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保圧型微生物採取・培養装置を用いた
深海微生物の培養

鋤崎俊二*1*2　　辻　義人゛1

深海域において．高圧条件は最も皿要な環攻裂囚の一つである．したがって，深

海に生息する微生勧の研究を行うには．爵圧条件を充分考慮したもとで行う必要が

ある．そこで｢ しんかい2匐O亅 に据雌することのできる，保圧型微生物採1映・培養

装置を試作し，その作劭鼠験を実施した.

1991年９月に行われた淘域試験で，深海微・ 物を翕む底泥愬濁掏水を保圧したま

ま探取することに成功した．

本装置を用いて蓚定された，深海徴生物の増殖速度は0.0{X2S--0.(XM51ｒ'1 の範

囲にあった．この碵はこれまでi。。illで測定された倣に近似することから，今後

は本装皿を使用することにより，陸上で深梅徹生鞠の増殖速度を推定することが可

能になると考えられた．

J 汐

Incubation  of deep sea  bacteria at pressure-retaining sampling

and  incubating system.

Shunji SUKIZAKI*3'"1  YoshiW TSUJI*3

Hydrostatic  pressure is one  of Che most  important  environmental  factors in

the  deep  sea. Therefore,  the study of deep  sea microorganisms  must  be  taken

into  account  at high-pressure  conditions, Wc  have  developed  a sampling  and

incubating  system  which  can  also  retain pressure.  During  the experiment

performed  in  September,  1991,  wc  have  succeeded  in  obtaining

sediment-suspended  sea water  containing deep  sea microorganisms  while the

pressure  was  being  retained at the same  time.

Using  the pressure-retaining  sampling  and  incubation  system,  the growth

rate of  the deep  sea microorganisms  ranged  between  O.CK)25 ~0.0045hr  ~

Since  these  values obtained  in sint in the past experiments,  we  thought  that

we  can  measure  the  growth  rate  of  the  deep  sea  microorganisms  when

brought  on  board.
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１．は じ め に

微 生 物 は 水 圏 に お け る 有 機 物 の 分 解 者

（Ｄｅｃｃｍｐｏsｅr） であ り ， かつ処 理15  (Scavenger)

