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　　Sixteen　marine 　sediment 　samples 　collected 　from　Tokyo 　Bay ，　Sagami　Bay ，　Suruga　Bay 　and 　Enshu −Nadawere

incubated　under 　increased　pressure（1
−600　atm 〕，Two 　barophilic　Inicrobes 　were （》b亡とtined 　fr〔》m 　Sagami 　Bay 　at　a

deptl1‘）f　1，400　m 三md 　Ensyu　Nada　at　a　depth　o ［3GO 　m ，　Thcy　wcrc 　rcferredto 　as 　stra ［ns 　SA −6　and 　EN −16，respec 一

口vely ，Both　strains 　required 　seawater 　for　their　groYvしh 　which 　indicated　that 　tlley　were 　marine 　ill　origin ，From しhe

しaxoIlomic 　characterization ，　strains 　SA −6　and 　EN −16　were 　idcnti丘ed 　as 　1（ttrchi／a　and 　Acinetobar／t（tr，　respectively ，
The　activities 　of　protease　and α

一amylase 　produced　by　strain 　EN −16　increased　much 　1nore 　than 　l　atm 　under 　il1−

creased 　pressurc ．

キ
ー．

ヲ
ー

ド ： 好 圧 細菌，且‘inetobacter，　 KZtrtlzia，海 底堆積 物

　渤洋環境 に は 多種 多 様の 微生物 が 生息 し て い る。特

に ，深海 に 生 息す る 微生 物の 中に は 常圧 よ り もむ しろ 加

圧
．．
トに お い て よ く増殖す る微生 物が 存在す る こ と が 知 ら

れ て い る。1）ZoBell　and 　Johnson2：は こ れ らの 加 圧 ドで の

増 殖 が 良 好 な 微 生 物 を 好 圧 微 ／1．物 （barophile） と［i
’Fぶ

こ とを提II昌した。こ の 種 の 微 生 物 の 分 離源 と し て 最 も よ

い の は 深 海潜 水調査船 「しん か い 20001 や　 しん か い

65｛〕Ol が 採集 す る現場 LL力 を保 持 L た海 水 サ ン プ ル
3・な

ど で あ る が ，採 集 方 法 が 煩 雑 で あ る上 に 入手 で きる サ ン

プ ル に 限 りが あ る。また ，サ ン プ ル を減圧 す る こ とな く

現 場 微 生 物を 接種 し，好 LL微牛 物 を 単 離 した り窪 液体

培 地 で 加圧 培養 す る 装置
5）も考案，設計 され て い る が，

卜分な 成 果を Eげ て い る とは 白 え な い。こ の よ う な理 由

か ら減 圧 さ れ た 深 海海 水 G・
や 海底堆積物

71
お よ び ソ コ ダ

ラ な ど の 深 海 魚 8：1 や 甲 殻 類 トゼ．な どが こ れ まで 分離源 と し

て 多く 用 い られ，い く つ かの 好 圧 微 生 物 が単 離 され る と

と も に そ の 諸1ゾ1状 も 明 ら か と な り つ つ あ る。Deming

ら助 は 人酊 丁の 水 深 7，410m の 深層海水中 か ら 分離 し

た 好 圧 細 菌 2 株 に つ い て
t−1．岬 生 化 学的件 状 と 5S　rRNA

遺 伝 了 の 塩 基配 列 を 調 べ る こ と に よ り系統解析 を 待 っ

た。そ の 結 果，こ れ らの 株が い ず れ の グ ル
・一プ に も属 さ

な い た め ，新属の 提 唱 を 行 い ，C θ砒 ・6〃fla　hadalie’nsis お

よ び C1 冫邸雇珈 糟
1
擁 耀 3 と 命 名 し た。こ の よ う に 深 海 微

生物 の 中に は まだ まだ 未知の もの も存在 す る こ とが予 想

さ れ る。そ こ で 木 研 究 で は 減 圧 さ れ た 海底 唯 積 物 よ り好

圧 細菌の 分 離 を 行 い ，加 圧
一
ト
．
に お け る 培養 性 状 を調 べ る

と と も に 分 類学 的 性 状 や酵 素の 加 L−［，1下 に お け る活絆 の 変

化 な と を 調 べ る こ と を 1−1的 と した
。

材 料 お よ び方 法

　海底 堆積物サ ン プ ル 　好圧細菌の 分 離源 と Lて 海 底准

櫃 物 を用 い た、， こ れ ら の サ ン プ ル は 勲ナ〔大学 海洋研 究所

淡 青 メLの KT −92−10 次 航渤 に お い て ボ ッ ク ス コ ア ラ
ー

採泥 器 に 上 り採 集 され た も の の 中か ら 分与 され た もの で

あ り，以 ドの 実験 よで
一20 ℃ で 凍 結 保 肴 し た 。こ れ ら

の サ ン プ リ ン グ 海域 の 位 置 と深 度 を Table　1 に 示 した。

　フ ロ リ ナ
ー

ト添加 の 有無 に よ る現 場 微 生物 の 増 殖 お よ

び プ ロ テ ア
ーゼ 活 性　好圧 微生 物の 分離 に 先立 ち，加 圧
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San1P】cNo
，

Table 　L　Sampling　l〔）cations 　and 　depths

Sea　 area Longitude　　Latitude　　Depth

／

234567890123456

　

　

　

　

　

　

　

　

　

