-l preincubated in ST10-V{A) and STI0-~(B) media. 

の
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-33-



偏性低栄養細菌 7薗株について騒々の濃度の ST10-n培地における増殖

曲線を Fig.3-4と Fi g. 3寸に示した。いずれの偏性低栄養細菌株も低濃度

有機物培地である STI04培地で良好な増殖を示したが， ZoBell 2216E培地

とほぼ同等の有機物を含んでいる STI00培地では全く増殖することができ

それぞれの偏性低栄養細菌の最終細胞収量 (finalcell yield) 

比増殖率 (growthrate.μ)を Table3-2に示した。通性

低栄養細菌は， ST10・1培地と STI02培地では肉眼で濁りが砿沼できるほど

の細菌密度(およそ107-.. 1 O'~ ce 1 1 s/m 1)にまで増殖するが (Fi g. 3由 8)， 

性低栄養細摘はいずれも 10-cells/mlの細菌密度までしか増殖できなか っ

通性低栄養細菌や富栄養細菌の場合は 107cells/mlの細菌密度であっ

白濁が確認できることがあるが，偏性低栄養細菌の場合，細菌細胞

の大きさが非常に小さいため， もっとも細胞収量がよい場合(約 2X 10': 

cells/ml)であっても白濁が確認できることはなかったo 比噌殖率 (μ)

は通性低栄115・細薗と較べて一般に非常に低かった。

なかった。
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Fig. 3-4 Growth curves of six obligate oligotrophs in 

ST10-n media. ST100 (・)medium contained 5g of tr~lコticase
peptone and 0.5g of yeast e，tract in 11 of aged sea "ater 

-4 
(AS"'). ST10-'" (0) and ST10-" (.0.) ¥vere prepared ¥.ath 100 and 

0 
10，000 times dilution of the ST10v meditun. A.Sい medIlun
was the autoclaved ASW without any nutrient added. 
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obligate oligotroph in 
NG: no growth. ND: no 

Table 3-2 Growth rales (u， day-1)of 
various peptone concentration IT陪dia.
data 

1培地では増殖曲線が 2段階増殖を示した。他の 2崎株の偏性低

栄益細菌分離株 (K18 9Aと K189D)においても同織の 2段階地殖がみられた

l培地で増殖を終えた細菌細胞を再び ST10 I培地に接種した。

ST10 4培地で前培養したときとは異なり，

ST10・4--ST10・2培地では誘導期がほとんどみられなかったKI89C株は，

ST10 が，
(mg/l aged sea water) peptone added Trypticase Isolates 

5000 500 50 5 0.5 。
ST10 ため，NG ND 0.755 ND 0.732 0.654 KI-6 

Fig.3-7に示すように，その結果，NG ND 1.221 ND 0.556 NG KI-11 
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それ以上の濃

0.22/hと再び一定になっ

O. 5mg/ 1以下の濃度ではべ

3. 3x 10~'cells ， 0.5.......100mg/1のぺプトン濃度範囲では

lmg当り1.6x 10"cclls，および 100mg/l以上ではぺプトン

10ちceII sと培地中の濃度の増加とともに最終細胞収量が低下し，

3.4 x 

ペプ

効本が悪、

Fig.3-9に示した。

lmg当り

of】包10in various 

Peptone added 

(mgll) 

各濃度のらとでの本薗の比増殖率 (μ)を

トン濃度が lmg/I以下の時， μは O.12/hでほぼ一定であり，

度では徐々に増加し， 1.000mg/l以上の濃度では

た。最終細胞収量は Fig.3-10に示したように
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Fig. 3-9 Specific growth rates 

tr)~ticase peptone media. 
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通性低栄養細崎町10株の種々の濃度の ST1O ~ n培地での地殖曲線を

本実験では低濃度有機物培地で数回前培養を繰り返した

細菌細胞を媛種したが，低濃度有機物培地でも，それより 10.000倍有機物

濃度が高い高濃度有機物培地でも，誘導期もなく通常の地殖パターンを示

¥ ibr'iu 

通常の増殖曲線を示し，約 5x 10内 cells/mlの細菌密度に速するまで増殖し

この時の細菌細胞もきわめて小さな単稗菌 (Fi g. 3 ~ 3) 

たため，肉眼でEI濁を確認できるまでにはいたらず，また，この細菌細胞

STI0日培地に接種しでも増殖しなかった。

であっ
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ところ全ての細菌がグラム染色陰性で， オキシダーゼ活性陥性であった。

江口(1990)は，外洋水から分離した 29菌株の偏性低栄養細菌のうち

菌株が低濃度有機物培地で培長を繰り返している聞に高濃度有機物培地で

白濁するほどの噌殖が可能になり，それらの 76.4%がグラム染色陰性，

キシダーゼ活性陽性の Pseudomonas寸 1teromonas属であることを報告して

いる。今回はそのような現象はみられなかったが，単離された偏性低栄養

細菌 5菌株もこのJ~の細菌であるかもしれない。

7菌株の偏性低栄養細閣は各濃度のぺプトン培地における細趨細胞収置

から二つのグループに分けることができた。一つはベプトンの添)JIIによっ

ても搭礎崎地 (ASW)で収益した際と同程度の細胞収量しか得られず，

として添加したペプトンをあまり有効に利用していないと恩われるグルー

プであり(K1-6株と Kト15株)，残りの菌株はペプトンを添加した場合に

基礎培地 (ASW)でf!lられる細菌細胞収量よりも 10倍から 100倍1匂い細胞

収量が得られることから，ペプトンを基質として有効に利用していると思

いずれの偏性低栄養細菌も白濁が確認できるまでの細胞

また ZoBe112216E培地の有機物濃度に相当する ST101)培
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TrypllcoSt' 01 Conc:enlrolton 

地では増殖することができなかったo しかし KI-6株および KI89C株は，

STlOil培地では哨殖できないが，ST10・1培地では6XI06 -1.9xI0-cells 

/mlまで増殖した。我々は，高濃度有機物培地 (ST10-J培地)で肉眼で増殖

を確認できない(白濁を生じない)細菌を偏性低栄養細菌と定義していた

が， これらの結果は，偏性低栄養細菌であっても ST10・ 1培地(500mgぺプ

人工海水 NSSを基礎培地として調製した NSSTI0 ~ 培地中を用いた場合，

偏性低栄養細菌はいかなる有機物濃度の培地であっても地摘することがで

きなかった。 一方，通性低栄養細菌 KE10株は， ST 1 0 n培地と同械の噌殖を

NSSTI0 n 明地で示したが， まったく有機物を添加しない， NSSのみでは地殖 トン/1)で憎殖が可能であることを示している。 1985年に MPN法で低栄養

細閣を計数した際， ST10 J培地では白濁がみられないが，多くの場合その

培養液を直接検鋭法で観察すると 10'L'''''10I cells/mlの細菌密度までは細

菌が増殖していた。しかし，ぺプトン 5g/1の高濃度有機物培地 (STI0日培

地〉では全ての偏性低栄養細泊分離株が増殖ができず， また， ST10・n培地

に用いたトリプティケース(BBL)以外の市販のぺプトン(フィトンペプト

ン: Difco. ポリペプトン:大五， プロテオースペプトン: Difco)やカゼ

インの完全加水分解物であるカザミノ酸 (Difco)を培地基質として使用し

た場合にも，やはり 5g/1の高濃度では増殖できないという結果も得られて
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はできなかった。

偏性低栄養細菌を分離するために採水した地点では，1985年と 1989年

のいずれの採水日も全低栄養細菌の大部分が偏性低栄養細菌であった。希

釈法によってそれぞれの採水白から合計 11菌株の偏性低栄養細幽を得るこ

とができた。そのうちの 5菌株についていくつかの分類学的性状を調べた
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おり， 一般に偏性低栄養細菌が増殖可能なペプトン濃度の上限は 0.5g/1か

ら 5g/1の間にあるのではないかと恩われる。以上の結果から，偏性低栄養

細菌を rZoBe11 2216E培地と同等のペプトン (5g/l)を含む高濃度有機物
培地では増殖が不可能な細菌j と定義することができょう。Akagiet a J. 

(1980b)はガラスファイパーフィルターまたは寒天平版低濃度行機物培地

上に形成8れたコロニーから分離したいくつかの低栄養細薗(通性低栄養

細菌)が，培地に含まれる有機物濃度が高くなるにしたがって細胞収量が

低下した事例を報告している。彼らの分離した低栄養細崎は数卜から数百

mgC/Iの有機物濃度の培地では白濁が確認できるほど増殖が可能であり，今

回分離した偏性低栄養細菌とは増殖特性が異なっているが，高濃度有機物

培地での地殖阻25が見られる点で興味が持たれる。

通性低栄養細薗 KEI0株は全く有機基質を添加しない熟成海水 (ASW)

中であっても，それより 10.000倍も有機物濃度が高い ST100培地と同械に

増殖が可能であった。 KE10株以外にも閉じく熊野灘から分離された 3株の

適性低栄養細菌もやはり高低両培地および熟成海水中で同織に良好な増殖

を示した。 Carlucciet aJ. (1986)は，基質無添加の寒天平仮培地によ って

太平洋から分離した低栄養細菌 (通性低栄養細菌と恩われる)が表面海水

から得られた熟成海水のみの培地で 8.0XI0 ~' cells/mlまで増荊し，人工

海水中であっても 6.Ox 10'也 ce11 s/m 1まで増殖することを報告している。

今回分離された KE10株を含む通性低栄養細菌は，低栄養環境への適応とい

う点でこれらの細幽に匹敵し，数百μg--数gC/lのきわめて広範囲の有機物

濃度環境に対して即座に対応して増殖しうる非常に適応能力に日んだ細菌

であることが明らかになった。このような細菌は湖水からも報告されてい

る (lshidaet al. 1982)。沿岸域では夏期に一時的に 300mgC/lの DOC置

の増加が見られることが報告されている (Banoub& iVilliams 1972)ほか，

微細藻類のブルーム発生時などには環境水の DOC毘が爆発的に増加するこ

とが多い (Jorgensen1986)。一方，外洋域では 50μgC/l程度の DOC霊の

日周変動が見られることが報告されている (Johnsonet al. 1981)が全体

として有機物濃度の変動は小さいと恩われる。しかし，非常に小さい空間

的規模 (microenvironment. 例えば粒状有機物，植物プランクトンの表面
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及び近傍).あるいは非常に短い時間的規模では比較的大きな有機物濃度

の変動が存在する司能性がある (Kjelleberget a1. 1987)。通性低栄益

細菌の持 っている有機物環境に対するこのような能力はそのよ うな変動に

十分対応し得るものであろう。

通性低栄養細幽 KE10株は高栄養・低栄養両培地において偏性低栄養細

菌分離菌株よりも高い比増殖率および細菌細胞収量を示した。このような

室内実験の結果は実際の現場環境においても，通性低栄養細菌は偏性低栄

養細菌よりも有機物環境に対する適応戦略の面で圧倒的に有利であること

を示唆するu しかし，外洋環境での14C-MPN計数の結果 (Ishida ol al. 

1986. Eguchi & Ishida 1990)によると，低栄養海域では偏性低栄養細越

は通性低栄養細i泊.よりら優勢である事が示されている。この矛盾の原因と

して，①通性低栄養細i省と偏性低栄養細菌の生存続争には有機物濃度以外

の要因，例えば利用可能な有機物の種類等，が作用している，②偏性低栄

養細菌は自然環境では尚い増殖活性を持っているが，分離の過程で本来の

活性を失 ってしまった，などの理由が考えられる。これらの問題は凹ー 2

から田 5において検討する。

m -2 IEI0株の低有機物温度培地への増殖適応

通性低栄養細菌である KEI0株は，外洋低栄養海域から低濃度有機物液

体培地で分離・培養され，高濃度有機物培地iこも低濃度有機物培地にも噌

殖する。本節では，本i誼株を用いて，高濃度有機物培地 (ST10-1培地)お

よび低濃度有機物培地としての有機基質無添加の熟成海水 (ASW培地)で培

養し，それぞれの層地に適応させることによってその増殖特性がどのよう

に変化するか調べた。

実験方法

実験に用いた KEI0株の細菌細胞の調製方法を Fig.3-11に示した。本

菌を ST10・1培地で 48時間培養し，遠心分離 (8000GX10min)によって無

-43-



e-v---
川
M

一
... 、-
l
-u一
一
-

F
」

一

八

U

-

-

k
一

-
T

C

一

cd

O
一

a
-
E
・、.
cd
一

ST100培地とほぼ同じ措に溶解して調製した培地であり，

を含有している。

ASW 1 0.05gを

ASW によってGJy2000培地をさらにの有機物 (2gC/J)

100および 1，000倍に希釈した培地をそれぞれ Gly200， 

， prc. STI0 I Jと r-P re. ASWIV Jの細菌細胞の各培地での増
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殖曲線を調べた。

Pre. _1 
5T 10' 

。
5T+1O3 

4 
A5W. 1st 

果

熟成海水 (ASW)上高地に繰り返し培養した際の細菌数(直俊検鋭)の変
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cells/mlになるように ASW培地 (m- 1参照)に接種し， 48時間培養した

細菌細胞をヌクレオポアフィルター(孔径 O.2μm)上に無幽的に集越し，
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これを fPre.STI0 I 薗的に梨歯し，

この細菌細胞を

薗ろ過 ASWで 2回洗浄したものを rP re. ASW 1 Jとした。さらに， ASW培地
による培養を 2回， 3回および 4回と繰り返し，同械の操作で集幽した細菌

それぞれ fPre.ASWII J， rPre. ASW皿jおよび fPre.ASWIV Jとし

このようにして集めた各々の細菌細胞を，初期細菌密度が約 4x 104 

cells/mlになるように ST100培地と Gly2000培地(下記)に接純し，

ぞれの培地での増殖を，経時的に直接検鏡 (DAPI染色法. D;;t参照)によ

る全歯計数 (direclcount， DC) と ST10-I寒天平仮培地(田 l委照)を

用いた塗沫平仮培養法による生菌計数 (platecount， PC)によって調べた。
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iPre. ASWIV Jまでの細菌細胞をそれぞれ ST100培

その増殖曲線を
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とにより，再び Gly2000培地での増殖能を回復した。さらに数凶の追試を

おこな った結果， r低栄養環境に適応した細薗細胞はベプトン培地には地

殖するが，高濃度グリシン培地では増殖能を喪失する という現象は，

KEI0株を少なくとも 4回以上 ASW培地で継代培養した時に必ず見られる現

象であることが確認された。低濃度有機物培地として NSST104培地を使用

した場合も，やはり同械の結果が得られた。

r Pre. STI0 1 Jと rPre. ASWIV Jの細菌細胞を種々の濃度のグリシン情

地に接種し， f!}.られた最終細胞収量を Fig.3-141こ示した。Gly200培地より

低濃度の培地における細胞収量は rPre.STI0・lJと iPre.ASWIV の聞でほ

とんど差はみられず， Gly2000培地での増殖能を失った rPre. ASWIV であ

っても低濃度グリシン培地での増殖能は保持していた。

考察

9 

ン
/' 、

江口 (1990) は外洋環境から分離した偏性低栄養細菌が分離の過程で，

高濃度有機物培地でも増殖する能力を獲得し，通性低栄養細劇化した事例

を報告している。同様に，最初に分離した段階では高濃度有機物恕天明地

で増殖することができなかった従属栄養細菌が低濃度有機物寒天培地で植

え継ぎを繰り返す過程で高濃度有機物寒天培地でコロニーを形成し得るよ

うになったという報告もいくつかある (Shimiduet al. 1986. Carlucci 

et al. 1986)。逆に， çY~Qhaga johnsonaeが，グルコースを制限した状

態で長期間連続培養を行うことによって高濃度有機物寒天培地上でのコロ

ニー形成能を失った官例ら報告されている (Hofle1983)。これらの報告

は，低栄養細菌が環境条件の変化により，高濃度有機物培地での哨殖能を

可逆的に変化し f~ る可能性を示している。

通性低栄養細菌 KEIO株は全く有機基質を添加しない熟成海水 (ASW)

であっても良好な増殖を示すことはすでに示した。しかし，このような低

濃度有機物府地で培養を繰り返すことによって STlOO培地における増殖能

を失うことはなく，たとえ低濃度有機物培地で十数回培養を繰り返したと

しても STI00培地で即鹿に増殖を開始した。しかし，特定の基質(この場

合ではグリシン)を有機J占質とする高濃度有機物培地での増殖能は消失し
た。この結果は KE10株が低濃度有機物培地で増殖を繰り返すことにより，

高栄養環境で生存しているときとは異なった増殖特性を得るに至ったこと

を示している。この際，低栄養環境に適応した細菌細胞 rPre. ASWIV Jであ

っても高濃度ではなく低濃度のグリシンを基質として添加した培地では充

分に増殖することができ (Fig.3-14)， iPre. ST10・lJとほぼ同憾の最終

.0 

S LPre ST10叶 (0)

8 

-
r亡
、
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。。」
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司
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h
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?
ω
-
〉

2 20 2∞ 20∞ 
Concentration of Glycine added (mgC/I) 

Fig. 3-14 Final cell yields of阻 10in various 

concentrations of glycine rr陪dia. Bacterial inoculum were 

preincubated in ST10-1 (P陀 .ST10-1)and ASW for 4 times 

(P陀 .j凶:WIV). 
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細胞収量を1.!Jることができた。つまり，通性低栄養細菌防10株は低濃度有