と し て も重 要 な役 割 を果 た すと考 えら れる。深 海

域 にお い て も同 様 に， そ こに 生息 する 微 生物は 低

次 生 産生態 系内 部 の物 質輸 送 に皿要 な 役 割を持 つ

と想定 され る ため ，種々 の 深 海域 で微 生物 に よる

各植 物 質の分 解 （取 り込 み） 速 度 や増 殖 速 度等 の

代 庸 活 性に 閥 す る劃定 が 試 みら れ て きた （Seki,1

aj.｡1971 ；Ａ）olgj,1990 ； 鋤 崎ら｡1990 ）。

ただ し，深 海域 に 生息 する 微生 物 を対 象 とし た

場 合に は 。温度 や圧 力 とい っ た条 件 を常 に 考 え ね

ば なら ない こ とか ら 。代謝 活性 測 定に当 た っては

特illな 手 法が必 要 とな る。従 来 から用い ら れて き

た深海 徹生 物の代 庸 活性 測定 方 法 は， 主に ２つに

区 分す る ことが で きる。

１つ は， 現鳩 海域 で直接 （j。 jIII。） 徹 生 物 の代

謝活性 を測 定する 手 法 であ る。i･lsi･･･ で 測 定 する

場合 には ，圧 力 や水 温環 境 を 人為 的に コ ン トロ ー

ルす る必 要 はな く，現 場 環境 下 で の債 を よ り正確

に推定 す る ことが で き る。迦常 は ，切 り放 し装111

を 付 け たフ リー ホ ール 型の培 餐 装置 を， 船 上 から

投入 し て測 定 する （Seki ，al.,1974 ） か ， 潜 水調

査船で 装 置 の設置 一回収 を行 う （鋼 崎ら ， ）990）

手 法が採 用 される。 しか し，深 海 底 で一 定 の培 養

jり』同が必 要 な ため， 装 置 の霖 置 一回 収』|･徊こ調 査 船

や榔水船 を頓 繁に使 用 す るのは き わめて 髏 しい 。

い まｌ つ は ，各種 採 水 器ある い は 採泥 器に よっ

て採収 され た 水 や泥 試 科 を 用 い て.ijI I･tiro で 代

謝 活性 を測 定 す る 方 法 が あ る ｛AI,ngi ，1990 ｝。

こ の場合 に は 温度 や圧 力 条 件 を任 意 に設定 する こ

とが可釐 な た め，特に 圧 力 変化 が 深 海微 生物 に ど

の ように 影響 するか を追 跡 する に は 有効な 手 法 と

な る。 ただ し， 深海に 止 息 する徴 生 物 部は 常 に 商

圧 状 況下Sこお かれてい る た め，試 科 探 取畤 か ら洲

定に 至る･･一迎 の操 作段 階に お いて朕 力 条泙 等 を加

味 しなけ れば ，現 場 での状 況 を光 分 考察 する こ と

は できない ｛鋤崎 ら，1991a ｝。 こ の ため ，探 収 か

ら 側 定に至 る 一一連 の掫作 すべ てを 減圧 す ゐこ とな

く実施 する こ と ので きる 装置 の|副発 がな され て き

た （例 え ば Ｔａｙloｒ and Jannasch. 1974 ； Ｔ 汕0r ，1

f･j･｡ 1981 : 許 ら, 1988 な ど ）。 これ ら の 装 置の 特

戮 は ，海 水中 に 生 息す る深 海 戮生物 を現 鳩圧 を 崘
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央に保持した まま採取・培 養するこ とが出来る。