1111111

Tokyo 　Bay 　T −2　　 139℃ 5、rE 　 35
°
34．γN　　　13　nl

Tokyo　Bay　T−3　　 139955．1
「
E　35C30．4

「
N　　 27m

Tokyo　Bay　T−5　　139
°
46．8

厂
E　35

°
21．γN 　　 19m

Tokyo　Bay　T−7　 139
’
47，9

「
E　35

’．
／0，4

’
N 　　 321n

Tokyo　Bay　T−8 　 139931．7E 　35CO3．8
「
N 　 800　m

Sagami　Bay　S−1　 139
°
23．（ジE　35

°
00．5

’
N 　 14｛〕O　m

Sagami　Bay 　S−2　 139
°
24．げ E 　34

°
55．9

’
N 　1400　m

Sagalni　Bay　S−3　 139
り
／5．2

「
E　34

り
59．8

’
N 　 13DO　In

Sagami　Bay　S−4 　 139
°
14．rE 　35

°
02．0

’
N 　 11〔〕O　m

Sagami　Bay　S−6　 138℃ 0．〔γE 　34
°
07．げN 　3600　m

Ensyu−Nada　S−7　 137
り
00．0

「
E　34℃3．8

「
N 　　 501n

Ensyu−Nada　S−8　 137
°
（）5．0

「
E　34

°
05．αN 　 1600　m

Ensyu −Nada 　S−10　137
°
50．〔ジE　33

°
30．ON 　 4000　m

Ensvu−Nada　S−11　137
り
21，α E　34

’
34．σN 　 　 35　m

Ensyu−Nada　S−12　137
°
38．rE 　 34

り
38，／

「
N　　　35　nl

Enshu−Nadu　S−14　 138
°
24．0

厂
E　 34c36．8’N 　　300　n1

下 に お け る絞 体 堵地 へ の 酸 素 の 供 給 掠 と して の フ ロ リ

ナ
ー

ト（商品 名，仕友 ス リ
ー．一

エ ム 社 動 の 効 果 を 調 べ た。

こ の フ 「コ リナー．一トは 酸 素 とフ ッ 蠡の み か ら な る フ ル オ ロ

カ
ー．一ボ ン 化 （r物 で 生 物 に 対 して 不 活 性 で あ り，比里 力 水

よ り大 き く，水 と混 合せ ず ，酸 素 溶 解 皮 が 水 よ り 10倍

以 H高い 液体で あ る 。 後て 述 べ る好 圧 細 E の 分 離実 験 で

行 ）れ た 凍枯培資 液 を 解 凍 後，ZoBell　2216En 液体培

地 と同培地 に 0．5％ ア ゾ カゼ イ ン を添 J）1rした もの （プ ロ

テ アー一セ 活 1牛測 定 用 ） 3mL に接種 し，酸素を よ くUt　KC
さ せ た 同 量 の フ ロ リ ナ

ー
ト　（FC −40 型，オ

ー
トク レ

ー

プ で 滅 困 1斉み） と と もに滅菌済 みの ポ リエ チ レ ン バ ッ グ

（Whirl−pak） に 分 注 し，27℃ に お い て 30 門往復 しん

と う培 養 〔振 幅 3．5　crn ，回転 数 60　rpm ）した 。培養後，

日 立 分 光光 度 計 （100−40 型 ） ぜ 用 い て 培 養 孜 の 濁 」

（OD600 ） を 測 定 し，供試 困 株 の 増殖 量 と し た 。ま た 培

地 中 に生 産 され る プ ロ テ ア
ー

ゼ 活
・「生 （ODs6，s ） に つ い て

も以 下 に 述べ る方法で 測定 を行　 た。

　好圧 細菌の 分離　御底椎積物サ ン プ ル 1g を 激困 揖 み

の 海 水 て 段 階希釈 後 ，そ の 希釈液 0．1mL を ZoBell

2216E 液体培地 29　mL に 接稀 し，そ の 3mL を 同 量 の

フ ロ リナート と ともに ポ リエ F レ ソ バ ッ ク に分 注 し，無

威 桐 状 態 に て 密 閉 し た。 こ の バ ッ グ を J）n　1± シ リ ン

ダ・．− 11 ：
に ｝ 填 し，静 水 1± で 1・− 600　atm に 加 EFし，27℃

で 3 口 闇 しん と う 培 養 し た n 培養後，シ リ ン ダ・一内 の

JE力 を常圧 に 仄 し，培養液の
一
部 を 再培 養用 に 凍結保存

し，残 り を 微 生 物 の 増 殖 量 測 定 に 供 した。常 圧 よ り も む

しろ加 月
．
卜
．
に お い て 良 好 な 増殖 を 小 し た サ ン プル は，滅

菌淘 水 で 段 階希釈 し た後，寒 大 平 板 培 地 に 辜 抹 後 ，27

℃ で 3 日 間 静 置 培 養 し，出 現 した コ ロ ニ
ー一

か り 好 圧 細

困 を 分離 した 。

　 プ ロ テ ア
ーゼ 活性測定方法

IZI
微生物培養後 の ア ゾ

カ ゼ イ ン 培地 2rnL を 遠心 分離 （10，000 × g ，1 分間 〕 し

微生 物 国 体 を 速 沈 さ せ た、，こ の 」消 1．O　mL に 1冂1量 の 5

％ ト リク LtJ レ酢酸 を 加 え て 酵李反応を 停 TEさ せ た 後，

培地 中 の 木消化 ア ノ カセ イ ン を 速 L♪分Ut　L て 速 沈 さ せ

た。こ の 上 清 1．5mL を 同量び）水 で 希釈 した 後，培地中

に 遊離 した ア ゾカ ゼ イ ン 色素 を吸 光度 （OD36r，〕
『
L 測定

し，プ 凵 テ ア
ー一・L 活性 と した、、ま お，ブ ラ ン ク に は イ接

種培養液を 用い ，同樣，二処埋 した 。

　好圧細菌の 分類学的性状 の 検討　特 に 断 りカ な い 限 り

す べ て の 性 状試験 は 「Manual 　ol　Methods 　for　General
Bacteriologyl3）」 の 方 法 に 準拠 し て 行 い ，そ の 培地 に は