機物培地で数回培養を繰り返すことにより，グリシンを足質とした場合に

は 「低濃度有機物培地では増殖が可能だが高讃度有機物培地では増殖する

ことができないJ という偏性低栄養細菌の特徴を示すようになることが明

らかにな った。低栄養環境に適応し， Gly2000培地での増殖能を失った細菌

細胞 rPre. ASWrv Jであっても，再び高濃度有機物培地 (ST10 I !~地)で増

殖させると Gly2000培地での増殖能を回復し，細菌細胞の形状も rP re. ST 
10lJのそれに戻ることから，このような増殖特性は可逆的に変化し， KE 

10株がおかれる有機物環境によって引き起こされることが明らかにな った。

以後の実験では ASWあるいは NSSTI0・a培地などの低濃度有機物明地で増殖

を繰り返し，低栄養環境に適応していると思われる細幽細胞を r0 1 i go申
trophic phase ccll， O-CELLJとし，高濃度有機物培地で増殖を繰り返し

ている細菌細胞 iEutrophicphase cell. E-CELLJとは反別する。
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皿-3 飢餓状態における通性低栄養細菌 IEI0株の生理的特性

外洋域などの低栄養環境における従属栄養細菌の適応戦略のーっとし

て，飢餓状態での生存が挙げられる。海洋組菌の飢餓生存に関する生理的

研究は Morita(1984， 1985)ゃれelleberget al. (1987)らによ って

行われているが，大腸幽等による基礎的な研究は数多くなされている

(Koch 1971. 1979， Matin 1979)。本節では，通性低栄養細自白 KEI0株の

飢餓生残能力を基質取り込みや高分子合成および細菌細胞の形態などの面

から調べ，従来の研究と比較し， 検討したu

実験方法

飢餓実験

K E1 0株を NSSTI0I培地あるいは ST10-1培地 (n -1実験忘法書照)

で細菌密度が 10cells/ml (00"は儲 0.08)になるまで培養 した細菌細

胞を遠心分離 (8000Gx 10min)によって集菌し，滅菌ろ過 NSSで 2回洗

浄した後， 10 cells/mlの細菌密度になるように滅菌ろ過 NSSに再懸濁した。

培養はすべて 200C，暗所，静置で行った。適当な時間間隔で試料を採取し，

以下の実験に供した。なお，すべてのガラス器具はあらかじめ 450・C，
1.5時間の燃焼処理を施した。

細菌計数

採取した試料に最終濃度が 4%にな るよ うに中性ホルマリンを添加し，

固定した。この固定試料を DAPI訴さ色した後， 直接検鏡によって計数した値

を全薗数 (totalcell count， T.C.)とした。生菌数 (v i ab 1 e cc 11 

count， V.C.)は STI0I寒天培地による塗沫平坂上のコロニー数で示した。

呼吸細薗数 (respired cell count， R. C.)は以下の方法 (Zimmer-

mann et al. 1978)で計数 したo 採取した試料に最終濃度が 0.02%になる

ように INT(2-ρ ーiodophenyl-3-ρ-nit ropheny 1-5-pheny 1 tet razo 1 i um 

chloride)を添加し，暗所に 20分間放置した後，中性ホルマリン(最終濃
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度 2%)を添加して反応を停止した。その後直接検鏡と閉じ要領で，スタ

ンブラ 1 クであらかじめ換色した O.2μmヌクレオポアフィルター上にろ過

捕集し.落射蛍光顕微鏡によって計数した。なお，I NTは細薗の電子伝述系

の活性により還元され，紫外線の照射によって蛍光を発生する赤色沈澱，

I NT-formazan，を生成する。

走資型電子顕微鏡 (SEM)による観察および体積の測定

走査型電子顕微鏡観察用の試料は以下のようにして調製した。採取し

た細菌試料に最終濃度で 1%になるように電子顕微鏡用グルタルアル戸ヒ

ド〈平井)を添加し， 50Cで 12........24時開放置して'IIj向定し，さらに最終濃

度が 2%になるようにグルタルアルデヒドを添加して後固定 (2時間)を行

った。それぞれ 10tcells/mlになるようにろ過 NSSで希釈した後， 1mIを

孔径 O.2μmのヌクレオポアフィルター上にろ過捕mした。細菌試料のの っ
たフィルターを 50%から 100%のエタノール溶液でl順次脱水し，酢酸イソ

アミルに置換した後，臨界点凍結乾燥を行った(JCPO-5， 日本電子〉。乾

焼した試料はイオンスパッタリング装置 (FC1100，日本電子〉で金蒸着し，

A主査型電子顕微鏡(JEM-840A， 日本電子)で観察した。

さらに SEMのモニター上の 40個の細胞を任意に選ぴ，長軸(L )およ

び短軸 (W)の長さを計測し，以下の計算式を用いて細菌細胞の体訟をd

nした。
v (π/4) x W‘ x (L-W/3) (Bra tbak 1985) 

タンパク質および DHAの合成活性

飢餓開始後経時的に採取した試料を，遠心分雌 (8000Gx 10min)で

梨薗し，滅菌ろ過 NSSで 2回洗浄した後，全菌数値で 10Icells/mlになる

ように滅菌ろ過 NSSに再懸濁した。この細菌懸濁液を 2つの三角フラスコ

に20mlづっ分注した後，それぞれにレ'H-ロイシン (4.44TBq， 120C i 

/mmol， Amersham) 0.5MBqと Hーチミジン (melhyl世 H-lhymid i ne: H-TdR， 

2. 44TBq， 65.9Ci/mmol. ICN) 0.3MBqを別々に添加して反応を開始した。

添加した uトロイシンおよび令Hーチミジンはいずれも 5nMの濃度である。 2，
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4と 6分後にそれぞれのフラスコから試料を 1mlづっ採取し，これらを，あ

らかじめ冷 10%TCA水溶液 1mlの入った試験管に添加して，氷中で 5分間

抽出を行った。抽出終了後，孔径 O.2μmニトロセルロースメンブレンフィ

ルター(AOVANTECH社)上lこ述やかにろ過捕集し， 5m 1の冷 5% TCA水溶液

で 2回洗浄後，ガラスパイアルに移した。この試料に液体シンチレーター

(AQUASOL 0， NEN)を加え，液体シンチレーションカウンター(PACARO 

model2425，あるいはALOKALSC3050)で放射活性を測定した。非生物的な

放射活性の吸器を測定するため，空試験として最終濃度 4%のホルマリン

で処砲した細薗懸濁液を用意し，試料 3本，空試験 1本立てで実験を行 っ

た。測定値は直線部分について最小二乗法による直線回帰を行い，細菌内

高分子llUj分への同化速度を求めたo なお，予備実験としてロイシンのタン

パク質函分への同化活性測定のためのタンパク質抽出法として，800C・1時

間の加熱処理も検討したが，氷中で 5分間処理して得られた値と統計的に

差かみられず，取り込まれた後，タンパク質以外の高分子画分へ同化8れ

るロイシンは無視できると判断した。

アミノ 峨u液 (proteinhrdrolysatc， Prot.br.)およびグルコースの同化
活性

飢餓開始後経時的に保取し， J:記と同様の操作で調製した，細菌懸濁

液 20mlに14C_アミノ酸混液 C4C-protein hydrolysate， 14C-Prot. hy.. 

57mCi/mi I iatom carbon， Amersham) ，あるいは0_14Cーグルコース(295mC 

i /mmo 1. I CN)をそれぞれ 1μCi添加した。培養は 200Cで行い，2， 4， 6お

よび 8分後にそれぞれ 1mlづっ採取し，速やかに O.2μmニトロセルロース

メンプレンフィルター上にろ過揃~し，滅菌 NSSで 2凶以上洗浄後， ガラ

スパイアルに移し，上記と同様に放射活性を測定した。それぞれの基質の

細菌内への同化速度は得られた測定値の直線部分を直線回帰して求めた。

結果

飢餓状態における細菌数の変動
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その聞の全菌数(T.C. )呼吸細菌数

Fig.3-15に示した。 T.C.は飢餓期間を通

KE10株を飢餓状態に 3週間おき，

および生菌数 (V.C. ) 

それに

22%に

を

じて徐々に減少する傾向はあるが，著しい変化はみられなかった。

対し V.C.は飢餓開始後直ちに減少し始めI 6日後には飢餓開始時の

低下したが，その後は減少せずほぼ一定であった。飢餓開始直後の

(R. C. ) 

T. C.に

V. C.の割合は 38%であったがI 6日後には 7%となっていた。 一方，

R. C.は飢餓開始直後には T.C.の 91%であり，飢餓の進行にしたがって漸

減する傾向はあるが V.じのような著しい低下はなく，

対する

6日目以降下 C.の

園 ? とセ遍・・-本健罰百 '*jモ!' r 

F込3dj.
-- ._-= 供・-
r-~~号-園・・・4もふ剖

てを
ぃ・

同

T. C.は

17% (T.C.に対

約 斗;c

50%程度の値で推移した。長期間 (20週間〉飢餓環境に放置しでも

また V.C.は飢餓直後の

10%)が維持されていた。

飢餓直後の値とほとんど変らず，
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Fig. 3-16 SEM photographs of KE10 at 0 (A， B)， 3(C， D)， 

21(E， F)days starvation. bar: 3~ (A， C， E)， 1問 (B，D， F). 

zdv 
，、υ

Starvation 

Fig. 3-15 Change of bacteial cell number of阻 10during a 

starvation experiment. T.C.: total cell count with DAPI 

stain， R.C.: respiring cell会countwith INT methods， V.C.: 
viable cell count with STI0-i agar plate. 
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飢餓期間中の細菌細胞の形態の変化を Fig.3-16に示した。高濃度有機

物培地中の細菌細胞の体積は平均で o.60μm3であった。飢餓開始直後
(l日-3日)の細菌は大きさにはそれほど変化はみられなかったが，細菌

表面にくぼみがあるものが多くみられた。その後，飢餓が進行するにした

がって細菌細胞は徐々に小型化し 2週間後には長軸で 61.5%，短軸で

68.4%に減少し，体積は飢餓直後の 23.3%になった (Table3-3)。

，Q 
100ロ'¥

Length(凶n) Width(J.lJTl) Volw肥(J.lJTl3)

Oday 1. 74 + 0.42 0.72 + 0.06 0.60 + 0.17 

1day 1. 58 + 0.26 0.70 + 0.05 0.52 + 0.12 

3days 1. 53 + 0.26 0.68 + 0.05 0.47 + 0.13 

7days 1.19 + 0.53 0.48 + 0.04 0.19 + 0.11 

14days 1.02 + 0.37 0.49 + 0.09 0.16 + 0.08 

21days 1.00 + 0.25 0~48 + 0.08 0.15 + 0.07 
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Table 3-3 Size changes of facultative oligotroph KE10 during 
starvation. Means士SE(n>20). 
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Fig. 3-17 Changes of relative rates of DNA and protein 

synthesis activities by KE10 during starvation. DNA and 

protein synthesis rates were expressed as methyl-~­
thymidine and L-~-leucine incorporation rates into TCA 
insoluble fraction. The values were related to the 

incorporation rate that was obtained at the onset of 

starvation (0 h ) which was assigned a value of 100 (%). 

DNAおよびタンパク質の合成活性

飢餓期間中の潜在的な DNAおよびタンパク質の合成活性の変化を，そ

れぞれサーチミジン eH-TdR)および3Hーロイシン eH-Leu)の細胞内高分

子画分への同化活性を指標として調べた (Fig.3-17)。飢餓開始時の

3H-TdRの DNA画分への同化速度は 22.4x 10-22mol/cell/m inであり，

SH-Leuのタンパク質画分への同化速度は 198.2x 10・22mol/cell/minであ

った。 DNA合成活性は飢餓開始直後に急激に減少し， 1日後には開始時の

10%になり，その後一定になった。それに対してタンパク質合成活性は飢

餓 1日後、開始時とほぼ同等の活性を維持していた。その後，タンパク質

合成活性は徐々に減少するものの， 2週間後も開始時の 41%の活性を維持

していた。

アミノ 酸混液およびグルコースの同化活性

KE10株は飢餓進行中であっても，有機基質の添加に即座に対応して，

速やかにアミノ酸とグルコースの取り込みを開始することができた (Fi g. 

3-18) 0 14C_アミノ酸混液(14C-prot.hy.)および14Cーグルコース (14C-

Glucose)の同化活性の飢餓期間中の変化を Fig.3-19に示した。飢餓開始

時にはアミノ酸混液およびグルコースの同化活性は，それぞれ 8.11 x 

10-19atom carbon/cell/minと 0.78x 10-19moJ/cell/minで‘あった。飢餓

開始 1日後， T. C.当りの同化活性はそれぞれ増加し，アミノ酸混液に関し

ては開始時の1.3倍に， グルコースに関しては1.2倍になった。その後，

飢餓経過にしたがってそれぞれの値は減少し，アミノ酸混液の場合は 1週

間後に開始時の 61.9%，飢餓 2週間経過以降は開始時の 50%前後の値で
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もほとんど減少しなかった。しかし，飢餓 2週間後以降にはこの高い活性

も失われ，全l週数当りでの推移と同じようにそれぞれ開始時の

60%前後の値で一定になった。
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Starvation 

推移した。グルコースの場合 1週間後に開始時とほぼ同じ同化活性に戻り，

2週間経過以降は開始時の 60%前後の値で推移した。飢餓期間中の同化活

性を R.C.当りで換算すると，それぞれの基質の値は飢餓開始 1日後は開始

時の値の1.2倍および1.7倍に増加し， この高い同化活性は飢餓 1週間後
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考察

外洋環境に生存している従属栄養細菌，特に浮遊細部にとって，利用

可能な有機物がまったく存在しない状態(飢餓状態)が長期間続くのは通

常の状態であると身えている研究者は多い(Morila1986. Roszak & Col-

we111987)。このような考え方に従うと海洋細菌が外洋低栄養海域で生存

していくうえで必要な能力はこのような飢餓状態で生残する能力〈飢餓生

残能力〉であり，実際iこいくつかの海洋細菌分離菌株については有機物を

添加しない人工海水中で長期の飢餓状態でも生践し，増荊能力を維持して

いることが実験室内で確認されている (Amy& Morila 1983. Kuralh & 

Mori ta 1983. Jones & Rhodes-Roberts 1981)。そのため， このような長

期間の飢餓状態で生残している細菌細胞がどの様な生理的特性を持ってい

るかという問題は，海洋細菌の低栄養環境に対する適応機械という面から

だけではなく，外洋低栄養海域の細菌群集の生理的な状態を身える上でも

重要であり (Davis1989) .多くの研究が行われている。

K E1 0株の場合も飢餓開始後，生菌数 (V.C. )は減少し， 6日後には開始

時の 23%になったがその後はほとんど減ることはなく，飢餓 140日後も開

始時の 17%の細曲が増殖能 (Viablity)を保持しており，飢餓に対してい

ままでに報告されている他の海洋細菌にひけを取らない高い生残能力を示

した。これまでに多くの海洋細菌では飢餓直後に細菌数(t主的数)が噌加

する現象が観察注れている。この現象は飢餓生残時に特史的におこる現象

で，通常こびと化 (dwalfing)あるいは断片化 (fragmenlation)と呼ばれ，

一般の増殖とは異なり DNA合成とは無関係に起こり，細菌細胞数の増加と

並行して個々の細l舗の体積の減少をともない，結果として小型の細菌細胞

を多数生じるため， r噌殖無き分裂Jと考えられている (Novitsky& 
Morita 1976. 1977. Kjelleberg 1982. 1984)。しかし， KE 1 0株の場合，

飢餓直後に細薗数の噌加およびそれにともなう細菌細胞の体積の減少はみ

られなかった。 Amy& Morita (1983)は 17株の海洋細菌の飢餓生残中の生

菌数の変化に 3つの型があることを報告している。第 1は飢餓直後に生菌

数が増加し，その値で一定になるもの，第 2，こ飢餓直後の噌加に続いて減
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少し，ある値でー定になるもの，第 3は飢餓直後に減少し，ある悩で一定

になる場合である。 KEl 0株は第 3の型にはいると恩われる。 KEI0株の場合

も飢餓 1週間経過後から細菌体積の減少がみられた。

KEI0株の場合，飢餓開始 6日間のあいだに V.C.は減少したが，その間

T. C.はほとんど減少せず，大部分(90%以上〉の細菌細胞は呼吸活性を維

持していた。飢餓 140日後にも R.C.は T.C.の約 70%であったのに対し，

V. C.は T.C.の約 7%であった。これらの結果は，飢餓が経過するにした

がって「呼吸活性はあるものの増殖能力を持たない (rcspiringbut not 

viable)組閣Jが増えることを意味する。同様の現象はいくつかの細幽株

についても報告されており (Amy& Morita 1983. Kurath and Morita 19 

83) ，飢餓によって，ノド当は増殖能力 (viability)を失ってはいないもの

の寒天崎地上でコロニーを形成できない細菌 (viablebut nonreplical-

ing cell)が生残しているのではないかと考えられている (Roszak& 

Colwell 1987)。本節においても， V. C.は高濃度有機物寒天培地(ST 

10-1培地)上でのコロニー形成能から判断した値であり，実際の増殖能を

どれくらい反映しているかはわからない。飢餓が進行するにしたがって，

f呼吸活性はあるものの増殖能力はない一群の細菌Jの割合が増加するが，

このような細菌が他の適当な生菌計数法を工夫することで増殖能を確認で

きる司能性は残されている。外洋海域においては，顕微鏡下に観察される

細菌はきわめて小型であること，またその数が寒天平叡を用いた細菌計数

値と比べて圧倒的に多いことなどから，以上のような飢餓によって誘発さ

れる諸々の現象は外洋低栄養海域の細菌群集が飢餓状態にあるという説の

有力な証拠となっている。

飢餓期間中の DNAおよびタンパク質の合成活性，アミノ酸混液とグル

コースの同化活性の変化について調べたところ， DNA合成活性以外はいず

れもよく似た推移を示した。 DNA合成活性は飢餓直後に激減したのに対し，

タンパク質合成活性は飢餓 1日自にも飢餓開始前とほぼ閉じ高い活性を維

持していた。アミノ酸混液とグルコースの同化活性は， いずれも飢餓開始

直後に増加し，飢餓 1日自にはそれぞれ開始時の 130%，181% (T.C. 

