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論 文 内 容 の 要 旨

外洋の従属栄養細菌を計数する際に,低濃度ペプ トン培地 (ST10-4培地 ;0.5mg/L)を用いると,ZoBe112216E培地など

の高濃度ペプ トン培地を用いた場合に比べて2,3桁高い値が得られる｡このような低濃度有機物培地で増殖可能な従属栄

養細菌は ｢低栄養細菌｣と定義される｡本研究の目的は外洋で常在している低栄養細菌種をその16SrRNA遺伝子の塩基配

列情報に基づき系統分類学的に位置づける事にある｡内容は以下のとおりである｡

第一章では,これまでの研究背景として,寒天平板培地や高濃度 (5g/L)のペプ トンを含むST培地では増殖できない

が,STIO~4培地では増殖可能な偏性低栄養細菌 (ObligateOligotrophs:00)が外洋で優勢に存在することを述べている｡

また,このような00が常法で分離された海洋細菌や,海水中の細菌粒子から分離 ･培養を経ずに直接抽出したゲノムDNA

からPCR増幅した16SrRNA遺伝子 (16SrDNA)をクローニングして得た16SrDNAクローン (unculturedbacterialclones

:UBC)のどちらとより近縁であるかを解析するための,16SrDNAの塩基配列情報に基づく系統分類の必要性について述

べている｡

第二章では,黒潮海域 (外洋)から分離した00分離株の16SrDNA塩基配列を決定し,同じ海水試水から分離した通性低

栄養細菌 (ST培地でも増殖可能 ;FacultativeOligotrophs:FO)分離株,および00として分離したが,継代培養を繰 り

返すうちにFO化した適応化通性低栄養細菌 (AdaptedFacultativeoligotrophs:AFO)分離株のそれと系統学分類的に比

較した結果について述べている｡今回分離した3群の低栄養細菌分離株はすべてプロテオバクテリアγサブグループに属し

たが,そのなかで00分離株はFO分離株 と系統分類学的に明らかに異な,ること,またAFOは00よりFOに近縁であること

を明らかにしている｡00にみられる偏性低栄養性が,FOが一時的に陥った特殊な生理状態にすぎないという仮説を否定し

た｡さらに00分離株がデータベース中の既知の海洋細菌やUBCとも系統分類学的に異なる新奇な細菌であることも明らか

にした｡

第三章では,00分離株の16SrDNAとそれらを分離した同一の海水中のUBCのそれを比較した結果,00に近縁なUBCを

得られなかったことを述べており,これは混成ゲノムDNAをテンプレー トとしてPCRを行 うと,偏った16SrDNAの増幅が

なされるためではないかと考察している｡ただし,異なる海域からは00分離株の1つと近縁なUBCを分離できた事を述べ

ており,このことから00分離株の外洋での優占性を遺伝子レベルでも明らかにできたと述べている｡

第四章では,微量ではあっても添加 したペプ トンが,ある種の低栄養細菌の増殖を制限している可能性を考え,ST10-4培

地に加え,3種類 (iSW,C,およびCPN)の培地を新たに調製し,00を計数 し,分離した00株を系統解析した結果を述

べている｡現場海水をろ過滅菌したのみで新たに有機物を添加 しない培地 (iSW培地)やiSW培地に微量のグルコースを炭

素源として添加した培地 (C培地)およびiSW培地にグルコース,無機態窒素,リンを添加 した培地 (CPN培地)を用いた

低栄養細菌の計数値は,STIO~4培地を用いたそれと同等あるいはそれ以上に高く,それらの低栄養培地から分離した00の

中に,sワlo-4培地では増殖できない00株を兄いだした｡STIO~4培地を用いて分離した00はすべてプロテオバクテリアγサ
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ブグループに属したが,iSW培地,C培地,およびCPN培地を用いて分離した00は,γサブグループだけではなく,プロ