ZoBell　2216E を 用 い ，培 養 温 度 27℃ で 行 っ た。好 圧 細

困 の 形 態 並 び に 運 動 性 の 有 無 は 同培 地 組 成 て 作製 した ボ！

面培 地 で 2 口 間 培養 し，倒 目オ 顕 微 鏡 （ニ コ ン ，XF −

21 型 ） に よ り観 察 した 。 ま た 供 試 菌 の 鞭 毛 の 有 無 は 3

日間 培養の 斜 面 培地 一ヒの 細 胞 を コ L」 ジオ ン 膜 に固定 し，

白金
一パ ラ ジウ ム で ン

ー
1・ドウ後，口 tH

−600 型雷子 顕 役

鋭 に よ リ 観b した。嫌気状態 で の 増殖 は BBL 　fJス パ ヅ

ク シ 1
・．一中 にお け る増殖の 有無 か ら判定 した 。コ ロ ニ

ー

の 形態 はX 大 平板 で 1 週間培養後 肉眼的 に 観察 し た。

増 殖 温 度 は 東 洋 TN −3 型温 度 勾配培養 器 て 培養 （3−55

℃ 〕 し，増 知 の 有無 か ら判定 し た。

　加 圧 下 に お け る プ ロ テ ア
ーゼ の 活

’1生測定
121 本実 験

に よ 一．
・ て 得 ｝れ た 好 圧 微生 物 を バ ッ フ ル 付 き6）500mL

容三 角 フ ラ ス コ 中 で 常 圧 ド，27℃ に お い て 31．1お よび

6 日間回 転 しん とう培養 し （180　rpm ），遠 心 分 1 に よ っ

て 菌体を除 い た E清を 粗 ノロ テ ア ー・
セ 溶 液 と した。こ の

1容液 ユmL と 同量 の pH 　7，0 の 50　mM 　Tris−HCI 緩衝 1便

を HrJ述 の ポ リユ ヂレ ン バ ッ グ に 分 註 し，37℃ で 12 分同

プ リ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した、、そ の 後，基質 として 同緩

衝液に 瘠 解さ せ た 1％ ア ゾ カーL イン 2mL を加 え た 後，

高 圧 シ リ ン ダ・一
に 充 填 し，37℃ ，1−600atm 下 に お い て

3 時 間 反 応 させ た。反 応後 ，シ リ ン ダー一
内の 圧 力 を 常圧

に 戻 し，5 ％ ト リ ク ロ ル 酢酸 4mL を 加 え 酵素 反 応 を停

1ヒさせ，遠 心 分 離 し た一L消に つ い て 吸 光 度 （OD365） を

測 定 し，プロ テ ア
ー

セ 后性 と し た。な お，ブ ラ ン ク に は

末接稀培査液を 用 い ，同 条 件 で 3 時間 反 垢 後，同 様

に 処 理 した 。 橡品 プ ロ テ アー一ゼ の 活 性 測 定 は 迪 当量 を緩

衝孜 に 溶 解 さ せ た後，粗 プロ テ ア
ー

ゼ と 同 様に 彳」 ・た。

な お，比 較 の た め に以 下 の 標品プ ロ テ ア
ーゼ を （ 〉 内

の 濃度に 調製 し，同様 に 加 圧 下 に お け る 活 性 を 測 定 し