当り)になりその後減少した。飢餓 3週間後の細菌細胞であっても有機基
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質の添加に即座lこ対応し，まったく誘導期なしに取り込みを開始すること

ができた。長期間飢餓環境にさらされた後でも，海洋細菌がアミノ酸，あ

るいは糖なとの取り込み系を保持していることは今までにもいくつか報告

8れている (Davis& Robb 1985. FaQuin & Oliver 1984他)。アミノ酸

混液およびグルコースの同化活性を V.C.当りでそれぞれ計算するとこの傾

向はやや変わり，飢餓 1日後には前者は開始時の1.7 (告に，後者は 2.4倍

になり. 1週間後にはそれぞれ 3.7倍と 6.0倍に達し，その後も飢餓開始時

と較べて高い値を推移した。 一方， R. C.当りでd算をした場合，活性のぬ

い期間が飢餓 1週間固定で延びたことをのぞいて. T. C.当りの活性の惟移

とさほど大きな差異はみられなかった。細菌計数法の違いによって飢餓過

程における細菌当りの活性の推移についての解釈が変わってくるという問

題は以前から指摘されてきた (Kurath& Morita 1983. Moyer & Morita 

1989b)。飢餓過程にある細菌の中の個々の細菌細胞の性質がー械ではない

事は明らかであるが，今回の実験のような基質の利用能に関する実験の場

合，国体表面の物理的特性等の基質利用能以外の要因が絡んでくる V.C.よ

りは R.じかあるいは T.C.当りの計算値がもっとも細l岩全体の特性の変化

を忠実に表しているのではないかと思われる (Kurath& Morita 1983)。

KEI0株の飢餓過程における生理的な変化は.タンパク質合成活性，基

質利用能. V. C. .細菌形状等から飢餓 1-2週間を境界として二つの段階

に分けられることが明らかになった。多くの海洋細菌の場合，飢餓期間中

の細菌の生理的な変化が，飢餓直後に細菌細胞内の代謝機構が劇的に変化

する時期 (transientphase) と，その後に続く長期間の飢餓の問，細胞内

の代謝活性を低いながらも一定の状態で維持する時期の二つの段階に分け

られることが指摘されている (Kjelleberget al. 1987. Moyer & Morita 

1989a)。飢餓期間中に生じる細胞数，形状，タンパク質，脂質，核酸物質

などの細胞構成成分の変化は，この第一の段階でみられるのが普通である

(Amy et a 1. 1983. Moyer & Mori ta 1989a. b. Mardらnet al. 1985)。
海洋細菌 S14株の場合， この第一段階(飢餓開始後数時間)1こ，細胞内の

脂質， PHB (poly-β-hydroxybutylate. 代表的な細菌の貯蔵物質)および

DNA合成活性が劇的に減少するのに対し，タンパク質の分解，合成速度
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(すなわちタンパク質のturnover)，呼吸活性および有機器質の同化活性

はむしろ一時的に高くなる (Mhdenet al. 1985. Malmcrona-Friberg el 

al. 1986. Nystrome et a1. 1986. 1987)。他の細菌 CANT-300株)では

この時期に細菌細胞当りのタンパク質含量が増加するという報告もある

CMoyer & Morita 1989b)。これらの現象はいずれも飢餓直後のこの時期

に細菌細胞が飢餓に対して耐性のある細胞にっくりかえられていることを

示唆している。この仮説は，飢餓によって誘導されるいくつかのタンパク

質 (starvationinduced protein)が大腸菌と同じように海洋細閣にも存

在することからも支持される (Amyand Morita 1983. Groal and Matin 

1986. Jouper-Jaan et al. 1986. Nystrom et al. 1989)。これらの新し

く合成されるタンパク質のいくつかは，熱などの他の刺激によっても誘導

されるタンパク質 Cshockinduced protein)であることが知られているが，

いくつかのタンパク質に関しては飢餓特異的であった。飢餓細胞のタンパ

ク質に特異的に反応する抗体も得られており，同時に飢餓特異的に合成さ

れるタンパク質の多くが細菌の基質取り込み機構に関係が深いと考えられ

ているペリプラズム空間に存在することも報告されている (Albertsonet 

a1. 1987. Nys t rom et a1. 1988)。飢餓直後に抗生物質でタンパク質の

合成を阻害した場合，即座に増殖能を失うということはないものの，長期

間の飢餓に対する耐性が低下することから，この時期に合成されるタンパ

ク質合成が長期の飢餓生残に大きく関係している可能性も示唆されている

(Humphrey et al. 1983) 0 KEIO株に関しでも DNA合成活性は飢餓直後に

急激に減少したにも関わらず，タンパク質合成活性は飢餓開始以前の高い

活性をしばらくの間維持していたが，この間にタンパク質の分解および再

合成 (reconformation)が行われているのかもしれない。

しかし， KEI0株がこの飢餓初期の段階でより積極的に低栄養環境に適

応している可能性も無視できない。第ni;i:で指摘したように外洋の細菌群

集は限られたエネルギーを増殖(DNA合成)よりも細薗細胞の取り込み系の

維持に優先的に用いることで低栄養環境に適応している可能性を示した。

飢餓 1週間固まで (transientphase)の細菌は DNA合成と活性は低く抑え

られているものの，環境中の有機基質(アミノ酸，グルコース)を利用す
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る能力は飢餓開始時の細菌よりむしろ高くなっている。つまり，この時期

の細菌が限られたエネルギーを増殖よりも細菌細胞の維持，あるいは有効

に環境中の有機基質を取り込み，利用する活性の維持に優占的に利用して

いる可能性が示唆される。海洋細菌 S9株と S14株は飢餓開始 4........24時間後

までに多量のプロテアーゼを合成し，細胞外に放出していることが報告さ

れており，著者らは飢餓状態の細菌が新たなタンパク質やペプチドの供給

に積極的に備えていると推定している (Albertsonet al. 1990b)。

第 E章で外洋の細菌群集のタンパク質合成活性が，沿岸域の細菌群集

と比べて DNA合成活性は低いにもかかわらず，高く保たれていることを示

した。本節の通性低栄養細菌分離株 KEI0株を用いた飢餓実験でも，飢餓開

始直後の段階で， DNA合成活性が低く，タンパク質合成活性が高い状態がみ

られた。外洋環境に存在する細菌の大部分が長期の飢餓状態におかれてい

るという説は，本研究を含めた近年の外洋海域における実験の結果からは

否定的であるが，外洋低栄養海域の細菌群集が比較的短い時間スケールの

飢餓 (shortterm starvation)にさらされており， 一時的に飢餓直後の段

階 (transientphase)にある可能性はjelleberget al. 1987)は否定で

きない。

m-4 高栄養環境下，低栄養環境下および飢餓環境下のIEI0株の生

理的および形態的特性

画一 2と町一3において，通性低栄養細菌 KEI0株を低濃度有機物培地

(ASW培地か NSST10-4培地)で繰り返し培養した場合，KE 10株は STIO白培

地や低濃度グリシン培地では増殖するが，高濃度グリシン培地では増殖で

きなくなること，および KEIO株は高濃度有機物培地で増殖している細菌細

胞よりも同化活性などは低いが，長期間生残し得ることを明らかにした。

本節では，通性低栄養細菌 KEI0株から，高濃度有機物培地で増殖した細菌

細胞 (Eutrophi c phase ce 11. E-CELL) ， E-CELLを Novistky& Morita 

(1977)の方法に従って全く有機物を加えない人工海水 (NSS)中で一定期間

( 2週間)飢餓状態にした飢餓細胞 (Starvedphase cell. S-CELL) ，およ

-64-

び外洋海水とほぼ同じ有機物濃度の低濃度有機物培地(ASW培地か NSSTI0

4 培地)で 4回以上培養を繰り返し，十分に低栄養環境に適応させた細菌

細胞 (01igotrophic phase cel1. O-CELL)の 3種の細菌細胞を調製し，そ

れぞれの細菌細胞について DNA合成活性，タンパク質合成活性，基質の利

用能等の生理的な側面および透過型電子顕微鏡をもちいた形態的な側面か

ら比較をおこなった。さらに，偏性低栄養細菌 KI89C株についても同械の

実験をし，通性低栄養細菌から調製した 3種の細菌細胞と比較した。

実験方法

E-CELL. S-CELLおよび O-CELLの調製法

E-CELL， S-CELLと O-CELLの調製法を Fig. 3-20に示すo KEI0株の保存

培地から高濃度有機物培地 ST10・ 1培地あるいは NSST10-1液体培地に接種

し，培養後再び同じ培地に接種し対数増殖期後期まで培養した細菌細胞を

遠心分離 (8000Gx 10min)によって集菌し，約 200mlの滅菌ろ過 NSSで洗

浄した後，ふたたび滅菌ろ過 NSSに再懸濁した細菌細胞を E-CELL(高濃度

有機物培地に適応した細菌細胞)とした。 E-CELLを，まったく有機基質を

添加しない NSSに 10scells/mlの細菌密度で懸濁し， 2週間飢餓状態にした

後，上述の方法で集薗 ・洗浄を行った細菌細胞を S-CELL(飢餓細胞)とし

た。 O-CELLを調製するために，まず E-CELLを低濃度有機物培地 (NSST

10-4培地あるいは ASW培地)に約 104cells/mlの濃度で接種し，対数増殖

期後期まで培養した細菌細胞(約 106cells/ml)を再び低濃度有機物培地

に接種し培養した。この操作を 4回以上繰返した培養を，できるだけおだ

やかに孔径 0.2μmのヌクレオポアフィルター上に集菌し，滅菌ろ過 NSSで

数回洗浄した後，滅菌ろ過 NSSに再懸濁した細菌細胞を O-CELL(低濃度有

機物培地に適応した細菌細胞)とした。培養は 200C，暗条件，静置で行っ

た。それぞれの細菌懸濁液は DAPI法で計数した後， 107cells/mlの濃度に

なるように NSSで希釈した。

偏性低栄養細菌 KI89C株については，それぞれ STI0・3培地および ST

10-1培地で 200C，暗条件，静置で培養し，対数増殖期後期iこヌクレオポア
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Starve-d Phase 
Cell 
(S-Cell) 

フィルター上にできるだけ穏やかにろ過捕集し，滅菌 NSSで数回洗浄した

後，およそ 10
7
cells/mlになるように NSSに再懸濁したものを実験に供し

fこ。

透過型顕微鏡 (TEM)試料の調製法

透過型電子顕微鏡観察用試料は以下の手順で調製した。各細菌懸濁液

に最終濃度が 1%になるように電子顕微鏡用グルタルアルデヒド〈半井)

を滴下し，そのまま 12.........24時間 50Cで放置して前固定した。さらに最終濃

度 2%のグルタルアルデヒドで後固定(2時間〉した後， E-CELLと S-CELL

は遠心分離(8.000Gx 10min)で集菌し， 1% (最終濃度)オスミウム酸

〈半井〉で 10分間処理した。 0-CEl.，Lは細菌密度が少ないため. 10 1の大

量培養を行い. O. 2μmヌクレオポアフィルターでろ過捕集した後，滅菌ろ

過 NSSに再懸濁し，ふたたび遠心分離によって集菌した後. E-CELLや S-

CELLと同梯にオスミウム酸処理を行った。このようにして固定した各細菌

細胞ぺレットを遠心分離によって十分洗浄してオスミウム酸をのぞいた後，

2%寒天に包埋し，約 lmm3の細片に切り取った。この包埋試料を 50......... 

100%エタノール系列で段階的に脱水を行い，プロピレンオキサイドで置換

後，エポキシ系樹脂 (Epon812: 46.6ml. DDSA: 25.0ml. MNA: 28.3ml. 

DMP: 1. 7弘ルベアック)に包埋した。ダイアモンドナイフで，試料の超薄

切片を作成し. 0.5%酢酸ウランと Reynoldsのクエン酸鉛法で電子染色を

行い，透過型電子顕微鏡 (BIOsysTEMJEM-1200Exn.日本電子)で観察，

写真撮影を行った。

( Hfcells/ml) 

Subcultibation 
in NSST 10・4
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円ヨハU DNAおよびタ ンパク質の合成活性

詳細は皿 -3の手11闘にしたがった。今回は 5nMの3H-ロイシンを添加す

る系だけではなく. L-1 4 Cーロイシン (312mCi/mmol. Amersham) を 1μCi添

加することによってロイシンの最終濃度が 500nMになるようにしてタンパ

ク質画分への同化速度を測定した。

Eutrophic Phase 
Cell 
(E-Cell) 

Fig. 3-20 Preparation procedure of eutrophic phase cell (E-

CELL) ， starved phase cell (S-CELL) and oligotrophic phase 
cell (O-CELL)・ Seeto "material and methods" for details. 
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KI89C株それぞれについて，

とした時の細菌細胞内への同化速度および呼吸速度を測定した。

れぞれの細菌懸濁液を pp試験管に 3.Om Iづっ分注した。 14C四グルコース

(295mCi/mmol， ICN)および14Cーアミノ酸混液 (14C-Prot. hy. ， 

/miliatom carbon， Amersham)をそれぞれに O.15μCiづっ添加して反応を

開始した。細菌内に取り込まれた基質のうち呼吸基質として利用された画

分は以下のようにして定量した。上記の反応液に 2，4および 6分後に直ち

に 4N.H2S04溶液を O.3m 1づっ添加して反応を止めた後， ソーダライムを通

C02を除去した空気を 1分間反応液に通気して，

10mlを入れたガラスパイアルに C02を捕集し，

ョンカウンターで放射活性を測定した。 COz捕集用液体シンチレーターの組

の利用活性

KE10株から調製したトCELL，S-CELLと O-CELL および偏性低栄養細菌

14 C-グルコースおよび14Cーアミノ酸混液を基質

まず，

57mCi 

そ

グルコースおよびアミノ酸混液 (Prot.by. ) 

C02捕集用液体シンチ

液体シンチレーシ

して

レーター

(NEN) : 8ml， 

osol ve: 1. 5m 1 (液体シンチレーション用特製試薬，半井)である。

一方，反応液を 2，4， 6分後にそのままニトロセルロースメンブレン

フィルター (ADVANTECH社〉上にろ過捕集し，フィルターを液体シンチレー

ター (AQUASOLll)に入れ，同様に放射活性を測定したものを，細菌細胞内

への基質の同化量とした。実験は 3本立で行い，空実験として試料にホル

(最終濃度 4%) を添加した試験管を用意した。

Monoethanolamine: 

TEMによる細菌切片像 (Fig.3-21)によると，日10株の

E-CELLにはみられない電子密度の低い粒子状の物質が多量に分布していた。

S-CELLと O-CELLでは電子密度の高い構成成分の減少がみ

E-CELLでは細菌の表面から粘質物らしい物質が分泌されているよ

Cell 

O-CELLには

1 mlおよび Ethyl

結果

透過型電子顕微鏡による観察

成は AQUASOLn 

マリン

and 0-Fig. 3-21 TEM photographs of E-CELL (A)， S-CELL (B) 
CELL (C， D) prepared from 1包10. bar: lum. 
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10 22mol/cell/minであり， E-CELLの 189.8(土 8.80)

/cell/m i nよりも高かった。この際，タンパク質合成活性を測定するために

加えたロイシンの濃度が E-CELLが利用するには希薄すぎる可能性があるた

500nMのロイシン存在下でのロイシンのタンパク質画分へ

1 0 ~ ~ mo 1 × × 

3 

DNAとタンパク質の合成活性

通性低栄養細菌防10株から調製した

積類の細菌細胞について DNA合成活性およびタンパク質合成活性を調べた

結果を Fig.3-22と Table3-41こ示した。 DNA合成活性はチミジンの

のO-CELL S-CELLとE-CELL. 

O-CELLの同化活性はそれぞれ 4.79 

10 I事mol/cell

トCELLは DNA合成活性が

O-CELLとほぼ同械の低い活性に

10 ・ 2~ m ol

の同化活性を調べたところ，

(士 O.11) x 10-I .~ mo 1 / c e 1 1/ m i nと5.04(土

/minで・ほとんど変わらなかった。

(:t 

E甲 CELLと

(次節参照)， めDNA副

分への同化活性として， またタンパク質合成活性はロイシンのタンパク質

画分への同化活性として表した。 E-CELLの DNA合成活性は 22.4(:t 

"mol/cell/minであった。 O-CELLは E-CELLにくらべて

× 0.31) 1. 56) 

DNA合成活性

10. 1) 

2. 66 一方，

10-22mol/cell/minであり

タンパク質合成活性も 67.8(:t 

O-CELLよりもかなり低かった。

× O. 32) 269.9(:t タンパク質合成活性は

10 

1/8であったにもかかわらず，

× 

は

× 2.08) 抑えられており，

E-CELLや/cell/minと

開Aand protein synthesis activities of three cell phases p陀-
facultative oligotroph， KE10. 開Aand protein synthesis activi-

we同 expressedby assimilation rates of methyl~-thymidine 凶レ~-
14 (or L-~'C-leucine) into 冗 Ainsoluble fraction， respectively. 

