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第1章 緒言

第1節 はじめに
近年、 植物と微生物はこれまで考えられていた以上に密接に関わってい

ることが明らかになってきた。 植物と微生物が関わる事象としては、 1)病

原細菌・真菌による寄生、 2 )菌根共生、 3 )植物遺体の無機化、 などが主に

知られており、 さらに農産や林産分野において重要な事象であるため精力的

に研究されてきた。 本節では植物と微生物との様々な関わりについて研究例

を挙げながら紹介する。

19世紀中頃のヨ ー ロッパにおいて、 作物の病気の原因を微生物に求める

研究が盛んになり、 1845 年、 ジャガイモ飢餓の原因であるジャガイモ疫病が

菌類により起こることがBerkeleyによって証明された(Berkeley, 1845; 平石，

2016)。 病原菌は植物に感染する時、 植物の細胞壁分解のため、 セルラ ー ゼ、

キシラナ ー ゼや、 ペクチン分解に関わるポリガラクツロナ ー ゼ等の酵素を生

産し、 植物に侵入を試みることが明らかになっている(Kubicek et al., 2014)。

代表的な植物病原細菌として、 イネ白葉枯病を引き起こすXant homonas

oryzae pv. oryzaeが挙げられる。 X oryzae pv. oryzaeは棒状のグラム陰性細菌

であり、 細胞外多糖類(EPS)や黄色の可溶性色素を産生する(Wang et al., 

1996)。 EPSは乾燥や風雨からX oryzae pv. oryzae自身を防御する効果がある

ため(O u, 1985)、 X oryzae pv. oryzaeは灌漑用水シス テム、 降雨、 前年に収穫

したイネ残留物などの汚染残涜によって伝播される(Mizukami & Wakimoto, 

1969;T hri Murty & Devadath, 1984)。

Ralstonia solanacearumはナス 科などの約50 科200種の植物に感染し、 木部で

非常に高い細胞密度まで急速に増殖して萎凋症状および植物死を引き起こす

ことが報告されている(Hayward, 1991)。

樹木の病原菌は萎凋、 枯死、 材質劣化の要因となる（黒田，1996)。 特にブナ

の病害に関する研究はこれまでに数多く行われており、 ブナの立枯病を引き

起こす病原菌としては、 主にCylindrocarpon属、 Fusarium属、 Phomop sis属、

及びColletot rich undemat iumが報告されている(Sahashi et al., 1994)。
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植物と細菌の共生関係の代表例として、 根粒が挙げられる。 Rh izobium属細

菌に代表される根粒菌が マ メ科植物の根の皮質に感染することによって形成

される分裂組織由来の組織塊であり、 窒素固定が行われる特殊な器官である

。 根粒菌は固定した窒素を宿 主植物に供給し、 宿 主植物は炭素源を根粒菌に

供給することにより共生関係を築いている(Crespi & G alvez, 2000)。

植物と菌類の共生関係としては菌根が代表的である。 菌根は植物の根の組

織に菌根菌の菌糸が入り込んだ構造であり、 菌根を通じて、 宿主植物は菌根

菌に光合成由来の糖を、 菌根菌は宿主植物に窒素やリンなどの無機栄養分を

供給する。 さらに、 菌根が形成されることにより、 水分吸収能も向上するた

め、 菌根を形成した植物は菌根が形成されていないものに比べて乾燥耐性が

強くなることが報告されている( Duddridge et al., 1980)。 さらに菌根形成は植

物の成長を促進する(Abuzinadah & Read, 1989)。 菌根菌は病原菌から根を守る

機能も持っており、 特に外生菌根では菌根菌の菌糸は細根を完全に覆うこと

により物理的に病原菌の侵入を防いでいる。 加えて、 外生菌根菌が病原菌に

対する抗菌性物質を生産することや(Sylvia & Sinclair, 1983)、 菌根の形成にと

もない抗菌作用を持つフェノ ール物質の濃度が高くなることも、 宿 主植物の

病原菌に対する抵抗性を高める要因となっている( Duchesne et al., 1987)。 また

、 樹木にとって最も重要な機能の 一つである養分吸収は、 菌根菌と根圏士壌

に生息する微生物が果たしている（潮，2017)。 ツッジ目、 マツ目、 クロトウヒ

、 およびスノ キ属の多くの樹木の根部からエリコイド型菌根を形成する

Hymenoscyph us ericaeが分離され(Hambleton & Currah, 1997;P iercey et al., 

2002;Villarreal -Ruiz et al., 2004;Vralstad et al., 2002)、 H ericaeが士壌中の生物遺

体をプロ テア ー ゼや キ チナ ー ゼにより分解し、 その菌根を通じて宿主植物に

供給することにより宿 主植物の成長を促進することが明らかにされた

(Cairney & Burke, l 998;Kerley & Read, 1998)。

近年、 難溶性リンの可溶化や植物ホルモンの生産等(Gourion et al., 

2006;Reed et al. , 2010)の植物生育促進効果を持つ微生物や、 病原性微生物に対

する拮抗作用により植物の病害発生を抑える効果を持つ生物農薬として微生

物を利用する研究も盛んに行われている(Wilson et al., 2013)。
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植物と微生物の関係性については植物遺体の無機化も重要である。 地球

生態系は、 酸化環境、 太陽光の照射、 遍在する有機物を特徴としており、 そ

の中で微生物は無機炭素と有機炭素の変換を行い、 地球上における物質循環

の原動力となっている(Madsen, 2015)。 微生物は、 光エネルギ ーを利用して光

合成を行う生産者である植物と、 それを利用する消費者である動物の生産し

た有機物を分解し無機物に変える最終分解者として、 森林生態系の中の物質

循環において重要な役割を果たしている(Hawksworth, 1991)。

微生物は分泌や細胞融解によって、 細胞外酵素を環境に放出する。 その

例として、 セルロースやヘ ミセルロース、 リグニンの分解に関わる酵素や、

窒素やリンの無機化に関わる酵素が挙げられる(Carreiro et al., 2000;Sinsab aug h 

et al., 1991)。 樹木は枯死すると、 腐生菌や材食性昆虫などによって分解され

ていく。 材の腐朽菌には、 白色腐朽菌(white rot fung i)、 褐色腐朽菌(brown

rot fung i)、 軟腐朽菌(soft rot fung i)の3つの腐朽タイプがあり、 セルロース

、 ヘ ミセルロース、 リグニンを分解することができる（深澤，2013)。 白色腐朽

菌はラッカ ー ゼ、 リグニンペルオ キシダー ゼ、 マンガンペルオ キシダー ゼを

産生しリグニンを生分解する(Hatakka, 1994)。 褐色腐朽菌は、 一般にリグニン

分解酵素を持たず、 代わりにFenton反応から生成される活性酸素種でリグノ

セルロースを分解する(Hata l<lrn & Hammel, 2011)。 軟腐朽菌はセルロース、 ヘ

ミセルロース、 リグニンを分解するが、 ラッカ ー ゼ活性が無く白色腐朽菌よ

りペルオ キシダー ゼ活性が低いため、 リグニンの分解性は低い(Haider & 

Trojanowski, 1975)。 また、 着生菌は生きた葉の滲出物の分解因子としても働

く可能性があり(Jumpponen & Jones, 2009;Migahed & N ofel, 2001)、 葉の初期分

解において重要な役割を果たす最初の分解菌としても働き得る(Osono et al., 

2004;Voriskova & Baldrian, 2013)。

第2節 葉圏について
葉圏とは微生物学の専門用語の 一つであり、 植物の地上部で、 かつ微生物

の生息域である空間を示し、 葉、 芽、 茎、 花、 果実を含む(Last, 1955;Ruinen, 
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1956)。 衛星データによると地上の総葉面積は地球表面の約125-200%であり、

推定約6億4000万—10億km2である(Lindow & Brandl, 2003)。

葉圏は雨・気象・気温による影響を受ける以外にも、 有害な紫外線に頻

繁かつ長時間曝されている。 有害な紫外線照射からの保護は葉に蓄積するフ

ェノ ール化合物の総量ならびにフェノ ールプロファイルの特定の組成によっ

て決定される(Cle et al., 2008)。 年間の特定の期間における樹木の成長と 降雨

との間には正の関係があり、 降雨が樹木の成長に重要な役割を果たすことが

示されている(Brienen & Zuidema, 2005)。 また、 温度はすべての生理学的反応

の速度に直接影響を与え、 葉では炭素・窒素・リンの吸収と排出の速度が制

御される(Korner, 2003;Weih & Karlsson, 2001)。 葉圏と光の関係としては、 樹

木の キ ャノピ ーが開かれると光の利用可能性が高まり、 盛んな成長が起こる

と報告されている(Ackerly, l 996;Brown & Whitmore, 1992)。

第3節 葉圏と微生物との関係に関するこれまでの研究の概要
植物表面の 主な機能の1つは草食性の昆虫および病原性微生物からの攻撃

を妨げる保護バリアを備えることであり、 この防御は それぞれの植物分類群

に特異的な植物糾織への構追的改変および化学的改変の両方によってもたら

される。 この防御機能にはワックスに(Johann et al., 2007)、 フェノ ール類( Urs

& Dunleavy, 1975)、 タンニン(Scalbert, 1991)、 テルペン(Himejima et al., 1992)な

どの多種多様な抗菌性物質の生産が含まれており、 これらの物質により食害

が抑制され、 生産される物質プロファイルの違いにより異なる微生物群集が

構築される。 これらの物質は植物、 病原体、 および昆虫の化学生態学におけ

る役割について広く研究されている( Dicke, 2000;Treutter, 2006)。 また、 微生物

群集糾成を決定する選択的プロセスは成長のために炭素源として使用される

有機化合物の糾成に部分的に基づくことが知られており、 例えば植物根の滲

出液に含まれる糖や有機酸、 ア ミノ酸糾成などの違いにより変化する

(Bulgarelli et al., 2013)。

葉圏には細菌や古細菌、 酵母、 糸状菌、 粘菌、 地衣類、 緑藻類、 コ ケ、

シダ、 原生動物、 ウイルスなどが生息することが知られている(L ucking ,
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2008)。 その中で、 葉圏に存在する細菌群としては、 Erwinia alniおよびE.

carotovoraなどの植物病原菌(Basset et al., 2000;Surico et al., 1996)、 葉において

Botrytis cinerea、 Fulviafulva、 およびAlternaria solaniなどの病原性真菌とオ吉抗

するBacillus subtilisなどの拮抗菌(Enya et al., 2007)、Xanthomonas campestris、

Bacillus amyloliquefaciens、 およびKlebsiella oxytocaなどの植物ホルモン生産菌

(Fett et al., 1987;Mohite, 2013;Shokri & Emtiazi, 2010)、 Acinetobacter lwoffiiなど

のフェノール分解菌(Sandhu et al., 2009)、 Cyanobacteriaなどの窒素固定菌

(Flirnkranz et al., 2008;Malam Issa et al., 2001)が明らかにされている。

葉圏に生息する細菌の中で樹木葉圏の細菌に関しては、 ブラジル、 マレ

ー シア、 パナマ熱帯の葉面の微生物群集(Kembel & Mueller, 2014;Kembel et al., 

2014;Kim et al., 2012;Lambais et al., 2006)、 アメリカの温帯の葉面の微生物群

集(Jackson & Denney, 201 l;Redford et al., 2010;Redford & Fierer, 2009)、 スペイ

ンの地中海森林のセイヨウヒイラギガシの葉面の微生物群集(Penuelas et al., 

2012)、 フランスにおける標高とブナ葉面の微生物群集との関係(Cordier et al., 

20 l 2;Cordier et al., 2012)、 アメリカ南西部の砂漠のタマリクスの葉面の微生物

群集(Finkel et al., 2012)、 ポプラ樹木の葉、 幹、 根、 根圏士壌の異なる部位間

の細薗群集変動(Cregger et al., 2018)といった様々な研究が報告されている。

Kembelら(Kembel, et al., 2014)は次世代シー ケンサーを用いた16S rRNA遺

伝子のアンプリコン解析によりパナマの熱帯森林の57樹種の葉面の細菌群集

構造を網羅的に調査し、 葉面には主にActinobacteria、 Alphaproteobacteria、

Betaproteobacteria、 Gammaproteobacteria、 Sphingobacteriaなどの400種以上の

細菌が生息することを明らかにした。 また、 宿主樹木の系統、 成長および死

亡率(growth and mortality)、 木の密度(wood density)、 面積当たりの葉量(leaf

mass per area)、 葉に含まれる窒素とリンの濃度等の宿主の特性が葉面の細菌

群集構造と相関していることを明らかにした。 Leffら(Leff et al., 2015)はアメ

リカのアーノルド植物園のイチョウを対象とした樹皮を含む葉圏の細菌群集

解析により、 樹皮にはProteabacteria門細蘭とBactero idetes門細菌が、 葉には

Protea bacteria門細菌が優占することを明らかにした。 Laforest-Lapointeら

(Laforest-Lapointe et al., 2016)はカナダの自然林におけるサトウカエデ等の葉
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面細菌群集構造が宿 主と宿 主の生息地に依存的で気温 ・ 降雨• 森林密度に影

響を受けることや、 調査した樹木の葉面にはCoreMicrobiomeと呼ばれる共通

の細菌群が存在することを明らかにした。 このCoreMicrobiomeは調査した樹

木の99%から回収された19のOTUで、 これらだけで全OTUの42.7%を占めてい

た。 また、 Lafo rest-Lapointeら( 2017)は、 宿主種の同 一性、 機能的同 一性およ

び機能的多様性が、 樹木の葉の細菌群集の構造と多様性を決定づける主要な

因子であることを示唆している。 樹木葉圏の細菌に関する研究は、 ほぼ葉面
・ 葉内部に限定されているが、 上述の研究のように樹皮表面を対象とした研

究も僅かながら行われている。

日本においても樹木と細菌群集との関係を調査した研究がいくつか報告さ

れているが、 その多くは病害に関連した研究である。 Sudaら(Suda et al., 

2009)は、 真菌性の病害に罹病した葉と健全な葉の細菌群集構造を調べ、 真菌

感染に付随して細菌の菌体数と多様性が増加することを示した(Suda, et al., 

2009)。 海外の研究においても葉圏細菌群集に関する報告例は少ない上に、 大

半が葉面を対象としており、 次世代シ ー ケンサ ーなどを用いた分子生物学的

手法で得られたデータで議論されているのが現状である。 そこで、 白神山地

の樹木を対象に樹皮附着細薗に関する研究を行うことにした。

第4節 本研究を行う意義
地球上の総葉面積は109 km2である。 葉圏において最もバイオマス量が多

いのは細薗であり、 その存在量は1026細胞以上であるとされている(Lindow & 

Brandl, 2003)。 微生物は有機物を分解し無機物に変える最終分解者として、 生

態系の中の物質循環において重要な役割を果たしており(Hayward, 1991)、 葉

圏細菌の役割についても注日されている。 しかし、 葉圏細菌の生物地球化学

的な重要性が理解される 一方で、 その細菌群集多様性の空間分布変動および

宿 主との相互要因に関する普遍的な知見は少なく、 これまでに行われた細菌

群集構造に関する研究は植物病原細菌に焦点を当てたものが多い(Castillo & 

Greenberg , 2007; Denny, 2006;Wang, et al., 1996)。 しかし近年、 病原性細菌に限

定することのない葉圏の細蘭群集構造の多様性に関する研究が行われるよう
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になってきた(Kembel, et al., 2014;Lafo rest-Lapointe, et al., 2016)。 植物の樹皮は