た 。な お，各プ Lコ テ アーゼ の ec　lzは上 記 条件 で 3 時間

イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した 時 の ODI“is び）増加 罩が 約 1．O に

な る よ う に 謂 製 し た。キ モ ト リ プ シ ン CSigma　C −4129，

5．0 × 10
−ii

　mg ．　／
’
mL ），プ ロ テ イナ

ー・−L・K 〔from　Tnt〃ra
−

cliiu，m 　aibunz ，　Boeringer ．Mannheim 　GmbH ，　German ，1、0

N 工工
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x10
−3mgtmL 〕，サ

ー
モ リシ ン 〔from　Bacitltts　thernto−

Proteθ1），ticits，生 化学 工 業 　1，0 × 10−3mg 〆mL ）。

　加圧 下 に お け る α
一
ア ミ ラーゼ 活 性の 測定

1411 ％可

1容
・lhreft粉 な 添 加 し た 液 体 培 地 で 供 試 困 を 7H 同 し ん と

う 培 養後．速 し分 離 した ヒ旧 を粗 ア ．ミラ
ー・L 溶 液 と し

た 、、＿の 溶液 1mL と 同 量 の 繧衝 液 を 37℃ に お い て プ

リ イ ン キ コ．べ 一．
シ ョ ン L た 後，同俘 衝 液 に 溶 解 させ た

0．5 ％ 可 溶
・
「生澱粉 2mL ’一加 え．た 後，高圧 シ リ ン ダ

ー
に

充 填 し 37℃ ，1〜600atm で 3 時間反応 させ た 。反応終

了後 ／ 」ン タ
ー．一

内の 圧 力 を常 圧 二 戻 し，1N 酢酸溶液 2

mLt 加．「え て ，酵萃反応 を 停 rl　 liせ た 。こ の 髭 合溶液

0．7　niL に 0．21nL の ヨ ウ 素
一

ヨ ウ 化 カ リ ウム tb 液 （0．2％
IL−2％ KCI）　ギ む口え ，　さ

1
） に 6mL 　q）71c天 希 肩モした f麦，

吸 光 度 （ODCigo） を 測 定 し，〔r ア ミ ラ
ー・し 盾

・
「生 と し た，、

＿れ らの ア ミ ラ
ー・t の 濃度 は H 己条件 て 3 時 嗣 イ ン キ

J．ベ ー
シ コ ン した 時 の OD ［））

の 増 加量 力 約 ／，0 に ば る よ

）に 澗 製 した 。 な β，比転 の た v に 以
一
Fの 1亜 品 ア ミラ

・．一

ゼ を 〔 ） 内 の 濃度 に 調製 し，1司様 に 加 圧 下
’
「 の 酵非活

・
「主を 則定 した c、α

一
ア ミ ラ

ー
セ （Sigma　A −0521，2．O　x

10−4
　mg ！mL 〕，　（Sigma 　A−6255，2，0　x　10−4　mgfmL 〕，

（frol皿 　Bacilltts　st｛btitts　］iquefying　type　2．OxlO
−5rng ’