一方で，これら の装・ の多 くは，微生物採収部あ

るい は培養 郤が １台のみに よって榊 成 されてい

る。 したがって，こ れらの装 置を用いて，租々の

条件下で 深海微生物を培養する場合には，微生物

採取器等から，一旦保圧状況のまま刄||の加圧培養

器に分収する等の蝉作が必暖であった。

深海癒生物を対象として現場での代嚮活性速度

を推定する珊合には，試科探取から速 やかに測定

操作を鬪始するこ とが必要であ る。そこで，保圧

状況下のまま深海廠生物群 を採取し， ８種の翼な

る培養条件下でそのま･ま加圧培養するこ とので き

る装 置を試作 し。「しん かい加00 」 を用い た実i毎

域での作動 甓驂を実施 した。

なお， 本研究 を実施 するにあ たり，「しんかい

2000亅 運行チーム及び調査母船 「なつ しま」乗貝

の皆様 からは多大の御協力を頂 きました。 また，

Masayuki Matukawa （ＢriarCliff College）には，

本慨告杳を作裂するにあたり， ディスカッション

等で貴重な時ll を割いて頂きました。紙 上をお借

りしてこ れらの皆様に厚くお礼申し上げ ます。

２．材料と方法

２． １　 保圧型深海微生物鐸取・培養装置

の概 要

２． １． １　 装置の概要

本装置は， 容量100ml の保圧培養容・ ８台と各

容 器に試科を注 入する 分配部 （写真１）。試 料を

採取する和|漬け水中 ポンプ。試判･採取口及び装置

の‘II･lj端に収 り付けたボールバjレプによって 構成さ

れてお り4 写真 ２）， 各部は ステンレス製パ イプ

に よって連結されてい る（図 １）。保圧培餐容器

及び分配部は超硬カア ルミ合金を用い，テフロ ン

コ ーティングを綸してあ る。 また， 各保圧容 器内

にはテフロ ン裂のフリ ーピスト ンが装着 されてお

り （跼 幻 ，添加した培 餐部 と均圧用に充唄 した

熊留水允堀 部とを隔離する構地になってい る。 な

お， 本装置の使用可能圧力は裝戳両端に取 り付け

たポールパ ルプの保圧性 能によって 決定 され，最

大500 気圧 （常用450 気圧）まで保|･Eで きる榊 造に

な っている。

本装置の特 徴は最人８種類の培餐条件を川時に

設定 するこ とができ，採取器と培養器が･一体化し



ているため深海微生物採取篌直ちに培養を開始す

ることかできる点にある。 また，i。 sill, 測定で

は, end-point でしか微生物の致を洲定で きない

が， 本装置 の場合 には適当な分 取器（許ら，

1988）と組み合わせることによって。時系列的に

微生物の変化が追跡可能となる。

２．１． ２　操 作 方 法

各耐圧培受容器内の培養部に，亊前に各種培地

5ml を注入する。さらに，フリーピストンを介

した蒸留水充堀部に蒸留水を満たした後，両端の

バjレプを閉鎖し（図 ２），培扱容器毎オートクレ

ープ滅菌する。各培養容器の接続等は，グローブ

ボックス内で行うことにより。無菌性を確保でき

る。

装置は溜水船のサンプルバスケット内に搭載し

て（写真３）深海域に持込み，深海底泥付近で採

水口をマニピ。レータを用いて底泥上に設置す

る。その後，マニピュレータで底泥表層部を攪乱

し，海水中に底泥を懸濁させる。採収［］及び排出

口に取り付けたポールバjレブ をマニピュレータを･

用いて闢放し，直ちに水中ポンプを作動させる。

装置内への試水（底泥懸i蜀水）注入に伴い。耐圧

容器内の培養部に試水が漉入し培地と混合する。

一方。均圧用に充填してある蒸留水はスリーピス

トンの助きに伴って装置外に排出される。illl漬け

ポンプは１回のピストン作動で約l30mJ の試水を

採取することかできるため。ポンプ作動を約７回

行い，培養部に試水が満水になるよう充堰する。

試水探取作梁終了後，採収及び排出口に取り付

けたポールバルブ を闕鮪し船上に回収する。回収

した叢置から各培餐器をとりはずし，任意の培養

温度条件に設定したインキ。ベーダ内に放置し

（写真･1），端餐を開始する。

なお。現在までのところ本装置は保温材（シン

タクチ･アクホー厶等；井ら｡198S ）内に収容して
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い ない た め。 潜水 船 浮 上途中 に お ける試 李1温 度の

上 昇を 防 ぐ ことは で きな い。 た だし，保 圧 容 器は

アル ミ合 金性 であ る た め。 さほ ど大きな 温 度 上昇

は 起こら な い と考 えら れる。

２． ２　 深海 域 での作 勤試 験

1991 年 ９ 月の 後志 海山 の 北斜 面 （水 深約1800m

；DIVE､568 ） の 「 し ん かい2000 」 に よ る潜 航 調

査 時 ｛図 ３｝ に 装置 を 搭載 し， その作 動状 況 を確

盈 した。

各 保圧培 養 器内 に 充填 した培 地材 料 は， グ ルコ

ー ス及 び 後志 海|』』頂 上 付 近 （水深 約137m ） に 生

息 する， 腕 足 頚(Brachiopoda)  ( 藤 倉 ら，1991 ）

で あ る。Ｂｒａｃｉｉｏｐｏｄａは 肉 質 部 の み を プ レ ン ダ ー

で 破砕 し。 孔 径0.2 μｍ の ヌ ク レ ポ ア フ ィ ル タ ー

で 濾 過し た。 眤 液をガ ラ スア ンプ ルに 封入 し オー

トク レープ 滅 菌 後，凍騙 保 存し た も のを培 地 材 科

と した。

保 圧 培餐 器 ８台 の うち ， ４台に は 試 料注 入 後 の

濃度がそ れぞれ1.5 ，10 ，50mgC/1 となるよう

グルコ ースを添加した。 残る４台にはBrachiop 。･

da から の抽出 物 を岡様 の炭 繁含有濃度になる よ

う添加 したもの を作 裂した。

現場 海峨で 底泥憊濁 海水 を採取 した保 圧容 器

は，船 上に回収後 直ちに2 °Ｃ に股 定し た保冷庫

に収容 し，40 日川節韲培養 した後，圧力を鬨放 し

た。試科は最終濃度 が１ ％となるよう中性フ ォル

マ リ ンで 固 定 技，DAPI 染色 （Ｐｏrtｅｒ and Ｆｅｉｇ.

