
琉球海溝より分離した耐圧性菌DSJ4 株の分類学的研究
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琉球海溝深度5,110 m の深海底泥より耐圧性菌DSJ4 を分離した。本菌株は10 °Ｃにおいて

常圧である0.１ MPa でも，７０ MPa の加圧下でも良く生育した。DSJ4 株を分類同定するため

常圧で培養し，常法に従って生理・生化学試験や化学分類による試験を行った。DSJ4 株はグ

ラム陰性桿菌で，１本の鞭毛で運動し，キノソタイプはユビキノソQ-8,  DNA のＧＣ含量は

42％であった。オキシダーゼ，カタラーゼ陽性で0129 耐性を示し，デカルボキシラーゼ活性

などからプロテオバクテリウムｙサブグループの1･Tibri・naceaeのPhotobacteriu・ 属に分類さ

れた。16S-rDNA による系統樹とtype strain の染色体ＤＮＡ の相同値から，？劭友加cterium

属 に 属 す る 新 種 で あ る こ と が 解 っ た 。 こ のDSJ4 株 をPhotobacterium  preび朗面ｓ

(JCM10084) とした。
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A  novel, moderately  barophilic bacterium  was  isolated from  a sediment  sample  obtained

from  Ryukyu  Trench,  at a depth  of 5,110 m. The  new  isolate, strain DSJ4,  is Gram-negative

rod  capable  of growth  at pressures  between  0.1 MPa  to 70  MPa  at 10°C. Strain DSJ4  is a

moderately  barophilic bacterium, and shows  no significant change  in growth  at pressures up to

50  MPa.  Phylogenetic  analyses of the 16S rRNA  sequence  of strain DSJ4  places this strain in a

new  branch  within the Photobacterium. However,  its temperature  range for growth  and cell fat-

ty acid components  differ from  those of Photobacterium  sp., and compared  with four Photobac-

terium  type strains there was  only a low level of DNA  similarity. Based  on these differences,

the description of strain DSJ4  as a new  deep-sea type species, Photobacterium  profundum  (JCM

10084),  is proposed.
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１． は じ め に

深 海の底 泥や生物な どから 種 々の目的 に よって様 々な

微生物 が分 離されてい る。 種 々の基質 の分解菌 や低温環

境で しか生 育出来 ない好 冷菌 ，熱 水からは 高度好 熱菌な

ど(Gonzalez et  al. 1994 : 1995 : 1996 : ） も分離され て

い る。

我 々は ，深 海 の特徴 であ る高 水圧 が微生物に与 える影

響を 研究す るために好圧 性菌 や耐圧 性菌を 分離し，これ

らの徹生物 の諸性質や 遺伝子につい て報告(Kato et  al.

1995a : 1995b : 1995c : 1996a : 1996b : 1996c : 1997a :

