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Mastigamoebe 　balamuthi と日本の水 田土壌から分離 した嫌気性
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【目 的】　平成 18 年度に本学部附 属金 木農場 の 落 水水田 土壌 か ら分 離 さ

れ た 嫌気性ア メーバ AFO65 ．Y 株は 、ア フ リ カの ガ ン ビア の井 戸 水か ら分

離 され た 鞭毛体を形成す る嫌 気性 ア メーバ M α stigamoeba 　balamuthi に

分子系統的に 最も近縁で あ っ た が 、これ まで 菌 〔酵母）食性が 確認さ れ

な い 、種 を特徴づ け る 鞭 毛 体 を 形 成 しな い 等 M ．balatnuthiと異 な る特

徴 を有 す る こ と を報 告 し て き た。今 回 は 主 と して 生 理 ・生化 学 的 特 徴 の

解 析 を行 っ た 。
【方法】　 両菌株の 基質利用性、塩濃度耐性、増殖温 度、カ タラ

ーゼ ・オ

キ シダ ーゼ活 性 、pH 、酸 素
・乾 燥に 対す る 感 受性 、菌 食性 を 調 査 した t．

【結 果 及 び 考 察1 ス ク ロ
ー

ス の 利 用 性 （AFO65 ・Y 株 は 陽 性、　 M ．
balαntuthi は 陰性 ） と細 菌食 性 〔AFO65 ・Y 株 は 陰性、　M ．　balarnuthiは
陽性）を除き基質利用性は 両者間で 共通で あ っ た。AFO65 −Y 株の増殖温

度範囲は 10 −30°C、増殖 pH 範囲は 4．2−7．8、　 NaC1 濃度 1％ 以 F．で は増

殖不能で あ る の に対 し、M ．　balα muthi の 増殖温 度範囲 は 10．37℃、増硝

pH 範囲 は 4．2−8．1、　NaCl 濃 度 2％ まで 増殖可 能 で あ っ た。カ タラ ーゼ ・
オ キ シダ ーゼ 活性 は共 に 陰性 で あ っ た。AFO65 −Y 株 は酸素感受性 で 乾燥

に よ り速や か に死滅するの に 対し、M ．　baiα muthi は 乾燥や酸 素暴露に 耐

性を示し、好気条件 下 〔還 元 剤 を含まな い 培地 で 静置培養）で も増 殖可

能 で あ っ た。こ の よ うに AFO65 ・Y 株 は M ．　balα ntuth ，iよ りも環境 の 変動

に 対す る感受性が 高い こ と、水田 土壌 におい て は溶存有機物 を基質 とし

て 利用 するこ とが示唆 された c また シス トを形成 しない AFO65 ・Y 株 の 水

田土壌 で の 落水期の生 残性 は上壌 の 存 在が大 きい こ とが考 えられた。
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【目的】水 田土壌 にお ける有機物 の 嫌気 的分解 は多種 多様な細 菌種に よ り

行 われ る。我 々 は 、水 田 土壌 を接 種源 として 構築 した嫌気的 プ ロ ピ オ ン

酸分解 系に 共存す る複 数の 細菌種 を見 出 し、Synergistacea巳 科に 属す る

4F6E 株 （第 27回 微生 物生態学会 大会で
一

部 報告 〉、　 Bacteroidetes 門に

属す る 6E 株お よび 4F6B 株の 純 粋分 離に成功 した。本研究で は 、こ れ ら

3 菌株 の系統分類学的解 析を行 っ たの で報告す る．
【方法 1培養 等の 操作 は全 て 0、，除去 N，，ガ ス 気相下で 行 っ た。細胞 形態は

透過型電子顕微鏡や 位相差顕微鏡を用い て 観察 した。生 理
・生 化学 的特徴

付けは 常法 に 従った 。系統解析は 16SrDNA 塩 基 配列に 基づ い て 行った。
【結果】4F6E 株は 2．3 本 の 鞭毛を 有す る運 動性 の グ ラム 陰 性桿菌 で、増