3-4 

from 
Table 
pared 

ties 

leucine 

3H-TdR (A) 0.15 

0 ・ 05ト~
~ 

0.1 

S-Cell 

Assimilation raLe into 

TCA-insoluble fraction 
ー22(10.. ....mol/cell/min) 

(A) IT臥 hy1311-thymidine

0-Cell E-Cell 

• 。

(
2
z
y
oF
¥

一oE
a
)

2.66 +0.32 2.60 +0.41 +1.56 22.4 

(B) 311-1cucine (5nH) 

1.0 c
o一
申

伺

』

o
a』
0
υ
c

+2.08 67.8 +10.1 269.9 +8.80 189.8 

25.5 

AssimilaLion raLc into 

TCA-insolublc fraction 
-19 (10-.Jmol/cell/min) 

14 (C) 4'C-leucine (500凶1)

103.8 8.47 (B)/(A) 

。。 6 4 2 1.98 +0.15 5.04 +0.31 4.79 +0.11 

ST10・培地で培養した偏性低栄養細菌 K189C株の

Table 3・5に示した。通性低栄養細菌と比較

ST1 0 !培地で培養 した細

STI0 I培地および

DNAとタンパク質の合成活性を

すると偏性低栄養細菌の高分子合成活性は低く ，

-
EA
 

内
，

t

(min) 

Fig. 3-22 Methyl-明-th抑厄dinel3H-TdR) and 3H-leucine (3H_ 3.. ~ .. _". ，3 

Leu.) incorporation by E-CELL(O) and O-CELL{・}.Error bars 
were shown. 
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ST10-3 ST10-1 

菌細胞の DNA合成活性は O.17 (十 0.03)x 10・2-"mol/cell/minで，タン

パク質合成活性は 5nMのロイシン存在下で 6.97(:t0.47) x 10・ mol 

/cell/min， 500nMのロイシン存在下で 34.1(:t 5.50) x 10・22mol/ccll

/minであ った。偏性低栄養細菌の場合，通性低栄養細菌 KE10株とは見なり，

高濃度有機物培地である ST10I培地で培養した細菌細胞であ っても (ST

100培地では増殖できない)，細菌の形状や比増殖速度には大きな変化はみ

られなか った(III 1参照〉が， DNAとタンパク質の合成活性の面でもやは

り大きな遊いは認められなかった。

Table 3-5 Dl':A and protein synthesis rates， and substrate uptake 
rates of obligate oligotroph (KI89C) growing in ST10-3 and ST10-1 

media. 

KI89C 

Assimilation rate into 

τ~A-insoluble fraction 
-22 
( lQ-""mol/cell/min) 

(A) rnethY13，トthymidine 0.17 + 0.03 0.16 i: 0.03 

14 ~ _. _ . L _ _ _， _ _ ， _ _ _ _ L _ ， _ _ _ • _， _ __' _ L ， _， 14 Table 3-6 ~'C-protein hydrolysate (amino acids mixture) and ~'C申

glucose uptake rates of three cell phases prepared from 1包10. The 

concentrations of substrates added is 1 nanoatom carbon /ml (ca. 
14 500prnol amino acids /ml) of ~'C-protein hydrolysate and 0.16nmol Iml 

14 of ~'C-glucos.e. 

(B) 3H-leucine (5凶) 6.97 + 0.47 7.45 + 0.55 

14 (C) ~'C-leucine (500州) 34.1 i: 5.50 33.5 土1.59 
E-CELL 0-CELL S-CELL 

(B}/(A) 41.0 46.6 

Substrates uptake rate# 
-22 (10 ....mol/cell/min) 

14 存者C-protein hydrolysate 

Assimilation 

Substrate uptake rate 
(10 ~vmol/cell/min) 

14 C-Protein hydrolysate# 
Assimilation 9.06 +0.93 

n
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刈
性噌-

18.9 + 4.43 

Respilation 0.52士0.09

14 C-Glucose 
Assimilation 

6.74 +0.23 

0.24 +0.01 

3.79 i:0.20 

132.0 + 3.88 180.0 + 5.69 0.20 +0.03 

0.82 +0.01 0.14 +0.03 0.49 +0.02 

6.9 + 0.72 4.9 + 0.55 Respilation 0.19 +0.01 0.00 i:0.002 0.05 i:0.004 

-19 非: 10-~Vatom carbon Icell/min Respiration 0.0 + 0.27 

~# The concentration of substrates added is 1 nanoatom carbon Iml 
14 (ca.200pm0l amino acids川1)of ~'C-protein hydrolysate and 

14 160pmol Iml of ~'C-glucose. 
-22 

存 10-....atomcarbon Icell/min. 

基質利用活性

通性低栄養細菌から調製した E-CELLはアミノ酸混液とグルコースの両

基質について利用活性が高く，それぞれの同化活性は 9.06(十 0.93) x 

10- 1'~ atom carbon， 0.82 (土 0.01) x 10・19mol/cell/minであり，呼吸

-72- I -73-



活性は 0.52(-t 0.09) x 10 I atom carbon， 0.19 (+ 0.01) 

mol/cell /m i nであった(Table3-6，Fig. 3-23) 0 E-CELLを 2週間飢餓状態

に8らした細胞細胞 S-CELLではアミノ酸の同化活性および呼吸活性は

o. 20) と O.20 (斗 0.03)x 10-I':latom carbon/l07cells/minで
あり，それぞれE-CELLの 41.8%および 38.5%に減少していた。一方，低

濃度有機物培地で培養を繰り返した細菌細胞 O-CELLでは，アミノ酸の同化

活性は 6.74(::t0.23) x 10 I匂atomcarbon/cell/minと S-CELLの 2倍の

高い活性を維持していたが，呼吸器質としての利用活性は S-CELLとほぼ同

10-1
令

atomcarbon/cell/minであり， E-CELLの活性

しかし，グルコースの利用活性に関しては，

E-CELLと比べてきわめて低く，同化活性で O.14 (士 O.03) 

10 "~ mol/cell/min ，呼吸活性はほとんど O であったのに対し，

は呼吸法質としての利用活性 0.05(士 0.004)x 10 I ~ mol /cell /min と低

いものの同化活性は O.49 (士 0.02)x 10-19mol/cell/minと

10 -I ! × 

3.79 (+ 

O. 01) 

41. 2%に減少していた。

× O. 24 (+ じ

(A) 

E-CELし

12 

10 

6 

k 

8 

(ω
コω
υト
0
↑
¥
}
O
E
a
)

× 

S-CELLで

の

Q-CELL は

(8) 

S-CELL 

2 

ωωoυ
コ〕

ω
lυ
マ
-
F
O

59.8%に相当する比較的高い活性が維持されたo

偏性低栄養細菌 KI89C株の基質利用活性は適性低栄養細菌 KEI0株と比

べて全体的に低かったが， アミノ酸混液の同化活性および呼吸活性はそれ

132.0 (士 3.88)と 18.9 (十 4.43)x 10-22atom carbon/cell 

/mi n"t"あり，グルコースの利用活性{同化活性が 6.9(r 0.72) x 

10 ~~ mol /cell/min，呼吸活性が O. 0 (:t O. 27) x 10柏市 ol/cell/min}

より比較的高く， KE10株の O-CELLと似た傾向がみられた。高濃度有機物培

地である ST10 I培地で増殖を繰り返した KI89C株でもこの傾向は変わらな

(Table 3-5)。

E-CELLの

ぞれ

s 

2 

4 

c
o一↑
0
」
一
Q
の

ω庄
℃

c
o
c

かった

。

:lコヶイ
。
二

o
d
E一
仰
の
《

考察

外洋環境中で浮遊性従属栄養細菌は，①飢餓状態での生残 Cstarva-

tion survival. nongrowing)か②低栄養環境での増殖 (01igotrophic 

growing)のいずれかの存在形態を取っていると考えられる。一般に，外洋

性従属栄養細菌の生理的特性を考察する際の基礎的な知見としては，前者

-75-

n
H
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''a‘、

14 Fig. 3-23 Assimilation and respiration of ~ ~C-glucose by E-

CELL， S-CELL and O-cell prepared from I也10. Error bars were 
shown. 
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の状態の海洋細i過分離株を用いた室内実験で~!tられたものが多く〈回 一 3

参照)，後者の状態の細菌細胞を扱った室内実験はきわめて少ない。そこ

で本節では，従来多くの研究がなされている飢餓状態の細菌細胞だけでは

なく，外洋の有機物濃度と同程度の有機物を含む低濃度有機物培地で繰り

返し培養し，低栄養状態に完全に適応した細菌細胞を用いて得られた高分

子合成活性等の生理的な知見を，高濃度有機物明地で増殖をしている細菌

細胞のそれらと比較し，外洋環境の細菌群集の生理的な状態について新た

な考察を加えた。

Q-CELL を凋製する際には低濃度有機物培地で 4回以上繰り返し培養し

た細菌細胞を Q-CELLとした。 町 2で述べたように 4回以上低濃度有機物

明地で繰り返し培養して得た細凶細胞は， r高濃度グリシン培地では増殖
しない」という高濃度有機物培地で増殖させた細崎細胞とは異なる増殖特

性を示したことから，このような培養条件の細菌細胞かCELLを低栄養環境

に充分適応したモデル細菌細胞とした。

3種の細閣細胞の体積は，トCELL，$-CELLおよびかCELLはそれぞれ

0.60μm ~ ， 0.16μmと 0.31μmであり， O-CELLは S喧 CELLよりいくぶん細

長い形態であった。 TEMによる 3種の細菌細胞の内部形態的の観察では，

O-CELLには E-CELLにはみられない電子密度の低い粒子状の物質か多量に分

布していた。また E-CELLに較べて $-CELLと O-CELLでは電子密度の高い構

成成分の減少がみられた。 E-CELLでは細菌の表面から粘質物らしい物質が

分泌されているようであった。 KE10株は強い付詣性を持つ細菌ではないが，

高濃度有機物培地で培養したときには対数増殖期後期になるとやや凝集す

る傾向があるのにたいし O-CELLや $-CELLではそのような凝集する傾向は

あまりみられないことに関係があるかもしれない。

トCELLは E-CELLの 1/8の DNA合成(TdR[IN")活性しかみられないにも

かかわらず，タンパク質合成 (Leu~. r _. t) 活性に関しては E-CELL と同等か，

低濃度のロイシンを添加した場合にはむしろ E-CELLより高い活性を示し，

Leu~.r .;，( /TdRIJN"比は 103.8ときわめて高かった。一方， S-CELしでも

L eu ，. r .:' 1/ TdR [IN白比が 25.5でトCELLの値 (8.47)よりも高かった。富栄養

海域であるサンゴ礁場の細菌群集の場合，Leut. r パ / TdR [J r~k比は1. 4 -8.5

-76-

であったが，外洋域の細菌群集の場合その比は 10.5-55.6であった(第目

立)。本節で得た E-CELLの Leut.r.;，t，TdRoN白比はサンゴ礁域の細菌群集の

それと似ていたのに対し， $-CELL ~ O-CELLのそれは外洋域の細菌群集と比

較的額似していた。第目立では，外洋の細菌群集ではチミジンの DNA画分

への同化活性は低いが， ロイシンのタンパク質画分への同化活性は尚く維

持されていた事から，これら外洋海域の細菌群集は低栄養環境に適応によ

り DNA合成よりもタンパク質合成を優先しているものと推定した。本節で

得た O-CELLと S-CELLの Leuprotや TdR(1叫臼の活性の結果は上記の考察を裏

付けるものであろう。

外洋域の細菌群集の生理的な状態が飢餓状態の細胞 S-CELLと低栄養増

殖をしている細胞 O-CELLのいずれの細菌細胞のそれと似ているかを明らか

にすることは窓研究の主な目的の一つであるので，この点、について考察を

加えてみた。 $-CELLと O-CELLの聞にはグルコースの利用活性に関して違い

が見られた。 O-CELLではアミノ酸混波の利用活性(同化活性+呼吸活性)

は E-CELLの 72%の活性を維持しているにもかかわらずグルコースの利用

活性はきわめて低かった。一方， S-CELLはアミノ酸混波の利用活性が 0-

CELLのそれより低くトCELLの 41.6%であるものの，グルコースの利用活

性は O-CELLの 3.9倍で E-CELLの 53.5%の活性を持っていた。このように

どちらも低栄養環境に適応していると思われるかCELLと $-CELLの 2極煩

の制崎細胞の聞にも微妙な相違が存在することが明らかになった。 E-CELL

と O-CELLはともに培地の基質としてはぺプトンを添加しており，そのほと

んどがアミノ酸であると考えてよいだろう。 O-CELLの場合，低有機物濃度

のペフトン培地で増殖を繰り返している聞に基質として加えられていない

グルコースの取り込み系を失ってしまったのではないかと恩われる。それ

に対して，トCELLではトCELLが持っていたグルコースの取り込み系を飢餓

環境下であっても，ある程度維持し続けているのではないかと考えられる。

これまでにも，外洋海域の細菌群集がアミノ酸に比べてグルコースや

酢酸を利用しにくいことが報告されている(江口 1990，Gocke et al. 19 

81 )。ニューへブリデス海溝の細菌群集によるアミノ 酸混液とグルコース

の同化活性を Tableト?に示した。アミノ酸混液にくらべてグルコースの
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ーL _-" 14 Table 3-7 Incorporation rates (h-L) of ~~C-
14，.， ...，，___~ L_  ¥ __-' 14 protein hydrolysate (L'C-Prot.hy.) and L~C-glucose 

(14C-Glc.) by bacterial assemblages in south 

paci fic ocean (23" 08.5 I S I 1710 02.0 I E) . 20ml water 
samples were incubated with radiolabelled sub-

strates (O.luci added) for 1 h at in主主tutempere-

ture. 

以~pth

o m 
90 m 

2000 m 

14 C-Prot.hy. 

(picoatom carb<コn)

16.0 

26.8 

1.6 

14 C-Glc 

(pmol) 

0.05 

0.04 

0.00 

同化活性は低く ，外洋海域の細幽群集がアミノ酸とグルコースに関しては

特異性が高いことは明らかである。このことからグルコースの利用能とい

う側面から考えた場合，通性低栄養細菌であってら O-CELLのような低濃度

有機物培地で繰り返し培養した細菌細胞 (O-CELL)の方が飢餓状態に長期

間さらされた細描細胞(S-CELL)よりも外洋細l趨群集の特徴を再現してい

るものと考えられる。このことは偏性低栄養細菌 KI89C株のアミノ酸混液

とグルコースの利用活性の結果からも支持されよう。

偏性低栄養細菌 KI89C株の場合，全体的に活性が低かったものの，通

性低栄養細菌 KEI0株の O-CELLと向様に. DNA合成活性にくらべてタンパク

質合成活性が高く維持されており (Leupro:，t/TdR[lNk= 41).またグルコー

スの利用活性がアミノ酸混液のそれと較べてかなり低い傾向が見られた。

しかし. KE10株の場合では高濃度有機物培地 (STあるいは NSSTlO-1培地〉

で培養した細菌細胞 E-CELLと低濃度有機物培地で培養した細菌細胞 0-

CELLの聞に高分子合成活性や基質利用活性に大きな差異がみられたのに対

して. K 1 89C株の場合，低濃度有機物培地で培養した細菌細胞(O-CELLに相

当)と. K 1 89C株が増殖できるもっとも有機物濃度の高い培地 (ST10-1培地)
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で繰り返し培養行った細菌細胞(E-CELL に相当)の問にほとんど追いがみ

られなかった。これらの結果から，同じ低栄養細菌であっても通性低栄養

細菌と偏性低栄養細菌との聞に生理的に大きな違いがあることがわかった。

偏性低栄養細菌 KI89C株の場合. 1細胞当りのLeu"r tは 418.2x 

10・';'<!mol/hである。外洋環境でタンパク質合成を行っている全ての偏性低

栄養細菌が KI89C株と同等のタンパク質合成活性を持つと仮定した場合，

第 U4lで示した結果から. Stn.28の 30m層では 1mlの海水中で約1.26 x 

10"の細菌がタンパク質合成を行っているという結果が得られる。この値は

曜接検続法で得た同じ試水中の全菌数 (6.15x 10':-cells Iml)の 20%に

あたる。そのほかの外洋試水の細菌群集においても全閣数の 9-20%の細

薗がタンパク質合成を行っているという計算結果が得られた。マイクロオ

ートラジオグラフィーの手法を外洋環境の細菌群集に応用した実験により，

添加した有機基質を利用することが可能な細菌数は全菌数の約 10--50%程

度であるということが今までに報告されている (Douglaset al. 1987)。

以上の考察は，外洋環境に存在する細菌のなかで数 10%がタンパク質

合成能を持っており，その活性は低栄養液体培地を用いて分離された偏性

低栄養細菌の純粋分離株によって実験室内でもっとも忠実に再現し得るこ

と，および偏性低栄養細菌が外洋低栄養海域で優勢であり，そこでの従属

栄養活性の主体となっていることを示唆している。

m-5 高栄養環境下，低栄養環境下および飢餓環境下における通性低栄
養細菌のロイ シン取り込み機構の解析

外洋低栄養環境に生存している細菌が，そこに存在する微量の有機基

質を効果的lこ取り込み，利用するために，基質親和性の高い(つまり

Michaelis定数. Kmftfiが低い〉取り込み系を持っているに違いないというこ

とは多くの研究者によって考えられている (Hirsh1979. Poindexter 19 

81)。実際に外洋環境の細菌群集の有機基質に対する親和性はきわめて高

L、(Wright& Burnison 1979. Ferguson & Sunda 1984)。
通性低栄養細菌 KEI0株は， 田-4で述べたように，培地中の有機物濃
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度が通常の培地濃度から外洋海水程度の希薄な濃度へと変わることによっ