1997b : Sato et al.  1995 : 1996 : ） して きた。 この好圧 性

菌 とは 常 圧 よ りも加圧下 で 培養 し た方 が良 く生 育 す る

菌，耐 圧性菌 とは 常圧 培養 でも加圧 培養 でも同 じ様に生

育す る菌 であ り，大腸菌な どの通常 の細菌は常圧 で培養

し たと きと比 べ て，圧 力をかけ て培 養す ると生育 が悪 く

な った り，形態 の変化 が生 じる。

我 々が今 まで分離した好圧菌 や耐圧 菌は プ ロテオバ ク

テ リ アの アサ ブ グル ー プに 分類 さ れ ，特 にShewanella

属 やMoritella 属 に 類 縁 の物 が 多 く 分 離 さ れ た。 そ し

て，他 の研究 者(Colwell and Morita 1964 : Deming ｄ

α/｡1984 : Deming et a1. 1988 : Steven 1990 : DeLong ｄ

屁　1997 : ） から もこ れら の属 に属す る好圧菌 や耐圧 菌

の報告がな されてい る。 しか し，同 じ くプ ロテ オバ クテ

リアのｙサブ グル ープに 分類は され ているが系統学的 に

は 離れ た？hotobaderiu 附 属 に 属 す る耐 圧 性菌 に つい て

は そ の種に 関す る詳 しい報 告(DeLong 1986 : Bartlett

et al. 1989 :） がい まだな され ていない。Photobacterium

属 の菌は広 く海洋か ら分離され，同 じく海洋から よく分

離 され るVibrio 属 に｡近 縁 の属 とし て研 究 されて きて い

る。 しか し， 耐 圧 性 を 持 つ ？匍 匐加cterium 属 の 種に つ

いては 基 準株が無い。 今回，我 々は 琉球 海溝深 度5,110

m の 深 海 底 泥 よ り？匍匐bacterium 属 に 属 す る耐圧 性 菌

DSJ4 株 を 分 離 した。 こ のDSJ4 株 につ い て生 理生化学

的 試験 と16SrDNA の デ ータな どから 分類学 的 検討を 行

った。 そ の結果 ， Ｐｈｏtｏｂａｃtｅｒiｕｍ 属に属 す る新種の株 と

な ったので ここに 報告す る。

2. 実 験 方 法

2.1　試料及び分離方法

琉球海溝（24°15.23 N, 126°47.30 E) の深度5,110 m

から「しんかい6500 」で無菌的に採取した深海底泥を

用いた。

耐圧性菌の分離方法は，まず５０ MPa の加圧下4 ℃で，

Marine broth 22 16 培地に良好に生育する細菌を単離し

５６４

た。そして，その中で常圧でも加圧下でも同じように生

育する株を選択した。この方法で耐圧性菌DSJ4 株を分

離(Kato et al. 1995a :）した。

分離株と比較検討するため以下 の基準株(Type

strain) を用いた。

Photobacterium  angustum  ATCC 25915T

？匍匐bacterium da別郭趾ｇ ATCC 33539T

Photobacterium. leiognathi ATCC 25521T

Photobacterium  pho,印加阿μｓ ATCC 11040T

Photobactiﾌﾊﾟum  hista・inum  JCM 8968T

（ＡＴＣＣ : American Type Culture Collection, JCM :

Japan Collection of Microorganisms)

2.2　培地・培養条件

すべての比較用の基準株とDSJ4 株 の培 養には，

Difco 社のMarin broth 22 16 培地， またはそれに寒天

を1.7% 加えた寒天プレートを用いた。 Type strain に

関しては各至適温度 （25℃ または20 °Ｃ）で, DSJ4 は

10°Ｃで培養を行った。また，試験方法はオキシダーゼ

試験，カタラーゼ試験などの培地を特に指定しない物は

Marin broth 2216 培地を使用し，その他の試験や糖の

資化性に用いる培地などは総て人工海水により調製した

が，それ以外の点に関しては常法(Holt ｄ ㎡｡1994 : 門

田・多賀1985 : 坂崎1993 : ）に従って行った。

２,３　菌体脂肪酸及びキノン分析

分析には各至適温度でMarine broth 2216 培地を使用

し，常圧で24 時間培養した菌体を用いた。脂肪酸は凍

結乾燥 した菌 体20 mg を無 水塩酸 ・・･タ ノールで

100°Ｃ，3 時間処理を行い，脂肪酸 ノチルエステルとし

た。これをヘキサンに抽出後蒸留水で洗浄，脱水，濃縮

した(Komagata and Suzuki 1987: ）。 サンプルの分析は

ガスクμフトグラフィー・マススペ クトロ メトリー

（ＧＣ/MS ）で成分組成比と構造の解析(Goodfellow ｄ

ｄ. 1993 :）を行った。

キノソ分析は凍結乾燥した菌体300 mg から クロロホ

ルムーノタノールで菌体成分を抽出した。薄層 クロマト

グラフィー（ＴＬＣ）で展開し， ノナキノン。 ビキノ

ンの画分を分離した。ユビキノｙ部分を分離後抽出し，

高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）で定性的に分析

（矢野ら1987 : Komagata and Suzuki 1987 : ）を行った。

２．４　ＤＮＡのＧＣ含量とハイブリダイゼイション

ＤＮＡ の精製はSaito  &  Miura  (1963) の方法で調製

を行ったｏ ＤＮＡ のＧＣ含量はＰ１７クレアーゼと７･し

カリフォスファターゼを使ってフクレオシドにしてから

ＨＰＬＣで 定 量 分 析 （ 鈴 木 ら1987 : Tamaoka　and

JAMSTEC Ｊ. Deep Sea Res., 13  (1997)



