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低栄養 培養条件 下 に お ける亜 硝 酸酸化菌 の単離 とそ の 性 質

（日大 ・農獣 医 ・農 化 ） 甲賀美也 子 、逸 見優子 、高橋 令二 、○徳 山龍明

【目的｝化 学独立 栄 養性亜 硝 酸酸化 菌 は陸上 や 水圏 に 広 く穣息す るが 、分 離 の ため の 培養

に は 、 高濃度 無機塩 培 地 が 用 い られ て い る 。 こ の よ うな 条件下 で 単 離 さ れ た 亜 硝 酸酸化 菌

の 生 理 ・生化 学的諳性質が、自然 界 に分布 す る多 くの 菌株 の示 す性質 を反映 して い るか疑

問が 生 じる。本報で は、低栄養性亜硝 酸酸化菌 を土 壌か ら純粋 分離 した の で 、その 菌学的

並 び に 培養上 の 特性を調 べ 、従来 か ら使用 して きた Nitrobacter 　 agilis 　 ATCC ユ4ユ23 株

と比較 した 結果 に っ い て 述 べ る 。

【方法 】無 機塩 BE培地 の 希釈 改変培地 は 、亜硝酸 ナ トリウ ム をユ／4 濃 度 （7．2皿M）と し、全

て の 他 の 成分 は 1／2、10
− i、 10

− 2
、10

卩3
、ユO

”4
、 10

”s
の 6段 階希釈 濃 度 と して 調 製 した。

土 壌 を添加 した こ れ らの 培地 で 集 積培養 を数回 繰 り返 した 後、演者 らが 考 案 した Gellan

gum 　 piate を 用 い た希 釈 平 板 法
1）

に よ り純粋分離 を行 っ た 。

【結果 】ユ0づ希釈 改変 BE培地 に よ る集積培養 で亜 硝 酸酸 化能 の 最 も高 い 培養 液が 得 られ た

の で 、同培地 の Gel正an　 gu皿 Plate 上 に 塗抹 し 、 単
一

コ ロ ニ
ー

（径約 1mm）を形成 させ た
ρ

単一菌TH21株 は 、 グ ラ ム陰 性 の 桿菌 、 極 鞭毛 を有 し 、
　 N．agiiis と同様 に 発芽 法 に よ り増殖

した 。DNA・の GC含量 （mol ％）は 61．0を示 した 。生育 に最 適なpHは 9．5、温度 は 29℃ 、培地中亜

硝 酸濃度 は 3mMで あ っ た
。 培 地 中の 共 存有 機物 の影 響 で は 、1．　OmM オ キ サ ロ 酢酸 が 顕 著 な

亜 硝 酸酸化 阻害 を及ぼ した 。 また 、 各種抗生 物質 が 及ぼ す影響 で は 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー

ル （100μ g加 1）に 対 し て 耐性が 認 め られ た 。 以上 の 性質は N．　agitis とほ ぼ 類似 した性質 を

示 して い た 。 　 　　1）　R．　Takahashi 　et　al．，　J．　Fer田e 血t．　Bioeng．，　74，　52−54　（1992）
［sola ヒio旦　and 　Character匚zation 　Qf 　艮　Nit厂i七巳一〇x［d孟zing 　Bacしerium 　frO田　G且igotrephjc
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培 地緩 衝剤が ア ン モ ニ ア 酸化 菌 の 亜 硝 酸生成 と生育 に 及 ぼ す 影 響

（日大 ・農 獣医 ・農化）　 〇八尾泰江、小泉 桂子、高橋令二 、徳 山龍 明

【目的】化学独 立栄養性細 菌で あ る ア ン モ ニ ア酸化 菌 は 、最 も初 期 に 発 見 され た細 菌で あ

る に もか か わ らず 、 そ の 生理 生化学的諸性質 の 多 くが未解明の ま ま残 され て い る 。 そ の 理

由 は、本菌 の 分離 ・培養 が 極 めて 難 し い こ と に よ っ て い る 。 培養 中 に 生育 が抑 制 され る主

原 因 は 生 成 亜 硝 酸 に よ る pHの 低 下 で あ るため 、 培地 中の 緩 衝剤 と して 高濃度 の リ ン 酸塩を

含有 させ て い る 。 こ の リシ酸塩 に よ る生 育 阻害 を 回避 す るた め 、 有機緩衝剤で あ る 「GOOD
の 緩衝液 1 の 適 用性 に っ い て 検討 した 。

【方 法】Nitrosomonas　 etiropaea 　 ATCC　 26978 （ATCC株） お よ び Nitrosomonas　 sp．　 TK794
（TK株） を用 い た 。 培地 と し て は、 リ ン 酸緩 衝剤含有 の Pあ る い は PM培地 、 お よびこ の 緩衝

剤 を各種 GOOD緩 衝剤 と代替 した培地 （1 にHEPES培地）を調製 した 。 亜 硝 酸態窒 素の 定量 は

GrieSs− llosvey法、生 菌数 の 測定は GeHan 　 gum 　 plate を用 い た 希釈平 板法 で 行 っ た 。

【結果 ］GOOD緩 衝剤 10種 の う ち、　 Bicine お よび Trici且 e以外 の 全 て で 良好 な亜硝 酸生 成能

が 認 あられ た 。 そ こ で 崖後 HEPES含 有 の HEPES培地 に つ い て 検討 した 。 各培地 を．
用 い た 培 養

過 程 に お け る最 も高 い 亜 硝 酸生 成効果 は、ATCC株 で は P培地、　 TK株で は HEPES培 地 に お い て

認 め られ た 。両 菌株 に お ける最適 HEPES濃eSは 、　 ATCC株 で は 50mM、　 TK株で は 150mMで あ っ だ。

Gellan 　 gu皿平板培地 状 に お け る コ ロ ニ
ー

形成 の 程度 は 、 両 菌株 ともHEPES培地 で最 も高 く、

ATCC株 で は P培地 の 約 3 倍、．TK株で は PM培 地の 約 16倍で あ っ た 。 こ れ ら平板 培 地 に お け る

培養 25日 目に形 成 した コ ロ ニ
ー

は 両菌株 と もHEPES培地 の ほ うが 大 き く、そ の 径は 、　 ATCC
株 で は 500−−10eOμ 皿 、TK株で は leOO−2090 μ m で あ．

っ た 。
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