殖 に酵 母 エ キ ス を要求 した。生理 生化 学的
・
形 態学的特徴 は 近縁種で あ

る A 而 脚 bα惚 磁 毋 属細菌 に類 似 して い る 。ゲ ノム DNA の G ＋C 含量 は

61．9mo1％ で あ っ た。16S　rDNA 配列に 基づ く分子系統解析 に よ り4F6E

株は 、Aininobacterittm の 基準種で ある Am ，inobaeteriunr　colombiense （16S

rDNA 相同性 ：89．5％）を最近縁種 とす る、　Synergisaceae科に位置づ けら

れる細菌で あるこ とが示 された。4F6E 株 は、16S　rDNA 配列の相同性が

低い こ とや細胞 脂肪酸組 成の 違い か ら、Synergistaceae科 の 新属で あ る

こ とが示唆 された 。6E 株 お よ び 4F6B 株 は、運 動性 の な い グ ラム 陰性桿

菌で 、種々 の 糖質 を炭素源 と して 利用し た。6E 株の至適増殖温度は 30℃

（温 度範 囲は 20・40 ℃ ）で あ り、4F6B 株の 至適増殖温度は 37℃ （温度範

囲は 20・40℃ ）で あっ た。16S 　rDNA 配列 に基づ く分子系統解析に よ り6E

株お よ び 4F6B 株は 、そ れぞ れ Meniscus　glaucepis （16S　rDNA 相 同性 ：

89．0％ 〉、0 鷹 π ω εe s々画 hongPongertsis（］6S　rDNA 相 同性 ：86．4％）を近

縁種 とする Bacteroidetes門に位置づ けられ る細 菌で あるこ とが示された 。
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［目的 ］水田 土壌 中の植 物遺体由来の 多糖 は多様 な細菌 によっ て様々 な中

間 代謝 産物 を経 て 最終 生産物で ある メ タン や 二 酸 化炭素 に分 解 され る。
弘 前大学農学生命 科学部附属金 木農場 の 水田 土壌か ら新規性の 高い 嫌気

性 セ ル ロ
ー

ス 分解細 菌 T・1・35 株 を分離 したの で 報告する。
［方法 ｝酵母 エ キ ス 、セ ロ ビオ

ー
ス を添加 した 嫌気性細 菌用完全 合成培

地 を基本培地 と し、嫌気条件下で 培 養した培 養液 を用い 、各種 生理
・tk．

化 学的、形態学的特 徴付けを行 っ た。細胞形態 は位 相差顕微鏡や 透 過型

電 子顕微鏡 を用い て 観察 した 。系統解析 は 16S 　rDNA 塩 基 配 列に 基 づ き

行った 。
［結 果 】T−1−35株 は 2．3 本の鞭 毛を有する運動性の 無胞子グ ラム 陽性桿菌

で 、増殖に は 酵量エ キ ス を必要とし、種々 の 糖質を基質 として 増殖 し、
エ タ ノール、酢酸、プロ ピオ ン酸、二 酸化炭 素、水素を生成 した。至適

増 殖温度は 35℃ （温度範囲 15−4G℃）、至適 pH は 8．0・8．5（pH 範囲 5．5−10）
で あ っ た。16S　rDNA 塩 基配列 に基づ い た系統解析 によ り、T−1−35 株は

Clostridbtnz　Cluster 　M に位置づ けられ る非運動性の 無胞子 グ ラム 陽 性桿

va
’
　B α ct．ereides 　eellulosolvens 　strain 　WM2T を最近縁 種 とす る こ とが示

され た が 、配 列相 同性 は 93．5％ と低か っ た。T−1・35株 と B．cellulosolvens
に は 系統学 的、生理 ・生化学 的、形 態学的 に明確な差異が あ り、T・1・35
株は 属レ ベ ル で新 規で あるこ とが示唆 され た 。
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Purpose；To江solate 　anaerobic 　bacteria　producing 　psychrotrophlc 　extracellular

賎pase，　protea8e　or 　a皿 ylase，　and 　to　characterize 　the廿 phylogenenc　positions
and 　temperature 　dependence・fenzyme　actMtLes 、
Method ；Using　paddy 　 soil　and 　residual 　rice　plant　as 　 inocula，　 anaerDbic

enrichmen しcultures　 were 　performed　with 　media 　 supple 皿 ented 　with 　1％

substrate 〔lard，　skimmed 　milk 　or　starch ）fer　each 　enzyme 　at 　IO，18　and 　30卩C．
Isolation　of　bacteria　from　enrichment 　cultures 　was 　perfd）rmed 　by　anaerobic

roll．tube　methods 、　The　colonies 　with 　halo．forming　activity 　were 　isolated，
and 　the　morpholegical ，　physiological　and 　phy1Dgene 缸c　characteristics 　ofthe

isolated　strains 　were 　studied ．　The　activity 　of 　each 　enzy 皿 e　was 　measured 　by
using 　the　supernatant 　ofhquid 　culture 　as 　crude 　enzyme ．
Results：Abeut　30　strains 　 ef　each 　lipase．，　protease．　and 　amylase −producin琶
bacteria　were 　isolated　and 　puri且ed ，　respe 巳tively．　Mosしofthe　lipase・producing
strains 　were 　gram ・negative 　rods ，　wher 巳as　those　of 　pmtease．producing　were
gram

．
positive　spore 　forming 　reds ．　The 　resul しs　of 　PCR ・DGGE 　band　pattern

analysis 　of 　16S　rDNA 　V3　region 　revea 且ed 　that 　protease・producing　strains
were 　diVided　into　three　groups〔PrDl，　Pro2　and 　Pro3）．　SDme　strains 　belong

め the　Group 　Pml 　have　re ［atively 　high　protease 　activities 　at　10°C．　We 　also

studied 　about 　tkLe　stra 血 s　prDducing ！ipase　and 　amylase ．
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