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駿河湾松崎抻。 日本海溝官古抻及ぴ伊豆小笠原海溝鳥口海山における「しんかい2000 」及

び「しんかい6500 」の調査茴航で取得された疸泥試科から深海酵母の旱雕を試みた。その結

果，13 株の昨母薦が取得され，特に 口本海溝から凖饂されたN6 抹は，非常に毒性か強い硫酸

鋼を10 加Ｍ 含tｏＹＰＤ培地中で も良好に生育したことから，いわゆる銅耐性酵母であるこ とが

判明した。18S  rDNA の郎分塩基配列を決定したところ，N6 抹はＱつφlacaα嵋ａ佃if叫 と非當に

近縁であるこ とがわかった。 原子吸光法により繭体内に蓄積する錮を定量したところ，細胞内

郎にはほ とんど錮が取り込まれていないことか分かった。このことは，N6 株が鋼４オンの浸

入をプロッタする機榊を井つことあるいは，ｌ 体内に没入した銅イオンを積極的4こ緋除する機

構を有している可能性を示唆している。

本研究において取得されたN6 株の銅耐性倣胯を郤槽4こ検討するこ とは，酵母菌を実験モデ

ルとした高枝生物一般の細胞への重金属の彭咎を知る上でも有効であり，のみならず汚豪士壤

からの銅の除去という環境浄化ヘの応用としても期待か集まる。
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Thirteen  deep  sea  yeast  strains  were  isolated  Troin
 tnurf samples  of Suruga

 bay. the  Izii-

Ogasawara  Trench  and  the  Japan  Trench.  Strain N6  was  found  to be extremely  tolerant to high

concentration  of copper  sulfate (CuSOj).  Molecular
 analysis of l8SrDNA  indicates tliat the strain

N6  belongs  to Crypfococctts  genus  The  strain N6  can  giw  on  YI'D  agai containing  lOinM

C11SO4,  while  1F00378,  a type  strain of C*yptocoeens elbidus, never  grow  in the presence  of lOmM

CuSO.4.  Cellular  amount  of CuS04  analyzed  by  atomic  absorption  was  wry  low  when  cclls were

incubated  in the  presence  high  concentration  of  CuSO^i.  The  result  suggests  that  copper

tolerance  of the  strain N6  may  be  ascribed  to protection  of copper  incursion  or extrusion  of
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copper  from  the cytoplasm.

Analysis  of the mechanism  of copper  tolerant in the strain N6  may  be able to answer  a question

why  heavy  metal  is so toxic to organisms.  The  analysis could  be applied to bio-absorption; heavy

metal  in natural environments  might  be dirrunated using  the yeast.
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1. は じ めに

深 海は 低温 ， 略 黒そ し て高水 圧 に さら され たい わ ゆる

極 限環 境 であ り ， そこに 瞿 む生 物 は 唾上 の 生 物に な い 特

質を 持 つ もの と し て掲 待 さ れ，現 在 。こ の 領奴 の 研 究 に

は基 礎 の みな ら ず応 用 的 側 面か ら も多 大 な る 興味 が 寄 せ

ら れ て い る 。 こ れ ま で の と こ ろ 深 海 底 か ら は 好 圧 性

（Ｙａyａrlos gX al.,1979），好 熱性(Ruby  and亅annasch,  1982)

