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　　The　growth　and 　isolation　of 　barophilic　microQrgani 跚 s　occur 　most 　favorabiy　under

pressurized 　conditions ，　which 　have　hitherto　been　achieved 　by　intrQducing　a　pressurized　gas
such 　 as 　 helium．　 However ，　 pressurized　 gas　 often 　 affects 　 growth　 and 　 creates 　 a　 risk 　 of

burstlng．　 In　order 　to　avQid 　these　problems ，　a 　ncw 　system 　without 　a　gas−phase　was 　devised

fbr　the　 isQlation　 and 　 storage 　 of 　barophilcs、　 A 　 water −immiscible　 hquid　 such 　 as　 liquid

paraMn ，　which 　can 　be　l日yered　over 　agar 　medium 　and 　which 　does　not 　affect 　the　growth　of 　the

microbes ，藍s　used 　to　completely 　fill　a　pressurized　chamber 　and 　thc 　pipe
−lincs　of こhe　system ，

An 　agar 　mcdium 　plate　is　p】aced 　at 　the 　bα tom 　of 　the 　chambcr 　and 　autoclaved ．　 Additional

amounts 　 oF 　para缶 n 　 are 　 pumped 　into　 the 　 system 　 to　 in¢ rease 　 the 　 pressure　 as　 desired．

Barophiコic　mjcrobes 　in　a 　container ，　in　which 　the 　prε ssure 　is　equivalent 　tQ　that 　in　the 　system ，
can 　thus 　bc　transfcrred 　onto 　the 　agar 　medium 　without 　a 　pressure 　decrcase

，
　 and 　can 　be　in−

cubated 　unti 且independen 匸 and 　separatc 　colonics 　apPear 　under 　the 　pressuri2ed　conditiQns ・

An 　independent　co 】ony 　is　sucked 　through 　a 　pipe　imo　a 　g】ass 　tube 　in　which 　the 　microbial

suspcnsion 　can 　be　kept　in　pr ¢ ssurized 　para 伍 n ；thus 山 e　iso］ation 　ofabarophile 　can 　be　com −

plcted　without 　a 　reduction 　of　pressur∈．　The 　use 　of 　para伍n 　obviates 　the 　use 　of 　a　gas−phase，
and 　en5ures 　no 　mixing 　of 　separatc 　colonics 　in　the 　systcm ．

　近年，深海 に 関す る研究 が 注 目 され，深海 の 微生物

の 研究も推進 され て い る．しん か い 2000などの 潜水調

査 船 の 建造 と運 行 に よ っ て 深 海 に 特 異 な 生物 の 発見が

相次い で い る．こ れ らの 新知見 に 付随 し て 深海 に は 特

異な微生物 の 生存 が 推定 され，未知 の 微生物 と くに 高

水 圧 に 耐えあ る い は 高圧 を 好 む 微生物の 生存が見込 ま

れ て い る ．こ れ ら好圧微生物の な か に は 減圧 に よ っ て

死滅あ る い は 生育 しに くくな る もの が あ る と推定 され

＊

連絡先，Cerresponding　author ．

る の で ， 高圧下 で の 分離培養が 必 要 と考 え られ 科 学 技

術振興調整費 に よ る国研究 ブ 卩 ジ ヱ ク トで無減圧 シ ス

テ ム が 完成 さ れ た （Fig．1）．そ の
一

部 と し て 高 圧 下 で

の 微生物分 離 に は 従来，空気や ヘ リ ウ ム ガ ス を 充填母

縮 した 高圧槽内 で 分離培養す る装置 は あ っ た が，1
−7）

圧縮 ガ ス に よ る爆発 の 危険や 生物 へ の 悪影響 が 問題 で

あっ た の で，無気相 の 高圧槽内で 分離培養を行え る装

置を考案 しk ．新装置は 高圧 に 保持 され て い る 微生物

試料，た と え ば しん か い 2000潜水調査船が深海 の 現場

圧 を 保持 した ま ま採取 した 試料 を 圧を失 うこ となく，
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Flg．1，　Non −gas　phase　system 　for　isolatiQn　and 　fermentation　of 　deep −sea 　m ：crobes 　without 　loss　of 　pressure．