日光や樹幹流、 乾燥などの環境ストレスに絶えず曝されているうえに、 葉の

ような早い物質循環はなく、 コ ケ類や地衣類が その表面を覆っていることか

ら、 従来研究対象とされてきた土壌や根圏などとは異なる細菌群集構造を形

成していると予想される。 そのため、 樹皮表面に生息する細菌についての研

究は葉圏細菌の知見を深める上で重要であると考えられる。 しかし樹皮表面

に生息する細菌群集の研究例はごく僅かであり(Cregger, et al., 2018;Haruna et 

al., 2018;Leff, et al., 2015)、 細菌群集と植物の樹皮との関係は十分にわかって

しヽなし＼

現在、 葉圏細菌群集解析は菌体回収後にDNAを抽出する非培養法が多く

用いられている(Kembel & Mueller, 2014;Kembel, et al., 2014;Lafo rest-Lapointe, et 

al. , 2016;Lafo rest-Lapointe et al. , 2016)。 しかし、 非培養法では細菌と宿 主植物

の機能解析や生理活性の測定を行うことが困難である。 そのため、 細菌と宿

主植物の相互作用を解明には、 培養法を用いなければならない。 これまでに

樹皮表面から分離された細菌(Li et al., 2016;Tonouchi et al., 2014)に関する研究

例はあまりないので、 細菌と宿 主樹皮の相互作用はまだはっきりとわかって

しヽなし＼

白神山地は青森県・秋田県境に 日本海に面して広がる山岳地帯で、 総面

積約130,000 ha、 標高約1,000 m (最高点：向白神岳の海抜1,243 m)の峰々が

連なり、 人為的影響を受けていない世界最大規模のブナ原生林が分布してい

る。 1990年代の初頭に、 白神山地の中心部約17,000 haが保護地区となり、

1993年には屋久島とならんで、 日本で最初の世界自然遺産に登録された。 白

神山地の生態系は多様であり、 ブナ、 ヤマナラシ、 ウダイカンバ、 ミズナラ

などの広葉樹、 スギ、 カラ マツなどの針葉樹、 チシ マザサ、 ミヤマナラなど

の低木、 カタクリ、 シラネア オイなどの植物が植生している。 その 一方で、

ニホンザルやツキノワグマなどの哺乳類、 キッツキやクマゲラ、 イヌワシな

どの鳥類が生息している（牧田肇，2004)。 これらの背景から気象と関連付けた

白神山地の地形や地質および動植物に関する研究は盛んになされている。 し

かし、 生物学的な側面からの白神山地の研究はもっぱら高等植物や高等動物

-7-



などの マクロ生物に限定されている。 白神山地における動植物の研究は盛ん

に行われているが、 微生物に関する研究報告は少なく（佐々木長由et al., 

2004)、 植物の樹皮表面に生息する細菌についての研究は世界的にみても少な

い。 そのため、 本研究の樹皮表面の細菌群集に関する研究は、 白神山地の生

物多様性、 森林の保全、 生態系の物質循環に関する重要な知見となると思わ

れる。 それに加え、 ヨ ー ロッパでブナの病害の発生例が多数報告されている

が(Jung , 2009;Schmitz et al., 2009)、 世界最大のブナ原生林におけるブナ樹皮と

細菌の相互作用を調べることにより、 世界のブナ林保全の参考となり得ると

考えられる。

本研究では、 白神山地の世界自然遺産区域の周辺地域である白神自然観

察園（ ミズナラを 主とする二次林、 ブナ林、 スギ ・ カラ マツの植林地などの

林相）、 世界自然遺産の緩衝地域近傍である高倉森（標高 829.1 mの山で原生

的なブナ林が分布）、 市街地である弘前城植物園、 弘前市外の白岩森林公園

と志賀坊森林公園、 弘前大学構内を試料の採取地とし、 2013年から2017年の

間に調査を行った。 主な採取地である白神自然観察園内の樹種は多様である

が、 その中で 主要な高木であるブナ、 ホオノ キ、 イタヤカエデ、 ヤマナラシ

、 ウダイカンバ、 ミズナラの広葉樹6種とスギ、 カラ マツの針葉樹 2種の計 8種

の樹木を対象に研究を行った。

第5節 博士論文の構成
第1章

葉圏細菌群集に関するこれまでの研究例および本研究の 目的を示した。

第2章

ブナ ・ ヤマナラシ ・ スギ ・ カラ マツの樹皮に生息する培養可能な細菌数を

調べるともに、 計数培地から 主要な細菌株の分離行った。 分離株は 16S rRNA 

遺伝子のPCR-RFLP パタ ーンに基づいてOTU にまとめ、 代表株の 16S rRNA 

遺伝子配列に基づいて分子同定を行った。
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第3章

第2章においてブナ ・ ヤマナラシ ・ スギ ・ カラ マツから分離された細菌株

の中で、 新規分類群であると推定される株の多くが死滅するかあるいは増殖

能を失った。 Deinococcus-Thermus門細菌は2薗株 ・ 20TUが分離され、 いずれ

も分離株数·OTU数の9. 5%を占めており、 高い効率で分離された。 第2章の

計数培地から分離された菌株の中でUV耐性などの特殊な生理学的特徴を持つ

Deinococcus-Thermus門に所 属するP tRA- 8株を選択し、 形態的特徴、 分子系統

解析、 化学分類学的解析、 生理生化学的解析、 UV耐性試験、 乾燥耐性および

固体表面への附着能試験を行うとともに、 16S rRNA遺伝子のアンプリコン解

析に某いて樹皮細菌群集におけるP tRA-8株とDeinococcus属細菌の位置付けを

考察した。

第4章

Armat imonadet es門細菌は調査した全樹木の樹皮細菌群集の0. 8�2.4%を構

成していた。 Armat imonadet es門は2011年に創設された細薗門であり、 これま

でに3種しか記載されていない。 第2章の計数培地から分離された

Armat imonadet es門に所 属するAX-7株を選択し、 形態的特徴、 分子系統解析、

化学分類学的解析、 生理生化学的解析、 乾燥耐性および固体表面への附着能

試験を行うとともに、 16S rRNA遺伝子のアンプリコン解析に基いて樹皮細菌

群集におけるAX-7株とArmat imonadet es門細菌の位置付けを考察した。

第5章

樹皮から採取した試料に対し、 次世代シ ー ケンサ ーを用いて細菌群集構

造解析を行った。 また、 樹皮表面に存在する低分子有機化合物をGC-MSで

分析した。 解析用ソフトウェア Rで樹種ごとの細菌群集の解析、 および樹皮

表面の低分子有機化合物の網羅的解析を行った。

第6章

本研究を総括した。
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略語

OTU : Operational Taxonomic Unit (操作的分類単位）

樹皮細菌 ：樹皮に生息する細菌

観察園 ：白神自然観察園

弘詞城 ：弘詞城植物園

志賀坊 ：志賀坊森林公園

白岩 ：白岩森林公園
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第2章 樹皮表面に生息する細菌（樹皮細菌）の培養法による解析

第1節 序論

緒言で述べたように植物と微生物はこれまで考えられていた以上に密接

に関わっていることが明らかになってきた。 葉圏、 特に樹木の葉圏に関する

研究例は少ないものの、 近年、 次世代シ ー ケンサ ー(NGS)を用いたアンプ

リコン解析によって、 葉圏の 一部である葉面には樹種固有の細菌群集が形成

されることや細菌群集は宿主樹木の温・ 降雨• 森林密度に影響することが明

らかにされている(Lafo rest-L apointe, et al., 2016;Lafo rest-Lapointe, et al., 2016)。

樹皮を対象にした研究例は少ないが、 ア メリカで行われた Pop ulus 属の樹木

を対象にした研究では樹皮には葉・根・士壌とは異なる細菌群集が形成され

るという報告(Cregger, et al., 2018)や、 同 じくア メリカで実施されたイ チョウ

の葉圏細菌群集に関する研究で、 樹皮と葉面には明確に異なる細菌群集が形

成されるという報告がある(Leff et al., 2015)。 葉は光合成の場であるために盛

んに物質の交換が行われることから、 葉面に生息する微生物の群集の形成に

大きく関与していることは容易に想像可能であるが、 樹皮は葉 ほど微生物に

積極的に関わる ほどの場かどうかはよくわかっていない。 しかし、 白神山地

に生えているブナとスギを比較すると、 ブナの樹皮には多様な固着地衣類や

苔類が附着しているのに対して、 スギの樹皮に生える地衣類の種数は少な

い。 また、 ブナとホオノ キは樹皮の外見は類似しているが、 ブナの方が地衣

類を多く附着していることが多い。 これらの事実から、 樹皮が微生物に与え

る影響は樹種によって異なり、 樹種固有の微生物群集が形成されることが予

想される。

自然界に生息する微生物の研究には上記のように培養技術を用いない分

子生物学的手法（ ほとんどが NGSを活用した マ ーカ ー遣伝子のアンプリコン

解析）が適用されることが多く、 最近では培養という手法の重要性は低下し

ている。 分子生物学的手法で得られる DNA の塩基配列情報に基づく多様性

解析や動態解析など様々な解析を通じて自然界に生息する微生物の姿を捉え

ることが可能になる。 しかし、 明らかにされるのは微生物群集の構造であ

り、 群集を構成する個々の微生物の機能や生態は、 近縁な培養株の性質に基
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づいて推定するしかない。 従って、 近緑な培蓑株の情報が少ない場合、 微生

物群集解析から得られる知見も当 然 乏しいものとなる。 このようなことか

ら、 最近では分離によって培蓑株を得て詳細に解析することが見直されるよ

うになってきている（ 玉木 ＆ 鎌形，2012; 平石，2016)。 そこで、 本 章では 次 章

以 降の研究につながる情報を得るために培養法による樹皮細菌の研究、 具体

的には樹皮細菌の計数と分離（特に新規細菌）を実施した。

本研究では白神山地に生息する樹木を対象とすることにしたが、 白神山

地は面積が広範なため、 調査地を弘詞 大学白神自然環境研究所(2018 年 4 月

から弘詞 大学農学生命 科学部附 属白神自然環境センタ ー）の白神自然観察園

（青森県中津軽郡西日屋村川原 平）とした。 園内の 裔木からブナ ・ ヤマナラ

シ ・ カラ マツ ・ スギを選び、 樹皮の生息する細菌（樹皮細菌）の中で培養可

能な種類の計数と分離を試みた。
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第2節 材料と方法

無菌 操作に用いる器具は、 高温での加熱が可能な場合は高 圧滅菌器

(LSX-300; TOMY, BS-245; TOMY )によるオ ートクレ ーブ(121℃ , 15 min) 

あるい ぱ恒温乾燥機(CONVECTIONOVE N  MoV-112F-U; SANYO )による

乾熱滅菌(180C0 , 30 min)により行った。 加熱不可能な器具はクリ ーンベン

チ(CCV 1300 E ; 日立 工機）内での紫外線照射で滅菌した。 培地の滅菌は pH

の変動を最小限に抑えるためにオ ートクレ ーブ(115℃ , 10 min)で行った。

平板培養はポリス チレンシ ャーレ(90炉20mm滅菌深 型シ ャーレ· FX; サン

セイ 医療器材株式会社）を使用した。 試料採取地点の位置情報はGPS装置

(GPSMAP 64SJ; Garmin)で記録した。

1. 試料採取

弘前大学附 属白神自然環境研究所（現在は改糾されて弘前大学農学生命

科学附 属白神自然環境センタ ー）の白神自然観察園（青森県中津軽郡西日屋

村川原 平）のブナ、 ヤマナラシ、 スギ、 及びカラ マツの 4 樹種（表 2-1 )を対

象にして、 2013 年、 2014 年および 2016 年に培養法による樹皮細菌の解析の

ための試料採取を行った。 採取試料の情報と計数培地は表 2-1 に明示した。

地上 150 cmの樹皮表面に ロ ケ所から 10 cm 四方(100 cmり の拭取り検査枠

(CRF-1010; アズワン）をあてワイプチェック（佐帳工業所）の綿棒で枠内

を 隅々まで拭取り、 附 属のリン酸緩衝生理食塩水に懸濁し、 細菌計数用試料

とした。 試料は氷冷したアイス ボックスに入れて研究室に持 ち 帰り、 希釈平

板法による計数に供した。 なお、 2014 年以 降の採取の 際には樹皮に霧吹きで

蒸留水を 吹きかけ数分放置したの ち、 精密 pH試験紙(pH-Fix 3.6-6.1, 5.1-

7.2 )を貼り付けて簡易的に pHを計測した。

2. 樹皮細菌の計数

樹皮細菌の計数は希釈平板法により行なった。 拭取り試料 100 µL を 1. 5

mL 容滅菌サンプル チ ュ ーブ内の滅菌水 900 µL に加え、 最 大スピ ードの ボル

テックスで 1分間撹拌し、 10 倍希釈液とした。 この希釈 操作を繰り返して
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10汀 音希釈液まで調製し、 各希釈液 100 µL を表 2- 2 または表 2-3 に示す培地に

滴下、 コ ンラ ージ棒で十分に塗り拡 げた。 培蓑は 30C0で行い、 形成される細

菌 コ ロニ ー数が 一定になるまで培蓑した。 2013 年に採取したヤ マナラシとブ

ナの樹皮細菌に関しては 一般的な低栄養培地のR2A(Reasoner & Geldreich, 

1985) (表 2-2 )を使用したが、 2014 年以 降は 2010 年に発表された難培養性

細菌用培地のPPM( E ichorst et al. , 2011) (表 2-3 )を使用した。 PPM培地の pH

は試料採取の 際に計測した樹皮の pHに合わせ、 2014 年に行ったブナ樹皮細

菌の計数の 際は培地の pHによって計数値に 差異が認められるかどうかを調

べるために、 樹皮 pHに近い 5.5に調整した培地に加え、 pH7.0 に調整した培

地も使用した。 計数値は樹皮 1 cm2 あたりの コ ロニ ー形成単位(colony

fo rming unit: cfu)として算出した。 2014 年のブナと 2016 年のスギ・カラ マツ

の樹皮細菌の計数培地の pHは簡易測定した樹皮の pHを参考に設定した。

2014 年に実施したブナ(S1-A)樹皮細菌の計数と、 2013 年に実施したヤ マ

ナラシ樹皮細菌の計数の 際には コ ロニ ー色の記録も行った。
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表2-1. 樹皮採取試料情報と計数培地

試料採取Hと使用培地

試料情報

2013 2014 2016 

試料樹木 採取場所 個体TD 椋高(rn) 緯度 経度 5/8 6/11 8/27 11/7 8/23 10/20 

PPM PPM PPM PPM 

Sl-A 348 40.5154938 140.2151435 

ブナ (pH5.5, 7.0) (pH5.5, 7.0) (pH5.5, 7.0) (pH5.0) 

ST-E 349 40.5154938 140.2151435 R2A 

ヤマナラシ UNN0-1 346 40.51532968 140.2148372 R2A 

観察園

PPM 

スギ Djuan-24 311 40.51620198 140.213499 

(pH4.5) 

PPM 

カラマツ Djuan-25 295 40.51672803 140.214193 

(pH4.5) 
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表2-2. R2A培地

Peptone 

Yeast Extract 

Casarnino Acids 

Glucose 

Soluble Starch 

K2HPQ4 

MgSO. ·7Ho0 

Sodium Pyruvate 

Agar 

Total 

表2-3. PPM培地

MES 

MgS04·7H心

NH4止P04

Xylan 

Pectin 

Yeast Extract 

Casamino Acids 

SL-10• 

Selenite-Tungstate 

{8 ppm Na,W04 2H,0, 6 ppm N立SeO, 5H,0 

Cyclohexirnide 

Gelrite 

Total 

0.5 g 

0.5 g 

0.5 g 

0.5 g 

0.5 g 

0.3 g 

0.05 g 

0.3 g 

15 g 

1 L (pH 7.0) 

2.0 g "SL-10 の組成

1.0 g HCI (25%) lOmL 

0.0528 g FeCh·4H20 1.5 g 

0.05 g ZnCh 0.07 g 

0.05 g MgCh·4H20 0.1 g 

0.05 g B(OH)3 0.006 g 

0.05 g CoCh·6H20 0.19 g 

2.0 rnL CuCh·2Ho0 0.002 g 

2.0 rnL NiCh·6H20 0.024 g 

0.1 g H,MoNa心 ・ 2Ho0 0.036 g 

8.0 g Total 1 L 

1 L 
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3. 細菌株の分離とOTU化

ブナ(Sl-A)とヤマナラシ(UNN0-1) 樹皮細菌計数培地に形成された コ

ロニ ーを無作為に選抜し、 同組成の培地に画線 移植を繰り返すことで 純粋株

を分離した。 分離細菌株の 16S rRNA遺伝子 配列のPCR 増幅は ダイレクトコ

ロニ ーPCRにより 行った。 分離菌株のコロニ ー から 爪楊枝を用いて 極微量の

菌 体を採取し、 200µL の フラットトップ型チュ ーブ（日本ジェネティクス）

に調製した PCR 反応液（ 表2-4) 30µL に懸濁し、 TaKaRa PCR Thermal 

Cycler Dice®Gradient (TaKaRa BIO)を用いて以下の 条件 でPCRを行った：

1) 95C0, 5 min、 2) 95C0, 1 min; 53C0, 50 sec; 72C0, 1 min 30 secを30サイク

ル 、 3) 72C0, 10 min。 PCR プライマーには細菌の 16S rRNA遺伝子配列に特

異的な 27F(Lane, 1991)とl492R(Turner et al., 1999)のプライマーセット(27F:

5' -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3', 1492R: 5' -

CGGCT ACCTTGTT ACGACTT-3')を 使 用した。 日的産物 （約1,500 bp)の増

幅は 1.5% アガロー スゲル (Fast Gene Agarose; 日本ジェネティクス）電気泳

動 により 確認した（松尾， 2015) 。 電気泳動の 移動度 マー カ ーには tJHindIII

(TaKaRa BIO)を用いた。 電気泳動後、 ゲルをエチジ ウムブロマイド染色液

(0.5µg/mL)に約15 分間浸漬後、 プリントグラフ(AE-6933FXCF; ATTO) 

にセットし、 紫外線を照射することにより DNA断片を可視化 し、 撮影を行

った。

16S rRNA遺伝子のPCR産物の 制限酵素断片長多 型(RFLP) 分析による

分離株のOTU化と グル ー プ分けは以下の 要領 で 行った。 制限酵素 反応液（ 表

2-5, 2-6) 10µL に 加え、 37C0で 10 時間保温して 制限酵素処理を行った。 制限

酵素 は Aja I (TaKaRa BIO)とHhaI (TaKaRa BIO)をそれぞれ単独 で 用い

た。 反応後、 2.5µL の 反応液を3.0% アガロー スゲル （アガロー スKANTO

HC短フラグメント用；関東化学）に供し、 IOOV で 35 分間泳動 し、 制限断

片を分離 ・確認した。

Aja I とHhaI処理による 各分離株 16S rRNA遣伝子の RFLP を比較検討

し、 同 一の RFLPパタ ー ンを示す分離株を共通の 操作的分類単位(OTU)に
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まとめることにより グル ー プ分けした。 各OTU から 1 株を代表として選択

し、 分子 同定のための シー ケンス解析に供した。
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表2-4. 16SrRNA遺伝子配列のPCR液組成

GoTaq®Green Master Mix 

Forward primer (5 prnol/µL) 

Reverse primer (5 prnol/µL) 

Template DNA 

Distilled water 

15µL 

1.5µL 

1.5µL 

1.5µL 

10.5µL 

表2-5. 制限酵素反応液の組成(AfaI) 

Aja I 0.2µL 

1 OxT buffer 1.0µL 

0.1 xBSA 1.0µL 

Template DNA 3.0µL 

Distilled water 4.8µL 

表2-6. 制限酵素反応液の組成(H加I)

Hha I 

)OxB buffer 

Template DNA 

Distilled water 

L

L

L

L

 

µ

µ

µ

µ

 

2
 

0
 

0
 

8
 

．

．

．

．

 

0

1

3

4
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4.0TU代表株の分子同定

各OTU 代表株の 16S rRNA遺伝子の PCR 増幅 産物 は、 Fast Gene™ 

Gel/PCR Extraction (日本ジェネティクス）を用いて 精製した。 NANODROP

2000c spectrophotometer (Thermo Fisher S cientific)で 精製 DNA濃度を測定

し、 滅菌 水 で 10 ng/µL になるように調整後、 BigDye®Terminator v3.1 Cycle 

S equencing Kit (Thermo Fisher S cientific)と 27F プライマーを用いて、 以下の

条件 (30サイクルの 変性を95C0, 30 sec、 アニ ー リング反応を55C0, 15 sec、

伸長反応を60C0, 4 min)で シー ケンス反応を行った。 反応液に 1/10倍量の

3M酢酸ナ トリウムと 2.5倍量の 100%エタノ ー ルを添加 し、 -80C0で 30 分間

静置後、 遠心 分離(15,000 rpm, 30 min, 4C0)により沈殿 (DNA 増幅断片 ）を

回収 した。 70% エタノ ー ル (4C0) 100µLを加えて遠心 分離(15,000 rpm, 5 

min, 4C0) し、 上清を除く洗浄操作を2回繰り返 した。 沈殿の 乾燥 には遠心

濃縮機 (SpeedVac AES 1010; S avant)を用いた（設定： RC OFF; RUN 0.05; 

DRYING RA TE High; FULL V ACUME)。 乾燥 した沈殿をHi-Diホルムアミド

25µL に 再溶 解 し、 熱変性 (95C0, 5 min)後、 氷水 で 急冷 して 1本鎖DNA溶

液とし、 Applied Biosystems 3500-Genetic Analyzer (Thermo Fisher S cientific) 

に供し、 塩基配列デー タを得た。 フリー ソフトウェアBioEdit S equence 

Alignment Editor v7.0.5 (Tom Hall Ibis Therapeutics)で配列デー タを修正 ・ 編

集 し、 原核生物の 16S rRNA遺伝子 配列 解析サイトEZ BioCloud 

(https: //www.ezbiocloud.net/)で 既存の配列 との比較をBLAS T 検索 (Altschul

et al., 1990)により 行った。 ｛共試菌株の 16S rRNA遺伝子 が正式名 (valid

published name)を与えられた種の 基準株(type strain)と 97% 以上の配列相

同性を示す場合は 既知種、 97%末満の場合は末知種で新種の 可能性 があると

判断 した(S tackebrandt & Goebel, 1994) 。
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第 3節 結果

1. 樹皮細菌の計数値

表2 -7 に白神自然観察園の広葉樹の2種、 ブナ ・ ヤマナラシと、 針葉樹の

2種、 スギ ・ カ ラマツの樹皮にする培養可能な細菌の計数値をまとめた。

2013 年のブナ(Sl-E)については 5.65 X 10 五fu/cm2と 2014 年と 2016 年のブ

ナ(Sl-A)の結果(5.00 x 103 �2.02 x 104 cfu/cmりに比較して低い計数値が

得られたが、 計数に 用いた培地が詞者では R2A、 後者では PPM 培地と異な

ることに起因する結果と考えられ、 単純な比較はできない。 2014 年のブナ

(Sl-A)ではブナ樹皮のpH(試料 採取の際の簡易的な測定値 ）に近づけて

pHを5.5に調整した培地と pH7.0に調整した培地で計数値に差が生じるかど

う かを検討した。 pH7.0の培地では採取時季による計数結果に大きな差 異は

認められなかったが、 pH5.5の培地では採取時季で計数値が大きく変化 し、

2014/8 /27 の試料では 2014/6 /11 の試料と比較 して 1/6 以下に低下した。

2013年に 行ったブナ(S 1-E)とヤマナラシ(UNN0-1)の樹皮細菌の計

数ではいずれも R2A 培地を 使 用した。 計数値はヤマナラシの方がブナよりも

20倍近く高 かった。

2016 /10/20に実施した スギとブナの樹皮細菌の計数はカ ラマツ＞ スギであ

り、 いずれも計数値も 同じく PPM 培地を使用したブナ樹皮細菌の計数値も低

かった。

2. 計数培地に形成されたコロニ ーの色について

樹皮細菌の計数培地に形成された コロニ ーを 色別に 分類し、 全計数値に

占める比率を表2 -8 に 示した。 2014年のブナ(S 1-A)の場合、 いずれの時季

においても透明～白色 コロニ ーの比率が最も高 かった ことと、 針葉樹 である

スギと カ ラマツにおいて黄～ オレンジのコロニ ーの比率が最も高 かった こと

を除けば明確な傾向は認められなかった。
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表2-7. 樹皮細菌の計数値

試料樹木 個体TD

Sl-A 

ブナ

Sl-E 

ヤマナラシ UNN0-1 

スギ Djuan-24 

カラマツ Djuan-25 

20 1 3  

5月8日

5.65 X)02 

(R2A) 

1.08 X)04 

(R2A) 

細菌計数仙(ctu/crnり

20 14  

6月1 1日 8月27日 1 1月7日

2.00 X)04 1 .80 X)04 2.02 X)04 

(PPM, pH7.0) (PPM, pH7.0) (PPM, pH7.0) 

3.)3 X)04 5.00 X)03 6.57 X)03 

(PPM, pH5.5) (PPM, pH5.5) (PPM, pH5.5) 
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2016  

8月23日

1. 19  X)04 

(PPM, pH5.0) 

1 0月20日

7.00 X ]02 

(PPM, pH4.5) 

2.90 X ] 03 

(PPM, pH4.5) 



表2-8. 樹皮細菌の色別計数値の相対比率

試料樹木

プナ(S1-A)

プナ (S1-E)

ヤマナラシ(UNNN0-1)

スギ (Djuan-24)

カラマツ (Djuan-25)

培地

PPM 

(pH7.0) 

PPM 

( pH 5.5) 

PPM 

(pH 5.0) 

R2A 

PPM 

(pH 4.5) 

＊最も高い比率を太字で示した。

採以日
透剛～白

2014/6/11 9.6 

2014/8/27 25.9 

2014/11/7 23.4 

2014/6/11 54.7 

2014/8/27 39.7 

2014/11/7 37.8 

2016/8/23 5.2 

2013/5/8 12.4 

2013/5/8 11.1 

2013/10/20 33.3 

2013/10/20 25.0 
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酎数値の比率 (%)*

黒 策～オレンジ ピンク～赤

79.7 4.3 6.4 

1.5 57.3 15.3 

42.0 16.4 18.2 

32.0 3.9 9.4 

9.5 36.5 14.3 

4.1 27.0 27.0 

43.3 39.6 11.9 

78.8 5.3 3.5 

6.5 47.2 35.2 

16.7 33.3 16.7 

8.3 38.9 27.8 



3. 計数培地から分離した細菌株

ブナの個体 Sl-E から採取した試料を除き、 全ての試料の計数培地 からラ

ンダムに コロニ ーを選択 ・ 分離し、 16S rRNA遺伝子のPCR-RFLPパタ ー ン

が 同じ 株を一つのOTUに まとめ、 各OTUの代表株を16S rRNA遺伝子 配列

に韮づき簡易 同定した。 採取時季や培地とは無関係に樹種ごとに 分離菌株数

と OTU数を裔次分類群で整理した（ 表2-9、 2-10) 。 分離菌株数と OTU数は

ともにいずれの樹種においてもProtea bacteria門が最も多く半数以上を占め、

次いでAct inobacteria門とBacteroides門が多かった。 266 菌株 ・ 1700TUと 分

離菌株数と OTU数が最も多いブナから分離されたDeinococcus-Thermus門細

菌が分離株·OTUに 占める割合は 5 菌株(1.9%) · 40TU (2.4%)と いずれ

も低い値であったが、 ヤマナラシでは分離株数·OTU数とも 13 で少ないに

も関わらず、 Deinococcus-Thermus門細菌は 2 菌株 ・ 20TUが分離され、 いず

れも分離株数·OTU数の9.5%を占めてお り、 高い効率で分離された。 カ ラ

マツでは分離細菌の中でAcidobacteria門細菌の占める割合が 29.4%と他の樹

種（ブナ， 2%; ヤマナラシ， 0%; スギ， 0%) よりも非常に高いことが特徴的で

あった。

OTUを門レベル以下の分類階級に整理した 分離細菌のより詳細な構成を

樹種別に表2-11�14 に 示した。 低次分類階級では、 ブナ樹皮 から分離された

細菌 170OTUのうち、 Alphaproteobacteria綱のMet hylobacterium属がlOOTU

で全OTUの 5.9%、 同じくAlphaproteobacteria綱のSphingomonasが 130TU

で 7.6%、 Bet aproteobacteria綱のBurkholderia属が 18 OTUで 10.6%、

B actero idetes綱のMucilaginibacter属がlOOTUで 5.9%と、 それぞれ高い頻度

で分離されていた。 ブナ樹皮 からは 2011年に創設された細菌門で、 2018年 6

月現在、 わずか 3種しか記載されていないArmat imononadetes門(Im et al., 

20 l 2;Lee et al., 2011 ;Lee et al., 20 l 4;Tamaki et al., 2011)に所属すると推定される

細菌株が 得られた。 ヤマナラシ ・ スギ ・ カ ラマツでは属レベルのOTU構成に

特徴的な傾向は認められなかった。 また、 属レベルでは全樹種に 共通した

OTUはなかった。
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既存種との 16S rRNA遺伝子配列相 同性 が 97%未満で新規分類群と予想さ

れた OTU が、 ブナからは 400TU、 ヤマナラシからは 60TU、 カ ラマツ から

は 3OTU が 得られたのに対し、 スギ からは得られなかった。 こ れらの新規分

類群と予想されるOTUの代表株はすべて 50% グリセロー ル懸濁液として—

30℃に保存 したが、 一部を除いて大半が増殖能を失う か、 死滅した。
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表2-9. 樹皮細菌の計数培地から分離した細菌の門レベル分離株数

門レベルの分離株数（全分離株数に占める割合％）
分離源樹種 個休ID 試料数 計数・分離培地 計

Proteobacterza Acidobacterza Armatimonadetes Bacteroidetes Deznococcus-Thermus Actinobacterza 

プナ S1-A 7 PPM 131 (49.2) 4 (1.5) 1 (0.4) 32 (12.0) 5 (1.9) 93 (35.0) 266 

ヤマナラシ UNN0-1 R2A 13 (61.9) ゜ ゜ 1 (4.8) 2 (9.5) 5 (23.8) 20 

スギ Juan-24 PPM 7 (loo) ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ 7 

カラマツ Juan-25 PPM 12 (54.5) 6 (23.3) ゜ ゜ ゜ 4 (18.2) 22 

表2-10. 樹皮細菌の計数培地から分離した細菌の門レベルOTU数

門レベルのOTU数（全OTUに占める割合％）
分離源樹挿 個体TD 試料数 計数・分離培地 計

Protea bacteria Acidobacteria Armatimonadetes Bacteroidetes Deinococcus-Thermus Actinobacteria 

ブナ Sl-A 7 PPM 79 (46.5) 2 (1.2) 1 (0.6) 23 (13.5) 4 (2.4) 61 (35.9) 170 

ヤマナラシ UNN0-1 R2A 13 (65.0) ゜ ゜ 1 (5.0) 2 (10.0) 5 (25.0) 20 

スギ Juan-24 PPM 6 (100) ゜ ゜ ゜ ゜ ゜ 6 

カラマツ Juan-25 PPM 8 (47.1) 5 (29.4) ゜ ゜ ゜ 4 (23.5) 17 
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表2-11. ブナ樹皮から分離された細菌の分類階級ごとのOTU数