あ る い は 好冷性(Hamamoto and Ｈｃrik帥hi,1991 ） な ど

の特 徴 的 な性 賢 を もっ襴 蕷 ま た有 機 溶 媒に 耐 性 のあ る も

の(Moriya and Horikoshi, 1993a ） や 石 油 を 分解 す る 微

生物 （Ｍｏriyａ and Horikoshi, 1993b ） が 多 数 分離 さ れて

いる 。 し かし な が ら， こ れ まで深 海 微生物 の研 究 は 主 と

し て 原繊 生 物 す な わ ち 細 菌 釧 を中 心 と し て行 わ れ てお

り， 爽 核 生物 の 代 表と も 言 える酵 母 羂に 關 する 報 告は 極

め て乏 し い。 そ こ で， 本研 究では 深 海微 生初 の生態 ， さ

らに は 深 梅環境 を 理解す る ため の 一つ の 切 り口 と し て深

海酵 母に 着 目し ，「し ん かい2000 」 及 び「 し んかい684Xi 」

に よっ て採 取 さ れ た庭泥 試料 から 酵 母 菌を 分 離 し て， そ

れら の 諸性 質を 明 ら かにす る 試 みを 行 っ た。

酵 母菌 とは 単翩 胞 で生 活 す る期|』･が 長 く， 細 胞が 山 芽

と呼 ば れ る形 式 で瑚 殖 する 菌類 の総 称 であ る 。 分類 学 的

にみ る と，真１ 類 の 四つの 枷 の うち の 三つ の網 す な わち 。

孑-の う 菌類, 袒 子菌類 及 び不 完 全菌 類に わた っ て所 属 し，

系統 発 生 的に み て も非常 に 複雑 とい え る。 こ の微 生物 は

酒 や醤 油 など の 醸 造な どに 闃わっ てい るこ との みな ら ず

生化 学あ るいは 遺 伝学な どの 研究 分 野 で も よく 川い ら れ

る 実験 材 料と し て 知ら れ てい る。 酵 母菌の 分 簾 源は 多 岐

に 渡 り， 植物 の 花 や集， 勦 物 の皮 膚 や内 蔵 ， 昆 虫，|II穀

紙 ，jl 壌 ， 人父 ，河jllあ る い は 海洋な どがあ げ ら れ るか ，

陸1. に 比べ 海 洋 か ら の分 離 例は あ ま り多 く な い （11111t，

1986J 。 そ の ひ と つの 理 由 と し て ， そ も そ も深 海に 棲 む

酵 母liiの 密 度 か 極 め て 小 さいh  (van Uden and Fell,

1968 ）， 分 離 川培 地等 の 検 討 か| 一分に な さ れ て いな い こ

とが 考え られ る 。 そこ で まず始 めに ，深 海底 泥試 科 か ら

よ り多 く の醪lt ｉ を分 離 す るた め の 方法に つ い て検 吋 し

た。 次い で。 縛 ら れた 令 て の 曲株 に 対し， 形熊 的 及 び 生

理 止化 学 的な 指標 をも とに した解 析 をlf い 。 属 種の1111定
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を試みた。

取得された深海酵母に閲する研究を衍っていた際，興

味深い亊にある種の重金属に非命に強い耐性を荷つ株が

見出された。重金属による汚染を含めて。環境汚染は古

くて新しい問越であり，現在それらをいかにして汚染区

域から除去するか， さらには工業廃水等の処理について

も大きな問題として取り上げられている。わが国におけ

る重金属汚染の例としては，銅による足届銅山鉱毒小件

(1890 年頃)，メチル水銀による水俣病(1950 年代)，カ

ドミウムによるイタ４イタイ病(1940 年頃) があげられ

る。そして。いずれの公害においても河川に癇水が流入

し，鉱毒の被害か非常に広範囲に渡り，人体への深刻な

彫響が取りざたされた。重金属が及ぼす生物への彫響を

畑ること，あるいは汚染土壌の浄化という目的から， 峨

金属耐性を持つ細菌類が数多く取得されている。海洋は

一般に陸水と比べ重金属濃暄1が高く，剔，二７ケルなど

は陸水の10 拾，ウランにいたっては約1(10恰も含んでお

り。 濠海土壌では鳩所によってさらにそのICO 倍という

極めて商濃度で存在していることが知られている( 堀

Ｓ,1970) 。したがって。深海は新規の重金属耐性微生物

を取得するための宝川といっても過言ではない。このよ

うな徹生物について研究する際，酵 母菌を材料としてill

いることは，同じ奥個生物である我々人|剛こ対する 重金

鰔の彫唇を知る上で非常に有利であ るものと考えられ

る。

そこで，本研究では，取得された深海雁母について哦

金属，特に銅耐性に閥する解析を行うと共に簡の増殖に

対する圧力の彫響などについての検討を行った。

2. 実験方法

2.1　 試料及び酵 母菌の単踏

「しんかい2（X30）及び 「しんかい6500 」潜航において，

柱 状採泥に よって 深海底 泥を収 禅し た。我 々の潜 航と，

底泥分り･を受け た研究 者らの潜 航を併せて以ドに 記す。

しんかい2000 ； DIVE819 （駿河消松崎 洌l，34 °43.08N.