 

   

噛

一
→

 

a

  　  △
 

翻

 

齟

口 

　
　
p

  b

 

 

7

 

 

Fig．2，　 Non −gas　phasc　isolation　and 　storage 　system 　for　barophilic　microbes ，

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

199d 年　　第 3 号 好圧微生物の 分離装置 165

Fig．3，　Apparatus　fbr　the　n   n −＄as 　phase 油o ヨ飢 ion　and

　　 storage 　of 　barophiiic　micrebes ．

　　（Numb ¢ rs　aτe　the　same 　as　in　Fig．2．）

無気相 の 高圧槽内に 移入 し培養 して 複数穏の 微生物を

分離保存す る こ とを 可能に し た （Fig．1，
2

，
3＞．

1．原 理

i，水 よ り軽 く，水 と混 じ ら な い 微生物に 無霽の 液

　　体 ， た と えば 流動 パ ラ フ ィ ン を高圧培養槽 に 加

　 翫兜壤 し無気椙 と し培養蟇 と と もに オ
ー F ク

　　レ ープで 滅葩す る．

2，高圧塘義槽を保圧微生物試料 と等圧 に して減環

　　する こ と な く培養基上 に 移 入 する．

3．　シ ャ
ー

レ 中の 寒天 培養麸 は 國 転台 に 載せ ，回 転

　　しなが ら移入 した微俊物を培饕基上 に 展開す る．

4，壕養後，寒芙培養 プ レ ート上に 出現する微生物

　　の 集落 （＝ ロ an − ）を 園 転禽を 園 転さ管 な が ら

　　同 心 円 上 に 配置した パ イ プ に 吸 引 して 単離す る．

5．単離 した 微生物を そ れ ぞれ保鷹可能な透 明 チ

　　晶一ブ申 に 導 き，保存する．

2．装置 の 仕様概略

　  ： トラ ン ス フ ァ
ー　 L ニ

ッ ト （保肥微生物移入用）

（TU ）  　 酎墨性 チ タ ン 製 ， 耐圧 （200　kglcm2），内

察容量 40cc，内整 を ○ リ ソ グ で内躄 に 密着 させ た 円

盤 で 仕切 り，0 リ ソ グ付ぎの 円棒で移動さ せ 2鬣の

容量 を 変化 させ る．2 塞 に は そ れ ぞ れ 高圧 バ ル ブ で 開

閉可能な開 口 を つ くりそ の 外側に パ イ プ  ，   b を

ス ウ ：
ッ ジ 卩

ヅ
ク で 接続する．（海洋科学技徳セ ソ タ ー

霧案開発，トラ ソ ス フ ァ
ー一一　・・＝

ッ トと呼ぶ もの を改変，

離舎社 で 製作）． 1窒 に は保圧微生物懸濁液を 入 れ ，

催室に は 水 または 流動 パ ラ フ ィ ン を充環加圧 し 2壅 を

等圧 とす る ．円樺を移動す る こ とに よ り保脹微生物 を

    か ら  b を 通 じて 高肥槽内 へ 保圧 の まま送 懴す

る．

　  ： トラ ン ス フ ァ
ーユ ニ ッ ト （保圧微生物吸引用 ）

（TU ）　   と團 じ構造 で 単離微盤物 の 保圧吸引 に 用

い る．2蜜それぞれ に 水また は 流動パ ラ フ ィ ン を充嶼

加圧 し高圧培養槽の 圧 と等圧 に する．2壑 そ れ ぞれ の

閣 口 に 吸 引パ イ ブ   ，  お よ び  を撲続 し円捧を操作

す る こ とに よ り微生物懸濁液を 吸 引する，

　  ：高圧培疑槽 　 ス テ ソ レ ス x チ
ー

ル （SUS304）

製，底部に 槽外部か ら圃転操佯可 態な台を設置 し，そ

の 上 に 寒聚籀養シ ャ
ーレ を 置 く．上 部中心 に 耐圧 ガ ラ

ス 覗 き窓を設置，

　  ：温慶調節駕 ジ ャ ケ ッ ト

を循環す る ，

　  ：寒茨培養基入 りシ ャ
ーレ

50mm ．

　  ：覗き窓

温度謁節 した冷潟水