Komagata 1984 : ）を 行 った。 分離株 とType strain の

ＤＮＡ-ＤＮＡ ハイブ リ ダイゼイ ションは ホトビオチ ン標

識 ＤＮＡ を使 った，蛍光 マイ クロプレ ート法(Ezaki ｄ

㎡｡1989) で行 った。 ホルムア ミドの濃度を40 ％ とし，

ハイブ リダイゼーショソ温度を40 °Ｃで，２時間行った。

２．５　16SrDNA シー ケンスと系統樹

DSJ4 株 の16SrDNA シ ー ケ ン スは ＰＣＲ 法を 用い 遣

伝子を 増 幅 し, ABI 社 の オ ート シ ー ケソサ ー(model

373S) を 使用 し解析した(Kato etal.  1997c) 。 Photobac-

terium 属のType strain 及び系統樹作成に用い た他の株

のデ ータはDDBJ,  GenBank から入手 した。

こ れらのデ ー タに基づ いて 系統 樹作成用計算 ソフト

Clustal Ｗ （Ｔｈｏｍｐｓｏｎ et al. 1994) を 使用し，NJ 法

(Saitou and Nei 1987) で表 した。 また，そのときのブ

ートストラプトは1,000 回行った。

３. 結果及び考察

3.1　形態観察

DSJ4 株はグラム陰性桿菌で１本の鞭毛で運動をし，

大きさは2-3 ×0.6-0.8 mm 。この電子顕微鏡写真（写

真1 ）はDSJ4 株を深度5,000 m の圧力に相当する５０

ＭＰａで，10°C, 16時間培養し，リソタングステン酸で

ネ ガテ ィブ染 色を行 っ た物で あ る。 DSJ4 株 は常 圧 であ

る0. １ MPa で 培 養した場 合で も加圧 培 養 した場 合で も，

菌 体 の異常 伸張な どの形態的変化は見ら れな か った。

３．２　生 理 ・生化学試 験

Ｐｈｏtｏｂａｃtｅｒiｕｍ 属 の 各Type strain とDSJ4 株 の生 理

・生化学 試 験は， 各株 の至適温度で常圧培 養で行い比較

し た(Table 1 ）。

全 て の 株 の キ ノソ タイ プは 主 として ユ ビ キ ノ ソ Ｑ-8

で（卜7 を 若 干 含 む 物 も あ っ た。 生 育 の 至 適 温 度 は ，

Type strain は25-6 ℃ と18 °Ｃで す がDSJ4 株 は10 °Ｃと

低 く18 °Ｃ以 上 では 生 育 で きない。 す べ て の株 で ＯＦ テ

ス トでは発 酵性 を示 した力ｙ Ｐ、angustum, Ｐ、histami-

回m,  DSJ4 の ３株は ＧＡＳ生 産 は 観察 され な か っ た。

DSJ4 株 は オキ シダーゼ陽性 ， カタ ラーゼ陽性で Ｐ｡血観-

selae, Ｐ. histaminum, Ｐ、phoｓpoｒｅｕｍ と同 様であ った。

DSJ4 株 が 他 のType strain と違 う点 は イ ンド ー ルを 生

産 し, 0129 耐 性 （ ビブ リオ の プテ リ ジ ン誘 導 体0129

に 対す る耐性 ）を示 す点。 共通 点は ， アル ギェ ソジハイ

ド ロ レ ー ス活 性 だけ が陽 性 で リ ジ ソデ カル ボ キ シ ラ ー

ゼ， オルニチ ソデ カル ボキ シラ ーゼが 見ら れな い点。 生

理 ・生 化学 試 験 の 結果 だけ で 見 る と, P.  histaminum が

一番類縁 と考 えら れた。

表I　DSJ4 株 とPh  o tobacterium属の基本性状

Table ｌ　Characteristics of the strain DSJ4 and Photobacter･iz, 。reference strains.
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３．３　糖など基質の資化性