138･35J3&  1935m)

し んかい6500 : DIVK272 （|| 本海溝宮占 抻，40 °06｡

JAMSTEC 亅Deep Sea Ｒｌｓ.｡1411鈿8）



670N,  144°11.077E,6370m），DIVE273 （IEI本海溝宮古沖，

40°06.297N, 144°11.183E, 6379m),  DIVE274  (日本海溝

宮 占illl，40 °09.375N, 144°10.911E,6048m ），Ｄ】VE275

（|:|本海溝宮 古ill･｡40°09.759N, 144°02.1?3E,4505m ），

DIVE277  (日本海溝宮古沖，40 °07.862N.144･11.383E,

6455m),  DIVE369  ( 伊豆 小 笠 原海溝 鳥鳥 海|||，

30°54.932N, 141°49.271E, 4050m)

採取された底泥試科豹0.1g をＹｔＤ（IS yｅａst extract.

践bactopeptone,  2% glucose) 寒天培地に直接亜布し，

8℃で２週間蹄養を行った。なお。こ れらの培地には，

細菌類の増殖を抑えるためにペニシリン及ぴストレプト

マ イシンを各50 μｇ/ml 添加した。次いで，15 ℃で２遡

間，26 ℃で2 週問の培養を行い，寒天培地で形成された

コロニーを単髞した。単瓣した酵母側は培養液に終濃度

15S グリセロールを添加し－80 ℃で冷凍保存した。

2､2　 深 海 酵母 菌 の属 ・ 種 の同 定

単 離し た 酵 母 菌 の分 釧 に つい て はＴＩｌｅ Ｙｅａsts: ａ tａｘｏｎ。

mic study. 第３版 ，（Ｋ・ ｇｅr,ｖａｎ Ｒｉｊ 縊 ，1984 ） の 分 類 体系

に 準 じ た。 ま た，18S rDNA の 塩 基 配 列は 全 ＤＮＡを 常法

に 従 って 如 出 し て 行っ た。

2.3　 銅耐性試験

収得さ れた酵母箝棕の生育に及ぼす鋼イオンの影響を

淵べた。銅イオンはCuSCM として， 終濃度1，10，25 ，

50mM となるようオー１クレープ筱のＹＰＤ寒天培地に

添加】した･ 戸れら゜培旭に酵|剥i を穿刺し･26 ℃で4H

1111培養した後， 彫成されたコロニーのぬ径( ｍｍ) を測定

し。これを銅耐性の|,l安とした。さらに，ｃｕs04 の影!呷

のJI細な検,FIを行うために，液体培養によるｃｕs04 の

影響を訓べた。対数増殖即丿中川|の1111aをを1, 10. 20 及

び5011M CuSO･I 存在下で培養し。トーマ氏in球･,廿数・

をJljいて|獅体験を算定した。

3. 結　　 杲

3.1　 深海酵母の取得

深海底は水濫が2tiim という低温環境であることか

ら。培 養は底泥試料を寒人培地に哈布して。８ｔ でli,ｊ

た。しかし ながら，８ｔ ．２逎ll 程度の培養では醪1111冐

のコロニーは形成されなか,Ｊた。そこで引 き続き，15℃，

26ｔ でと段 階的に温度を1･｡げて培養をlｙ, たところ，多

数のコロニーが川現した。収律された13 綵の酵母liiの

令コロニーを図１に示すCNI ～N13 ｝。なお，培養111に

プ レート|;での酵母liの増航とjlに糸状閑飢（いわゆる

JAMSTEC  J. Deep Sea ｎｅｓ.，14 11!m)