テ フ ロ ン 製，外径

　　　　　　　 耐圧 ガ ラ ス 上 部か ら光 フ ァ イ バ ーで

光を高圧槽 内に 設射 し シ
ャ
ーレ   全颪を観察 で きる内

視拡大鏡 （オ リソ パ ス OES ）を設置す る．

　  ： 隠 口 ニ ー
吸引 パ イ プ　　保ff　O リ ソ グ付 きス

テ ン レ ス 製パ イ ヅを 高圧 槽上 部を 貫通 して 上 下 動可能

に す る．複数 の パ イ プ を シ
ャ
ーU の 中心 か ら異な る距

離の 同心 円上 に 設置する．単離微生物保存用 チ ュ
ーブ

  を通 じて   を吸引操作する a とに よ り  寒天培養基

上 の 単
一

諏 卩 ニ ーを吸引す る．

　  ： 単離微生物保存 チ ュ
ー

ブ 　 中窪 の 耐圧 ガ ラ ス

チ ・・　一一プの 爾端を高圧バ ル ブで 開閉可能 に し，    お

よ び   に 捜続す る．  で 吸 引 され た微生物 コ ロ ニ ー
懸

濁液 が透 閉 ガ ラ ス チ ．一一ブ部   に 吸 入 され た とき両端

の 高圧 バ ル ブ を翻め て 微生物を 封入する．装置か らは

ず し保存町 能 （Fig．6）、

　  ：等圧調節用パ イプ   ，   a 　 高圧槽と ト ラ ソ

ス フ
ァ
ー xza

ッ トに 接続 し，水 また は 流勦 パ ラ フ
ィ

ン

を注入圧縮 して 高籏槽内圧 と ト ラ γ ス フ
ァ
ーユ ニ

ッ ト

内圧を等毘 にす る．

　  b ：保圧微鎧物移 入 用 パ イ プ 　   と 面様に 高圧

槽上部を貫逓 し上下動可 能な ス テ ン レ ス 製パ イ プ で 先
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Fig．4，　 Transferc　 unit ．

　　aand 　b　 are 　 valves ｛br　 c 。 n 聡 ecting 　pipes　 f・ r　the

　　transfer　of 　liquidi　paraf逼n 　or　mlcrobe 　suspensions ．

端に は 水平 に ス テ ソ レ ス 短捧をつ け る．    窒の 保圧

試料は パ イ プ を 通 じ て 寒茨培養基 ま二に 移 入 され ，  を

回転す る こ とに よ っ て 短棒が 微生物を寒天培養基表面

に 展開す る．

　  ：加圧ポ ン プ 　 無菌水 また は流動パ ラ フ ィ ン を

装 置 内 に 圧 縮 加 圧 す る ．

3， 操 作

　1． 流動パ ラ フ ィ ン 充墳　　高圧 培 養槽  の 底部 に

設穩 した 回転台上 に 寒芙培養基平板  を置き， 槽内に

流勦パ ラ フ ィ ソ を充翼す る，

　2． 減菌　　        を 除き，付隨する パ イ プ   

と と もに オ
ー

郵 ク レ ープ し，冷却後全 パ イ プ接続．

　S．加黶　   に よ り流動パ ラ フ イ γ を 注入 加圧

し，  内の 圧 と等圧 に す る，

　4．保圧微生物の移入接種　　 し ん か い 2 00潜水 調

査船あ るい は 無人深海調資機などで 採取 した    笶中

F嬉．5． View 　of　 incubat玉o 鷙 chamber 　 i臓 t顔 or 　 after

　 　 rcmoval 　of 弖id，

　　  Pipe5　fbr　circulation 　of 　temperature ・contro1 】ed

　　　 w 飢 er　ih！o　jacket　of 　chamber ，

　　  lncubatl・n 　plate　 c。n 面 ning 　 agar 瑚 ed 玉um 　for

　　　 gr。wing 　c。1・ nies ，（b】ack 　sp 。 ts）which 　is　piaced
　 　 　 on 　a 　turn −table　at　the　bottom．