Photoba咄 咄4肖 属の各Type strain とDSJ4 株 の資化

性に｡ついては90 以上の基質を試験したが，その中で各

株間で違いのある物，重要な糖など23 基質を選んでま

とめた(Table 2 ）。

全ての株が資化したのがglycogen,  D-glucose,  mal-

tose, D-mannose で, D-galactose とglycerol はP.  phos-

j･horeum 以外は資化した。すべての株が資化しなかっ

たのは, adonitol, L-arabinose, myo-inositol, D-lactose,

D-ra 伍nose, L-rhamnose,  D-sorbitol であった。 DSJ4

株のみが資化する事が出来だのはtween ８０ とD-Man-

nitolで ， 逆 に｡資 化 出 来 なか った のがN-acetyl-D-

glucosamine とD-fructose 。糖の資化のパターンからは

類縁の株を選ぶことは出来なかった。

３．４　菌体脂肪酸組成

Photobacte夕ium属のType strain の脂肪酸組成の特徴

としては，16:O と16:1 を主成分とし，この２成分で

全体の50 ％以上を構成する(Table 3 ）。しかし, DSJ4

5６６

株は少し異なり16:1 が一番多い点は共通だが，16:0

が他の株の半分以下と少ない分iso-16 : O を持ち，16:

1 と併せて３成分で全体の50 ％以上になる。他の構成

成分でDSJ4 株だけが持つのはiso-14 : 0, iso-15 : O そ

して20:5 を持つ。20:5 は エイコサペンタエ ン酸

(ＥＰＡ) と呼ばれる物質で老化を防ぐなど健康面で注目

されている物質である。逆に, DSJ4 株からは30H-14:

0,17 : 0, 17:1が検出されなかった。これらのことか

ら ，脂肪 酸組成比 から も他 のPhotobacterium 属 の

Type strain とは異なっていることが解った。

３．５　16S-｢ＲＮＡによる系統樹とＤＮＡのパイプ

リダイゼーション

Clustal Ｗ を使って計算したNJ 法の系統樹は図１の

ようになった。 DSJ4 株はいわゆるプロテオバクテリウ

ムのｙサブグループに位置した。その中のVibri。属や

？匍匐bactet仙田 属などの含まれるVibrionaceae に入り，

j劭㎡必αcterium属の枝の中に位置した。こO  Photobac-

た7仙田属の各Type strain との枝の距離も十分離れて，

表2　DSJ4 株とPhotob α吻 バxａz 糖及び基質の資化性

Table ２　Carbon utilization of the strain DSJ4 and ？'hotobactet仙田reference strains.
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表3　DSJ4 株 とPhotobacte 畑田z 属 の脂肪酸分析

Table ３　Fatty acid compositions of the strain DSJ4 and Photobacterii 。,7 reference strains.

5６７
JAMSTEC Ｊ． Deep Sea Ｒｅｓ､、１３ (19971

図 １　プロテオ バクテリウムｙ-りｰ'プグル一ヅの株とDSJ4 株の16S rDNA 遺伝 子配列に 基づく系統樹QNJ 法に よ 叫乍成)

Fig. 1　Phylogenetic tree showing the r ｅｌａtｉｏｎ ship of a°plified DSJ4 16S I'ＤＮＡ within the Proteobacteria  >”subgroup using

the neighbor-joining method. The scale represents the average number ｏｆ nucleotide substitutions peｒ site. Bootstrap

values are show for frequencies above the threshold of 50 ％・



表4　DSJ4 株とPhotobacterium のＤＮＡ の相同性

Table ４ Levels of homology for the chromosomal DNAs of strain DSJ4 and Photoba 咄 咄im  reference strains.