1980 ）による微止物総数の計数及び細胞形態の観

察を行 った。

３． 結果と考察

３． １　装置の作勍状況

水中 モーターの作動不良の ため， 目的 の約1/3

量 （約30 －40ml ） の試 水採取 とな った。 その 原

|泪は明ら かでないか， 油漬け水中ポ ンプのパワ ー

不足あるいはパイプ内での目詰り等い くつかの原

囚 が考えら れる。 したがって 添加した有機物の最

鮗濃度は。 初期目的 濃度の ３佶 近い値 となった。

一方，保圧性能は，船 上での圧力ゲ ージ測定でい

ず れの保圧 容器共に，170 －180 気圧の現場圧を保

持 してお り， 正常な保圧恆ヵf確浬された。

図 ３　 深 織 廠 生 物 探 収 地 点

Fig,  3 Sampling locali 叨 ０r bacteria pDp ｕlalion in

ｓｅｄｉｍｅｎｌ ｓuspensjon al lhe boLtonl of (he

deej)-ｓｅａ.

跖2

３ ． ２　 増 殖 速 度 の 推 定

表 １ に 培 養 開 始 時 及 び 培 養 終 了 時 の 微 生 物 細 胞

総 数 か ら 算 出 さ れ る ， 増 殖 速 度 仙:h ｒ’I ） 及 び

細 胞 倍 加 時 間 を 示 し た 。Brachiopoda か ら の 抽 川

物 を 培 地 材 料 に 用 い た 場 合 の 増 効 速 度 は0.0029--

0.00410h ｒ’1 の 範 幽 に あ り 。 細 胞 倍 加 時 川 は 約175

―237 時 間 で あ っ た 。 一 方 ， グ ル コ ー ス を 培 地 材

科 と し た 場 合 に は 。 増 衂 迷 度 隹 で0.0025 －

0.0045h ｒ ‾1. 績 胞 倍 加 時|ll は153 ～273&IHI 程 度

で あ る と 推 定 さ れ た 。 表 ２ に は ， 数 々 の 海 域 に お

い て こ れ ま で 測 定 さ れ た 微 生 物 の 増 勉 速 陵 値 と 細

胞 倍 加 時lnl （ 鋤 崎 ，1992 ） を 示 し た 。 浅 海 域 の 測

定 値 で は 細 胞 の 倍JU･ 時1111は ほ ぽ 数 時 間 一 瓢 十 時「|¶|

程 度 で あ る 。 一 方 ， 深 海 微 生 物 を 対 象 と し てin

sills 下 で 測 定 し た 値 で は ，200 時 間 を 越 え て い る 。

本 海 峨 で の 測 定 値 は200 時||||前 後 で あ り ， こ れ ま

で 測 定 さ れ た 深 海 域 で の 微 生 物 群 集 の 増 畊 速 慶 俵

に 近 似 し て い る 。 深 海 賊 に 生 息 す る 微 生 物 群 が こ

の よ う な 遅 い 増 納 速 度 し か 示 さ な い 原 因 に つ い て

Ｐrｃｃ.ＪＡＭＳＴＥＣ Ｓymp. Ｄｅｅｐ Ｓｅａ Ｒｅs. ｛1992 ｝



は。 主に圧力 （A10ngi，1990）と水温（Ｙａyａ・・S

elal.｡1984）条件から考察が加えられてきた。一

方で，有穣物の質や量の趣いか深海微生物群の増

蚰速度に影榔を及ぽすことも考えられている。鷄

崎ら（1991b）は，グルコースと深海底に生息す

る各秡甲殼順や軟体類から抽出した有機物を用い

て深海微生物を培養し，有機物の質的違いによっ

て増殖速度がその程度異なるかを検討した。その

結果。各種深海ｔ 物から狛出した有機物を添加し

た方が， グルコース添加より増殖速度が大きくな

Proc. JAMSTEC Symp. Deep Sea Res. （1992）

ることを明らかにした。 また，培地材科とした深

海生物の拡闥によっても増殖速度は異なった。

通常。徴生物の増殖速皮測定には，微生物にと

って も最も収り込みやすいと考えられるグルコー

ス等の純粋な試薬を栄養源として用いることが多

い。しかし，一般的な海洋の鉛直的な有機物分布

の考え方は，易分解性の有機物は海洋の表層部で

分解および生物体に転換され，深海域では氈分解

性物質の占める割合が商くなるとされている。す

なわち，深海域ではグルコース様の易分解性物質
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が徴生物の主要な栄養源になることは少ないと考