て形態的にも生理的にも変わることが明らかになった。そこで，本節では

KE10株がロイシンの取り込みに関して親和性の高い取り込み系を持ってい

ることを確認するとともに，田 4で示した E-CELL.トCELL:およびか

CELLのロイシン取り込み系を. 10 10 M""_ 1 0 S Mの濃度域において詳細な解析

を試みた。

実験方法

ロイシン取り込みカイ ネティ クスの測定

あらかじめ O.2nM から 100nM までの濃度の L- ~I!-ロイシン，あるい

は 0.04μMから 10μMまでの濃度の L_14C-ロイシンを添加した試験管に，

それぞれ 10~cells/m 1の濃度になるように調製した E-CELL，S-CELLおよび

かCELLの細菌懸濁液を， }rQ)づっ加えて反応を開始した。200Cで 2分間培

養後，速やかに O.2μmニトロセルロースメンブレンフィルター (ADVAN-

TECH社〉上にろ過捕集し，約 10m)の滅菌ろ過 NSSで 2同洗浄した後，ガラ

スパイアルに入れ，液体シンチレーター (AQUASOLn. NEN)を添加して放
射活性を測定した。実験は 4本立てで行ったo 最終濃度 4%になるように

ホルマリンを加えて同械の実験を行ったものを空試験仰とした。

通常，細菌による特定の基質の取り込みは， Michae)is-Menten機構

(①〉に従って進行すると考えられており，その解析には酵素反応速度論

が準用され，添加した器質濃度(S) とその時の取り込み速度(V)か ら

Lineweaver-Burk逆数プロット法(②〉によって， E-CELL，トCELLと 0-

CELLの細菌細胞の最大取り込み速度(Vmax)と基質に対する親和性を示す

Michaeris定数 (Km)を求めた。

V = ① 
Vmax . S 

Km + S v 
Km 
一一一一一×
S 

十
Vmax 

ロイ シン取り込み系に対する騒々のア ミノ酸の添加による効果

-② 

非放射性のアミノ酸の添加による放射性ロイシンの取り込み速度の変
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化を調べるために， 5pmol の L- ~ Hーロイシンあるいは 100pmol の L_ 1 4 C- ロ

イシンを添加した滅菌試験管に，報々の非放射性のアミノ酸を，添加した

政射性ロイシンの 50倍の濃度(前者には 250pmol，後将には 5nmol)にな

るように添加した。 1mlの細l誼懸濁液(10Icells/ml)を添加して反応を開

始し， 200Cで 2分間培養した後，同織に放射活性を測定した。

ベリプラズム空間に存在するロ イシン結合タンパク質の解析

E-CELLと S-CELLのロイシン取り込み系に関与すると推定思われるぺリ

プラズム空間タンパク質の解析を行った。通常，海洋性グラム陰性細菌の

ペリプラズム空間タンパク質の抽出には，低張液による悦透圧処理が用い

られる。 KEI0株は完全な純水中では破裂するので，本実験では NSSを純水

で希釈して得た 10% NSS液を低張液として用いて 10分間の浸透圧処理をほ

どこした。SEM観察によると，この処理では細菌細胞の完全な破壊はみられ

ず，処理後ら処理前の 82...._ 9 4 %の増殖能を維持していた。 この処理によっ

て湿辺吐 19の細菌細胞当り E-CELLでは 2250μg，S-CELLでは 3400μgの

タンパク質が上澄中に得られ， これらのタンパク質をペリプラズムタンパ

ク質 (PcriplasmicProtein. P. P.)とした。

10%反透庄処理によって P.P.をのぞいた細菌細胞について， ロイシン

取り込み活性を前述の方法で測定した。反応時聞は 3，6および 9分間とし

た。

-}j，上澄中に得られた P.P.は限外ろ過(ウルトラフリー C3LGC)に

よって脱滋・濃縮し，7.5%ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって解析

した。泳動終了後， 14c-ロイシン (328mCi/mmo).Amersham)を 17μCi添
加した 0.05Mトリス塩酸緩衝液 (50m))中にゲルを入れ， 10分間振とうし

た。その後，緩衝液を取り除き，放射性基質を含まない 0.05Mトリス境酸

緩衝液 (50m))を加えて 5分間娠とうし，ゲルを洗浄した。この操作を

2回おこなった後ゲルを乾燥し，ラジオクロマナイザー (JTC501.Aloka) 

によってゲルの中の放射活性を走査し， ラジオクロマナイザー用データ処

理装門 (ACM500.A loka)によって解析した。同時に銀染色法(銀染色キッ

ト，、ドJnによってタンパク質バンドの位置を確認した。
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また，

果

KEI0株は 2週間の飢餓状態を経た後であっても，他のアミノ酸やグル

コースの取り込みに関してみられたのと同様に， ロイシン添加後遺ちに取

り込みを開始した (Fig.3-24)。種々の濃度のロイシンを添加した際の

S-CELLおよび Q-CELLの取り込み速度を Fig.3-25に示した。

Lineweavor-surk逆数プロット法によ って解析した

結
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この逆数プロットの直線部分を最小二乗法によ って直線回帰し，

得られた一次関数から最大取り込み速度 (Vma.) と基質に対する親和性を

示す Michaeris-Menten定数 (Km)を求めた。それぞれの回帰直線の相関係

はいずれも 0.8以上であり， t検定による危険率は 1%以下であ

その結果，トCELLは Krn値が1.1μMの低親和性の取り込み系と

0.028μMの高親和性の取り込み系の 2種類の取り込み系を持 っていること

2種類の細菌細胞では
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低親和性の取り込み系が消失し，それぞれ h値 O.017μMと 0.027μMの高

級拘性の取り込み系のみを保持していた。 t検定により評価したところ，

1%以下の危険事で 3種の細菌細胞の高知和性の取り込み系の K"，怖は同ー

の物である事がわかった。

次に，それそれ細菌細胞の高親和仙の取り込み系のれ持値を比べると，

E-CEl.Lと S-CELLでは 7.04x 10 1 ~ mol /ccll/min と 6.70 x 10 ) 'mol/cel 

l/minでほぼ同じ仰であるのに対して， O-CEl.Lではこの怖が 13.9xl0・)<，

mol/ccll/minと 3種の細薗細胞のなかではもっとも尚かった。 E-CELL，S-

CCLLおよび O-CELLの細菌細胞の平均の点面積はそれぞれ 3.29μm"， 1. 54 

μrおよび 2. 94μがであることから， O-CELLと S-CELLの表面積当りの

V/. ，怖は E-CEl.Lのそれのおよそ 2.0倍と 2.2倍であった。
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B ~ 1.0 
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S-CELL Tab~~ 3-8 _ ~~!~~~.~~ ~~nr!~i?~~~~~~e~1~~~n~_~c~~s 
on the incorporation of ~~C-leucine (1uM) and vH_ 
leucine (5nM) by E-CELL prepared from KE10. 
Competitors were added at 50 times the 
concentration of radiolabelled leucine. Every 
sample was incubated for 2min at 20・C.
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Fig. 3-26 Lineweaver-臥lrkplots of leucine incorporation by 

E-CELL (A)， S-CELL (B)出世 O-CELL(C). 
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E-CELLのロイV ン取 り込み系に対する ロイシン以外のい くつかの有機

基質による阻害効果を，高親和性 ・低親和性のそれぞれの取り込み系につ

いて調べた結果，パリン，フェニルアラニンとメチオニンはどちらの取り

込み系に対しでも強い阻害活性を示し， グルタミン酸とグルタミンは阻害

活性を示きなかった。しかし，グリシン，アラニンとリジンに関しては，

低親和性の取り込み系の方が高親和性の取り込み系に較べて強く阻害され

た(Table 3-8)。

トCELLと S-CELLに関 してロイシ ン取り込み系に対するベリプラズム空

間タンパク質 (P.P. )の関与を調べるために，浸透圧処理をほどこしてペ

リプラズム空間タンパク質を取り除いた細菌細胞のロイシン取り込み活性

を調べた。低濃度ロイシ ン (5nM)存在下の取り込み活性に関しては，浸透

圧処理し た細菌細胞は，E-CELLと S-CELLいずれの場合も無処理の細菌細胞

の取り込み活性の 12--35%に低下した (Tableト9)。高濃度のロイシン

存在下では， 低濃度ロイ シン存在時よりは浸透圧処理の影響が少なかった

が，それでも若干のロイ シン取り込み活性の低下がみられた。

バ」

Table 3-9 Effect of osmotic shock treatment 
(10% NSS) on the incorporation of radio-
labeled leucine (luM， 5nM) by E-CELL and S-
CELL. Ratio of incorporation rates to those 
by E-CELL and S-CELL without osmotic shock 
七reatmentwere shown. 。

E-Cell 2 
v 

C

一ε
o
mv~2
cコ
oυ

Ratio (%) 

14 C-le 
(luM) 

3H-leucine 
(5nM) 

S-CELL 52.2 18.2 

Fig. 3-27 1訓 cinebinding activity in the periplasmic 

proteins extracted from E-CELL (A) and S-CELL(B). The 

periplasmic proteins were separated by 7.5% polyacrylamide 

gel electrophoresis and the protein patterns with silver 

staining were shown at upper sides. The proteins which had 

leucine binding activity were indicated (y，t!)・BothE-CELL 
and S-CELL showed sa肥 proteinacti ve to leucine binding ( tt 4 ) . 

E-CELL 24.9 49.5 
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ポリアクリルアミドゲル電気永動によって P.P.を分画後， ロイシンの

結合活性を調べた結果を Fig.3-27に示した。 E-CELLではロイシン結合活科

を示すタンパク質が被数確認されたのに対して， S-CELLでは 1つしか配認

されなか った。 S-CELLで確認されたこのロイシン結台タンパク質は， E-

CELLでも確認され， E-CELLと S-CELLが共有する P.P.であ った。

考察

柑々の濃度のロイシン存在ドでのロイシン取り込み述皮から Line-

weaver-Burk逆数プロット法によって解析を行ったところ.高栄養条件下で

培養したKEI0株の細菌細胞トCELLは Km値がそれぞれ 2.8x 10 Mと

1.1 x 10・Mの 2段階の取り込み系を持っていた。この E-CELLを長期間飢

餓状態にさらした S-CELLでは，必栄養増殖時に見られた悔散のロイシン取

り込み系のうち.親和性の低い(K m{l(iの大きい)取り込み系が消失した。

また， {，正i興住有機物培地で数[uJ繰り返し培養した Q-CELLでも，同械に低親

和性の取り込み系が消失していたが， S-CELLと問機に親布l性の高い(Km値

の小さい)取り込み系は保持されており， しかもトCELLよりも l細胞当り

の活性が尚かった。

Azam & Hodson (1981) と Hagstr向 elal. (1984)は外洋海域の細

菌群集のほ質取り込みカイネティクスを現場試水および述統培養系で調べ，

これらの細l調群集が復数の KmMiを持っていることを示した。その後，

Nisscn ct al. (1984)は，海水のみの培地でも増殖可能な海洋細薗分離株

がグルコースの取り込みに関して多相の取り込み機構 (Multiphasic

Uptakc Mcchanism)を持っており， グルコースの濃度に依存して Km値の異

なる取り込み系を使い分けていると推定し，外洋域の個々の細菌が低栄養

環境への適応のーっとして多相の取り込み系を持っているのではないかと

いう Wiliams(1973)の考察を支持した。そのほかにもいくつかの海洋細

菌や淡水細i泊で，アミノ 酸，糖な どの有機基質に関 して 2つ以上の多相の

取り込み系が報告されている (Geescy& Morita 1979. Mardcn el al. 19 

87. Ishida Cl al. 1982)。本研究で，通性低栄養細崎町10株iこも高濃度

有機物問地で増殖している際には[riJ憾の多相の取り込み系が確認されたこ

とから.低栄養細菌のうち高栄養寒天培地で分離可能な通性低栄養細菌に

はこのような多相の取り込み系が普遍的に存在し，低栄養環境に適応して

いることがポ唆された。

飢餓生践と基質取り込み機惜の関係についてもいくつかの知見がある。

海洋性の Vibriosp. S14株は飢餓状態にさらされると高鋭如性のロイシン

。
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さて， KE 1 0株の 3穫の状態の細薗細胞に共通してみられるの高知和性

の取り込み系についてVmaxft査を較べたところ， O-CELLは他の 2極の細的細

胞と較べて約 2倍の Vmax値を持っていた。その結果として，約 1μM以 F

の濃度のロイシン存在下では，トCELLは E-CELLよりも高い取り込み活性を

示した (Fig.3-28)。トCELLも表面積当りのロイシン取り込み活性では，

低濃度のロイシン存症下で E-CELLよりもかなり高い活性を示した。

低栄養環境への個々の細菌の適応戦略として，これまでは「飢餓状態

での生存説J (Morita 1986)が主なものでありであり，低栄養環境におり

る細菌のもう一つの存在形態として考えられる低栄養増殖状態を仮定した

知見はきわめて少ない。 Ishidaet a1. (1982) は，淡水性の通性低栄養細

菌(位盟盟nassp.)がグルタミン酸の取り込みに関してやはり低親和性の

取り込み系と岡崎に，低濃度のグルタミン酸を効率よく利用し得る高親和

性の取り込み系も備えており， この細菌の低栄養環境下での増殖能力を支

えていることを報告しているが， この細菌の場合，高濃度グルタミン酸培

地 (2.7rnM)で培養した細菌細胞 (H-cell) と，低護度グルタミン酸培地で

培養した細菌細胞 (L-cell)の聞には，取り込み系に関しては劇的な変化

は見られなかった。しかし，本研究で用いた海洋性通性低栄養細菌防10株

の場合， ロイシンの取り込み機構に関しては， E-CELLと O-CELLの聞には明

らかに変化がみられ， しかも，高濃度ロイシン存在下では前者が，低濃度

ロイシン存在下では後者が，より効果的にロイシンを取り込む能力を示し，

それぞれの有機物濃度環境に適応した取り込み機構が存在することを確認

することができたo一方，従来の飢餓実験を踏襲した S-CELLの場合，細

菌表面積当りの取り込み活性では E-CELLと較べて，低濃度域のロイシン取

り込み能力に有効性を見いだすことができたが，細菌細胞数当りでは明瞭

な差を見いだすことができなかった。この結果から，低栄養増殖を行って

いる細菌細胞 O-CELLは，飢餓生残している細菌細胞 S-CELLと比べ，低栄

養環境へのよりすすんだ適応能力を保持していることが示唆された。この

ことは，低栄養細菌の低栄養環境に対する生理的な適応戦略に関して新た

な知見を提供するとともに，従来の飢餓実験から得た知見をもとに低栄養

低親和性の取り込み取り込み系の活性を強化し Vmax値を増大させる一方，

系の Vmax値を低下させることが報告されており (Mardenet al. 1987) ， 

飢餓生残における重要な適応機構であると考えられている。南縄海から分

離された Anト300株は 0.25μM以上のアルギニン存在下で有効に機能して

いる低親和性の取り込み系とそれ以下の濃度で有効に機能する高親和性の

取り込み系を持っているが (Geesey& Morita 1979) ，飢餓状態にはいる

と低親和性の取り込み系の機能は低下するのに対して，高親和性の取り込

み系は維持されていると報告されている F a-

Quin & Ollver 1984)。
KE10株の O-CELLあるいは S-CELLは，低栄養環境下では低親和性の基

質取り込み系は消失している。他の海洋細菌同様に， K E1 0株ち低栄養環境

に対する適応機構の lっとして，低栄養環境下ではあまり役にたたない低

親和性の取り込み機梅の機能を低下させる一方，高親和性の取り込み機構

の機能を維持 ・強化することで環境中の希薄な有機物の利用を図っている

ものと恩われる。

(Geesey & Morita 1979. 
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環境の細菌群集の生理的な特性を考えることに対して笹鎌を加えるもので