mL ，生化学⊥業 L、

結

Table　2．　The　effect 　 of　 iluoriller亡 011　 the　growLh 　 and

　 production 　of　protease　by　the　samples 　Nos ，6and 　16

　 しlnder 　l　atnl

（｝ro“
rtl1 　（0 【）

果

Protease　ac 亡ivity　COD　5）

SamPle
　　With 　　 Without 　　 With　　 Without

　 　 　 　 月uoriner 亡　　 日uoriner 亡　　　nuorillert　　 IluorinerL

NQ ．6　　　　 0．622
No ．16　 　　1ユ91

0．270e
．6“）

OI 〔70

．181
0，0890
．057

One　g 〔炉f　sedin 　lt　sanlp1
一

“，erc 　 hocula しed 　 i1
・
IL嚠〕 29 　mL 〔｝f　ZoBell

221fiE 　broth　愚 rowtD 　and 　the　same 　b1
・
〔｝th　　，nt．aining 　〔｝．5％

azocasem 　lproteahe 　act ］vbt 　 A ［〕 a ］iquo亡of 　3　mLwas 　incubaLed 　with

ヒhe 　sum 　　v〔｝lume 　o1
．
印uorinert　FC−10　at 　2　t　C　for　3　day　　　　tl　c

shaker 、　Altcr　incubaLi【〕n 　卜 Kct　 聰1　gr〔，wth 　and 　protcasc　adML ｝
1n

the　br｛｝th 丶．re 　d　t　 rmincd ．

Table 　3．　The　growth 　of 　nlicro エ〕rganlsms 　i1ユthe　sedillユent

　 　 samples 　ullder　illcreased　prcssure

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Growth （OD 〔 ：I

San／P且e　　　　
− ．．．

　　　　　．　　　　　　　　　　 一一．．　　　　　　．．
　 　 　 　 　 1a七ln　　　　　　　　300　atm 　　　　　　　　600　atm

N エ 6　　　 　 0．768　　 　　　　 1．020 　　 　　　　　 0．621
Nc）．16　　　　 0、326　　　　　　 1．332 　　　　　　　 0．666

0ne 　g 【〕f　 s　hnen 匸 ．mples 　 w ピre 　illoC　I　 r 〔1　into　29　mL 　 o ［ZoBell
2216E　br・D 匸h．　Arl　aLlqu 〔〕t ｛｝f　3　ml ’ド 　jncubated 　wlL 孟1　the　samc