カピ）か繁馳し，それらによってプレートが一面覆われ

てしまう程になり，酔母佰の分離が困難になった。そこ

で。酵母菌の単魅は糸状菌類の増殖が顕著になる前に行

った。

3.2　深海酵母の増殖に及ぼす圧力の影響

圧力環境は深海の特徴の一つであり，現在，加圧下に

おける生命維持機構の觧|男に注目が集まっている。そこ

で，今回収得された深海酵母の増殖に及ぼす圧力の影響

を調べるため，加圧培養を賦みた。ＹＰＤ培地中，24 ℃

で9111闘程度の培養を行ったところ，幾つかのｉ 秣にお

いては加圧Ｔでも常圧とほぼ岡様に増殖することが分か

った。各個楾の比増殖遮度（Td･1）と圧力の関係を図２

に示す。

3.3　 深淘酵母 の増殖 に及ぱ す銅の彫 響及び銅耐

性酵母Cryptocoocus  sp. N6& の取碍

探海底泥から収科 された醪 咏菌株の生介に 及ぼす銅の

影讐を 調べる ため，ＣｕS04 を含むＹＰＤ 寒天培 地で増殖

させた酵 咏ｌ の コロニーの直径を測定し，これを銅耐性

め簡便な尺度 とした。113 に幾つ かの代 妻的な蘿株につ

いてＣｕS04 濃度と培養4 1:1後の コロニ ーの直径との関係

を示す。そ の結果， ほとん どの蘊株につ いてCIS0, が

存在 す るこ とに よ って 噸 殖 が阻 害 され る のに 対 し，

10m  M ＣＩＳ０, という猛毒条 件下で も極めて良好に堋 碵

し， むしろ生育が促進される幽株が見出 された。こ の’lli

株はIEI本海溝から取 栂されたN6 梓であ り，18S rＤＮＡの

増基配列による分頸学的 觧析からＣりφj6Eaαla 属に 分類

され た。 したがって以後の火験では，則に 対して 著しい

耐性を もつこのN6 株を銅耐性酵 雌として川い た。 なお。

この 噛株について同じ濃度の壇化銅（ＣｕC12）にも耐仕

を持つこ とが確認された。

次にｙＰＤ培 地で液体培養を行い。 対数増 仙期III刈の

N6 株 にＣ,ＩＳＯ･Iを添 加し，そ の後のliiの増 殖を跼べた。

その鵬 米. ImM ＣｕＳ０４μIモドでは 鋼イオンを含まない

対照と比べ，li の川殖速度に 変化はみら れなかった（闊

43.･ 力･, lOmM ＣｕSO｡ を添lllした鳩 合，その11j:俊にII;