ある。

KE10株の E-CELLが示した 2種類のロイシン取り込み機構を他のアミノ

酸との桔抗限苫の面から検討すると，低濃度域 (5nM)の取り込みではパリ

ン， フェニルアラニンやメチオニンによる顕著な桔抗阻古か見られたが，

高濃度域(1μM)のロイシン取り込みと比べて，桔抗阻害のパターンに特

に顕著な遣いは見られなかった。 Hirshet al. (1979)の低栄養細捕におけ

る机七の仮説では，話質に対する特異性の低い取り込み系が細偵の低栄養

環境での生仔に{j効であるとされていたが，日t0株の尚税不[JfiLの取り込み

系にはそのような傾向はみられなかった。

10%NSSによる浸透圧ショックをほどこした KEIO株の E-CELLと S-

CELLは， いずれもロイシン取り込み活性を低下させた。このことから以透

庄ショ yクによって細菌細胞から除かれるぺリプラズム空間タンパク質

(P. P. )が， KE 10株のロイシン取り込み機情に大きく関うしている吋能性

が示唆された。グラム陰性細菌では， P. P.の中の結合タンパク質 (Bi nd-

ing Protein. B.P.)が環境中の有機基質，特にアミノ般の取り込みに 'fi要

な役割を果たしていると考えられている (Anraku1982)。また I (毎j干nt境
中の細i通群mにみられる高い基質親和性に結合タンパク質が関与している
という怠見もある (Griffiths et a1. 1974)。そこで，E CELLと S-

CELLのロイシン取り込み機構の追いがぺリプラズム空間jに存仕する B.P.の

違いによって生じる可能性，いいかえると， KEIO株の低栄養環境への適応

戦略の lっとしてのロイシン取り込み系の切り替えが， B. P.を作り持える

ことによって起こっているという仮説のもとに，トCELl，とトCELLから

P. P.を揃H1し，ポリアクリ ルアミドゲル電気泳動法によって分阿し，それ

ぞれの各 P.P.のロイシン結合活性を調べた。泳動後の E-CELLとトCELLの

P. P.の泳動パターンはかなり異なっており， しから E-CELLにはみられた

ロイシン結合活性を持つ値数のタンパク質バンドがI S-CELLでは 1本しか

みられないことから， E-CELLと S-CELLの問のロイシン取り込み機情の正は，

ペリプラズム空間のロイシン結合タンパク質の差による可能性が示唆され

た。海洋性の Vibriosp.S14株も飢餓開始直後からあらたなタンパク質
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(Starvation induced protein)を合成し，その中にはいくつかのベリプ

ラズム空間タンパク質があることが一次元電気泳動法および免疫学的方法

から明らかになっている (Albertsonet al. 1987. Nystr討111 et al. 19 

88)。また，お栄養増殖時の S14株では， P. P.中の 37kDaおよび 44kDaの

タンパク質にロイシン結合活性がみられるが飢餓生残時には 37kDaのタン

パク質の減少がみられ， これが飢餓生残時にロイシン取り込み機構の変化

に関係があるのではないかと考えられており ，同織のタンパク質レベルで

の低栄養環境への適応機構がグルコースの取り込み機構に関しでも報告さ

れている (M~ rdèn et al. 1987， Alberlson et al. 1990a) 0 KE10株の場

合ふ飢餓開始，([後にタンパク質合成活性の増加がみられ，飢餓生残に必

要なタンパク質が合成されている可能性が示されており (m 3)，ロイ

シン取り込み機摘に密接に関与している B.P.を作り替えることで，希薄な

有機基質を利用できる取り込み系を維持し，飢餓環境に耐え得るように適

応しているのではないかと考えられる。また， S-CELLの P.P.中で唯一 ロイ

シン結合活性を持っているタンパク質が， これが E-CELL，S-CELLと 0-

CELLに共通してみられる高親相性の取り込み系に関与する B.P.である可能

性は強い。

ロイシン取り込みカイネティクスの解析から， O-CELL は S-CELLよりも

より高度に低栄養環境に適応していると判断されることから，O-CELLの

P. P.を解析することは大いに興味のもたれるところであったが， E-CELLと

S-CELLで P.P.抽出に用いた浸透庄ショックの条件では， O-CELLから P.P 

.を抽出することが不可能であった。これは O-CELLが E-CELLや S-CELLよ

りも強い浸透圧耐性を示し，トCELLと S-CELLでは大部分の細菌が破壊され

てしまう条件 (D.W.による浸透圧ショック)であっても，地殖能や外部形

状 (SEM観察)はほとんど影響を受けなかった。 O-CELLの持っている尚親和

性の取り込み系は，E-CELLや S-CELLの高親和性の取り込み系と Km値がほ

ぼ閉じであったが，Vmaxff(iは後二者よりもかなり高かった。このことから

O-CELLもトCELLや S-CELLに共通してみられる B.P.を持っており，この

B. P.の数か，または B.P.が結合する細胞内膜上の部位が， E-CELLや S-

CELLよりも多いことが予怨される。
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m 6 概要

( 1) 低濃度有機物培地をもちいた希釈法によって分離に成功した偏性低

栄養細菌 11株は，いずれも低濃度有機物培地である ST10-4培地では比較

的良好な増殖を示すものの，高濃度有機物培地である ZoBell2216E培地と

向程度の有機物を含む ST100培地ではまったく噌殖することができなかっ

Tこ。

( 2) 通性低栄養細菌 KEl 0株は，高低両培地およびまったく有機物を添加

しない熟成海水 (ASW)中であっても良好な増殖をした。

( 3) 高濃度有機物培地で培養した KEIO株はグリシン高濃度培地 (2gC/l)

で噌殖可能であるが，この細菌を低濃度有機物培地 (NSST10-4培地かASW)

で数回繰り返し培養した細趨細胞 O-CELLは. ST 10白培地やグリシン低i~&

培地では良好な増殖を示すものの，グリシン高濃度培地では増殖能力を失

っていた。

(4) KE10株はまったく有機物を添加しない人工海水中であっても長期rm
(140日間)生残が可能であった。 KE10株は飢餓開始直後に DNA合成活性が

低下するが，タンパク質合成活性およびアミノ酸，グルコース等の有機器

質の利用能は一時的に増加した後，減少し，飢餓 2週間経過以降一定にな

った。

( 5) 高濃度有機物培地で増殖している細菌細胞 E-CELL. E-CELLを 2迎問

飢餓状態にさらした細菌細胞 S-CELLおよび低濃度行機物培地で増殖してい

る細菌細胞トCELLを KE10株か ら調製し，これら 3種の細菌細胞の間で

DNA合成活性 (TdR['Nk)およびタンパク質合成活性 (Leur. r e' t )を調べたと

ころ. O-CELLと S-CELLはいずれもトCELLにくらべて DNA合成活性が 1/8

と低かったが，タ ンパク質合成活性では O-CELLは E-CELLと同等かそれ以

上の活性を持っていた。このような特徴は，第日なで示したように，外洋

環境の細菌群に特徴的に観察されたものであった。
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( 6) トCELLとトCELLはいずれも低栄養環境に適応した細薗細胞であると

恩われるが，形態的にも生理的にも差がみられ，タンバク質合成活性，ア

ミノ酸の利用活性は O-CELLがかなり高かったのに対して，グルコースの利

用能は S-CELLの方が高かった。

( 7) トCELLは， ロイシンの取り込み系に関して Kmfl直が1.1 x 10 -~' Mの低

親和性の取り込み系と 2.7x 10 Mの高親和性の取り込み系を持っている

が. O-CELLと S-CELLでは低親和性の取り込み系が消失し，高親和性の取り

込み系のみが保持されていたu トCELLの高親和性のロイシン取り込み系は

E-CELLや S-CELLのそれと比較 して Vmax値が高 く，その結果，低濃度のロ

イシン存在下では O-CELLがもっとも効果的な取り込み活性を示した。

(8) KE10株の高低両親和性のロイシン取り込み機構にはいずれもペリプ

ラズム空間に存在するタンパク質〈おそらく結合タンパク質.B. P. )が関

与していると推定された。また. E-CELLと S-CELLの問には抽出したペリプ

ラズム空間タンバク質に違いがみられ.E-CELLではその中に複数のロイシ

ン結合活性がある タンパク質がみられたが. S-CELLでは 1つのタンパク質

のみにロ イシン結合活性が確認された。
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第IVCi 高湿度有機物情地における低栄養細菌の増殖阻害

鮪J

海水中の細菌の生菌計数用培地として，当初JZoBell 2216E培地

(Oppenheimer & ZoBell 1952)が開発されたが. Sieburth (1967) らによ

ってこの培地中の有機物濃度が海洋細菌の増荊には品すぎるのではないか

と指摘され，多くの海洋微生物の研究者がこの問題を検持した (Fonden

1968. lshida & Kadota 1914. 1975. Ishida et al. 1986. Eguchi & 

Ishida 1990. Akagi et al. 1977. Carlucci & Shimp 1974. Mallory ct 

al. 1977. Yanagila et al. 1978)。そうした研究の過程で，培地に含ま

れる有機物濃度の問題の他lこ，寒天培地のような同体培地でのコロニ-"r
数法にも問題があることが判明し ST10・a培地などの低濃度有機物液体府

地を用いた MPN法が海洋細薗計数に非常に有効であることが明らかにされ

た (Ishida& Kadota 1979. Ishida et al. 1986. Eguchi & Ishida. 19 
90)。 この方法によって，従来の方法に比べて細崎のJ数値が 10........100倍

以 tも増加するとともに， これまでは存在がわからなかった一群の細菌

|偏性低栄養細菌J (Ishida & Kadota 1981)が低栄養海域で優占してい

ることが明らかになった。

一方，培地基質の極額が細菌計数値に及ぼす影響について検討した研

究はあまりなされていないが，純粋分離菌株の増殖能に関しては. Martin 

& MacLeod (1984)の研究がある。それは低栄養細菌および富栄養細幽と

して分与された細菌株 (Akagi 1980b)を用いて，いくつかのアミノ酸，行

機酸などの単一有機物を必質とした培地での増殖を調べたもので，これら

の細菌がある穫の有機基質培地では低栄養細菌が富栄養細菌に，富栄養細

菌が低栄養細菌に変わり得ることを示している。このことは. MPN法に則

いる培地の基質を変えることによって ST10・n培地を用いた場合とは異なる

細菌を捉えることができる可能性を示唆している。また，臨 -2において，

高濃度ペプトン培地でも低濃度ぺプトン培地でも増殖可能な通性低栄養細

菌 KE10株は，低栄養環境に適応することによって 「低濃度グリシン培地に
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は増荊するが，高濃度グリシン崎地には増殖できないJという偏性低栄養

細菌の哨鮪特性に類似した性質を示すことを明らかにした。

本市では，まずIV-lにおいて，いくつかのペプトン，アミノ酸，糖

および有機酸をそれぞれ単一括質として培地を調製し，外洋海域における

細菌数を MPN法で計数し，得られた結果を比較した。 IV 2とIV-3では，

K E1 0株を用いて高濃度グリシンによる増殖阻害の原因を調べ，得られた知

見を参考lこして偏性低栄養細幽の高濃度有機物培地での明殖阻害に関して

考察したo

IV 1 異なる基質を用いた府地による MPN計数値の比較

これまでの MPN計数では培地の器質としてトリプティケースペプトン

を常用してきた。本節では，この培地 (ST10-n培地)をコントロールとし

て，市販の各種ぺプトン，および単一のアミノ酸，結と有機酸を単一基質

として添加した培地を用い，基質によって MPN計数値にどのような相違が

生じるかを，若狭湾沖合い低栄養海域の細菌群集について凋べた。

実験Ji法

試料の録取

採J}<は. 1986年 4月23日と5月22日. 1987年 5月29日および1989年 6月

22日の計 4同，観測船「白浪丸Jにより前述〈町一l 参照)の若狭湾冠島

近海で行った。 1986年 5月のみ Stn. 2で，それ以外は Sln. 1で採水した

(Pig.ト1)。表層水 (Om層)は滅菌ガラスボトル (WHATMAN)で直接採71<

し，深lf1/1< (4 Omまたは 50m層)はよく洗浄したバンドン探水器を用いて採

水した。全菌数計数用の試料は船上で速やかに固定し(最終濃度 4%ホル

マリン). MPN法による低栄養細菌計数用の試料は氷蔵した状態で研究室ま

で持ち帰った。採水から実際に生薗数計数用液体培地に使揮するまでに要

した時間は約 10時間であった。用いたガラス器具はすべて 4500C・1.5時

間の燃焼処理をほどこした。
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MPN計数用培地の調製

MPN計数に用いた各種の培地の組成を Tableト1に示した。 トリプティ

ケースぺプトン (Trypti case peptone. Try. BBL) ，ポリペプトン

(Polypeptone. Pol.大五)，プロテオースペプトン (Proteosepeptone 

. Pro. 0 i fco)の 3障はカゼインの部分加水分解物，カザミノ酸(Cas-

amino acids. Cas. Difco)はカゼインの完全加水分解物，フィトンペプト

ン (Phytonepeptone. Phy. Difco)は大豆タンバク質の部分加水分解物で

ある。 トリプティケースペプトンを基質とした通常の ST10-n培地も対照と

して使用した (Try培地〉。それぞれの基質の高濃度培地は ST10 I培地と

閉じ有機炭素濃度(約 200mgC/I)になるようにろ過熟成海水 (ASW)で調

製し，それぞれに酵母エキス (Difco)を 0.05g/1の濃度で添加した。グル

Table 4-1 VariaLion of high nuLrient liquid media forトiPNcounL. 

composition abbreviaLion 

substrate Y.E. ASW NaN03 

trypticase 
peptone 0.5g 0.05g 1 1 Try(ST) 

proteose peptone 0.5g 0.05g 1 1 Pro 

polypeptone 0.5g 0.05g 1 1 Pol 

phyton peptone 0.5g 0.05g 1 1 Phy 

casamino acids 0.5g 0.05g 1 1 Cas 

glycine 0.62g 0.05g 1 1 Gly 

alanine 0.05g 1 1 Ala 

leucine 0.36g 0.05g 1 1 Lcu 

phenylalanine 0.05g 1 1 Phe 

glutamate 0.49g 0.05g 1 1 Glu 

aspartate 0.55g 0.05g 1 1 Asp 

arglnlne 0.48g 0.05g 1 1 Arg 

histidine 0.05g 1 1 日is 

glucose 0.50g 0.05g 1 1 0.05g Glc 

glycolate 0.67g 0.05g 1 1 0.05g Glycol 

コースおよびグリコール酸を基質とした培地には，窒素源としてさらに

NaNO-を 0.05g/1の濃度で加えた。低濃度培地は STI0・J培地と同級，それ

ぞれの高濃度培地を ASWで loof告に希釈して調製した。

今回の実験では低栄養培地として STI0-ニ培地を用いた。この即.由は

1985年 5月の観測の際に. STI0 4培地では 10'O'cells/ml程度にしかt昔前せ

ず. r増殖無し ‘と判定された試験管でも. ST10-?培地に再控純するとそ
の多くが 10'cells/ml以上の増殖を示した経験によるものである。また

1986年 4月の観測の際に，低濃度有機物培地として基質を添加しない熟成

海水のみの培地 (ASW培地). STI0 4培地および ST10・3培地の 3障を用立

し，得られた MPN簡を比較したところ， この海域では STI0・a培地や ASW培

地よりも ST10 培地のJjが高い計数値が得られ， この濃度の培地が最も低

栄養細菌の増殖に適していることが示唆されたためである。

MPN法の手順

MPN計数法は第目立の手l闘に従った。低濃度培地では 4週間，高濃度培

地では 2週間，それぞれ 15
0C・暗所 ・静置条件で培養を行った。

結集

市販されているいくつかのペプトンおよびカザミノ酸を基質として調

製した低濃度培地を用いて. 1986年 4月の採水時に通性低栄養細薗および

偏性低栄養細閣の MPNa十数を行い，培地による計数値の違いを比較した

(F i g.ト 1)。 トリプティケースペプトンを基質とする Tryfs:濃度培地

(STI0う培地と同じ)による全低栄養細菌計数値は. 0 rn層で 7.0XI04

cells/ml， 50mJMで 2.2 x 104 ce 11 s/m 1であり，そのうち偏性低栄養細薗の

割合はそれぞれ 42%と 93%であった。その他の市阪のぺプトン(Pol. 

Proと Phy)を法質とした低濃度培地を用いて得られた低栄養細菌の MPN値

は， Om腐と 50m屈をとわず，全体的に Try培地で得られた値よりも低く，

特に Phy培地で得られた計数値は Try培地のそれの約1/8(Om層)と 1/20

(50m層)であった。また. Pro培地では得られた低栄養細菌はすべて通性
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Try 

Pro 

Pol 

Phy 

Cas 

ST 

Pro 

Pol 

Phy 

MPN COUNT (Log N I ml ) 

3 4 5 

Om 

r:-了 了…で晶画7amkF0.

Cas 機騒謀議繍 50m 

Fig. 4-1 Number of total oligotroph (TO) and facultative 

oligotroph lFO) counted by MPN method with various peptone 

JJ陪diaat Om and 50m depth of Stn.1 in Wakasa Gulf (see Fig. 

3-1) on April 23， 1986. See Table 4-1 for each 
abbreviation. 

低栄養細菌であったが，全低栄養細菌計数値は Try培地のそれより低かっ

た。 Cas培地で、得られた計数値はこの 1986年 4月の採水時には他のぺプト

ン培地のそれと比べて著しく低かったが， f也の採7}<時にはそのような傾向

はみられなかった (Figs.4-1'"ト4)。

ー100-

1986年 5月， 1987年 5月および 1989年 6月には，アミノ酸，糖および

有機酸を単一基質として調製した培地(単一碁質培地〉によって全低栄養

細菌と通性低栄養細菌の MPN計数を行 った (Figs.4-2'"ト4)。低濃度培地

での全低栄養細菌数(一次接種)は，単一基質培地の方がペプトン培地よ

りもー桁ほど少ない傾向が見られた。しかし，単一基質培地の中での差異

MPN COUNT (LogN Iml) 

3 ι 5 

Try 

Cas 

Glycol 

Glc 
-・・・ー

Glu Om 

ST 

Cas 

Glycol 

Glc 

Glu 

Gly ゐOm

Fig. 4-2 Number of total oligotroph (τひ)and facultative 

oligotroph counted lFO) by MPN method with various substrate 

media at Om and 40m depth of Stn.2 in Wakasa Gulf lsee Fig. 