v 〔レlum匸　flbr　 rt　FC − 1〔〕at 　27 ℃ for　3　days し1nder 　in　 ased 　prcs
．

sur ．e、　Ajter　ii’icubation ，亡he　baL吐erial 　gro 、ith 　wa 　　［r’rniincd ．

　 フ ロ リナ
ー

ト添加の 有無 に よ る現 場微 生 物 の 増 殖 お よ

び プ ロ テ ア
ーゼ 活性　Table　2 に フ ロ リナ ・一卜添 ij」1の 有

無 に 、kろ No ．6 石 よ び No，16 サ ン プ ル の 増殖 量：とプ 冂

テ ア ー
七 盾件

畠
示 した．フ ロ リナ

ー．一
トを汀 む1比 て培 養し

た もの て は 無 添加 の もり に 比 べ ．増殖量 並 び に プ ロ テ

ア
ー・し面件 力顕 著 に 高 くな っ て い る こ と か ら，加L 堵 査

に お け る酸 3 の 供給 源 と して 本品 が適当で ある こ とが判

明 した。従 て 以 後の 堵養 に はす へ （ この フ ロ リナ
ー

ト

を添 加 す る こ ヒに した。

　好 圧 細菌 の 分離　Table　3 に こ れ ら 16 サ ン プ ル σ）27

℃，3 口 間 の 加 IE培 養 の 増 殖 の 結 夫
・
示 し た 、、こ れ ら の

サ ン プ ル の うち，2 サ ン プ ル の み ，ハ常 圧 よ りも 才，し ろ 加

圧 下 に お い て 良好・よ増殖 を示 した 。 そ L て
．
これ レ）の サ ン

プ ル を兵 天 垢 地 に 塗 抹 し 3 口 間 静 置 堵査 後，出現 した

コ ロ ニ ー一を 観祭 した 結果，両 サ ン プ ル と も単 ．一・
の コ ロ

ニ ー一
で あ 一た 。 そ こ で こ れ ら の 微牛 物力 か 離 し，そ れ ぞ

れ を SA −6 お よ uEN
−16 と 命名 し諸性 状 を 調 べ た。、∫：

お，前者 は 相 模 昌の 水 i宋　1，400　m ，弓た 後者は 遠 州 灘 の

水深 300m カ ．丿の ノ 離菌 で あ っ た。

　好圧細菌 の 分類 学的性状 Table　4 に SA −6 お よ び

EN −16 の 分類
’
｝的｛⊥壮 ご示 した。　 SA −6 は 単

・
の 極 鞭毛

に ．よ っ て A 動 す る グ ・
コム 陽性 の 桿 菌 で あ り，ま た EN −

161肩は 遅動 「iの な い グ ラ ム 陰性 の 桿菌で あ った 。こ れ

ら の 2 株 は 絶 対 好 気 性 菌 で 彰 り，酸 素 の 非仔在 下 で の

増 知 は 全 く 認 め 」 れ な か り た ，，こ れ ら の 2 株 の コ ロ

ニ
ーは い ず れ も 白 く，丸 い Tr な隆 赴 を して 1』り，寒大

Jr
，地 へ の メ 7 ニ ン や そ の 他の 色 染の 生 産 は．｛め られ な か

っ た、、SA−6 お よ び EN −16伴「の 増殖 温 度 （至．削
日

度）

け そ れ 髪 れ 6．0〜40．0℃ （16．4〜33．0℃ ） 才
‘
よび 3．8〜

35，8℃ （19．5〜29，8℃ 〕 で
Ub

っ た。2 株 曙）増殖 可 能 pH

域 は い ず れ も 6・− 9 て 庫 っ た 。増 殖 NaCl 濃 度 は SA −6

て は 1．5〜12％，ま た EN −16 困 て は 3〜9％ で あ り，0

％
’
L は 全 く増殖 し な い こ と か レ こ れ b 力 海洋起源の 細

国 で あ る こ と カ J 唆 さ れ た。

　 以 上 の 形 態，生 理 土 化
』
｝
’
：的 性 状 に 基 ♪ い て Cowall

and 　S亡ee1 の Diagnostic　table15・d’　M い て属 の 険索 亡実施

し た と こ 7 　 SA − 6 は Kitrlltia属，1 ） ま た EN −16 は

A （／inetobacter属 17
わ 糸Erl困 と仮同定され た。

　加圧 下 に お け る プ ロ テ ア
ーゼ および α

一
ア ミラ

ー
ゼ 活

性 Tables　5　r’　．！tび 6 に そ れ ぞ れ 加 圧 下 に お け
．
る プ m

テ ア
ー

ゼ お よ び 〔v
一
ア ミラ

ー・・L 盾性 の 変化 ご 示 した。SA
−6 の 両 酵評 り t舌「−Lは 常 H が 最 も高 く，圧 力の 増 如 と と

も に 減 少 し た 。　し アノ
・しな が L丿，EN −16 ］k

’
の 両 酵宰の ♂舌

E は 常 圧 よ り も む し ろ 加 圧 下 に お い て 高 く，LL力の 増 加

と と もに 増 大 した、、一方，標品 ブ 凵 テ ア ーゼ の 中て は プ

［ テ イ ナ ー・ゼ K の 活1ゾ1カ い ず れ の 圧 力 に お い て も ほ ほ

同 し 値を 示 し た もの の ，標冂凵
び）巾に は 圧力に よ・て 活 叶

が増 ノくす て） も の は 存れ
．
し な 〃

一た．よた，柳
卩

1 α
一
ア ミ

N 工工
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Table　4．　 Taxonomical　characteristics 　of 　strainsSA
−6　and

　 EN −16

Strain

Table　5，　 Proteasc　 activity 　 of 　 strains 　 SA −6　 and 　EN −16，
　 and 　 c／ommerciul 　prエ，duct　 under 　increased　pressure