門 綱

Alphaproteobacteria 

Proteohacteria 79 Betaproteohocteria 

Gammaproteobacteria 

Acidobacteria 2 Acidobacteria 

Armatimonadetes 1 Armatimonadia 

Chitinophagia 

Cytophagio 

Bacteroidetes 23 Flavohacteria 

Sphingobacteriia 

Deinococcus-Therm us 4 Deinococci 

Actinobacteria 

Actinobacterio 61 

Thermoleophilia 

目 科

Beijerinckiaceae 

Rhizobiales 16 
Bradyrhizobiaceae 

Methylobacteriaceae 

Rhizohiaceae 

Xanthohacteraceae 

35 Rhizobium I Hyphomicrobioceae 

Rhodospirilla!es 3 Acetobacteraceae 

Sphingomonodoles 15 : �p hingomonadaceae 

Burkho!derioles 19 
20 

Neisseriales I 

Enterobacteriales 19 

24 

Pseudomonadoles 5 

2 Acidobacleriales 

1 lJnknown 

2 Chitinophagales 

4 Cvtophagales 

6 Flavahacteriale.1 

2 

1 

2 

4 

6 

Burkholderiaceae 

Comamonadaceae 

Neisseriaceae 

Enterobacteriaceae 

Yersiniaceae 

MorCL-rellaceae 

Pseudomonadaceae 

Acidobacteriaceae 

Unknown 

Chitinophagaceae 

Cytophagaceae 

Flaw,hacteriaceae 

11 Sphingobacterioles 11 
Chitinophagaceoe 

Sphingobacteriaceae 

4 Deinococcales 4 Deinococcaceae 

C'el/ulomonadaceae 

Dermacoccaceae 

Dietziaceae 

Frankiaceae 
Actinomycetales 38 

Microbacleriaceae 

59 
Propionibacteriaceae 

Pseudonocardiaceae 

Corvnebacter iales 5 M訟obacteriaceae

Frankin/es 1 Frankiaceae 

Kineosporiales 3 Kineosporiaceae 

Micrococcales 4 Microbacteriaceae 

Micromonosporales 2 Miaomonrnporaceae 

Nocardioidaceae 
Propionibocteriales 6 

Propionibacteriaceae 

Con四ihacteraceae
2 Solirubrobocterales 2 

Solirubrobacteraceae 
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属

Beijerinckia 1 
2 

Methylacapsa I 

1 Brodyrhizohium I 

10 Methylobacterium 10 

2 Rhizohium 2 

1 Labrys I 

1 Hyphomicrobium 1 

Acidisoma I 

3 Acidisphaera I 

Rhodovastum 1 

Sphingobium I 

15 Sphingamonas 13 

Novosphingobium I 

18 Burkholderia 18 

I ldeonello I 

1 Am antichitin um I 

C'edecea 2 

Endobacter I 

Enterobacter 3 

Erwinia 3 
15 

Hq炉ia I 

Lec/ercia I 

Lelliottia 3 

Panloea I 

Rahnella 2 

4 Serratia 1 

Yersinia I 

I Acinetohater I 

4 Pseudomonas 4 

2 Bryocella 2 

I lJnknown I 

2 Chitinophaga 2 

4 Spirosomo 4 

Chr訟eobacteriwn 1 

6 Hymenohacter 

Flavobacterium 

1 Flavitalea 

IO Mucilaginibacter 

4 Deinococcus 

Cel/ulomonos 
2 

4 

I 

I 

10 

4 

I 

Cellulosimicrobium I 

Branchiibius 7 

II Calidifonlibacler I 

Demetria 3 

1 Dietzia I 

5 Jatrophihabitans 5 

Am n ibacter ium 2 

C urtobacter ium 2 
II 

Frondihabitons 6 

Glaciibacler I 

3 Fr;edmann;el/a 3 

5 
Actinom)℃ etospora 4 

Amycolatops is 1 

5 Mycobacterium 5 

I Frankia I 

3 Angustihacter 3 

4 Microbacteriwn 4 

2 Actinaplanes 2 

Marmorico/o I 
3 

Nocardioides 2 

3 Microlunatus 3 

I Canexihacter I 

1 Solirubrobacter 1 

新規分類群

1 

I 

゜

゜

゜

゜

゜

I 

I 

1 

I 

（） 

゜

゜

I 

゜

゜

゜

゜

゜

（） 

゜

゜

゜

゜

゜

゜

（） 

゜

2 

I 

I 

4 

゜

I 

゜

（） 

3 

2 

゜

゜

7 

I 

2 

゜

2 

I 

゜

゜

I 

1 

゜

゜

゜

I 

゜

゜

（） 

゜

1 

゜

I 

1 



表2-12. ヤマナラシ樹皮から分離された細菌の分類階級ごとのOTU数

門

Proteohacteira 13 

Bacteroidetes I 

Deinococcus-Therm us 2 

Actinohacteria 5 

綱 目 科

Caulohacterales I Cau/obacteraceae 

2 Acetobacteraceue 
Afphaproteobacteria 6 

Rhodospiril/ale, 

Betaproteobocteria 

Gummaproteobocteria 

Chitinophagia 

Deinococci 

Actinohacteria 

Sphingomonodules 3 Sphinxomonadaceae 

5 Burkholderia!es 5 

2 Enterobucterioles 2 

I Chitinophagales I 

2 Deinococca/es 2 

Actinomyceta/es 2 

5 
Streptomycetales 2 

Comamonadaceae 

unknown 

Enterobac/eriaceae 

Erwin iaceae 

Chitinaphagaceae 

Deinococcaceae 

Pseudonocardiaceae 

Microhacteriaceae 

Streptomycetales 

Micromonosporafes I Micromonosporaceae 

属

I Brevundimonas I 

Craurococcus I 
2 

Roseomonas 1 

3 Sphingomonus 3 

2 Ramlihacter 2 

Mitsuaria I 

3 Rhizobocter 1 

Roseate/es I 

I Erwinia I 

I Pantoea 1 

I Flavisolihacter I 

2 Deinococcus 2 

I Actinomycetosporo I 

I Fr igor ihacter ium I 

2 Streplomycetaceae 2 

I Verrucosispora 1 

表2-13. スギ樹皮から分離された細菌の分類階級ごとのOTU数

門 綱

Alphaproteahacteria 

Proteobacteria 6 

Betaproteohacteria 
Gammaproteohacteria 

目

4 Rhodospirillales 4 

I Burkholderiales I 
I Enterahacteriales I 

科 属

Acidisoma I 

Acetobacteraceae 4 
Acidisohaera I 
Amevamaea I 

Asaia I 
Burkholderiaceae I Cabal/eronia I 

Enterahacteriaceae I Endohacter I 

表2-14. カラマツ樹皮から分離された細菌の分類階級ごとのOTU数

門

Pro/eobac/eria 8 

Acidobocterio 5 

Actinohacteria 4 

糾 目

Alphaproteahacteria 1 Rhizobiales 

Betaproteohacteria 

Acidobacteria 

Actinohacteria 

5 Bur幼o/deria/es

5 Acidobocterioles 

4 Actinomycetales 

科

I Bradyrhizobiaceae 

Burkho/deriaceae 

5 
Beりerinckiaceae

Rhodanohacteraceae 

5 Acidabacteriaceue 

3 
Thermomonosporaceae 

Corvnebacteria/e, 

- 28 -

屈

I Afipia I 

5 
Burkho!deria I 
Caha/leronia 4 

I Methy/ocapsa I 
I Rhodanohacter I 

Acidゅila 3 
5 Bryocella I 

Sifvibacterium I 

3 
Actinoul!omurus 2 

Actinocorallia I 
I Mvcobacteriaceae I 

新現分類詳

I 

I 

I 

゜

゜

゜

゜

I 

゜

゜

゜

I 

I 

゜

゜

゜

゜

新規分頚群

゜

゜

゜

゜

゜

゜

新規分類群

゜

゜

゜

゜

゜

゜

I 
゜

I 
I 
゜



第4節 考察

2013年、 2014年および2016 年に弘前大学農学生命科学部附属白神自然

環境研究センタ ー （当時は弘前大学附属白神自然環境研究所）において樹皮

の表面に生息する細菌（樹皮細菌と表記する）の培養法による解析を試み

た。 対象とした樹種はブナ ・ ヤマナラシ ・ ス ギ ・ カラマツの 4種であるが、

また、 ブナが2個体から採取した 8試料を解析したのに対して、 ヤマナラシ

・ ス ギ ・ カラマツはそれぞれ 1個体から採取した 1試料しか解析していな

い。 さらに、 使用した培地の種類や pHが異なる。 従って、 計数値から樹皮

細菌を議論することは難しい。 従って、 本節は樹皮から分離された細菌につ

いての考察を主に行う。

1. 樹皮細菌の計数

2013年にはブナ ・ ヤマナラシ樹皮細菌の計数培地としてR2A培地

(R easoner & Geldreich, 1985)を使用した。 R2A培地は貧栄養細菌の培地として

用いられる一般的な培地であるが、 自然環境に生息する細菌はR2A培地でも

栄養が豊富すぎて培養できないことが多い(Eichorst , et al., 2011)。 樹木の幹の

表面は水分が少なく貧栄養であるため(Whipps et al., 2008)、 2014年以降はよ

り貧栄養の PPM 培地(Eichorst , et al., 2011)に変更した。

樹皮には培養可能な細菌として 5.65 x 102 � 2.02 x 104 c fu/cm2 の細菌が生

息していた。 2013年のR2A培地を用いた結果ではブナ樹皮細菌よりもヤマ

ナラシ樹皮細菌の方が計数値は高い。 また、 2016 年に実施したPPM 培地を

用いた計数ではブナよりもス ギ ・ カラマツで計数値が低かった。 樹皮の物理

化学的性状 ・ 栄養成分 ・ 日照などが樹種や個体毎に異なっていることが影響

しているものと推察されるが、 個別の環境デー タを計測していないのではっ

きりとしたことはいえない。 2014年以降の計数においても同様であり、 計数

値から樹皮細菌を考察することは、 今回得られたデー タからは困難であると

考えられた。
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2. 樹皮細菌のコロニ ー色について

樹皮細菌の計数培地には透明 ～ 白、 黒、 黄～ オレンジ、 ピンク～ 赤の様

々な色のコロニー が形成された（表2-8)。 白神山地士壌の細菌を計数した場合

に形成されるコロニー はほとんどが透明 ～ 白色である（松尾，2015)。 葉面細菌

には色素生産性を示すものが多く、 非色素生産の種類に比べ紫外線照射に対

する耐性能が裔いことが示唆されている(Lindo w & Brandl , 2003;Sundin & 

Jacobs ,  1999)。 樹皮も葉面と同様に太陽光の紫外線に晒される環境にあること

から(Lindo w & Brandl , 2003)、 紫外線耐性に関与する色素であるカロテノイド

（黄色・ ピンク色・オレンジ色・赤色）(Stahl & Sies , 2005)やメラニン（黒

色）(Geng et al., 2008)などを産生する着色コロニー が計数培地に多く形成され

るものと考えられた。 ヤマナラシ樹皮細菌のR2A計数培地から分離したオレ

ンジ色素生産性細菌の1つであるDeinococcussp . PtRA-8 の紫外線耐性につい

ては第3章で検定した。

3. 樹皮から分離された細菌について

分離株を OTUにまとめ、 門レベル以下の分類階級に整理し表を樹種別に

表2 -11�14に示している。 これらの多くは色素を産生する着色細菌で、 これ

までに報告された葉圏と関連が深い細菌と同属であった(Lindo w & Brandl , 

2003)。 ここでは主要な分離株と興味深い分離株について概説する。 いずれの

樹種においてもProteobacteria門が最も多く、 46 .5,...,_, 100 %を占めていた。

Proteobacteria門は最も巨大かつ多様な細菌門で、 様々な陸生植物に生息する

細菌群集の大部分を構成することで知られている(Knie f et al., 2010 ;Laforest -

Lap ointe , et al., 20 l 6 ;Le ff, et al., 2015 ;Meaden et al., 2016)。 ブナから高い効率で

分離されたMet hylobacterium属(Alphaproteobacteria綱）とSphingomonas属

(A砂aproteobacteria綱）はいずれもProteobacteria門に所属する代表的な葉

圏細菌である(Kim et al., 1998 ;  池田，2014)。 Met hylobacterium属は主要な葉面細

菌で C l 化合物代謝系を有し、 植物がペクチンを生合成する際に副生する主
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要な揮発性物質のメタノー ルを代謝することができる(Iguchi et al., 2015)こと

に加えて、 ホルモン生産・ ビタミン生産・病原菌抑制・窒素固定能を通じて

植物の成長の促進や健康維持に関与する(Trotsenko et al., 2001)。 さらに、

Met hyl a bacteriumは活性酸素を消去するカロテノイド を生産するために紫外線

や乾燥などの環境ス トレス に強いことが知られている（井原，2016)。

Sphingomonas属も主要な葉圏細菌で、 や はりカロテノイド を有する有色細菌

で、 リグニン由来の芳香族化合物を開裂して資化する細菌グルー プの1つで

ある(Kim , et al., 1998)。 同様にブナから多く分離されたBurkholderia属は窒素

固定細菌の 1 種で通常は士壌や根圏に生息し、 植物成長促進作用によって植

物と密接に関与する種(Poup in et al., 2013)や 、 逆に植物に病原性を示す種を含

むグルー プである(Coutinho et al., 2014; Ura et al., 2006)が、 葉圏において重要

な細菌であるとは現時点では認識されていない。 Mucilaginibacter属は

Betaproteobacteria綱に所属し、 通常は士壌から分離される細菌である。 葉圏

における生態について知られていることは少ないが、 flexirubin という ピンク

色の紫外線耐性に関与する色素を生産することや大菫に生産する細胞外多糖

類がバイオフィルムに形成に関与する(Pankrato v et al., 2007)、 などの特徴を有

することから葉圏にも適応可能であることが予想される。

Deinococcus属に所属する細菌株はブナとヤマナラシから得られている。

Deinococcus属は Brooks とMurray (1981)によって提案された Deinococcus-

Thermus門のDeinococcaceae科に所属する分類群であり、 様々な場所から分

離されているが生態については明 らかにされていない。 葉圏からの分離例は

1 種のみで、 柑橘潰瘍病に罹患した柑橘類樹木の葉の病斑部からD. cit riが分

離されている(Ahmed et al., 2014)。 そこで、 次章においてヤマナラシから分離

されたDeinococcus属細菌の詳細を解析して、 葉圏における生態について考

察することにした。

Armat imonadetes門細菌はブナからのみ分離された。 Armat imonadetes門は

2011年にヨシの根面から分離された細菌株の解析に基づいて創設された細菌

門で(Tamaki , et al., 2011)、 2018年 6月現在、 正式記載されている種は
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Armat imonas rosea (Tamaki , et al., 2011)、 Cht honomonas calidirosea (Lee , et al., 

2011)とFimbriimonas ginsengisoli (Im , et al., 2012)の 3種にすぎず、 ほとんど知

見のない門である。 そこで、 第4章においてArmat imonadetes門分離菌株を詳

細に解析し、 樹皮における生態につ いて考察することにした。

本章では培養法によって樹皮細菌の解析を試み 、 機能的 ・ 生態的に興味

深い細菌株がいくつか得られた。 しかし、 自然に生息する細菌の殆どが人工

的に分離 ・ 培養できないことはすでに良く知られている。 従って、 本章で得

られた細菌株が樹皮細菌群集において主要な細菌であるとは限らず、 真に優

占する細菌は得られていない可能性が裔い。 また、 本章では白神自然観察園

のブナ ・ ヤマナラシ ・ ス ギ ・ カラマツの限られた樹種で少数の個体しか対象

にできなかった。 そこで、 第5章において次世代シー ケンサ ー を活用したア

ンプ リコン解析により樹皮細菌群集の詳細を明 らかにすることにした。
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第3章 ヤマナラシ樹皮から分離したDeinococcus属新規分類群

第1節 序論

第2章において世界自然遺産白神山地の周辺地域である青森県中津軽郡

西目屋村に所在する弘前大学附属白神自然環境センタ ー 白神自然観察園内

（以下観察園）の樹木樹皮表面に生息する細菌の培養法による研究を実施し

た。 2013年にヤマナラシ樹皮から分離した細菌の中に薄いオレンジ色のコロ

ニー を形成する株があり、 分子同定によってDeinococcus属に所属すること

が示唆された。 ブナから分離されたDeinococcus- Thermus 門細菌が分離株・

OTUに占める割合は 5 菌株(1.9%)·40TU (2 .4%)といずれも低い値であ

ったが（表2-11)、 ヤマナラシではDeinococcus- Thermus門細菌は2 菌株・

20TUが分離され（表2-12)、 いずれも分離株数 ·OTU数の 9.5%を占めてお

り、 高い効率で分離された。

Deinococcus属は Brooks とMurray (1981)によって提案された

Deinococcus- Thermus 門のDeinococcaceae科に所属する分類群である。 Lis to f  

Prokaryo tic names wi th Standing in N omencla ture : LSPN 

(h ttp:/ /www .bac terio.ne t/deinococcus .h tml)によれば2018年 6月現在、 75 種が正

式記載されている。 Deinococcus属に所属する種(Deinococcus種）は、 化学

合成従属栄養・グラム染色陽性・非運動性・胞子非形成・好気性・呼吸鎖キ

ノンとしてMK-8 を含有・細胞膜の主要脂肪酸は C 1s:o、 C 16:1 m7c、 C 16:o·細胞

壁ペプチドグ リカンはジア ミノ酸としてしオルニチンを含有するA3� 型・高

G+C 含量、 という形態学的・生理学的・化学分類学的特徴を共有する(Ba ttis ta

& R ainey , 2015 ;Embley et al., 1984)。 また、 多くの種は 平板培地上で黄色・オ

レンジ色・ ピンク色・赤色などの着色コロニー を形成する(Bat tis ta & R ainey , 

2015)。 一部の例外はあるものの(Callegan et al., 2008)、 基準種のD.