1゙ の不応JSJ (ラグタイム）があるものの。 その 鏡良 好に

増殖することが分か 。た。 さらにａ濃 度の20mM 及び

5(hnM ＣｕSO ･･を添力||した場 介。 増航は催認されなかった

こ とから. lOmM が増 暁の 匕|製である ものとした。 しか

しなから，そ の咬の調べで 寒 瓦培 地に添JIIするＣｕS0｡

の濃度をｌｍＭ ずつll げな がら継 代瑞 養を 行うこ とによ

り て，3 ヵjl 後には5【】1。Ｍ のC ｕＳ０４を 含む培地で もコロ

575



I'4 1 深 海 底 泥 か ら収 得 さ れ た 酵 ほｉ･コ ロ ニ ー

Fi≪ . I　D ぐelｓ Ｑａy(‘asIｓisolaled frｏｍ rｎud ｓal川leｓ

ニ ーを形 成 する こ とが 確 忽さ れ た。

興味 深いこ とに､ 対照 及び１ｍＭ ＣuS04 存 在 ドにお い て、

雌終到 達細胞密 度は 共に 約6 × 108cellｓ/ml 程 度 であ９ たの

に 対 し、 】ＯｍＭ ＣｕSOi 存 血 ドでは 約1 ×1【ﾀﾞ'ｃｅ】lｓ/ml と お

よそ2 倍 にな９ た( 図4) 、 こ の と き細胞の 人き さは幾 分小

さくなる ことか顕微 鏡観 察に よ｡ て 確 認 され た｡、

3.４　Ｎ６株の菌体内における銅の・ 積と菌体内銅

淑度の定量

対数増航jl｣･|りりjのＮ６株に終濃 度l.10 ，20 及び

50mM となるようにｃｕsｏ･,をｶ||えて培養し，経』ll的に集

菌して|刎本内に含まれる銅を原rl 貶光i汨こよ,jで洲定し

た.lx15 にcus ０,1投″j･後の|剔本内に含まれる銅の:Iり)驚

畤的唆化を,l･す　なお，このときllj体内釧濃度を|!|゙ 佃

5ｓ

の 纉la を 処 夕11し て 得 ら れ た 抽ll¶浪lml あ た り の 濃 度{|
駟11}

と し て 表 記 し た 。 そ の 結 果 ， ＣｕS0.1 を 含 ま な い 培 地 中 で

増 航 さ れ た 曲 体 か ら は ほ と ん ど 鋼 は 検111 さ れ な か,J た

{く| 叩 ｍ} 。 一力 ， ＣｕS04 を 投 り･し た 鳩fl で もlmM あ る

い4 ま １０ｍＭ ＣｕSO･s 存 在| ゛で は 爾 体10s 細 胞 あ た り7ppm 以

ド と 非 常 に わ ず か な:lt で あ る こ と が 分 か,j た 。 と こ ろ が｡

21 〕ｎｌＭ 及 び50mM CIIS4)4 を 假 り･ し た 場 介 に は.lli 体1(y 細゙

胞 あ た り に 含 ま れ る 銅 の 濃 度 は) 圜 ～254 】llpm と 核 め て 高

嶝| 支で あ る こ と が11111J し た ，

典 味 深 い こ と に ， 比 増 殖 速 度 とli 体 内 鋼 濃| む こ は11｣ ら

か な 相 関 関 係 が あ|} ，| 爿 ６ に 示 す よ う に そ れ ら は 鏡 葭 対

象 的 なIlll$ を11111い た｡ こ の こ と は ． Ｎ６ 株 に お い て 菌 体

内 に 鋼 が 蓄 積 す る と 共 に 。 菌 の 川¥i が 抑 制 さ れ る こ と を

示 し て お11. ま た 逆 に 外 政 の(･ ｕｓｏ･1濃 暖 が10111M ま で

ＪＡＭsIEc.). Ｄｅｅｐ ｓｅ∂ Ｒｅｓ.｡14  (I!J!閼



図 ２ 深 海愚 け の 増 簡|こ＆ ほ す||リ｣ の 影1･ ，そ れ ぞ れ の 菌 株 を 丶ll】】堵jl 踟1･ でjllljlﾓ堵 晟 し。 比 堋 碵 辿|犹(『d･1(11ｒl))；la･jﾘ|||11111の逆 数)

を 隶 め た｡

Ｆｉｇ.2 111ee 伽cIQfhydr ｌｓlalk-11nヽｓsIlｙloglljwlll,4d,t･io ｓci yt･wsls. Ｃ,･|lｓ､叭･八･ illｒutMled ill￥1りbrolllllldel･11ydl･ 哨lalic plleｓsｕlle.

JAMSTEC  J. Deep Ｓｅａ Ｒ皀ｓ｡14 0 哨 陶
577



図 ３ 深 嵩 酵 母の 増 殖 に及 ぽ す 硫 酸 鋼 の 影 響 。 各 直 度 の 硫 巌 銅 を 添

加 し た ＹＰＤ 寒 天 培 地 に 単 雌 さ れ た 深 海 酵 母 を 穿 刺 し ， 形 成

さ れ た コ ロ ニ ー の 直 径 の 相 対 値を 示 し た 。

Fig.  3 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｌ of CuS04  to growth of deep-sea yeasts. Ｔｈｅ

rｌ】ａtiｖｅｄｉ ｍｅtｅｒｏrｃｏ】ony is shown. O;  Nl. 口;N2. ■:N3.

●;N6. △; Nil

鬪 ４ Ｎ６株 の 剛 碵 に 及 は す 硫 蔭 銅 の 彫 響 。 対 霞 増 殖 躙ll･匐 のN6 培

曼 波 にCIS04 を 添 加|し ， そ の 牋 の 細 砲 増 鯱 を 調 べ た 。 ○: 鱈

添 加｡△; ｌｍＭ ＣＩＳＯ･｡■:lOinM  CuSO*

Fig.  4 111e e 翫cl of C ｕS04 10 gr ｌ､叭h of lhe strain Ｎ６. Cells wcrc

111cｕblled in ￥1°D broth ii the pr 弯sｅｎｃｅ ＱＩＣ,ISO4. ０:lg

addilial. △:  ImM  C11SO4,  ■;  WrnM  CtiSO･

なら菌体内銅濃度を低く保つことによってその心命活助

を維持しているIlf能骰を強く示唆している。以F. の結米

は，N6 株が 】0111Mという高浪度CIJS04 存在 臼こおいて

CU 鋼イオンの浸人をブロ ーアタするシステムを持つii，

(2)i 農産勾配に従,Jて菌体内に浸人した剔イオンを積極

的に排除する機構を偲持しているという２り の興味ほい

I･f戔詐の存在を示唆している｡

5网

図 ５ 硫 酸 射 投 与 後 のN6 菌 体 内 剔 綻 度 の 経 時 的 変 化 。 対 改 増 殖 川

巾 期 のN6 培 養 液に ＣｕSOI を 唾 加 し ， 菌 体 内に 合 ま れ る 銅 を

瞭 子 吸 光 法 に よ っ て 測 定 し た。 ○; 無 終 加 ，△;  ImM CuSQ*.