Characヒer
SA −6EN −16

Sample
Proteuse　acLivity 　 t％ of 　a 仁latm 〕

1atm 　　 　300　atm 　 　　600atm

Gram　stain
Co］Qny 　pigmell亡

rs・lotili亡yFlagellaOxidaseCatalaseO

！FtestTempera

仁ure 　range 　for　growth 〔℃ 〕

Optimunl　temperature　rnngc　f〔〕r　growLh（℃〕

pH 　range 　for　growth
NaCl 。（川 c．　for　gre −

，th （％ ）

Hydrolysis　 o［Aesculin

　 　 　 　 　 Alginate
　 　 　 　 　 Casein
　 　 　 　 　 Chi匸in
　 　 　 　 　 DNA
　 　 　 　 　 Gelatin

　 　 　 　 　 p−N比ropheny ］phosphate

　 　 　 　 　 Starch
　 　 　 　 　 Tributvrin
　 　 　 　 　 Tween 　40
　 　 　 　 　 　 　 　 60
　 　 　 　 　 　 　 　 80

　 　 　 　 　 Urea
Nitrate　rcducti （エn

Fluぐ，rescellce
Voges．Preskauer　reaction
Indoie　produ じtion

LJtilization　of 　carbohydrate 　Cl％ ）

　 　 　 　 　 Glucose

　 　 　 　 　 Sucrose

　 　 　 　 　 Nlaltose

　 　 　 　 　 Starch
　 　 　 　 　 Laetose

　 　 　 　 　 GalaCLose
　 　 　 　 　 Levulese

　 　 　 　 　 Arabillose

　 　 　 　 　 Rhamnose

　 　 　 　 　 Xvlosc
　 　 　 　 　 Mannose

　　　　　 Gly（：erol
　 　 　 　 　 Ilユositol
　 　 　 　 　 Serbitol
　 　 　 　 　 Mannitol
　 　 　 　 　 Dulcito】

　
＊ 1

＋ ，PQsitive； 一，【1cgative

十
＊ 1

十

Polar

　 十

　 〇
＊ ，’

6．0・ 40．O
l6、4〜33．0
　 6〜91
．5・、・12．0

十

十

十

　

十

十

十

十

0000NOONNOOONNON

None

　 03
．8へ・35．8

19．5・L29．8
　 6−．93
．D〜9．〇

　 　 十

SA −6EN
−16

α
一Cll｝「【notrypsin

＊

Proteinase　K ＊

ThermoLysi バ

Trypsin＊

Pronase＊

10010010010010010010049115951

〔｝2809584

3612590105627668

十

十

十

1

十

十

十

0000NNNNNNNNNNNN

＊20 、oxidatkm ； N ，no 　actbn ⊂m 　carbohydrate

ラ
ー一ゼ の 活 性 も常 圧 が 高 く，圧 力の 増加 と とも に 減 少 し

た 。

考 察

各海 域 か ら 採 集 し た海 底堆 積 物 サ ン プ ル 合計 16 を 加

＊
　Conimercial　products

Table 　6．　α
一Amylase 　ac しivity　of　strains 　SA −6　and 　EN −16，

　 　 and 〔：ommercial 　products　under 　increased　pressure

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 cr−Aniylase　activity

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔％ ofat 　latm
’
）

　 　 　 　 Sample
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 lann 　　300 　atm 　　600　atln