radioduransを初めとして多くの種がDNA の障害に対する修復能に優れてい

るため、 放射線・紫外線・乾燥などの外因性ス トレス に暴露された際にも島

い生残性を示す(Ba ttis ta , l 997 ;Tanaka et al., 2004)。
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Deinococcus種は、 水圏(Kampfe r et al., 2008)・地中の帯水層(Suresh et al., 

2004)・温泉(F erreira et al., 1997) · 砂漠(R ainey et al., 2005)・樹木（インド ボダ

イジュ）の根圏(Lai et al., 2006)・空気(Weon et al., 2007)・成層圏(Y ang et al., 

2010)などの多種多様な環境から分離されている。 しかしながら、 それらの生

息場所におけるDeinococcus種の生態や機能につ いては明 らかにされていな

し‘。

PtRA-8株は上述のヤマナラシ樹皮から得られた20TUのうちの 1 つの

OTUの代表菌株で分子同定ではDeinococcus属に所属する種レベルで新規な

細菌であると推定された。 PtRA-8株は最も希釈倍率の裔い計数培地から得ら

れているので、 分離源のヤマナラシ樹皮には 104 cells /cm2 で存在し、 用いた計

数培地(R2A)で培養可能な細菌としては優占種の1つである。 植物の葉圏

から分離・記載されているDeinococcus種は2018 年 6月現在、 柑橘潰瘍病に

罹患した柑橘類樹木の葉の病斑部から分離されたD. cit riのみであり(Ahmed ,

et al., 2014)、 本種の生態については明 らかにされていない。 近 年、 次世代シ

ー ケンサ ー を活用した 16SrRNA遣伝子のア ンプ リコン解析が葉圏の微生物

生態研究に適用され、 様々な植物種における葉圏（ほとんどが葉面）の微生

物群集の構成や多様性が明 らかにされてきている。 それらの研究の中で

Deinococcus-Thermus門細菌は針葉樹から広葉樹まで幅広い樹種の葉面細菌群

集に数 %�10 数％の比率で存在することがR ed ford ら(2010)によって報告され

ているが、 Deinococcus-Thermus門内 の構成については不明 であり、 また他の

葉圏細菌群集研究においてもDeinococcus-Thermus門細菌に言及されることは

まれである。 わずかに実施されている樹皮の細菌群集研究においても

Deinococcus-Thermus門細菌は議論されていない(Cregger , et al., 2018)。

以上のことから、 ヤマナラシ樹皮から分離されたPtRA-8株の系統分類学

的な特徴づけを行うともとに、 生理• 生化学的な特徴や樹皮細菌群集におけ

る位置づけから PtRA-8株およびDeinococcus属の樹皮における生態の考察を

試みた。
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第2節 材料と方法

操作 ・ 器具は基本的に第2章の第2節に記した通りである。 PtRA-8株の

増殖培地は BM培地(0.2% yeast extract、 1% Trypticase peptone (Difeo) 、

0.1 % MgS04·7H20 [pH 6.5]) 、 培養は30C0の暗条件 、 静置で行った。 必要な

場合は培地を1.5%で固化した。 固形培地での増殖は日視で 、 液体培地での菌

体の増殖は培養液の濁度(OD420nm)を簡易吸光度計(mini photo 5; 三紳工

業）で計測して記録した。

1. 使用菌株

PtRA-8は第2章のヤマナラシ(UNNN0-1)から分離された細菌株であ

る。 系統分類学的特徴の解析では "Deinococcus radioresistens"JCM 19777T 

(Srinivasan et al., 2015) 、 Deinococcus yunweiensis DSM 17005T (Zhang et al., 2007) 

とDeinococcus metalli DSM 2752ド(Feng et al., 2015)の3株を参照株として使用

した。 "D. radioresistens"JCM 19777Tは理化学研究所微生物材料開発室、 D.

yunweiensis DSM 17005TとDeinococcus metalli DSM 2752ドは Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)から購入した。 参照株

はPtRA-8株と同 一の条件で培養して比較試験に 用いた。

2. 形態学的特徴

BM培地（個体）で培養したPtRA-8株細胞を採取し、 位相差顕微鏡

(BX-50:0lympus)を用いて細胞形態や運動性の有無 、 胞子や英膜の有無を

観察した。 コ ロニ ーの性状を目視で観察し、 コ ロニ 一 色はマンセル ・ カラー

・ システムに従って市販のカラー チャ ー ト(Munsell Soil Color Book)を用いて

判定した。 グラム染色は Favor G Nissui kit (Nissui Pharmaceutical)を用いた。

- 35 -



3. 生理生化学的特徴

3-1. 温度試験

PtRA-8株の温度試験にはBM培地でそれぞれ4C0、10C0、15C0、20C0、

25C0、30C0、35C0、40C0と50C0 に設定した恒温器で静置培養 した。

3-2. pH試験

PtRA-8株のpH試験にはpHを0.5間隔で5.0-9.0 に調整して培養を行っ

た。 pH試験には以下のグッド緩衝剤を用いた： 20mM MES (pH5.0-6.5)、

20mM MOPS (pH7.0-7.5)、と20mMTAPS (pHS.0-9.0)。

3-3. NaCl試験

PtRA-8株のNaCl試験にはNaCl濃度を0.1間隔で0-10%(w/v) に調整した

培地を用いた。

3-4. 基質利用試験

基質利用性試験にはYNB 培地を元に作成した培地を用いた(0.67% yeast 

nitrogen base without amino acids(Difco), 0.01 % Bacto peptone(Difco), 0.1 % 試験

用基質[pH 6.5])。 試験に使用した 基質は以下の通りである：D-arabinose、L-

arabinose、D-xylose、D-galactose、D-glucose、D-fructose、D-mannose、L

sorbose、L-rhamnose、D-tagatose、D-fucose、D-cellobiose、D-maltose、D-

melibiose、D-sucrose、D-trehalose、D-turanose、D-melezitose、D-raffinose、D

adonitol、D-mannitol、D-sorbitol、xylitol、arbutin、aesculin、salicin、inulin、

starch、pectin、chitin、xylanとlignin。 基質を含まない培地をネガティブコン

トロ ールとした。 培養期間は30日で、 測光比色計を用いて420nmでの吸光

度を測定することによって 増殖を評価した。 培養液はネガティブコントロ ー

ルと比較して光学密度 の増加を示した場合は増殖 に関して陽性であるとした

(Abdelkafi et al., 2005)。
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3-5. カタラーゼ・オキシダーゼ試験

試験に用いたPtRA-8株は BM固形培地で 10 日間培蓑したものを使用し

た。 カタラー ゼ試験は IDColor Catalase ( bioMe rieux)を用いて試験を行っ

た。 菌体を滅菌したス ライド ガ ラス上の IDColor Catalase試薬に懸濁し静置

した。 懸濁液に酸素の生成による気泡の発生が確認された場合はカタラー ゼ

活性陽性とした。 オキシダー ゼ試験はオキシダー ゼ 同定スティックス

(Oxoid)を用いて試験を行った。 オキシダー ゼ 活性は BactidentTM Oxidase 

試験紙(Merck)に菌体を塗布し、 試験紙の色が紫変した場合に陽性と判断

した。

3-6. 生化学的特徴

酵素活性(Al kaline p hosp hatase , Esterase (C4) ,  Esterase lipase (C8) , Lipase 

(C l 4) ,  Leucine arylam idase , V aline arylam idase , Cystine arylam idase , Trypsin, 

Chymotrypsin, Acid p hosp hatase , N ap hthol -AS-BI-p hosp hohydrolase , a

Galactosidase , B -Galactosidase , B -Glucuronidase , a -Glucosidase , B -Glucosidase , N

acetyl -B -glucosam inidase , a -Mannosidase , a -L-F ucosidase)の検定にはAPI ZYM 

（シスメックス）、 生化学的性質のうち、 硝酸還元、 インド ー ル酸性、 グル

コー ス からの酸生成、 尿素分解およびゼ ラチン分解能の検定にはAPI 20NE 

（シスメックス）を、 ア セトイン生産(V oges-Pros kauer test : VP test)、 ク

エン酸利用性および硫化水素生産の検定にはAPI 20E(シスメックス）を使

用した。 試験には BM固形培地で 10 日培養した菌体を使用、 方法は附属の説

明書に従った。

3-7. 嫌気環境下での増殖

嫌気環境下での増殖試験にはア ネロパック嫌気培養システム（三菱ガ ス

化学）を用いた。 画線により菌体を接種した 平板培地とア ネロパウチ・ケン

キ をア ネロパックパウチダブルチャックに入れて密閉して 嫌気状態にし、

30°cで保温した。
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4. 分子系統学的特徴

4-1. 16S rRNA 遺伝子配列に基づ く 分子系統学特徴

分子系統学的解析用のDeinococcus-Thermus門細菌基準株の 16SrRNA遺

伝子配列はEzBioCloud から取得し、 PtRA-8株の配列と共にマルチファ ス タ

フォ ー マットのファ イルを作成した。 系統解析ではアライメント・距離行列

作成・系統樹構築の全ての工程においてフ リー ソ フトウェ ア の

MEGA7(Kumar et al., 2016)を使用した。 Multiple Sequence Comparison by Log

Expectation (MUSCLE)(Edgar , 2004)でマルチファ ス タ配列を多重 アライメント

し、 両末端を最短の配列に揃え、 近 隣系統樹(Saitou & N ei ,  1987)と最尤系統樹

(G u et al., 1995)の構築に供した。 近 隣系統樹で Kim ura's t wo-parameter 

model(Kimura , 1980)を用いた。 最尤系統樹でModel Test により最適と判断さ

れた進化モデル Tamura 3-parameter(Tamura & N ei ,  1993)は不変部位 (G+I)

model(G u ,  et al., 1995)と ガ ンマ分布を組み合わせた。 系統樹の各枝の分岐信頼

性はブー トス トラップ法（抽 出回数 1,000 回）で検定した。

4-2. DNA-DNA ハイ ブ リ ダイ ゼーシ ョ ン

PtRA-8株及び参照株("Deinococcus radioresistens"JCM 19777T (Srini vasan ,  

et al., 2015)、 Deinococcus yunweiensis DSM 17005T(Z hang , et al., 2007)と

Deinococcus metalli DSM 2752い(F e ng , et al., 2015)) DNA は 「 5 - 1. ゲノムDNA

G+C 含量」 の方法に従って調製した。 DNA-DNA ハ イブ リダイゼ ーシ ョ ンは

マイクロプレー ト法(Ezaki et al , 198 9)で行った。 精製ゲノムDNA(1.5 µg 

/15 µL)をDIG DNA La beling and Detection Kit (R oche)を用い、 附属のプロ

トコルに従ってジ ゴキシゲニン(DIG )標識し、 ハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン用

のプロー ブとした（標識の反応温度 と反応時間はそれぞれ 37C0 と20 時

間）。 末標識ゲノムDNA の 96 穴マイクロプレー ト(IMMUN O PLATE ; 

N UN C)への固定は以下の要領で行った。 ゲノムDNA を 1xSSC (20xSSC 

（表 3-1)を滅菌水で希釈）で 30 µg /mL に希釈し、 100C0で 10 分間加熱後 、

氷水で急冷して一本鎖とした。 PBS-Mg 溶 液（表 3-2)で 3µg /mL に希釈し、
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l 株あたり 10 ウェ ルに 100 µL ずつ分注した。 DNA溶 液の乾燥を防 ぐために

プレー ト上部を 96 穴 用プレー トシー ト(MICR OPLATESER ING TAPE, PP ; 

AS ONE)でシー ルしてから一 晩 30C0で保温した。 ウェ ルからDNA溶 液を除

き、 ア ルミホイルでプレー トを包んで遮光し、 45C0で24時間放置して、

DNA をウェ ルに固定した。 コ ントロー ルのサ ケ精子DNA(ICN Biomedicals 

I nc)も同様にして固定した。

ハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン温度はPtRA-8株の G + C 含量(68 .2 mol %)から

Marmur とDoty の式( Tm = 6 9.3C0 + [ G +C (mo1 %) ] x 0 .41C0 ) (Marm ur & 

Doty , 1962)により Tm 値を算 出 し、 その値を公式［ハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン温

度 ー ( Tm - 45C0 ) ] (G oris et al., 1998)に当てはめて得られた 52.3C0 をハ イブ リ

ダイゼ ーシ ョ ン温度 とした。

標識DNA を含 まないハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン溶 液（表 3-3)200 µL をウ

ェ ルに分注して、 37C0で 1 時間プレハ イブ リ ダ イゼ ーシ ョ ンした。 溶 液を捨

て、 標識DNA(0.1 ng /µL)を含むハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン溶 液 100 µL をウ

ェ ルに分注し、 プレー ト上部をプレー トシー トでシー ルして 47C0で 38 時間

ハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン反応を行った。 ハ イブ リダイゼ ーシ ョ ン反応後 、 ウ

ェ ルを2xSSC 300 µL で 4回洗浄し、 ブロッキ ング溶 液（表 3-4)100 µL を分

注して室温で 30 分間静置した。 溶 液を捨て、 ブロッキ ング溶 液で 150

m U/mL に希釈した抗 体（坑ジゴキシゲニンア ルカ リフォ ス ファ タ ー ゼ ）100 

µL を分注し、 30 分間室温に置いた。 溶 液を捨て、 洗浄 液 300 µL を分注して

5 分間置く操作を2 回繰り返した。 発色剤 p- nitrop henyl p hosp hate (1 

mg /mL)を含む検出 液（表 3- 5)100 µL をウェ ルに分注し室温で放置した。

ア ルカ リフォ ス ファ タ ー ゼ で p- nitrop henyl p hosp hate が加水分解されて生成し

た p- nitrop henol による 発色の検出 にはマイクロプレー ト リー ダー (MTP-450 ;

COR ONA)を用いた。 プレー ト リー ダー にマイクロプレー トをセットし、 10

分または 1 時間おきに吸光度 (405 nm)を測定した。 ハ イブ リダイゼ ーシ ョ

ンはPtRA-8株と参照株との間で相 互に行い、 以下の計算式によってそれぞれ

ゲノム類似度を算 出 した。 各 DNA 再会合度 は、 同種間をハ イブ リダイズし
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た際の吸光度の値をゲノムDNA類似度 100 %とし、 それに対する相 対値を巽

種間のゲノムDNA類似度 とした。
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表3-1. 20xSSC (pH 7.0) (終濃度）

NaCl (3 M) 

KC! (0.3 M) 

蒸招水

表3-2. t xPBS-Mg (終濃度）

NaCl ( 1 3 7  rnM) 

KCI (2.7 rnM) 

Na2HPQ4( 1 2H20) (8 .0 rnM) 

KH2P04 ( 1 .5 rnM) 

MgCh ( I OO rnM) 

蒸留水

1 75 .32 g 

88 .23 g 

l ,OOO mL 

8.0 g 

0.2 g 

2 .87 g 

0.2 g 

20.33 g 

1 ,000 rnL 

表 3-3. ハイ ブ リ ダイ ゼ ーシ ョ ン溶液 （終濃度）

2ox ssc (2 x )  

1 0% Blocking reagent ( 1  % )  

N-lauroyl sarcosine ( 0 . 1  % )  