口;  lOmM  CuS04,#;  20mM  CuS04, ▲;  50mM  C11SO4

Fig.  5 Changes  in internal coppper  of the  strain Ｎ６ after addlion ｏｆ

ＣｕS04. ０;no addition. △;  ImM CuSO･｡ 囗;  lOrnM  CuSO<>

･:  20mM  CuSOi,: ５０ｍＭ CuS04

閥 ６ 比 増 殖 地 皮 と Ｎ６１ 体 内 釧 濃 皮 の 関 係 。 各濆jl の 硫 酸 釧 を 含

む ｙＰＤ 培 養 液巾 でN6 株 を 培 養 し ， 比 増 殖 辿 度 とli 体 内 銅 濃

度 を 濶 べ た。 ○: 比 増 黻 速 度Crd'1{h ｒ})) ， ●; 刧|砲 内 銅 濃 度

(ppa)

Fig.6 Relationship klw ｅｅｎ relative growth  rale ａｎｄ ｌｈｅ ａｍ０１･nl

afinlerｌａｌｃｏｐｌ】er in the  strain N ＆ Ｏ: Relative ｇｒｏｓ11 『ille

(Ｔｄ‘)alｒl))， ●;lnle ｒｌａｌｃｏｐｐｅr ｇｐｐｍ)

‘方で，20mM あるいは50m  M CuSO*  fx‘jによって劇

的に則の菌体内濃度がll昇することか分か,Jたが，この

ことは耐性機榊の觧11jとは遠･，た見方として外液からの

鋼の吸収(1111収) という応川的利川法を考える|･｡で，JI;