3-1) on May 23， 1986. See Table 4-1 for each abbreviation. 
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単一基質高濃度培地に二次接種して得られた通性低栄養細菌の MPN位、ST

10・ 1培地で得られた値よりもさらに低く，特にグリコール酸，グリシン，

アスパラギン酸などを基質とした場合，高濃度培地でま ったく噌殖が確ぷ

されず，結果として得られた低栄養細菌がすべて偏性低栄養細閣とな って

しまうことカfあった。Try 

Cos 

Glu 

Asp 

Fig. 4巴 3 Number of total oligotroph (TO) and facultative 

oligotroph (FO) counted by MPN method wi th various substrate 

Ill<<きdiaat Stn.l (Om) in Wakasa Gulf (see Fig. 3-1) on May 29， 
1987. See Table 4-1 for each abbreviation. 

Leu 

(Log N I ml ) 
Gly 

5 

Leu Try 

Arg 
Cos 

ASW 

T. O. : T oloL OLigolroph 

F. 0.: Focultolive 
OLigotroph 

Alo 

Gly 

Glu 

Asp 

Phe 

Arg 

Glc 

はベプトン培地との間の差異と比べて大きくはなかった。 1987年と 1989年

の採水時には低濃度培地のーっとして有機基質無添加の ASWのみの培地

(ASW培地)を用いて MPN計数を行ったが， ASWを基礎培地として調製した

単一基質培地の方が ASW培地よりも MPN値がしばしば低くなった。また，

Fig. 4-4 Nl~ber of total oligotroph (TO) and facultative 
oligotroph (FO) counted by MPN n陪thodwith various peptone 

media at Stn.1 (Om) in Wakasa Gulf (see Fig. 3-1) on June 

22， 1989. See Table 4-1 for each abbreviation. 
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考察

本節では.まずいくつかの市販のぺプトンとカザミノ酸をmいた低濃
度液体培地を悶製して外洋環境の低栄養細菌の MPN計数を行い，得られた

計数値を比較した。フィトンペプトン以外の 3種のベフトンとカザミノ酸

は，いずれもその原料となるタンパク質がカゼインであり，アミノ酸組成

はほぼ向ーであると考えられるにもかかわらず，各ぺフトンの問で全低栄

養細l宥社数値に大きな差が生じた。大豆タンパク質の部分加水分解物であ

るフィトンペプトンを基質とした Phy培地で得られた MPN仰は最も低く，

特に 50mJMでは Phy培地による計数値よりも Try培地によるそれは 20倍も

高い怖が得られた。このような違いは，おそらくべプトンの原料であるタ

ンパク質のアミノ酸組成や加水分解の程度によるアミノ般の仔在形態(遊

離型か結合型か)の差に由来するのであろう。 Pro.41地では偏性低栄養細菌

がまったく検出きれず，すべて通性低栄養細菌であったが，全低栄養細菌

数は Try培地の}jが高かった。 Cas培地で時々高い計数怖を得ることがある

ものの全体的にTry培地，つまり今まで海洋細菌の計数に用いてきた ST

10 培地， において高い白十数値がを得られた。このような Try培地に対す

る他のぺフトン培地による低栄養細菌計数値の差は，偏性低栄養細菌d数

値，通性低栄養細菌占十数値のいずれにもみられる。このことは Try培地

(STIO・n培地)では適性低栄養細菌とされた細菌が他の培地では偏性低栄

養細菌的な増殖特性を示すことも考えられる。また. Tryi高地では偏性低栄

養純白白とされた細i通が他の培地では低濃度培地であっても噌殖できない可

能性もある。 III 1でも述べたように ST100培地で増殖できず，偏性低栄

養細菌として分離された細菌がその他のぺプトンやカザミノ酸をM質とし

た高濃度培地でも増殖できなかった事からも. Try培地 (ST10 n培地)で偏

性低栄養細i迫とされた細菌は培地の基質の種類によって通性低栄養細[誼と

なることはきわめて稀であると恩われる。

アミノ酸，糖，有機酸などを単一の有機基質として凋製した培地によ

って MPN計数を行うと，ほとんどの場合，全低栄養細菌計数値は低濃度

Try培地 (STI0 培地)による計数値より明らかに低く. ASWのみの培地に

ー104-

よる MPNJ十数値より低くなる場合も多かった。この結果は，わずか 2mgC

/1の基質の添加によって，低栄養細菌の増殖が阻害されたことを示唆する。

また，各基質の尚濃度情地への二次接種によって得られる通性低栄養細的

数も単-~志賀弔地で得られる値は低かった。特にグリコール酸を基質とし

た場合，高濃度借地での増殖はまったく見られず，結果的にグリコール酸

を基質として什数した場合には，計数された低栄養細菌はすべて偏性低栄

養細菌となった。しかし，低濃度グリコール酸培地で増殖が確認された細

菌のほとんどが ST101培地では白濁を生ずるほど増殖したことから，従来

の MPN計数法では通性低栄養細菌とされた細菌であっても，高濃度グリコ

ール酸底地では門描jするほど増殖し得ないことが明らかになった。グリコ

ール酸は多くの刷物プランクトンの光合成の余剰生産物として細胞外に排

出される打機酸であると報告されており (Hellebust1974) .海水中に生

存している従属栄養細菌にとっては主要な利用有機基質の 1つであると身

えられる。江口 (1990)は，グリコール酸が海洋の低栄養細菌によって間

化されやすい基質であることを報告している。しかしながら，本実験結果

から，グリコール酸を単一の基質として用いた場合には低栄養細菌はおよ

そ 10cells/ml (肉眼で白濁が判定できる濃度)以上の細菌密度には増殖

できないということが明らかになった。 Wright(1975)は，グリコール酸

が主にエネルギー源として呼吸基質として利用されることを報告しており，

今回の実験結果も考えあわせて，低栄養細菌にとってグリコール酸がエネ

ルギー源としては利月Jdれでも細菌細胞構成物質として同化されにくいの

ではないかという可能性が示唆された。

本実験の結果からは， Try塙地 (ST10-n培地)が海洋細菌の生i趨数計数

に最も適していることが示された。しかし，琵琶湖北湖の細菌を計数する

際， トリプティケースペプトンを基質とした LT10-3培地 (ST10-C'培地に相

当)よりも，現場の湖水をそのままろ過滅菌して低濃度培地として使用し

た方が高い計数値が得られるという報告もあり (Fukami et al. 1988. 19 

90) .海洋細菌を計数する際にも現場海水をそのまま培地とした場合に

STIO・n培地より高い計数値が得られる可能性は残されている。

以上の室外実験の結果から，培地の基質の種類によって，特に単一基
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ろ過 ASWIこ諮解して調製し，これをろ過 ASWで 10倍. 100倍. 1. 000倍に

希釈した明地をそれぞれ 20mgC/l培地. 2mgC/l培地および 0.2mgC/l培地と

した。 KEI0株を ASWで 4回以上繰り返し培養した細菌細胞 0・CELLを初期細

菌密度が約1.0 x 104 ce 1 1 s/m 1になるようにそれぞれの培地 (50ml)に接種

15
0

C.暗条件下で静置培養を行った。約 1日間隔で保取した試料を

DAPI染色後，蛍光顕微鏡によるl卓接検鏡で計数して増殖曲線を得，最終細

質培地を用いた場合. STIO n培地では通性低栄養細菌とされる細菌が低濃

度培地では増殖できるものの高濃度培地では増殖できないという偏性低栄

養細菌の増殖特性を示すことが示唆された。

通性低栄養細菌防10株も低濃度有機物培地で繰り返し培養した細菌細

胞 (0田 CELL)は，グ リシンを基質とした場合に低濃度培地では増殖できる

2000mgC/l以上の高濃度培地では増殖することができなかった。

し，
司.
、幅ものの
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8 

を測定した。
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火了

胞収

8 

のことと本節の結果から通性低栄養細菌であっても低栄養環境に適応させ

ることによって，ある特定の基質の培地では偏性低栄養細菌と類似した地

殖特性を示すようになることが示唆された。そこで，

KEI0株から調製した O-CELLを用いて，高濃度グリシン培地による増荊阻

害機作について詳細に検討し，得られた知見を参々にして偏性低栄養細菌

の高濃度培地での増殖阻害機構を考察する。
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IV-lでは外洋環境で通常通性低栄養細菌として検出される細菌が，

いくつかの単一基質培地で偏性低栄養細菌としての性質を示すことがある

と述べた。また，回 一2では実際iこ通性低栄養細菌として分離された

KE10株が低栄養環境に適応した状態 (O-CELL)では，グリシン培地で偏性

低栄養細菌に類似した増殖特性を示すことを明らかにした。本節ではいく

つかの単一ア ミノ酸培地を調製し，それらの培地での KE10株の増殖特性，

特に最終細胞収量について調べた。 6・・・・ーーー・ー・ー_.......ー

京lO 2000 20 。20 。E改元。実験方法

(mgC / 1) Concentration of amino acid added 

Fig. 4-5 Final cell yields of 0-CELL p問問問dfrom KEI0 in 
various concentrations of single amino acid r間dia. Dot line 
show the final cell yield of 0-CELL in ASW (aged sea water) 

without any nutrient addition. 
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実験に用いた培地慈賞はアミノ酸 19種とグリシンのジぺプチドである

2000mgC/l培地は

を の

グリシルグリ シンである。培地の基質濃度は全て炭素毘が同ーになるよう

に調製した。例えば. STI0日培地の有機物濃度に相当する

それぞれ 2000mgCに相当する基質と 0.5gの酵母エキス (Di f co) 
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かCELLの最終で得られる種々の濃度の単一アミノ酸培地 (19種〉述した。果結

ロ

200mgC/l 

2， OOOmgC 

19種のアミノ酸の中で，

Fig.4-5(8))やセリン (Scr，Fig.4-5(1I))では，

培地で約 7.0x10
7
cells/mlの細胞濃度まで増殖が見られたが，

/1培地では細胞収量が低下(6.5xI0内と 5.5 x 10拘 cells/ml)

用いた細胞収量を Fig.4-5(A)-(11)に示した。

( Leu， イシンST1 0 n培地の場合 (m- 1参照〉と同械に， KEI0株 O-CELLは低濃度有

機物培地で繰り返し培養したにも関わらず，ほとんどのアミノ酸高濃度培

地 (2，000mgC/I)で即座に対数増殖を開始し， 70-120時間後には定常期に アス

Fig.4-5(E)) ， 

F i g.ト5(B))の 4種を基

ヒス

した。

( CyS， システィンFig. 4-5(8)) ， 

Fig.4-5(D)) ，とグリシン

パラギン酸(Asp， 

(G Iy， (H i s， チジン

グリシンで

システィンとヒステジンの

2mgC/1の濃度の培地は通常の増殖を示したが，

は少なくとも 2，OOOmgC/l，アスパラギン酸，

3相のアミノ酸では 200mgC/1以上の濃度の培地で，

質とした場合，

GlyGly 
2000 

グリシンのジペプチドであるグリシルグリシン (Gly-Gly)

を基質とした種々の濃度の培地における

O-CELLは 2mgC/lの低濃度の培地ではグリシンとグ

リシルグリシン両培地でほぼ問機の増殖を示したが， 2，000mgC/1の高濃度

の培地ではグリシンを基質とした際には増殖しなかったにもかかわらず，

ほとんど増殖できなか

と遊離型の

O-CELLの増殖曲(Gly) 

Fi g.ト6に示した。

10'cells/mlの細菌密度まで増殖すること

KEI0株は外洋環境中の有機物濃度に近い低濃度有機物培地で繰り返し

培益した場合 (0世 CELLに相当)，高濃度グリシン培地での増殖能力を失う

ことは皿-2で述べた。その他の単一アミノ酸培地でも高濃度府地での増

殖阻害効果がみられるかどうか調べたところ，アスパラギン酸 (Asp)， 

( Cys) とヒスチジン (Hi s)をそれぞれ基質とした時に高濃度培

地での増殖限宮がみられた。 2mgC/1の濃度のヒスチジン培地で{!}られた

トCELLの最終細胞収量は1.6 x 106cell s/mlで， O-CELLの基質無添加のろ

過 ASWでの最終細胞収量(1.2 x 10"'cells/ml， Fig.4-5に破線で表示)

それほど変わらなかったことから， O-CELLが実際にはヒスチジンを利用せ
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スティン

(doy) 

Fig. 4-6 Growth curves of阻 10in various concentration of 

glycine (Gly，O，O，d ) and glycilglycine (GlyGly，・.・，. )・

The concentration of substrate were 2000mgC/l(O，・)， 20mgC/l 

(口，・)and 2mgC / l(ム，.). O-CELL was used for each inoculums. 
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ずに ASWに存在する微量の有機基質を利用して増殖した可能性がある。し

かし， O-CELL は 2mgC/lの濃度のアスパラギン酸 システィンおよびグリシ

ン培地では，ろ過 ASWでの最終細胞収量の約 5倍の細胞収量に達している

ことから，明らかにこれら 3種のアミノ酸を利用したと考えられる。それ

ゆえ，高濃度のこれらのアミノ酸は O‘CELLの増殖を阻害している推定され

る。このことから， O-CELLがアスパラギン酸，システィンおよびグリシ

ンとい った基質では「低濃度で存在している時は利用して増殖できるが，

高濃度に存在している時は増殖することができない」という偏性低栄養細

菌の性質を示したことになり，通性低栄養細菌でも条件によっては偏性低

栄養細菌の性質を持つということが示唆された。

Kihara & Snell (1952)は， Lactobacillus盟主主iが高濃度のグリシ

ンの存在下でその増殖が阻害されることを発見し，その理由を，グリシン

がこの細菌の必須アミノ酸であるアラニンの取り込みを鏡合的に阻害して

いるからではないかと考えた。彼らはまたアラニンを含むぺプタイドを添

加することによって，グリシンによる増殖限害が緩和されることを示し，

グリシンがアラニンを含むペプタイドの取り込みは阻害しないからではな

いかと考察した。

KE10株の O-CELLも，グリシンのジペプチドであるグリシルグリシン高

濃度培地では増殖を阻害されなかった。 一般に，細菌を含む微生物では，

2 --3個のアミノ酸が結合したオリゴペプチドは遊離型アミノ酸とは異なる

取り込み系によって細胞内に取り込まれ，取り込まれた後に加水分解をう

けることがわかっている (Payne& Bell 1978， Nisbet & Payne 1982)。

KE10株トCELLの場合も，グリシルグリシンは細菌細胞内に取り込まれた後，

即座に 2分子のグリシンに加水分解されると考えられることから Fig.4-6

で得られたグリシンとグリシルグリシン培地における増殖パターンの違い

は細胞内での生合成系の違いと考えるよりは，基質が細胞内へ取り込まれ

る段階での違いによるのではないかと推察8れる。以上の結果から高濃度

グリシンによる KE-10株トCELLの増殖阻害のメカニズムについて以下のよ

うな仮説をたてた。 rもともと基礎培地として用いたろ過 ASYIには微量の
アミノ酸が存在していると考えられる。 O-CELLは添加した基質以外にこれ
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ら ASYI中の微量のアミノ酸も利用して増殖するが，高濃度のグリシンは他

の必須アミノ酸の取り込みを阻害し，その結果増殖阻害が起こるのではな

いか」。この仮説を確かめるためにIV-3ではグリシンによる他のアミノ

酸の取り込み限害の有無を検討した。

IV-3 高温度グリシンによる他のアミノ酸の同化阻害

IV-2の実験結果より，高濃度グリシンの添加によ って他の必須アミ

ノ酸の取り込みが限害され，その結果， KE-I0株 O-CELLの高濃度グリシン

培地での増殖が阻害されるのではないかという仮説を立てた。本節では高

濃度のグリシン存在下でのいくつかのアミノ酸の取り込みの椋子を放射性

同位元素で標識したアミノ酸を用いて調べ 上記の仮説を検討するととも

に，得られた結果をもとにして，海洋細菌の多くが有機物濃度が高い培地

で増殖できない理由について考察した。

実験方法

KE10株から調製した O-CELLの培養 11を遠心分離 (8，OOOGx 10min) 

によって集菌し，滅菌ろ過 ASYIで二回洗浄した後，滅菌ろ過 ASYlIこ再懸濁

し，約 50mlの細菌懸濁液を得た。この懸濁液の細菌濃度は約 3--5x106

cells/mlであった。あらかじめ 2mlのろ過 ASYIを入れた試験管に最終濃度

が 2，200および 2000mgC/lになるように非放射性のグリシンおよびグリシ

ルグリシンを加え，それに調製した細菌懸濁液を O.5mlずつ加えて反応液

とし， 14Cで標識したいくつかのアミノ酸およびグルコースを O.2μCiづっ

添加して反応を開始した。用いた基質はL_14C-アミノ酸混液 (57mCi 

/milliatom carbon， Amersham) ， D_14C-グルコース (292mCi!mmol.