1 0% SDS (0.02%) 

ホルム ア ミ ド (50%)

デ キ ス ト ラ ン砿酸 (2.5%)

10 rng/rnL Calf thymus DNA ( 1 00 µg/rnL) 

蒸留水

表3-4. ブ ロ ッ キ ン グ溶液

J OxBJocking reagent 

溶液 l

Total 

表3-5. 検出液 (pH 9.5) (終濃度）

1 M Tris-HCl (0. 1 M) 

NaCl (0. 1 M) 

MgCh (0.05 M) 

Total 

8.0 rnL 

0.2 g 

2 .87 g 

0.2 g 

20.33 g 

1 .25  g 

500 µL 

50 rnL 

l O mL 

90 mL 

l OO mL 

l O mL 

0 .58  g 

1 .02 g 

1 00 mL 
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5. 化学分類学的特徴

4-1 のゲノムDNA の調製を除き、 14 日間液体培蓑した菌体を用いた。 菌

体脂肪酸組成の分析用試料の調整には 14 日間液体培蓑した菌体を用いた。 菌

体細胞を遠心分離(10 ,000 rpm、 15 min、 4°c )により回収 し、 回収した菌体

は滅菌水で 2回洗浄して凍結乾燥し、 使用直詞 まで— 30°cで保存した。

5-1. ゲ ノ ム DNA G+C 含量

液体培地で対数増殖 期後期 まで培養した菌体を遠心分離(10 ,000 rpm ,  10 

min, 4° C )により回収した。 TE buffer (pH 8 .0)で菌体を洗浄後 、 CTAB 法

(Wilson, 2001)によりゲノムDNA を抽 出 した。 湿重量100 mg の細胞ペレット

を TESS 5 mL に懸濁し、 リゾ チー ム(MER CK·100 ,000E /mg)を 50 mg 加え

て転倒混和 し、 30°c で 30 分間保温して細胞をプロトプラス ト化した。 プロ

トプラス ト懸濁液に250 µL の 10 %SDS溶 液と 50 µL のプロティナー ゼ k 溶

液を加えて十分に混和 し、 懸濁液が透明 になるまで 50° C に保温した。 溶菌

液に 900 µ1 の 5M N aCI と 750 µ1 の CTAB/N aCI(糾成）を加えて十分に混和

し、 65° C で20 分間保温した。 等菫のクロロホルム ： イソ ア ミル (24:1) を加

え 5 分間転倒混和 し遠心分離(6 ,000 rp m ,  20 min)した。 上層の透明 な溶 液を

取り新しいサ ンプルチュー ブに移し、 目 分量で等量のフェ ノー ル ： クロロホ

ルム ： イソ ア ミルア ルコー ル (25 :24:1) 混 液(PCT)を加え 5 分間転倒混和

し、 遠心分離(6 ,000 rpm ,  60 min)した。 上層を新しい遠沈管に移し、 0 .6 倍

量のイソ プロパノー ルを壁 面に沿 わせて添加した。 ガ ラス 棒を 70 %エタノー

ルで拭いた後 、 サ ンプルチュー ブにいれ、 円 を描くようにして ガ ラス 棒を穏

やかに動かし、 核 酸(DNA/RNA混合物）を ガ ラス 棒に巻きつけた。 核 酸を

70 %エタノー ルで洗浄して風乾後 、 200 µL の TE buffer に浸し 4°c で 1 時間

放置した。 RN ase A (1 mg /mL) 10 µ1 を200 µL の核 酸溶 液に添加し、 37°c で l

時間保温した。 等菫の PCT を加え、 転倒混和 を行い遠心分離(6 ,000 rpm ,  60 

m in)した。 上層を新しいサ ンプルチュー ブに移し、 1 /10 倍菫の 3M 酢 酸ナ

ト リウム (pH5.3) を加え、 0 .6 倍菫のイソ プロパノー ルを壁面に沿 わせ添加
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した。 キ ャ ピラ リー を用いてDNA を回収 し TE buffer 5 0 µL に溶解し、 ゲノ

ムDNA溶 液を得た。 N ucleoSp in gDNA clean-up kit (Macherey -N agel)を用い

てDNA を精製した。

ゲノムDNA を滅薗水で 1 µg /mL になるよう希釈した。 10 µL のDNA溶

液に G C 含量測定用試薬キット（ヤマサ醤油）の P l ヌ クレア ー ゼ 溶 液(2

units /mL)を等量加え、 50° C で2 時間以上保温してモノヌ クレオチド溶 液を

得た。 10 µL のDNA溶 液にヌ クレア ー ゼ P l 溶 液(2 units /mL ;  ヤマサ醤油）

を等量加え、 50° C で2 時間以上保温してモノヌ クレオチド溶 液を得た。 モノ

ヌ クレオチドの分析にはYMC -Pack ODS-AQ カラム (150x6 .0 m m ,  5 µm 

part icle size , 12 nm p ore ; YMC)をセットした逆相 HPLC( 島 津HPLC システ

ム ： ポンプ，LC- lOADvp ; カラムオー ブン， CT0-6A ; 検出器， SPD-6A ; 島津製

作所）を使用した。 移動相 として lO mM リン酸バッファ ー (pH3.8)を用

い、 カラム温度 30°c 、 流速 (flo w rate) 1.5 mL/min に設定した。 ス タンダー

ド溶 液とサ ンプルを測定し、 以下の計算式により得られたピー ク面積の面積

値を代入し G+C 含量を求めた(x は試料、 s は標準物質をそれぞれ指す）。

G+C(mol¾ )=(Cx /Cs+Gx /Gs) /(Cx /Cs+Ax /As+Gx /Gs+Tx /Ts) 

5-2. 菌体脂肪酸組成の分析

菌体脂肪酸の調製（抽 出・メチルエステル化・精製）は脂肪酸メチル化

キット（ナカライテス ク）とメチル化脂肪酸精製キット（ナカライテス ク）

説明書に従って行った。 乾燥菌休 4 mg をス ク リュー キ ャップ付試験管に量り

取りキットの説明書に従い脂肪酸抽 出 とメチルエステル化、 および精製を行

った。 精製した脂肪酸メチルエステル(FAME)全量を 4 mL容量の硼珪 酸ガ

ラス 製 液体用樹脂容器（茶色； マルエム）に移して、 還元銅装置で酸素を除

いたア ルゴン ガ ス 気流下で濃縮乾固し、 分析試料とした。 FAME の分析はテ

クノス ルガ ・ラボ( htt ps :/ /www .tecsrg .eo .jp /tecsrg / ; 静 岡 県清水市）に委託し
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た。 脂肪酸 組成 の分析 には菌体脂肪酸 組成分析 システム"Sherlock Microbial 

Identifi cation Sy stem "  (MIDI社）と ライブラリ TSBA6 が 使用された。

5-3. 呼吸鎖キノン分析

呼吸鎖キノン は微生 物の分類同定Nishij ima(1997)の 方法に従って 調製 し

た。 乾燥菌体200 mg を30 mL容量の三角フラスコに取り 、 クロロホルム—メ

タノ ー ル(2:1) 混合液20 mLを加えて 十 分に 懸濁した。 フラスコの口をパラ

フィルムで密閉 しアルミホイルで覆い一 晩暗所に静置して キノン の粗抽出を

行った。 抽出液を濾紙(5 C; ADV ANTEC)で濾過し細胞残消を除き、 濾液を

50 mL容の ナス型フラスコに回収した。 濾紙上 の細胞残涜を同じクロロホル

今メタノ ー ル混 合液ですすぎ 、 濾液を合わせてロー タリ ーエバポレ ー ター

( IKA RVIO)で濃縮・乾固した （回転速度 100 rpm; 湯浴温度 30 °c)。 フ

ラスコに 1.5 mLのアセトン を加え、 スパー テルのへら 部分を用いて 壁面の 付

着物をこそ ぎ 落とし、 アセトン に 十 分溶解させた。 抽出液を不溶物ごと 2.0

mL容のサン プルチュ ー ブに移 し、 再びフラスコにアセトン を加え残った 付

着物ごと抽出液を詞の 液と合わせた。 遠心 分離(15,000 rpm, 10 min, 室温）

により不溶物を沈殿除去 し、 上清を4 mL容量の硼珪酸 ガラス製 液体用樹脂

容器（茶色；マルエム）に移 した。 抽出溶媒を還元銅装置で酵素を除いたア

ルゴン ガス気流下で濃縮乾固し、 テク ノスルガ・ラボに分析 を委託 した。

5-4. 極性脂質のTLC分析

極性脂質 の抽出と検出はMinnikin のリン 脂質分析 方法(Minnikin et al. , 

1984)に従い行った。 HPTLC シリカゲルプレ ー ト(HPTLCSilica gel 60; Merck 

Millip ore)を用いて 二次元薄層クロマトグラフィー を行った。 凍結乾燥菌体

50mg をテフロン ライナー キャプ付き 試験管に入れ、 メタノ ー ル0.3% NaCl 

溶液(10:1)2mLを加えた。 15分間ボルテックスにより 撹拌し、 遠心 分離

(3 ,000 rpm, 10mm) により 2 層に分け、 上層をパスツ ー ルピペットを用いて 除

いた。 下層に石油エー テル1 mL を加え、 再び遠心 して 上層を除いた。 容器
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を密栓してブロック バスで100 °cで5分間加熱し、 37 °cの 水浴中で5分間

冷却した。 クロロホルム—メタノ ー ルー水(9:10:3) 2.3 mL を加えて60分間撹拌

し、 遠心 後、 上 清を別の試験管に移 した。 沈澱に クロロホルム—メタノ ー ル—

水(5:10:4) 0.75mLを加え、 30分間撹拌し、 遠心分離後、 上清液を合わせ

た。 上清を合わせたものにクロロホルムと 水をそれぞれ1.3 mL ずつ加え、

撹拌 後、 遠心 分離して上清を除いた。 下層を窒素気流下で濃縮乾固し、 極性

脂質 画 分とした。 試料を60µ1のクロロホルムーメタノ ー ル(2:1)に 溶解し、 そ

の約5µ1をシリカゲルHPTLC (HPTLC Silica gel 60 25 Glass p lates lOx 10 cm) 

(Merck KGaA  64271 Darmstadt, Germany)プレー トはコー ナー（下及び左側を約

1.5 cm あけて）に スポットした。 TLC プレ ー トは各種呈色反応用 に 各サン プ

ルあた り 4枚用 意した。 クロロホルム—メタノ ー］い水(65:25:4)で1次元日を展

開し、 十 分に 風乾させる。 展開方向を90 度 変え、 クロロホルムー酢酸 ーメタ

ノ ー］い水(40: 7.5: 6: 2)で2次元日の展開をした。 十 分に 風乾させ、 以下 の呈

色反応によってスポットを検出した。

一般脂質

密閉 可能なプラスチック 容器内に 展開後、 風乾した HPTLC プレ ー トの シ

リカゲル面を上にして入れ、 その側に 小瓶に入れたヨウ素結晶を置き、 一般

脂質 を発色させた。

アミノ脂質

ニン ヒドリン 溶液(0.25g を飽和ブタノ ー ルに 溶解 ）をHPTLC プレ ー ト

に 噴霧した 後、 120 ° C に 設定した専用 ホットプレ ー トで数分間加熱した。

リン脂質

Dittmer-Lester 試薬：25N硫酸 100 ml に 4.0lg の三酸 化モリ ブデン (Mo03)

を入れ、 溶解するまで穏やか に 加熱した( A 液）。 A 液50 ml に モリ ブデン 粉末

0.18g を加え、 15分間穏やか に 加熱 後、 放 冷し、 デカン テー シ ョン によって

沈澱を取り 除いた( B 液）。 使用時、 A 液と B 液を等菫混 合し、 混 合液の 2倍

容の 水で希釈した。 二次元展開後の HPTLC プレ ー トに 噴霧し、 数分間放置

した。
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糖脂質

ョウ素蒸気で分離を確認した 後、 アニスアルデヒド試薬（エタノ ー ル90

ml, 濃硫酸 5ml, 酢酸 1ml)を噴霧し 後、 110 ° C の ホットプレ ー トで約15分

間加熱した。

5-5. 細胞壁ペプチドグ リカン組成の分析

菌体脂肪酸 組成 の分析の 際と同様に 培養して回収した湿菌体をテク ノス

ルガに 送付した。 湿菌体からは 駒形と鈴木 の 方法(Komagata & Suzuki, 1988)に

従って分析用試料が 調製 された。 試料は5%アセトニトリ ルに 溶解され、 5µL

が 超高性 能 液体クロマトグラフ( A CQUITYUPLC H- Class sy stem( Waters, 

US A); BEH Cl8,2.l( I.D.)Xl50 mm,p ore siz e  1.7 mm( Waters, US A))に 供 さ

れ、 以下 に 記す条件で分析された。 標品ピークとの 比較 から試料アミノ酸 の

同定と相対菫が 求められた。 標品糾成 は以下 の 通り である （ジアミノピメリ

ン酸 が0.005µM である以外は全て 0.01µM) : アスパラギン酸；グルタミン

酸；セリン；グリ シン；ホモセリン；スレオニン；アラニン；mesa—ジアミノピ

メリン酸；LL- ジアミノピメリン酸；ジアミノ酪酸；オルニチン；リジン；ムラ

ミン酸；アスパラギン；ヒスチジン；プロリン；チロシン；バリン；メチオニ

ン；ロイシン；フェニルアラニン ）。

PtRA-8株のペプチドグリカン分析カラムと分析条件

カラム BEH C18, 2.1 (ID)xl59 mm, pore size 1.7 mm (Waters) 

カラム温度 40°c 

移動相 アセトニトリル/0.02M酢酸アンモニウム水溶液 A: 5/95, B: 60/40 

流量 0.15 mL/min 

6. UV耐性試験

PtRA-8株及び参照株を用いて、 紫外線照射へ の耐性 能 を検定した。 対照

細菌株としては Escherichia coli YI 090 を用いた。 UV照射にはクリ ーンベ ン

チ(Hitachi Air Conditioning Sy stems Co. ,Ltd.)の 殺菌灯( GL-15; パナソニッ

ク ）を利用した。 積算照 度 計( IL1400 A Radiometer; In ternational Light)で 殺
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菌灯のエネルギー を 計測し、 予め涵当 な照射位置 を決定しておいた。 UV耐

性試験はFengら(2015)の方法を改変して行った。 BM 液体培地で対数 期まで

培蓑した細胞を遠心 分離(8000 g, 5 min, 4 ° C )により回収した。 リン酸緩衝

液(0.067M リン酸 カリウム、 pH7.0)で菌体を洗浄し、 遠心分離(8000 g, 5 

min, 4 ° C )により回収した。 洗浄菌体を細胞 密度が約10門こ なるようにリン

酸緩衝液に 懸濁し、 同緩衝液を用いて 10 1 �10 4 希釈液を調製 した。 0.1 mLの

各 希釈液を BM 固 形培地プレ ー トの上にコン ラー ジ棒を用いて塗り広げた。

プレ ー トの蓋を外してUV光に暴露し、 設定した時間毎に回収し、 30 °cの暗

室で15日間培養 後、 形成 されたコロニー数から生残率を求めた。

7. 乾燥耐性試験

培養 と 菌体の回収・再懸濁は「6.UV 耐性試験」 と同様に行った。 希釈液

lmLを滅菌シャー レ （滅菌深型シャー レ 90<Dx20 mm)にと り 、 クリ ーンベ ン

チ内において 90分間 送風し、 乾燥させた。 シャー レ に蓋をし、 シリカゲルを

入れたデシケ ー タ内に置き、 室温で放置した。 7、 14、 28、 42日後に シャー

レ を取り出し、 乾燥菌体を滅菌水で懸濁し、 10尺10 5 , 10 6 cells/mLになるよ

う希釈し、 0.1 mLをNBPT 培地に塗抹した。 30 °cの暗室で15日間培養 後、

形成 されたコロニー数から生残率を求めた。

8. 固体表面への附着能の検定

PtRA-8株の固体 表面へ の附着能の検定は森川の総説 (2012)を参考に行っ

た。 対数 期の 培養 液100µLを滅菌96穴プレ ー ト( AS ONE; MI CROPLATE 

SERING TAP E)のウェルに分注し、 30 °cで保温した。 経 時的にウェルから

培養 液を除き (1回につき 4ウェル）、 滅菌水で3回洗浄後、 0.1%クリスタ

ルバイオレ ット溶液100µLを加え 20分間放置 後、 クリスタルバイオレ ット

溶液を除いた。 滅菌水で3回洗浄して残存するクリスタルバイオレ ットを除

いた。 菌体がウェルの器壁に附着している場合はクリスタルバイオレ ットで

器壁が染色される。 95%エタノ ー ルを100µL加えて器壁からクリスタルバイ
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オレ ットを抽出し、 抽出液の吸光度590 nm を測定した。 未接種の 培地を分注