常に覗要な材科を提供している。これらについては陵に

議曲を深めたい。

JAMSTEC Ｊ. Deep Sea Ｒｅs..14 （1998 ）



４. 考　　 察

本研究では，深海底泥からの酵母菌の分離に際し， ま

ず初めの段肝としてそれらの取 終方法につ いて検肘し

た。 深海底は水温が2 ℃前後という低温環境であること

から，当初，培養を8 ℃で行ったがコロニーは形成され

なかった。その理由として，次に示す3 つの可能性が考

えられる。（1）底泥中で酵母薗は胞子または休止期にお

かれており，増殖を開始できない状照にある。（2）増殖

開始までに2 週閥以上を要する。（3）増殖速度が非常に

遅く２迎間程度では肉眼で 見えるほどのコロニーを形成

できない。（1）については，胞子の発芽の誘導にピート

ショックなどの処理が有効かもしれない。 また，（2），

（3）については培餐日数を数週間～数カ月に延長するこ

とによりコロニーを得ることか可能と思われるが，こ の

際， カビ等の繁勉を防ぐ工夫が必要となる。

増勉に対する壇(NaCl) 濃度の彫響を予備的に躙べた

砧果，ほとんどの幽株は1 ～6 ％程度のNaCI を含む培地

上で良好に生青することが分かったが，川殖において絶

対的にNaCl を要求する株は存在しなかった。この点は，

多くの海洋性細菌の生育がNaCl 要求性である亊と異な

っている。したがって。 今回取得された酵母曲に関して

いえば，純然たる深海での進化を遂げた佰であるという

よりは，むしろ元来は随生の酵母薗が海洋に流れ込み，

そこで生き残り深海底で生活職略を広げて繁勉したのか

もしれない。予備的な実験ではあるが，今回収得された

菌株の多くのものが. YPD 培地の栄養源を1/100 程度ま

で希釈しても，非常に良好に生介する班を確認している。

このように低栄養条件下でも増殖可能であるという亊爽

は,これらの酵母曲が深海底のような栄養源の少ない環境

に適応して生きていく上で右利に働くものと考えられる。

また，圧力環境は深海の特徴の一つであり，現在。加

圧ドにお ける生命維持機構 の解明に興味が注がれてい

る。この物理因子を生物がどのように認識し，それに適

応しているのかを知ることは。深海徹生物の唯理，生態

学をJ¶1解するうえで人変爪妛である。得られた薗抹のう

ち，加圧条件ドで特に良く増殖するい くつかの菌株は，

高川生物学における新たな実験材料，特に真植生物のモ

デル系として次なる研究の発展が期待される。 今後はこ

の酵母がどのようにして川力耐性を獲得しているかにつ

いても解析を行いたい。

日本沌溝の深海底泥より分離されたN6 株は10mM と

いう非常に高濃度のCuSCM に耐性があった。では.N6

株どのような機構により耐性を得ているのだろうか。こ

れまで，釧耐性微生物とその耐性機構に閥する懶1りには

JAMSTEC J. Deep Sea Ｒｅs.，14（1998）

様々 な もの があ る 。大腸 菌 では ，あ る穩 の プラ ス ミ ドが

関 与 してお り，C ｕ（U ）が Ｃｕ（1 ）に 還 元さ れ る こ と に よ

っ て鋼 耐 性を 疲 得 してい る(Brown 11 al.,  1992) 。 ま た。

出芽 酔 母 であ る Ｓｓαia, 。 哢 ｓc, 。visiae で も 鋼 耐性 株 が

得 ら れ て お り ， こ の 株 で は 大 量 のH2S の 生 成 に よ り

Ｃｕ（U ）を 不 溶 性 の ＣｕS に して 無 毒化 し，ｌｍＭ 程 度 の鋼

に対 す る 耐性を 得 ている （Ａｓhjd4 1965 ）。 また， イネい

もち病 菌 である 弓㎡ａ 鈿・ig 。りａ,。で も鋼耐性 株 が見出 さ

れ， そ の菌糸 は 感受 性株 と比 べ や は りＢＳ の生 成が 著し

い 亊 が 示 さ れ てい る （柳 田｡1984 ）。 一方 ， カピ 顫 の

鳬 渝 莇 四11c ゐ夕ｗ 汕 翔別に お い ては ，Ｃｕｘ4， Ｍｎ２ 及゙ び ，

Zn2･ に 耐 性を 示し ，N12 や゙ Ｈｇ２･に 感受 性の 高い 羂株が見

出 され ている ｛ＯｋａＸｎｏtｏｓt㎡｡1977 ｝。 この 菌 では ，菌糸

が過 剰 のＣｕ2゙ を 取 り 込 まな い機構 を 持 ってい る こ とが示

さ れ ている。

N6 株 で は10mM 以 下 のＣｕS04 存 在 下にお い ては ， 襴

胞 内 の 鋼濃 度 が 非常に 低い レ ベルで保 たれ ている 事 か 明

ら か とな っ た。 この こ とは ，N6 株 が （1 ） 襴 胞内 へ の 鋼

イオ ンの 浸 入を プ ロ クク し てい るこ と， ま たは （2 ） 細

胞 内 に 浸入 し た鋼･f オ ンを積 極的に 外 へ摶 出し てい るこ

と を 示 唆 し て い る 。 し た が っ て,  Ashida ら が Ｓ.