Fig．6，　 Storage　tube　f（）r 　iso1駄ted　mlcrobes ．

の 保ぼ微益物試料を あらか じめ保籏試料 と等圧 に した

パ ラ フ ィ ン 兜填加圧襲養槽  に バ イ プ  ，  b で接続

して レ パ ー
で     壑 を 拡張，    察を 圧縮し，     室

側 の パ イ プ  b を遘じて 寒天平板上 に 移 入 する．パ ラ

フ ィ ン と寒炎平板 の 間に 移 入 した微生物を 平板  を 回

転させ ながらパ イ プの 先端 に 水 平 に 設置した 円棒で 平

板藩養基上 に 展開す る．

　S． 培蹇　　培養槽外側 の ジ ャ ケ ッ ト  に 温度調節

した冷温水を循環し
一

定温度で 培餐する ．

　6． 観察　　培養槽上部 に 設置 した 耐圧 ガ ラ ス 窓 

か ら光 フ
ァ イ パ ース コ ープ で槽内部を 拡大観察 し， 培

養平板上 に 出現す る微生物 の 集落 （＝ pmニー
）を 観察

す る．

　7． 微生物単離　　あらか じめ 流動 パ ラ 7
イ

ン 加圧

で 培養槽 の 圧 と等圧 に した 吸 引 TU   を パ イ プ   

  に 接続する．圓 転平板 の 中心か ら異な っ た距離の 同

心 円 上 に 配 置 した 上 下勦可能 な複数の パ イ ヅ  と平板

  の 圓転を操作 しな が らそれぞれ の コ 卩 ニ ーを 別 々 の

パ イ プ  （複数）に 吸引す る．

　8．単離，保存　　吸引 した 単
一

の 微生物 は 高圧 バ

ル ブ で 仕切 っ た 透明な醗厩 チ ューブ   に 導きバ ル ブ を

閉め て閉じ込め ， 装置か らは ず して 保存する （Fig，6），

4． 実　験 　弼

　潜水調査船 しん か い 2000が採取 した 海水を ト ラ ン ス

フ
ァ
ーZ ・・m

ッ トで 寒芙培養基 （Z◎Bell−2216E）上 に 移 入

撮種 し た が ， 27° C ，2 週間 の 培養 で は コ ロ ニ ーが 出

現 しな か っ te．そ こ で 別 に     に接続 しteパ イ ブ の先

端 部分 に フ ィ ル タ ー （Nuclepore　O．40 ミ ク Pt ン ，

Dupo 隷 祉製）を設置 し ， 水 ま た は 流動 パ ラ フ
ィ ン 充

填加 圧で     と等圧に した 別 の ト ラ ソ ス フ
ァ
ーコ ・＝

ッ

トで     中の 海水を吸引 し，フ ィ ル ター上 に 海水中 の

微生物を濃縮した ，ト ラ ソ ス フ ァ
ー一・en ・＝ L

ッ ト の 上 下動
レ バ ー

を 操作 して 微 慧 の 炉 過 水 で フ
ィ

ル タ ーを 逆洗 し

パ イ プ先端部分 に 微生物 の 濃縮懸濁液を 位置 させ る ．

こ の 先端部分を 高圧槽壁 の 外側 で 接種用 パ イ プ   b
に 接続 し微生物濃縮液を寒天培養基上 に 等圧移入接種

し た ・27 °C ，2 週 間培養 した と こ ろ 培養基 上 に フ ァ

N 工工
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イ バ ー
ス コ

ープ で 見 え る コロ ニーが 出現 し た ．個 々 の

コ ロ ニ
ー
を別 々 の 吸引パ イ プ  で 吸引し ガ ラ ス チ コ

ー

プ   に 導 き，チ ＝．　一ブ両端の 高圧 バ ル ブ を 閉 じて 単 離

に 成功 した ．別 に 行 っ た 実験 で は   の 先端部分 に 赤色

素液 を あ らか じめ つ けて お くと微生物 コ 卩 ニ
ー

液の ガ

ラ ス チ ＝一ブ部 へ の 到達確認 が 容易 で あ っ た ．
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