したウェルをコ ン トロー ルとして用い、 コ ン トロー ルで得られた吸光度と検

定 試料の吸光度との差が正の場合、 附着能陽性と判断した。

9. PtRA-8株およびDeinococcus属細苗と樹皮との関連性

PtRA-8株はヤマナラシ樹皮から分離されたDeinococcus属細菌である。

PtRA-8株や Deinococcus属細菌およびそれらの上位分類階級である

Deinococcus-Thermus門細菌のヤマナラシや他の樹木 の樹皮などとの関連性を

16S rRNA遺伝子の V4領域を対象にしたアン プリ コ ン 解 析 により推測するこ

と を試みた。 なお、 材料・方法は第5章と共通しているので省略する。
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第3節 結果

第1項 PtRA-8株の系統分類学的特徴

ヤマナラシ樹皮から分離された PtRA-8株と 正式記載された細菌の基準株

との 16S rRNA遺伝子配列相同 性 Blast検索を EzBio Cloud デー タベ ー ス上で

行ったところ、 PtRA-8株は "Deinococcus radioresistens"J CM 19777 T株

(Srinivasan, et al., 2015)と 97.4%、 Deinococcusmetalli DSM 2752い株 (Feng, et 

al., 2015)と 95.7%、 Deinococcusyunweiensis DSM 1700引株 (Zhang, et al., 2007) 

と 94.5%とそれぞれ裔い相同 性を示した。 なお、 "D. radioresistens"をダブル

コ ー テー シ ョン で括っているのは、 有効的に 報告されているが正式名として

認められていないた めである( Oren & Garrity, 2016)。 Deinococcus属細菌は放

射 線のみならず 紫外線にも高い 耐性を示すことが知られている( Callegan , et 

al., 2008)。 一般 的に 樹皮は太陽光に 曝される環境にあり 、 紫外線に 弱い 生 物

種にとっては苛酷な環境であると予想され、 ヤマナラシ樹皮から分離された

Deinococcusに 所属している PtRA-8株はこのような環境に 適応が可能どうか

を調べるた めの試験も系統分類学的試験と合わせて行った。

1. PtRA-8株の形態的特徴

PtRA-8株の細胞 （培養 7日目；細胞数 10個程度の平均値）は幅が1.0-2.0

µm、 長さが3.0-10µm の枠状で、 細胞の端が丸く、 通常は単独あるいは2 つ

の細胞が連なった状態で存在した （図3-1)。 また、 細胞が2つ以上連なった

連鎖状形態も観察され、 培養日数が経過 するにつれ連鎖する細胞数も 増加す

る傾向にあった。 細胞の運動性はなく、 胞子を形成 せず、 グラム染色は陰性

であった。 培養 14日日の コ ロニーのサイズは0.2-2.3 mm で、 形状・性状は

円形・ 全縁・凸状・ 表面は平滑で粘性を有していた （図3-2)。 コ ロニーの色

は薄い赤色～ピン ク色～ 薄いオレン ジ色で一定しなか ったが、 移植を繰り 返

すこと により 薄いオレン ジ色に落ち着いた。
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図3-1. PtRA-8T 株の細胞形態（位相差顕微鏡写真）

バーは10µm。

図3-2. PtRA-8T 株のコロニ ー写真

バーは5mm。
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2. PtRA-8株の生理生化学的特徴

増殖可能な温度範囲 は10-37 ° C 、 0 ° C 未満および37 °cより 高い温度で

は増殖 せず、 至涵温度は25-30 ° C の 中温性であった。 増殖可能なpH範囲 は

5.5-7.5 で至適pH は6.5 であった。 増殖可能な NaCl 濃 度範囲 は0-1.5%で、

1.5%以上での 増殖 は観察されなか った。 PtRA-8株細胞のカ タラーゼ活性・オ

キシダーゼ活性はいず れも陽性であった。 嫌気条件下では増殖 できなか っ

た。

PtRA-8株の 増殖韮質 試験の 結果 を表3-6 に まと めた。 種々 の 糖質 を利用

したが、 それらの 利用性に関しては 特 に 差異 は 認 められなか った。

PtRA-8株の 生化学的 特徴 を表3-7 と 表3 -8 に 示した。 分類学上 の 重要な

特徴 に 関しては 硝酸 塩還元性・イン ドー ル生産 ・ゼラチン 加水分解・クエン

酸 利用 性・硫 化水素生産 ・アセトイン 生産 (VP テスト）のいず れもが陰性で

あった。
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表3-6. PtRA-8 株の基質利用性

利用性 某質名

L-arabinose、D-galactose、D-glucose、D-rnannose、D-cellobiose、D-sucrose, D-trehalose、D-

増殖某質

rnelezitose、D-rafiinose、D-adonitol、xylitol、salicin、inulin、starch、xylan

D-arabinose、D-xylose、D-tructose、L-sorbose、L-rharnnose、D-tagatose、D-focose、L-focose、

非増殖某質 D-rnaltose、D-rnelibiose、D-turanose、D-rnannitol、D-sorbitol、arbutin、aesculin、chitin、

pectin、lignin

表3-7. PtRA-8 株及び参照 株の酵素活性
＊

"D. 

酵素 PtRA-8株
D. meta/Ii DSM D. yunweiensis 

radioresistens" 

JCM 19777T 
2752] T DSM 17005T 

Alkaline phosphatase 十 十 十 十

Esterase (C4) 十 十 十 十

Esterase lipase (C8) 十 十 十 十

Lipase (Cl4) w 

Leucine arylamidase 十 十 十 十

Valine ary lamidase w 十 十 十

Cystine ary lamidase w 

Trypsin w 

Chymotrypsin w 

Acid phosphatase 十 十 十 十

Naphthol-AS-Bl-
十 十 十 十

phosphohydrolase 

a-Galactosidase 十 w 十

�-Galactosidase ＋ ＋ ＋ ＋ 
P-Glucuronidase w 

a-Glucosidase 十 十 十 十

P-Glucosidase 十 十 十 十

N-acety 1-P-glucosarn in idase 十 w 十 十

a-Mannosidase 

a-Fucosidase 

＊＋陽仕—陰性， w 弱陽性
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表3-8. PtRA-8 株及び参照 株の生化学的特徴

性質 PtRA-8株
"D.radioresistens" D.metalli DSM D.yunwe1ens1s 

JCM 19777T 2752F DSM 17005T 

硝酸還元

イント‘ ール酸性

アセトイン生産 ND ND ND 

グルコ ー スからの酸生成

尿素分解

ゼラチン分解

クエン酸利用性 ND ND ND 

硫化水素生産 ND ND ND 

＊＋協性，—陰性，ND未試険
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3. PtRA-8株の分子系統学的特徴

3-1. 16S rRNA遺伝子系統解析

PtRA-8株の16S rRNA遺伝子配列(1,435 bp)をGenbanldEMBL/DDBJに

登録した（アクセッション番号LCOl1389)。 韮準細菌株とPtRA-8株との

16S rRNA遺伝子配列相同性の blast検索(Altschul, et al., 1990)をEzBioCloudデ

ータベース上で行ったところ、 PtRA-8株は "Deinococcus radioresistens"JCM 

19777 T株(Srinivasan, et al., 2015)と97.4%、 Deinococcus metalli DSM 2752い株

(Feng, et al., 2015)と95.7%、 Deinococcusyunweiensis DSM 1700引株 (Zhang, et 

al., 2007)と94.5% とそれぞれ裔い相同性を示した。 EzBioCluod検索の結果、

得られた柑同性上位1435配列を用いて構築した近隣系統樹と最尤系統樹によ

り PtRA-8株と参照株の系統的関係を視覚化した（図3 -3)。 PtRA-8株は

Deinococcus-Thermus門細菌 の下位分類群でDeinococcusに所属することが確

認された。 PtRA-8株は両系統樹において"D. radioresistens"JCM 19777 T株、 D.

metalli DSM 2752ド株及びD. yunweiensis DSM 1700引 株と高いブートストラ

ップ値（近隣系統樹88%; 最尤系統樹93%)で支持されるクラスタ ーを形成

し、 "D. radioresistens"JCM 19777 T株と高いブートストラップ値（近隣系統樹

99%; 最尤系統樹97%)で分岐ノ ー ドを共有した。

3-2. 参照株とのDNA類似度

PtRA-8株と参照株とのDNA-DNAハイブリダイゼーション(DDH)の結

果 を表3 -9 にまとめた。 PtRA-8株と参照株とのゲノムDNA類似度は、 標識

DNAがPtRA-8株あるいは 参照株の場合でも、 DDH で求めた2種類の生物ゲ

ノムDNA類似度が70%末満の時、 その2種類は別種と判断される基準Gold

Standard (Stackebrandt et al., 2002;Wayne et al., 1987)より、 PtRA-8株と参照株は

別種であると判断された。
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I I 
0.02 

了Deinococcus arenae SAi 1 (KF790633) 

81184 Deinococcus actinosclerus BM2 1 (CPO 13910) 

Deinococcus so/iN5 r (POl 1389) 

Deinococcus saudiensis YIM F302 r (KT278764) 
100 100 

Deinococcus grandis ATCC 43672 T (BCMSOlOOOOOl) 

Deinococcus radiotolerans C) T (KC771028) 

Deinococcus daejeonensis MJ27 T (JF806527) 

Deinococcus depolymerans TDMA-24 1 (AB264134) 

Deinococcus caeni Ho-081 (DQO 17709) 

Deinococcus aquaticu.1·PB3141 (DQOl 7708) 

Deinococcus seou/ensis 16FlP (LC148306) 

Deinococcus deserti VCDI 15 r (CPOOl 114) 

Deinococcus navajonensis KR-1)4 T (AY743259) 

Deinococcus hohokamensis KR-40 1 (AY743256) 

Deinococcus aquatilis DSM 230251 (ARKHOl 000011) 

Deinococcus ficus CC-FR2-10 1 (A Y941086) 

Deinococcus antarcticus G3-6-20 1 (KC494323) 

Deinococcus xinjiangensis X-82 1 (EU62656 I) 

Deinococcus radiodurans DSM 20539 T (YI 1332) 

Deinococcus wu/umuqiensis Rl2 r (APCS01000185) 

Deinococcus indicus Wt/)aT (AJ5491 l l) 

Deinococcus reticu/itermitis TM-) T (HM214546) 

Deinococcus citri NCCP-154 1 (AB558498) 

Deinococcus gobiensis 1-01 (CP002191) 

Deinococcus metalli 1 PNM-191 (JQ608330) 

Deinococcus yunweiensis YIM 007 T (DQ344634) 

Deinococcus populi PtRA-ST (LC011389) 

"Deinococcus radioresistens" SA T (KJ123751) 

Deinococcus aerophi/us 5516T-l ] T (EU622979) 

Deinococcus budaensis FeSTC15-38 T (LN864925) 

Deinococcus phoenicis 1 Pl OME1 (JHACOl 000055) 

Thermus aquaticus YT-1 1 (L09663) 

図3-3. PtRA-8株の16S rRNA遺伝子配列に基づいた近隣結合系統樹

近隣系統樹と最尤系統樹の両方で分岐が円現されたノ ー ドには黒丸を附した。 各ノ ー ドに50%以上のプー トストラ

ップ値（近憐系統樹／最尤系統樹： NJ/ML)を示した。 括弧内は遺伝子配列のGenBank/EMBL/DDBJデー タベー スア

クセッション番号。 スケールバー は痒位あたりの塩砧置換数。 Thermus aquaticus YT-1 Tは外札子。 バー は痒位のあたり

置換数を示す。
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表 3-9. PtRA-8 株と参照株のゲノム DNA類似度

標識DNA
PtRA-8株

PtRA-8株”

"D.radioresistens"JCM 19777T 23% 

D.meta//iDSM27521T 19% 

D.yunweiensis DSM 17005T 11 % 

固定DNA

"D.radioresistens" 

JCM 19777T 

28% 
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4. PtRA-8株の化学分類学的特徴

4-1. ゲノムDNAG+C含量

PtRA-8株のゲノムDNAG+C含量は68.2mol%であった。

4-2. 菌体脂肪酸組成

PtRA-8株の菌体脂肪酸組成の結果を表3-10に示した。 菌体細胞脂肪酸組

成のうち主要脂肪酸(>10 % )はiso-C1s:o、C16:o、iso-Cn:o、 及びiso-Cn:1

ru9c/ C16:olO-methylであった（表3-10)。 PtRA-8株と主要脂肪酸のプロファ

イルが完全に 一致する参照株はなかった。 PtRA-8株と参照株全ての主要脂肪

酸が一致したのはiso-C11:1 ru9c/ C16:olO-methylのみであった。

4-3. 呼吸鎖キノン分析

呼吸鎖キノンはメナキノンMK-8 の1種類のみが検出された。

4-4. 極性脂質のTLC分析

PtRA-8株の極性脂質TLC分析の結果を図3-4 に示した。 検出された極性

脂質は全部で11種であり、標準物質と一致するものはなかった。 すべて未同

定であるが以下の脂質に分類された。 アニ スアルデヒド染色およびナフト ー

ル染色陽性の糖脂質が4種類、 ニ ンヒドリン反応陽性のアミノ脂質が2種

類、Dittmer-Lester 染色陽性のリン脂質が2種類、 ヨウ素蒸気のみで検出され

た極性脂質が3種類であった。

4-5. 細胞壁ペプチドグリカンのアミノ酸組成

細胞壁ペ プチドグリカンの加水分解物のHPLC分析結果を図3-5に示し

た。 ペ プチドグリカンを構成するアミノ酸としてグルタミン酸、 グリシン、

アラ ニ ン及びオルニチンがモル比として1.0: 2.5 : 2.1 : 1.0の比率で検出され

た。 細菌分類の指標の一 つとなるポジション3のジアミノ酸はオルニチンで

- 57 -



あったため、 SchleiferとKandler(l 972)の分類に従ってPtRA-8株のペプチドグ

リカンのタイプをA3yと分類した。
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表3-10. PtRA-8株と参照株の細胞脂肪酸組成

"D. radioresistens" D. metalli DSM D. yunwe1ens1s 
脂肪酸 PtRA-8株

JCM 19777T 27521T DSM 17005T 

Saturated 

iso-C1rn tr* 1.1 tr tr 

C14,o tr tr 1.1 

iso-C,rn 17.8 19.2 6.5 2.5 

anteiso-C Is o 1.3 1.2 tr tr 

iso-C16,o 1.4 2.5 tr tr 

C16,o 15.0 6.2 13.4 6.8 

iso-C17,o 10.4 12.3 8.1 13.9 

anteiso-C, 7 o 1.4 tr tr 

C17,o cyclo 4.3 6.3 

C17,o 2.6 1.8 10.4 8.1 

C1s,o 1.1 tr tr 1.4 

Unsaturated: 

iso-C1s1 F 1.3 1.2 tr tr 

C1s 1 co8c 1.3 tr tr tr 

C1s 1 co6c 1.2 1.6 1.7 

iso-C161 H 1.4 tr tr 

C16 1 co9c 1.4 2.9 1.4 

anteiso-C111 co9c 1.9 tr 1.6 

C111 co8c 2.5 3.4 9.6 14.7 

Cn 1 m6c 2.8 3.5 

Cl83 m6c (6, 9, 12) 4.0 

C1s1 m9c 1.7 tr tr 

Summed features** : 

iso-C1, 1 H/C13 o 30H 1.6 tr tr tr 

C16 1 m7c/C16 1 m6c 7.9 9.0 27.1 15.2 

iso Cn 1 l/Cn 1 anteisoB 1.6 tr tr tr 

iso-Cn 1 m9c/C16 o IO-methyl 22.2 23.7 10.6 19.1 

* 1%末満のり国ll}j酸

** HPTLCて分雌されなかった胆肋酸は令計i似てがしたツ
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ALI :-· PU 

AL2 GL4 

図 3-4 PtRA-8 株の極性脂質

LI GLI 

L3 

PLI 

ョウ素蒸気により検出した栖杵胆質TLC。 プレ ー ト上の略号は以下の脂質を示す。 PG, phosphatidylglycerol; DPG, 

diphosphatidylglycerol; PL, unidentified phospholipid; AL, unidentified amino lipid; GL, unidentified glycolipid; L, unidentified 

polar lipid. 
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表3-11. PtRA-8株及び参照株の特徴比較