テオバクテリアβサブグループやFlexibacter/Cytophaga/Bacteroidesグループに属する系統学的に多様かつ新奇な細菌

も存在 していた｡以上の結果からST10-4培地に含まれる微量のペプ トンが,γサブグループ以外の00の増殖を阻害してい

る可能性を考察している｡さらにCPN培地から分離した1株の00株が大西洋や太平洋の海水試水から得られているUBCの

1つと近縁であることから,将来UBCの一部は00として分離される可能性を明らかにした｡

第五章では,得られた結果を総括しており,系統分類学的に新奇な偏性低栄養細菌が外洋域全般に広く普遍的に分布してい

ると結論している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

極めて有機物濃度が低い低栄養環境である外洋海水中には,海水の有機物濃度より数万倍高い濃度のペプ トンを含む高濃

度ペプトン培地には増殖できず,それを海水程度に希釈した低濃度ペプトン培地でのみ増殖可能な偏性低栄養細菌 (Obligate

Oligotrophs:00)が多く存在する｡本研究は,これら00の16SrRNA遺伝子の塩基配列情報からその系統分類学的位置を

検討したものである｡本研究の評価すべき点は以下のとおりである｡

1.黒潮海域の同一の海水試水から00と,高濃度ペプ トン培地でも低濃度ペプ トン培地でも増殖可能な通性低栄養細菌

(FacultativeOligotrophs:FO),および最初は00として分離 したが,継代培養を繰 り返す うちにFO化 した適応化通性低

栄養細菌 (AdaptedFacultativeOligotrophs:AFO)を分離 し,それらの16SrDNA部分塩基配列を決定したうえで比較

した｡その結果00はFOやAFOとは系統的に全く異なり,00の偏性低栄養性が,何らかのス トレスによる一時的な生理状

態にすぎないのではなく,00固有の特徴である可能性を示した｡また大部分の00分離株の16SrDNAがデータベース上の

既知の細菌とは相同性が低いことから,これら00分離株が固有の増殖特性を持つ系統分類学的に新奇な細菌であることを

初めて証明した｡

2.上記の00を分離した海水中の細菌粒子をろ過濃縮し,そこから直接抽出したゲノムDNAから16SrDNAをPCR増幅

することにより,その海水中で優占している細菌16SrDNA(unculturedbacterialclones;UBC)を得ようとした｡それ

らと00分離株を系統分類学的に解析 したところ,00分離株と近縁なUBCが存在 し,00が海水中で優占している可能性を

遺伝子分布の情報から示した｡ しかし00の16SrDNAがUBCとして回収できなかったこともあったことから,混成種のゲ

ノムDNAをテンプレー トとしてPCRを行 う際に,偏った増幅により00分離株の16SrDNAが組み込まれたUBCを得ること

ができなかった可能性があると考察し,分離培養を経ないDNA直接解析法の限界も示した｡

3.現場海水をろ過滅菌した培地やそこにグルコースなどペプ トン以外の有機物を添加した低栄養培地を新たに調製し,

低栄養細菌の計数を行ったところ,低濃度ペプ トン培地を用いた計数値と同等あるいはそれ以上高い計数値を得た｡またそ

れら各低栄養培地から分離した00には低濃度ペプ トン培地では増殖できないものが多いことから,微量のペプ トンによっ

ても増殖が阻害される00が存在することを初めて明らかにした｡

4.16SrDNA塩基配列により,系統解析を行った結果,低濃度ペプ トン培地から分離される00がすべてプロテオバクテ

リアγサブグループに属するのに対し,それ以外の低栄養培地からはプロテオバクテリアβサブグループやFlexibacter/

Cytophaga/Bacteroidesグループに属する系統分類学的に新奇な00を分離できる事を明らかにした｡またその中には大西

洋の海水試水から得られているUBCに近縁な00を分離することにも成功した｡

以上のように本論文は新しく改良した低栄養液体培地を用いることにより,系統分類学的に新奇かつ多様な偏性低栄養細

菌を多数分離することに成功し,海洋分子微生物学,微生物生態学,および系統分類学に寄与するところが大きい｡

よって本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成11年 2月17日,論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学

力が十分あるものと認めた｡ ノ
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