cerevisiae で 示 し た銅 イ オン無 毒 化 機構 とは 別 の機 構 を

有 し て いる 可 能性 が 高い 。 椒体培 養の 結米を 見 る 限りで

は ，20nlM 以 上 の ＣｕS0, 存 在 下で はN6 秣 は 生存で きず ，

し か もこの 濆 皮 の もと では 潁胞内 から 大冊の銅 が 検出 さ

れ た。 し た が っ て,  20mM ＣｕS0･ 存 在 下 では ， 前 述 の

（1 ），（2 ） の 防 御機 胴 の限 男･を 超 え，細 胞内 に銅 が 響 積

し たこ とか ， 細 胞死 へ の 直接の引 き 金であ ると 考え ら れ

る 。 な お｡ １０ｍＭ ＣｕS04 存 在 下で培ｌ したN6 搾 の繼 胞

の 超 薄切 片を 透 遇電 子噸 微鏡 で観察 結 果 からは ，内 部構

造 の 変化 は 認めら れ ず, 比 段物 も確 認 され な かっ た。 こ

の こ とか ら も，H2S 産 生 に よる銅 イオ ン （ｌ ）を 無毒 化

す る 機構 とは 異な る ものと 考え ら れる。

ピ ー トシ ョ ックや 浸透圧 を 上げ る ショ ７クll の ストレ

スを●|胞 に加 える 亊 で誘 群 され る タ ン パク質 の存 在 か多

数 報 告 されてい る。Ｃｕ2･が 多i 蠹に 存 在す る環境 を ストレ

スの 一一萄 として 考え る と，Ｃｕ2･の 存 在に よっ て特｡異 的に

発現 す る タ ンパ ク貿 の存 企 が 予想 され ， この タン パク貿

が銅 耐性 に|刈わっ てい る 可 能性 があ る。 さらに ， 細 胞内

の鋼を 積 極 的に排111 す る 掟 讌に つい ては ，ＡＴＰエ ネルギ

ー依存 性 の ポ ンプ の 存在 が 示唆 され てい る が， こ れにつ

い ては 今 後， 生化 学あ るい は 分子 唯物 学 的な アプ ローチ

が 必 要 とな る。

銅 耐性 酣1まを 取得 し たこ と は ，釧 が 戉核 生 物･ 般 に 。
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また人体へ どのような彫響を及ぼすのかを知る 上で有効

であり，その作用を解明するための重 要な研究材科を褥

たと言える。 また， 汚染土壌 の浄化を 考えた場合， 重金

属 耐性微 生初か重金属 の除去に 役立つ 可能性 か大 きい。

今回，深 海から銅耐性 酵母が取得されたことは。 それを

扣う微生物を探索する上で， 深海が新 しい分簾源である

こ とを示しており， またこの酵母薗を用いて 土壌から効

率的に銅を除去するこ とが 可能となる かもしれない。 さ

らに，深海底における重 金属の物賢循 環を 考える とき，

廠 生物が重金属輸送系の中で どのように働いているかが

閃題となる。今回取得されたN6 株が， 深海にお ける重

金属の物質循環にどのように 関わって いるのか， 生態学

的知見を深める上で右効な糸口になるか もしれない。

一方，微 生物を使 って土壌 から金属 を回収する試みが

行 われて いる。 鉱石から 金属を溶出させ。 回収 させ る，

い わゆるパ イオリーチ ング （bio-leaching ）の問 題も徴

生物の新しい 利用という点で注目されている。 現在実用

的なものとしては，71j 。･bacillus ft,。。ａ汕,ｓ 等の繝菌を川

い た溶出で， 年間10 億ＵＳドル相 当以上の鋼が 土壌から

回収 されている 【Ｈｏ】ms and Debus, 1991 ）。N6 株に ’

20mM あるいは50mM CuS(>4 投与をするこ とよって銅 の

藷体内濃度は上昇したか，こ のこ とはN6 株が 高濃度の

銅を蓄積するこ とを示している。 したがって，N6 株に鋼

を吸収させることに よって，鉱石溶液 から銅を回収する

IJ一チ ンクという，全 く新しい応用的利Jlj法か想起され

る。

こ のように， 本研暁は深海底における微生物 生思を考

える上でも，こ れまで 見過ご されてきた酵母薗のような

真核性の徹 生物に光を 当てたこ と， 並びに銅耐性 をもつ

酵 母薗を収得 したこ とにより， 吸金属 の影響や応 用的利

用について，こ れまで にない観点から検 討する材 祷を ’j

えたという点でその価 仙は人きい。 今後は，取得 された

騨母菌の銅耐性 機構，特 に劃胞内 への剔 イオ ンの侵入を

ブロ ックする，あるい は則イオンを積極的に排出 する機

構 の詳細な検lllを行うこ とを埴じて，醇ほ菌のみならず

他 の生物全般の銅耐性 掟構の理解を深 めたい。 また，汚

染|こ壌 からの銅の除去を|･|的とした廊境浄化, 及び深海に

おけ る咀金属の物貿鎚畷におけ る徹唯物の位置づ けとい

うXIｼ態伊的な観点からも, 今後研究を進めて行きたい。

齎　　 辞

本研究をj1 行するにあた,Ｊて．蹶海底泥取得に際して

は．２Ｋチー厶ならびに6K チームの粁様に． また，濠海

卵境フロンティア研究口． 艮濱毓彦|卓口こはＮ６株の

5ｓa

18S rDNA 塩基配列決定に際してご指導頂きましたこと，

ここにお礼申し上げます。
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