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海洋環境に お ける 活性細菌群集 の 多様性解析
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　 【目的】海洋 の 物質循環 過程 に お ける有機物 フ ラ ッ クス は 、 海 洋細菌群集 の 活性や

その 組成 に 大 きく左 右 され る。 こ うした細菌群集の 中で 、 特に 高い 増殖活 性 を有す る

もの は 、 有機 物の 取 り込み と細菌生産 （増殖） を通 して 海洋生 態系全体 の フ ラ ッ ク ス

変動 に大 きな影響 を与 えて い る と予想 され る 。 チ ミジン の ア ナ ロ グで あ るプ ロ モ デオ

キ シ ウリジ ン （BrdU）は 、
　 DNA 合成 の 前駆 物質 と して 細菌細胞 に 取 り込 まれ るた め 、

増殖の マ
ーカ ー として 利用で きる。

　本研 究で は 、 BrdU ラベ ル された DNA を免疫学的 に分取 し 、 分子生 態学的手法で 解析

す る こ とに よ っ て 、 実際の 現場環境にお い て 高い 増殖活性 を有す る細菌種 を特定す る

こ とを 目的 とした 。

【材料
・方法 】2002 年 7 月に広 島湾 と瀬戸内海 の 伊予灘の 合計 4 測点に おい て 、水深

5m か ら海 水を採取 し、300 μ m の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で前濾過 した 。 海水 サ ン プル 14

を、同 じ海水 で 調製 した無菌濾過海水 2e で希釈 し 、
　 BrdU （1 μ M） を加 え、 5 時間培

養 した 。 培養後の 海水サ ン プル 34 を孔径 0．2 μ m の メン ブ レ ン フ ィ ル ター
で 濾過 し細

菌細胞 を集め た後 、 凍結保 存 した 。 研究室で 、 メ ン ブ レ ン フ ィ ル ターか ら DNA を抽出
・

精製 し 、 抗 BrdU 抗体を用い て BrdUラベ ル された DNAを分取 した 。 抽出した DNAか ら

16S　rRNA 遺伝子 の
一
部 （341F−534R）を PCR増幅後 、

　DGGE （Denaturing　Gradient　 GeI
Electrophoresis）法に よ り解析 した 。 また、　 DGGE バ ン ドを切 り出 し、 ク ロ

ー
ニ ン グ

後 、塩基配列 を決定 し、デ
ー

タベ ー
ス 上 で 相 同性検 索を行 っ た 。

【結果 ・考察】BrdU ラベ ル され た DNA に含まれ る 16S　rRNA 遺伝子 解析 の 結果 、21 種

の ク ロ
ー ン を 特 定 し 、 cr　

−proteobacteria （6 種 ）、 γ
一
pro 亡eobacteria （11 禾重）、

Cytophaga−FlavolOactθrium （4 種） に分類 され た 。
これ らの ク ロ

ー
ン の 中で 、す べ て

の 測点 に 共通 して 見 られ た ク ロ
ー

ン は 、 Vibrio　 spl θndidus 、　 Acine亡obact θr 　junii、
Pseudomonas 　 bθiJ

’
θrinckii 、

　 uncultured 　 marine 　 bacterium 　 SK1 に近縁で ある と推定

され た 。 すべ て の 測点で 高い 増殖活 性を 有する細菌は 、 沿岸域に お け る細菌生産 に比

較的大きな影響 を与えて い る と考 えられ る 。

一
部 の 測点で 見 られ た別 の ク ロ

ー
ン 2 種

は 、プ ロ テ オ ロ ドプ シ ン に よる エ ネル ギ
ー

生産能 を持つ とされ て い る SAR　86 クラス

タ
ー

に分類 された 。 また、全 DNA と BrdU ラベ ル された DNA の DGGE バ ン ドパ ター ン の

比 較か ら 、 すべ て の 測点 にお い て 存在す るが 、 増殖活性が低い ある い は ない 細菌 と し

て 、3 種 の ク ロ ー ン が特 定 され た 。
これ らは、海 洋細菌 の 主要 な系統群の 1 つ と考え

られて い る SAR　 11 クラス ターに分類 され た 。
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