SA−6　　　　　　　　　　　　　　　 100　　　 88　　　　 36

EN −16　　　　　　　　　　　　　　　　 100

α一Amylase 〔Sigma 　A −0521 ）
＊

　　　100

α
一Amylase 〔Siglna　A −6255 ）

＊

蹴 糀 。9，。，L、q啣 119 ，yP，、
・ 1・・

lM89

81

13289

60

s

　Comnicrcial　products

圧 培 養 した と こ ろ ，加圧下 で の 増殖 が常 圧 よ りも 良好 で

あ る サ ン プル が 2 つ 得 られ た 。
こ れ ら よ り 寒 大 培 地 を

用 い て 微生物の 分離を 行った と こ ろ，そ れ ぞれ 単
一

の 細

菌 が 分離され，そ れ ぞ れ を SA−6 〔採 集 深 度 1，400　m 〕

お よび EN −16 （300　m 〕 と命名した、、こ れ らの 細菌の 採

集深度は そ4）他の サ ン プ ルに 比 べ る とさほ ど深 い 深 度で

は な か っ た が ，好 圧 細 菌 を 取得す る こ とが で きた。本研

究 で は 培養温 度 27℃，培 養 日 数 3 日間 と い う 条件で 好

EE細菌 の 分 離培 養 を行 っ た た め，深 海 細 菌の 中 に は こ の

条 件 に 適 さ な い もの も数多 く存在 す る も の と推 察 さ れ

る 。 特 に深 海環 境 は 低 温 ，低栄養で あ る た め，こ れ に 適

した 培 養条 件 を 検討す る必 要 があ ろ う。

　 こ れ ま で ， SJteu・，anelra181 ，，Pa　laeo　coccttsi　g・　i お よ び

Moritc，tla属鋤
か らの 好圧 細菌が 多 く報 告 され て い る が ，

Kurth・iaや Acinetobacter属 か らの 好 圧 細菌の 分離は 今回

が初 め て で あ る、t しか しこ れ らは まだ 仮同定 で あ るの で

今後 は こ れ らの 細 菌 の 16S　rRNA 遺伝 予の 塩 某 配 列 か

ら系統解析を 行う必 要 があ る と思 わ れ る。

　 多 くの 細菌 に つ い て 圧 力は そ の 増殖を抑制 す る の み な

ら ず，細 胞形 態 に も変化 を与 え る こ とが知 られ て い る。

ZoBell　and 　Oppenheimer21．は種 々 の 海 洋 細 菌を 600　atm

下 で 加 圧 培養 し ，βα cガ磁 S α螂 ∫6繝 に つ い て は 胞子形 成

能 の 欠 如 や 細 胞 サ イ ズ の 変 化 を ，ま た S 齶 癬 α

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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inartlnorttbra に つ い て は 運
．
動 性 の ．欠 如 や 糸 状 体 細 胞 の

形．成 を報告
．
して い る。本 研 究 で も，L 力 の 増 加 に

．伴 い

Kurthia　sp ，　SA −6 は 長 桿 菌
．
か ら 短 桿 菌 へ と，ま た

Acinetobacter　Sp ．　EN −16 菌
．
は 短 桿 菌 か ら艮 桿 菌 へ と形 態

．変化す る こ とが 観 察 され た 〔デー一タ未 発 表 ）。

　こ れ．らの 細 菌は 加 圧 下 に おい て よ く増殖す る，い わ ゆ

る 好 圧 細 菌
．
で あ る が ，こ れ らの 生 産 す る酵 素 の 加圧 トに

お け る 活性 を調 べ た と こ ろ，EN −16 菌
．
の プロ テ ア ・．．一ゼ

や cr
一
ア ミラ

ー一
ゼ は

．
常圧 よ りも加 ぽ 下 に お い て 高 い 活 性

を示 し た こ と か ら，深海環境 へ よ く適合 して い る と思 わ

れ た。1）1
．
「藤 らは 22：1

水深 6，500m の 海底堆積物 か ら深 海

微隼 物 を分離 し，そ の 生産す るプ ロ テ ア
ー・

ゼ に つ い て
・
「生

状 を 調べ た 、、そ の 結果，こ の 酵素 は 現 易．圧 （650atm ）

に お い て 常 圧 の 約 5 倍 の 活 性 を 示 し た 。
．
ま た Koberi

and 　Taga23：1 は 水 深 1，000　m の 海 水 中 よ り P．s’et・tdo 〃nonas

sp ．を 分 離 し，．．の 菌 の 生．産 す る ア ル カ リ 7 オ
．
ス フ ァ

ダ
ーゼ に つ い て 調べ た と こ ろ，／，  00atm に お い て 常圧

の 約 3 ．倍の 活性を 有
．
して い た。

　 こ の よ うに 深海微牛．物の 生産 す る 酵素 の 中に は陸一L微
生 物 の 生 庠：す fn もの とは 異な り，加．IE下 に お い て 強活性

を 有す る もの が存 在 す る。木 研究 で 得 られ た 分離株の 酵

素 も加 圧下 に お い て 活性 の 増大 が．確認 さ れ た、t ま た 生産

す る酵素を精製 し，そ の 諸 性 状 や　
一
次構造 を 明 ら か に す

る と と もに そ れ を コ
ー

ドす る遺 伝 子 を単 離 し．，加 圧 下 に

お け る 遺伝 了
．
の 発 現 制 御 機 構 2蛎 1⊃生．産 さ れ た タ ン パ ク

質自身の 高圧
．
ドへ の 適

．
合機構 等 の 解 明 に 向け た 研究 が 課

題 とな る で あ ろ う。
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