？1hotobacterium 属 の中 で独立 した枝を形成 した。

Photobacterium 属 の各Type strain とDSJ4 株 のDNA

の ＧＣ 含 量 を 測 定 し た 。DSJ4 株 の ＧＣ 含 量 は42 ％ で

Ｐ. damsela, Ｐ. histaminum とほぼ同 じであ った。 また，

Photobactet 公 田 属 全体 の ＧＣ 含量 も39 ぺ2 ％ と良 くまと

まっていた。

これら ５種のＰｈｏtｏｂａｃtｅｒiｕｍ 属のType strain とDNA-

ＤＮＡ ハ イブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソを 行 っ た(Table 4) 。

DSJ4 株4 ｔ Ｐｈｏtｏｂａｃtｅｒiｕｍ 属 の 各Type strain と ，

DSJ4 を プ ９ － ブに し た場 合 最大 で21%,  DSJ4 を 固定

し た場 合 で も最 大値は28 ％ で ，低 い 相同値 しか 示 さな

か った。 バ クテ リアに おい て相同 値が70 ％以上 の場 合，

一般的 に同 一 種 とみなす。 DSJ4 は この数 値 よりは るか

に 低 い28 ％ しか示 さな か った ことから も独立 し た種 で

あ るこ とを裏付け てい る。

３.６　Photobacterium 属 の 生 育 に対 す る圧 力 の

影響

耐 圧 性 細 菌DSJ4 株 はPholobacterium 属 に 分類 さ れ

るこ とが 解 っ た。　しか し， この 生育 に おけ る耐圧 性は

Photobacter,油田 属に｡共 通 の性質 な のか, DSJ4 株に 限 ら

れ た性 質な のか 検討 を 行 う必 要が あ る。 各Type strain

とDSJ4 株 の生育に対す る圧 力の影響を検討 し た。 培養

温 度 は そ れ ぞ れ の 株 の 至 適 温 度 で ， 常 圧 で あ る0. １

ＭＰａ と深 度]｡,000 m の 圧 力に 相当 す る１０ MPa か ら ，

深 度5,000 m の 圧 力に 相 当 す る ５０ MPa ま で の 加圧 条

件 ドで24 時間 行 った。

5叨

DSJ-4 株は５０ MPa まで，圧力の影響を受けること

なくほぼ同じ様に増殖しているのに対し，他のPho-

ω＆z･]なパn2 属のType strain は圧力の影響を受け，加

圧するにしたがいその増殖は抑制された( 図２)。この

ことから？匍匐Ｍｄｇパｇ肖 属すべてが耐圧性を示すわけ

ではないことが解った。

４． ま　と　め

以上の結果を まとめると琉球海溝深度5,110 m の深

海底泥サンプルから好冷性で，常圧でも加圧下でも良好

に生育する事ができる耐圧性細菌DSJ4 株を分離した。

DSJ4 株は グラム陰性で，１本の鞭毛で運動性を持つ

桿菌で，大きさは2-3 ×0.6-0.8μｍ，生育の至適温度は

10°Ｃ。 キノンタイプはユビキノソＱ一8を持ち, DNA の

ＧＣ含量は約42 ％であった。ＯＦ テストでは発酵性を示

したが, GAS 生産は観察されない。 オキシダーゼ，カ

タラーゼは陽性でデカルボキシラーゼ活性はアルギェン

のみ陽性。

DSJ -4 株の既知種との16S-rRNA シーヶンスによる

系統樹の分類学的位置はPkotobacterium 属に位置した。

しか し，既知 種のPhotobact。,面。 属細菌とは 染色体

ＤＮＡ の相同値が30 ％以 下と低く, 0129 耐性, Tween

８０とMannitol  f>資化, EPA を生産するなどの点で異

なｰ)てレ た。

以Ｌのことから, DSJ4 株を新種のPhotobacte?・鈿,ｓ 属

の菌とした。そして，この株が深海から採取されたこと
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写真 ｌ　ネガテ４ブ染色を行･つた電子顕微鏡像

Bar=l μｍ

Photo １　Transmission electron microscopy of ａ negatively

stained cell of strain DSJ4.

Bar ―1μｍ

JAMSTEC Ｊ， Deep Sea Res.,  13  11997)


	琉球海溝より分離した耐圧性菌DSJ4株の分類学的研究
	1. はじめに
	2. 実験方法
	2.1 試料及び分離方法
	2.2 培地・培養条件
	2.3 菌体脂肪酸及びキノン分析
	2.4 DNAのGC含量とハイブリダイゼイション
	2.5 16SrDNAシーケンスと系統樹

	3. 結果及び考察
	3.1 形態観察
	3.2 生理・生化学試験
	3.3 糖など基質の資化性
	3.4 菌体脂肪酸組成
	3.5 16S-rRNAによる系統樹とDNAのハイブリダイゼーション
	3.6 Photobacterium属の生育に対する圧力の影響

	4. まとめ
	謝辞
	引用文献
	写真