えられよう。こ のことは， 従来まで深海微生勧の

増殖速度測定に用いられて きたグルコース等の単

純な有機物のみを使用した測定値では，深海微生

物郢の増殖速度を正確には叢定で きないこ とを示

咳している。

また，鋤崎ら （1990）は。 験河トラフの中軸郤

で グルコ ースを添加し た培養装置 を４日 間放置

し， 深海微 生物 の増殖 速庚を測定 した。 そ の結

果，廠生物の増殖速皮は添加する有機物濃度が高

くなると増殖速度 も早くなるこ とを報告 した。 し

かし，本試験では， 添加する有霤物濃度 が高くな

る と鍬生物 の増 殖速度は 遅くな る傾向 にあ った

（図４）。 海域によって，有機物濃慶に対する徴生

物 の増殖応 答が異なるＳ 囚にっ いて は明確でな

い。 しかし，躙査海域の水温特性等からい くつか

の碓察はできる。本調査を央施 した海娘 の水温は

o.rc を下回 り，極めて低 温条件にある。 一方，

駮河トラフ中 軸部 の水温は4 ’Cを越 える。 この

水温条件 の違いが，そこに生息する微生物群集の

翁成及ぴ生理的特性に彫響を与える可能性が考え

られる。

裸海徹生物 の多くは,低温微生物(psychrophi･

lie bacteria)が主体とな り，’かつ，低温微生物の

大半 は貧栄餐 微生物 （Oｒig91ｒ・phic bactｅrii） で

あ る と考 え ら れて い る （la･ｎａsch and Wirsen.

1977）。貧梁養微生勧は高濃度の右機物条件下よ

り，低濃度の右機物条 件下でより速い増勉速度を

示すこ とが 知ら れてい る(Kato.  1984)。 本 海域

に お け る 微 生 物 群 雲 の ， 有 機 物 濃 度 に 対 す る 増 殖

応 答 の 禅 式 か 』可芻 の 傾 向 を 示 す と い う こ と は ， 低

温 微 生 物 及 ぴ 賢 栄 養 微 生 勧 が 纐 生 物 群 集 の 主 要 な

構 成 群 で あ る こ と に 起 因 し て い る た め と も 考 え ら

れ る 。

４ ． お わ り に

深 海 域 に は よ り 高 圧 状 況 下 で 高 い 増 殖 が 認 め ら

れ る も の や ， 営 圧 下 で は 全 く 増 殖 せ ず ， あ ゐ 一 定

の 圧 力 以 上 で の み 増 勉 の 認 め ら れ る 微 生 物 か 存 在

す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る(Jannasch and

Wirsen.  1983) 。 こ れ ら の 微 生 物 は 一 旦 減 圧 す る

こ と に よ っ て ， 微 生 物 活 性 の 失 活 や 死 滅 を 引 き 起

こ す こ と が 彰 え ら れ る 。 し た が っ て ， 現 場 で の 増

劔 速 度 等 を 推 定 す る 場 合 に は ， 深 海 域 で 直 接(i,l

ｓij。) 測 定 す る か ， 圧 力 や 温 度 等 の 条 件 を 加 昧 し

て 微 生 物 を 回 収 し,  IK  Vit・ で 測 定 す る 必 要 が あ

る 。 本 装 置 は 。 後 者 の タ イ プ で あ る が 。 取 得 さ れ

た 増 殖 速 度 仞 か ら 推 察 す る か ぎ りil sfljs 法 と 同

様 の デ ー タ が 取 得 で き る と 考 え ら れ た 。 し た が っ

て ， 今 後 は 本 装 置 を 使 用 す る こ と に よ り ， 堵 養 装

置 邨 を 長 時 間 現 場 海 域 に 設 置 せ ず と も 深 海 纐 生 物

の 増 殖 速 度 等 に 関 す る デ ー タ が 腔 上 で 取 得 で き る

も の と 考 え ら れ る 。
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