Amersham) ， 14 Cーグリシン (118mCi!mmol.Amersham) ， L_14C-ロイシン

(342mCi/mmol， Amersham) ， L_14Cーアラニン (75mCi/mmol.Amersham) ， 

L_14Cーヒスチジン (150mCi/mmol， Amersham) ， L_14C司セリン (157mCi

/mmol， Amersham)である。培養は 150Cのウォーターパスで行い 15，30， 
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nanoatom carbon/l. アミノ酸組成から計算すると約印刷のアミノ酸を含

む)加えて反応を開始した。現場水温(280C)で 1時間培養し，速やかに

孔経 O.2μmメンプレンフィルター CADVANTECH社)上に捕集して，
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ろ過

液体シンチレーターで放射活性を測定した(第 H章ASWで数回洗浄した後，
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非放射性のグリシンやグリシルグリシンを加えない時の14C-グリシン，

14Cーセリン， IAc-ロイシン， 1ac，グルタミン酸， 14c-ヒスチジン，

ラニンの同化置を経時的変化を Fig.4-7に示した。同化量はヒスチジンで

30分後， ロイシンでは 60分後，それ以外のアミノ酸では 90分後まで直

線的lこ増加した。この結果から，以後の同化阻害実験の培養時間をヒスチ

20分，それ以外は 30分とした。非放射性のグリシンを全く加え

ない場合の14C-アミノ酸混液と 14C_グルコースの同化速度を 1として，

200および 2000mgC/lの濃度のグリシン存在 Fでの同化速度の相対値を

Fig.4-8に示した。 2mgC/lのグリシン存在下では非存在下の 80%の，
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宮が見られたのに対し，

下ではほぼ 0%，2000 
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を調べたところ (Fig.4-10)， 
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ン酸および14Cーセリンの 4種のアミノ酸はほぼ 100%の同化阻害を受けた。
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14 Cーロイシン，
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14 Fig. 4-8 Relative rates of i~C-protein hydrolysate (Prot. 

hy.) and 14C-glucose incorporation by O-CELL (悶10)at 

various concentration of glycine added. The values were 

related to the incorporation rates without glycine. 
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次に，非放射性グリシンおよびそのジベフチドであるグリシルグリシ

ン存在下での 14C-アミノ酸混液の同化速度を比較した (Fig.4-11) 0 14C_ 

アミノ酸混液の同化は， グリシルグリシンでは 2mgC/lで 30%の， 2000 

mgC/lで 60%の阻'3活性があらわれたが， グリシンの添加に比べてその同

化阻害効果は小さかった。

-Jj， 14 C-ヒスチジンは 2.000mgC/lのグリシン存在下であっても 15%の

同化臨害しか示さず，最もグリシン添加の影響を受けに くか った。
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glut創随te(Glu)incorporation by 0-CELL (阻10)at various 

concentration of glycine added. The values were related to 

the incorporation rates without glycine. 
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さらに，外洋海域の細l岩群集について行った問機の実験の結果をFi g. 

ト12に示した。 14C-アミノ酸混液の同化活性は， 0.5μM (0.012mgC/l) の

グリシンの添加によって，添加しなかった時の 42%に低下したのに対し，

グリシルクリシンの添加では O.5μMで同化阻3効果はほとんどみられず，

5μMでもほぼ100%の同化活性を保持していた。
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」号 察

「基質親和性が高く基質特異性が低い取り込み系の獲得Jが低栄養細

菌の低栄養環境への適応機構のーっとして重要であると考える研究者は多

く (Hirshet al. 1979， Poindexter 1981) .実際に越質に対する親和性

の高い取り込み系は海洋細菌分離株や外洋の細菌群集から確認されている

(Akagi et al. 1980a， Nissen et al. 1984，)。 通性低栄養細菌 KE10株

の場合も O-CELLで親和性の高いロイシン取り込み系の存在が明らかになっ

ている〈皿 -5安照〉。一方，多くの基質を同時に取り込む乙とができる

特異性の低い取り込み系に関しては I Akagi el al. (1980a)が海洋性低栄

養細菌 486株でその存在を報告している。 Tam& Pate(l985)は低栄養細菌

である位担包担aulis bi旦辺~thec盟から分離された付属柄(細胞墜と細胞

膜に囲まれた突起物，能動輸送を行う， Proter & Pate 1975)が18種もの

アミノ酸を同時に取り込むことが可能な取り込み系を持っていることを報

告した。同時に彼らはこのような越質特異性が低い取り込み系では，その

取り込み系に関写するアミノ酸の聞で措抗阻害的な干渉作用が引き起こさ

れる可能性があり，ある一種類のアミノ酸濃度が増加した際には他のアミ

ノ酸の取り込みが限害される危険性があることを示唆した。問機のアミノ

椴相互の取り込み結抗阻害に関しては他にもいくつか報告されている

(Kihara & Snell 1952， Johnson & Yishniac 1970， Ferber & Ely 1982)。
Fcrber & Ely (1982) はいくつかのアミノ酸によるCaulobactercr主主♀立主

tu~の増殖阻害効果が，アミノ酸相互の取り込み措抗組害によることを示唆

した。

KE-I0株 Q-CELLの場合も， 14c-グルコースの同化はグリシンによって
ほとんど阻害されなかったにもかかわらず， 14Cーヒスチジンをのぞく 4揮

のアミノ酸(14C骨ロイシン， 14Cーグルタミン酸， 14c-セリン， lac-アラニ

ン)および14Cーアミノ酸混液の同化はグリシンによって強く阻害されたこ

とから， アミノ酸相互の措抗的な取り込み ・同化阻害関係があることが示

され， これが高濃度グリシン培地における増殖阻害の機構に関与している

可能性が示唆された。。一方，グリシルグリシンはグリシンと比較してア
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ミノ酸の同化に対する阻害効果はあまりみられなかった。アミノ酸が2---3 

個結合したオリゴペプチドが，そのぺプタイドを構成しているアミノ酸と

は異なる系で取り込まれるという報告は多く (Payne1978. De Fclice et 

al. 1973. Hulcn & Le Goffic. 1987) ，かCELLの場合もグ')シルグリシ

ンの取り込み系をグリシンのそれとは別に持っており，グリシルグリシン

は他のアミノ酸の同化を措抗的に阻害しなかったのではないかと思われる。

以上の結果は， KEI0株 Q-CELLも低栄養環境への適応機構として親和性

が高く，特異性の低い取り込み系を持っており，高濃度のグリシンが他の

アミノ酸の取り込み・同化を措抗的に阻害することによって高濃度のグリ

シン培地での増殖阻害が引き起こされる可能性を示唆するものである。

皿 1では現場環境に存在する通性低栄養細菌も培地の基質の種類に

よっては偏性低栄養細菌として検出される可能性を示唆した。特にグリシ

ン，アスパラギン酸，グリコール酸などの単一基質の添加が，たとえ低い

濃度 (2mgC/l)であっても，海洋環境の細菌の増殖には阻害的に働くこと

も明らかになった。実際に外洋海域の細菌群集においても，グリシンが他

のアミノ酸の同化を阻害するかどうか調べたところ，グリシルグリシンは

14 C-アミノ酸混液の同化を阻害しないにもかかわらずグリシンは O.5μM 

(O.012mgC/l)の濃度の添加で14C巴アミノ酸混液の同化を約 60%阻害した。

このことは自然環境中の細菌群集も，低栄養環境への適応の結果として特

異性の低いアミノ酸取り込み系を獲得し，その結果，単一アミノ酸培地で

は一極類のアミノ酸が高い濃度で供給芯れたことによって他のアミノ酸の

同化が桔抗的に阻害され，地殖阻害が生じることを示唆している。偏性低

栄養細菌が高濃度ぺプトン培地で増殖できない理由も，あるいはぺプトン

中のあるアミノ酸が他のアミノ酸の取り込み ・同化を阻害することによる

かも知れない。

1V 4 概 要

( 1) いくつかのぺプトン，アミノ酸，穏や有機酸を単一基質として高 ・

低両濃度の液体培地を調製し，現場の細菌計数を行ったところ， ST10-n培
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地の基質であるトリプティケースペプトンが低栄養細菌の増殖に適してい

ることがわかった。また，単一有機法質培地をHJいた MPN法では，全低栄

養細菌数および通性低栄養細菌数か低く，また STI0-n培地では通性低栄養

細菌とされる細菌でも時には単一イi機基質の培地では高濃度培地での明硝

能がみられない偏性低栄養細菌の特質を示すことが明らかになった。

( 2) 通性低栄養細菌 KEl 0株は低濃度培地で繰り返し培養した Q-CELLで

は，グリシン，アスパラギン酸， ヒスチジンやシスティンの高濃度培地で

は増殖阻宮をうけるか， グリシンのジペプチドであるグリシルグリシンで

は増殖を阻古されなかった。

( 3) グリシンは KEI0株 Q-CELLによる他のアミノ酸の同化を強く阻害し

たのに対し， グリシルグリシンはそれほど強く阻害しなかった。問機の結

果は外洋海域の細菌群集でもみられた。このことから(2)でみられた高濃

度グリシンによる Q-CELLの増殖阻害や， ( 1)でみられた単一アミノ酸培

地での低栄養細菌の増殖阻害が，アミノ酸相互の措抗的な取り込み・同化

阻害によって引き起こされるのではないかと推定した。
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第V章総括

外洋低栄養海域では低栄養細菌，とりわけ偏性低栄養細菌，が優占し

ており， このような細菌は低栄養環境に適応した結果，富栄養海域の細菌

群集とは異なる生理的特性を持っていると思われる。本研究では，外洋低

栄養海域の細菌群集と単離した偏性低栄養細幽および通性低栄長細菌株に

ついて，高分子合成や基質利用などの面から生理的な特性を凋べ，宮栄養

海域の細菌群集や高濃度有機物培地で増殖している細菌のそれと比較し，

外洋環境での低栄養細菌の生態や低栄養環境への適応機構について考察し

Tこ。

得られた結果をまとめると以下の通りである。

(1) DOC慣が低く 偏性低栄養細菌が優占している外洋低栄養海域と，

DOC量が高く通性低栄養細菌が優占しているサンゴ礁域において， ニHーチミ

ジンと 'Hーロイシンの TCA不溶l函分への取り込み速度から，細蘭群集のDNA

およびタンパク質合成速度を測定した。その結果，外洋低栄養海域の細菌

群集に比べてサンゴ礁域の細菌群集の方が DNA合成活性が高く， DOC量と

DNA合成活性の聞には正の相関がみられた。しかし，サン ゴ礁i止の細菌群集

ではタンパク質合成活性と DNA合成活性の間に向調性がみられたが，外洋

低栄養海域の細菌群集では両省の聞に明瞭な同凋性がみられず， DNA合成活

性が低い海水であってもタンパク質合成活性が比較的高く保たれている傾

向があった。このような低栄養海域の細菌群集は DNA合成活性が低いにも

関わらず，低濃度の?Hーロイシンの取り込み活性は高く，取り込まれた

トロイシンの約 50%がタンパク質画分へ速やかに同化されずに細胞内ア

ミノ酸プールとして存在していたことから，低栄養海域の細l趨l作集が低栄

養環境への適応として「阪られたエネルギーを分裂(DNA合成)よりも，

基質取り込み系などの細胞活性の維持に優先的に利用するため，潜在的に

DNA合成活性よりもタンパク質合成活性が高く保たれているJと推定した。

( 2) 高低両濃度有機物培地で増殖可能な通性低栄養細幽 KEI0株は人工

海水中での飢餓に長期間(140日間)生残し，有機物の供給に対応してそれ
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を速やかに利用することができた。この KEI0株から高濃度有機物沼地で増

殖している細i過細胞トCELL，低濃度有機物培地で低栄益増殖し，低栄養環

境に適応している細菌細胞トCELL，E-CELLを 2週間飢餓状態においた細菌

細胞 S-CELLの 3砲の細菌細胞を調製し， DNA合成活性およびタンパク質合

成活性を調べたところ， O-CELLと S-CELLは DNA合成活性が E-CELL.の 1/8

程度と低かったが，タンパク質合成活性はトCELLでは E-CELL と IrlJ~ かそ

れ以上の活性を持っていた。このような O-CELLの特徴は， ( 1 )で述べた

低栄養細菌の適応機構を支持するものであった。いずれも低栄養環境に適

応した細菌細胞であると思われる S-CELLと oCELLの聞には器質利用能な
どに差がみられ， S-CELLはアミノ酸とグルコースをどちらも利用するのに

対して， O-CELLではアミノ酸の利用活性は S-CELLよりも高いがグルコース

はほとんど利用せず，基質利用の際の特異性が高いという特徴が見いださ

れた。このような特徴は外洋低栄養海原の細菌群集にもみられることから，

トCELLの方が S-CELLより低栄養海域の細菌の特徴を再現していると考えら

れる。

KE10株はトCELLに相当する高濃度有機物培地での増殖時には低親和性

( Kndl直: 1. 1 x 10・ M)と高親和性 (Km値 : 2.7 x 10・9M)の 2つのロイ

シン取り込み系を持っているが，トCELLと S-CELLでは低親和性の取り込み

系が消失し，高親和性の取り込み系のみが保持されていた。 O-CELLの高親

如性の取り込み系は E-CELLや S-CELLのそれと比べて Vmax値が高く，その

結果 1.uM以下の低濃度のロイシン存在下ではかCELLが最も効果的な取り

込み活性を示したo このことから， KEI0株は低栄養環境下では，必要のな

い低親和性の取り込み系を消失させ，高親和性の取り込み系の効率を高く

して低濃度の基質を有効に利用できるように適応していると推定された。

また，そのような適応機構にペリプラズム空間タンパク質(おそらく結合

タンパク質)が関与している可能性が示唆された。

若狭湾から単離した偏性低栄養細菌 11菌株は，いずれも有機物濃度が

200mgC/l以下の低濃度有機物培地では増殖するものの， ZoBell 2216E培

地と同等の有機物濃度 (2.OOOmgC/I)の高濃度有機物培地では増殖するこ

とができなかった。これら偏性低栄養細菌のうちの K189C株の DNAとタン
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パク質の合成活性は，それぞれ 0.17x10.:2mol/cell/minと 6.97x10・u

mol/minであった。外洋海域でタンパク質の合成を行っている全ての従属栄

養細菌が Kl89C株と同じ活性を持っていると仮定したならば，熱帯外洋海

域の調査結果では，タンパク質合成活性のある細菌数は 0.36--1.3x 10" 

cells/mlとなる。この値はその時の全細菌数の 9--20%となり， Douglas 

et al. (1989)が報告している外洋海域で有機基質(グルタミン酸)を利

用している細趨数とほぼ一致した。この結果は，外洋海域の細l過群集のタ

ンパク質の合成活性が偏性低栄養細菌の単離菌株によって忠実に再現され

得ることを;む味する。

(3) ST]O n培地の基質であるトリプティケースペプトンをtp-のアミノ

酸，糖や有機酸iこ置き替えて調製した培地を用い，低栄養海域において低

栄養細菌の社数を行ったところ， ST1 0・1培地に比べて単-u質培地では計
数値がー桁以上低く，また，見かけ上偏性低栄養細菌と判定容れる細菌群

が優勢となるが， これらの多くは ST10-n培地では通性低栄長細!11になる一

群の細菌であることがわかった。一方，純粋培養株である日]0株も低濃度

有機物培地で繰り返し培養したかCELLでは，グリシン，アスパラギン酸，

ヒスチジンやシスティンを単一基質としたそれぞれの高濃度培地では増殖

阻害をうけた。しかし， グリシンのジペプチドであるグリシルグリシンで

は増殖阻害を受けなかったことから， I高濃度のグリシンによる増殖阻害

は，取り込み段階でのアミノ酸相互の措抗阻宮によって引き起こされるの

ではないか という仮説をたて，実際にグリシルグリシンに比べて，グリ

シンが他のアミノ 酸の取り込み・ 同化活性を強く阻害することを確認した。

グリシンによる他のアミノ酸の取り込み限3・向化阻害という現象は外洋

海域の細菌群集でもみられることから偏性低栄養細菌が高濃度有機物培地

で増殖できない理由が，培地中のアミノ酸相互の措抗的な取り込み ・同化

阻害によるのではないかと推定した。
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Summary 

1n pelagic waters oligotrophic bacteria， especial-

ly obligate oligotrophs， were predominated， and it is 

expected that these bacteria may have unique physio-

logical properties to adapt to low nutrient environ-

ments， different from those of bacteria in eutrophic 

coastal waters. 1n this paper， in order to make clear 

such physiological and ecological significances of 

oligotrophs in oligotrophic pelagic water， adaptation 

mechanisms of oligotrophs in pelagic waters were 

studied. 

The results obtained are summarized below: 

( 1) 1旦工よヱQ DNA and protein synthesis rates of bacte-

rial assemblages in oligotrophic pelagic waters where 

obligate oligotrophs were predominated， and in eu-

trophic coral reef waters where facultative oligotrophs 

were predominated， were estimated by measuring incorpo-
3 tJ ... L.. ___ : ...) : _ _ _ _ -' 3 

ration rates of VH-thymidine and vH-leucine into TCA 

insoluble fraction. The bacterial assemblages in coral 

reef waters had higher DNA synthesis activities than 

those in pelagic waters， and there was a positive cor-

relation between DNA synthesis rates and DOC (dissolved 
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