"D.radioresistens" D.metalli DSM D.yunwe1ens1s 
項目 PtRA-8株

JCM 19777T 2752) T DSM 17005T 

細胞サイズ(µm) 1.0-2.0 X 3.0-)0.0 0.5-0.9 X 1.0-1.5 1.0-1.5 X 1.0-2.0 1.0-1.5 X 1.0-7.0 

Light orange Light orange Orange Orange 

コロニ ー の色 (Munsell 2.5 YR (Munsell 2.5 YR (Munsell 2.5 YR (Munsell 2.5 YR 

7/10) 7/10) 6/14) 6/14) 

DNAG+C合量
68.2 65.2* 71.7* 64.1 * 

(rnol %) 

増殖：

40°c 十

pH5.0 十

pH8.0 十 十

1.5% NaCl 十 十

品質利用件：

D-tiuctose 十 十

D-galactose 十 十 十

D-ratrinose 十 十 十

D-rnannose 十 十 十

D-rnelibiose 十 十 十

D-turanose 十 十 十

D-rnelezitose 十 十 十

D-adonitol 十 十 十

D-sorbitol 十 十 十

lnulin 十 十 十

Pectin 十 十

酵素活性： 十 w 十

a-galactosidase 

キノン MK-8 MK-8 MK-8 MK-8 

C16 1m6c /C16 1m7c iso-Cn 1m9c/C16,o 
iso-Cn 1m9c/C16,o iso-Cn 1m9c/Cl6:0 

(27.1%), IO-methyl (19.1 %), 
IO-methyl (22.2%), IO-methyl (23.7%), 

C160 (13.4%), C16 1 m6c /C16 1m7c 
上要脂肪酸＊＊ iso-C1so (17.8%), iso-C1so (19.2%), 

iso-C111co9c/C16,o (15.2%), 
C160 (15.0%), iso-C110 (12.3%) 

10-rnethyl (10.6%), C111 co8c (14.7%), 
iso-C110 (10.4%) 

C110 (10.4%) iso-C110 (13.9%) 

陽11, —陰11,,ヽ 菊陽11

*G+c含刷こ閉しては"D. radioresistens"JCM 1977アはS,inivasru,etal (2015)、 D. yunweiensis DSM 17005'はZlvanget al (2007)、 D. meta/Ii DSM 

2752戸はFengetal (2015)から引用した。
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5. PtRA-8株の紫外線照射耐性(UV耐性）

PtRA-8株と参照 株のUV耐性試験の結果を図3-6 に示した。 非耐性の参

照 株として用いたE. coli Y 1090 は 43J/ m2 のUV照射 で 死滅したのに対し、

PtRA-8株は同条件 の照射 で 40%を超える生残率を示した。 PtRA-8株とD.

yunweiens is DSM 17005門まUV照射 に対して同様な性質を示し、 260J/ m2 の照

射 で 死滅した。 一方 、 D.metalliDSM 2752い と" D. radiores istens "JCM 19777門ま

いずれもPtRA-8株よりも裔いUV耐性を示し、 詞者は 520J/ m2 , 後者は

1040J/ m2 のUV照射 でも生残した。
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図3-6. PtRA-8株と参照株の紫外線照射に対する耐性
PtRA-8 (•), "D. radioresistens" JCMI 9777T (口），D. metalli DSM 27521T (△），D. yunweiensis DSM 
17005T (◇），E.coli Y1090 (0) 
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第2項 PtRA-8株の生態学的特徴

1. 乾燥耐性

乾燥耐性試験はPtRA-8株とD. yunweiens is DSM 1700引 株で実施した。 参

照 株のD.yunweiens is DSM 17005門ま 7日間の乾燥後の生残率 2.89 %で弱いな

がらも乾燥耐性を示したのに対し、 PtRA-8株は 7日間の乾燥で 死滅した。

2. 固体表面への附着

プラスチック製の 96穴プレー トのウェル璧への附着能を検定した結果を

図3-7 に示す。 PtRA-8株のウェル璧への附着は培養日数の増加に伴い増加し

た。

3. 樹皮細菌群集における PtRA-8株とDeinococcusの位置づけ

2016年から 2017年にかけて白神自然観察園・弘前城植物園・白岩森林公

園・志賀坊森林公園・高倉森（スギは津軽峠）で実施した樹皮を対象にした

細菌群集解析と 2017年の白神自然観察園におけるブナの葉面とブナ樹下士壌

の細菌群集解析(5章に詳逹）からDeinococcus門およびDeinococcus属に関

する結果を樹種鉦にまとめて表3-12 に示した。 Deinococcus属の門レベルの

上位分類階級であるDeinococci-Thermus門の樹皮細菌群集に占める割合は 0

�o. 113%で、 スギ・カラマツの針葉樹では全 く検出 されなかった。 最も割合

の高かったのはホオノキの 0. 133%で、 PtRA-8株が分離されたヤマナラシで

は 0.063%であった。 Deinococci-Thermus門内でのDeinococcus属の比率は

PtRA-8株が分離された樹種であるヤマナラシで最小の 42. 4%であったのを 除

き、 すべて90%以上であった。 ブナの葉面細菌群集では 0. 126%がDeinococci

Thermus門細菌であり、 そのうち 99. 1 %がDeinococcus属であった。 ブナ樹下

士壌の細菌群集ではDeinococci-Thermus門細菌は極めて僅かであり、

Deinococcus属は全 く検出 されなかった。 表3-13にDeinococci-Thermus門細

菌とDeinococcus属のアンプリコンリー ド数を試料別に整理した。 全ての試

料でDeinococcus属が検出 されたのはイタヤカエデとミズナラの樹皮、 およ
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びブナの葉で、 ホオノキは樹皮細菌群集に占めるDeinococci-Thermus門細菌

の割合は表3-12 では最も高かったにもかからず、 16 試料中7 試料で

Deinococcus属が検出 されなかった。 Deinococcus属が検出 された樹種の 中で

はウダイカンバの検出率が最も低 く、 12 試料中3試料しか検出 されなかっ

た。 Deinococcus属のリー ド数の標準偏差が平均値の 2 倍を超えてバラッキの

大きいホオノキとウダイカンバのリー ド数デー タを試料別にまとめて表3-14

に示した。 ホオノキ ・ ウダイカンバ、 いずれにおいてもDeinococcus属のリ

ー ド数は個体の生息場所 で明確な差があり、 白神自然観察園 ・ 裔倉森 ・ 志賀

坊の個体は 0 あるいは一桁であったのに対し、 弘詞城植物園の個体は三桁の

リー ド数であった。

樹皮細菌群集においてPtRA-8株の 16 SrRNA遣伝子配列と種レベルで相

同な配列のリー ド数はブナで 2(弘前城植物園）、 ホオノキで7(弘前城植物

園）、 イタヤカエデで 2(白神自然観察園， 1 ; 弘前城植物園， 1 )、 ウダイカン

バで 1(弘前城植物園）であり、 スギ ・ カラマツ ・ ヤマナラシ ・ ミズナラで

は検出 されなかった。
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図3-7. PtRA-8株の附着能試験
96穴プレー トのウェルヘの附着と培養日数との関係を示す。 縦軸は95%エタノ ールでウェル
から溶出されたクリスタルバイオレットの吸光度で附着の程度を表す。 バーは標準誤差

(n=4)。
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表3-12. 樹皮 ・ 葉 ・ 土壌の細菌群集におけるDeinococcus-Thermus門およびDeinococcus属の位置付け

試料の種類
細菌群集解析の情報

プナ ホオノ キ イタヤカエデ ミズナラ ヤマナラシ ウダイカンバ スギ カラマツ プナ葉面 プナ樹下士壌

個休・採取ヶ所数 13 ， 6 5 5 8 7 3 3 3 

試料数 26 16 11 8 ， 12 ， 6 3 3 

細菌肝集にDeinococci-Thermus
0.091 0.133 0.065 0.033 0.063 0.029 ゜ ゜ 0.126 0.00006 

門細菌の占める割合（％）

Deinococci-Thermus門細菌内の
98.0 99.8 99.7 90.4 42.4 100 99.1 ゜

Deinococcus属の割合（％）
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表3-13. Deinococci-Thermus門とDeinococcus属リ ー ド数の試料別比較

試料の種類
細菌群集解析の情報

プナ ホオノキ イタヤカエデ ミズナラ ヤマナラシ ウダイカンバ スギ カラマツ プナ葉 プナ樹下士壌

個休・採取ヶ所数

試料数

試料あたりの全細菌リ ー ド

平均数 （椋準偏差）

13 ，

 

6
 

5
 

5
 

8
 

7
 

3
 

3
 

3
 

26 16 11 8
 

，
 

12 ，
 

6
 

3
 

3
 

196,903 
66,719 (26,609) 56,108 (29,304) 80,986 (36,493) 75,257 (19,092) 96,381 (46,857) 32683 (22,831) 27,850 (11,281) 37,014 (20,730) 29,284 (10,829) 

(20,171) 

Deinococci-Thermus門細菌の

平均リ ー ド数

（椋準偏差）

Deinococcus属の平均リ ー ド

60.7 (75.6) 

59.5 (76.0) 

75.1 (160.1) 

74.9 (160.2) 

52.7 (83.9) 

52.5 (84.0) 

24.6 (12.9) 

22.3 (13.5) 

61.0 (30.4) 

42.4 (19.0) 

9.3 (31.4) ゜ ゜ 37.0 (23.6) 1.33 (1.53) 

9.3 (31.4) ゜ ゜ 36.6 (23.7) ゜
数 （椋準偏差）

Deinococcus属検出試料数 ／全
25/26 9/16 11/11 8/8 8/9 3/12 0/9 0/6 3/3 0/3 

試料数
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表3-14. ホオノキとウダイカンバ樹皮の細菌群集アンプリコン解析における

Deinococcus属細菌の試料・個体別リー ド数

細菌総リ ート‘数 Deznococcus属リ ー ド数
個休

樹種 場所 2016 2017 2016 2017 
ID 

夏 夏 秋 夏 夏 秋

MS-01 54,718 42,051 24,309 ゜ ゜ ゜
MS-02 白神目然観察園 73,290 56,917 32,114 4 6 4 

MS-03 65,613 50,522 ND 1 ゜ ND 

MH-01 115,098 87,248 ND 166 577 ND 
弘前城植物園

ホオノキ MH-02 99,446 86,051 ND 127 313 ND 

MT-01 ND 30,450 ND ND ゜ ND 
百向 A.屈木材

MT-02 ND 37,683 ND ND ゜ ND 

MP-01 ND 19,447 ND ND ゜ ND 
志賀坊

MP-02 ND 22,765 ND ND 1 ND 

BS-01 25,031 25,571 11,630 2 ゜ ゜
BS-02 白神自然観察園 55,670 41,391 ND ゜ ゜ ND 

BS-03 ND 88,198 20,923 ND ゜ ゜
ウダイカ BH-01 弘前城植物園 ND 49,134 ND ND 109 ND 

ンバ BT-01 ND 20,604 ND ND ゜ ND 
高倉森

BT-02 ND 31,408 ND ND 1 ND 

BP-01 ND 14,950 ND ND ゜ ND 
志賀坊

BP-02 ND 7,686 ND ND ゜ ND 
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第4節 考察

1. PtRA-8株の系統分類学的特徴

Deinococcusに所属する種(Deinococcus種）は化学合成従属栄蓑・グラム

染色陽性・非運動性・胞子非形成・好気性・呼吸鎖キノンとしてMK-8を含有

・細胞膜の主要脂肪酸はiso-C1s:o、 C16:1 co7c、 C16:o· 細胞璧ペプチドグリカン

はジアミノ酸としてしオルニチンを含有するA3B型・裔G+C含量という形態

学的・生理学的・化学分類学的特徴を共有する(Battista & Rainey, 

2015;Embley, et al., 1984)。 これらの特徴に対して、 PtRA-8株はグラム染色陰

性であることと主要脂肪酸としてC1s:oとC16:1 co7cを含まない（表3-10)ことを

除いて一 致した。 参照株とした"D. radioresistens" JCM 19777T (Srinivasan, et 

al., 2015)、 D. metalli DSM 2752I T (Feng, et al.,2015)、 D. yunweiensis DSM 

l 7005T(Zhang, et al., 2007)とは脂肪酸プロファイル（表3-10)と紫外線照射に

対する耐性（図3-6)、 基質利用性や生理的性質（表3-11)において差異が認

められた。

16S rRNA遣伝子配列に基づいて構築した系統樹（図3-3)においてPtRA-8

株は "D. radioresistens" 8A T (= JCM 19777り、 D. metalli 1 PNM-1が(=DSM

27521り、 D. yunweiensis YIM 007T (=DSM 17005りとクレ ードを形成した。

PtRA-8株と"D. radioresistens" 8Aりま分岐のノードを共有しており、 互いが最

も近緑であることが示唆された。 PtRA-8株との16S rRNA遺伝子配列相同性は

"D. radioresistens" 8A叩97.4%、 D. metalli lPNM-19乃95.7%、 D. yunweiensis 

YIM 007乃94.5%であり、 "D. radioresistens" 8A叩PtRA-8株と最も近緑である

ことが配列的にも示唆された。 16S rRNA遺伝子配列の相同性が97%以上の場

合は同種で未満の場合は別種とする基準(Stackebrandt & Goebel, 1994)に従うと

PtRA-8株と"D. radioresistens" 8Aりま同種となる。 StackebrandtとEbers (2006)は

原核生物のゲノム配列と16S rRNA遣伝子配列を比較し、 種を区別する新たな

基準として98.7-99.0%の16S rRNA遣伝子配列相同性を提案した。 この新しい

基準に従えばPtRA-8株と"D. radioresistens" 8Aりま別種と判断される。 種を区

別する基準として最も尊重されるのがDNA-DNAハイブリダイゼ ー ション

(DDH)によるゲノム類似性であり、 2種類の原核生物のDDHによるゲノム類似

- 71 -



度が70%未満の場合、 両者は別種と判断される ( Stackebrandt et al. , 

2002 ; W ayne, et al. , 1987 )。 DDH試験の結果 （表3-9 )、 PtRA-8株と参照 株との

ゲノム類似度はすべて70%未満であり、 PtRA-8株は種レベルで新規な細菌で

あることが確認された。

以上のことからPtRA-8株を韮準株(type s train)としたDeinococcus属の

新種を以下のように 提案した（記載文につ いては省略する）。 はお、 種形容

語の populiは分離源であるヤマナラシ( Populus tremula var. s ieboldii)の属名

に因む。 Deinococcus populiは 2018年 6月現在、 樹皮から分離・記載 された

唯一 のDeinococcus種である。

Deinococcus populi (L. gen. fem. n. populi of Populus, generic name of 

Japanese aspen tree). The type strain, PtRA-8T (= DSM29820T = NBRCl 10763り

was isolated from the trunk surface of a Japanese aspen tree. 

2. PtRA-8株とDeinococcus属細菌の生態学的特徴

PtRA-8株の特徴や樹皮細菌群集における位置づけから、 樹皮における

PtRA-8株とDeinococcus種の生態につ いて考察する。 PtRA-8株は他の

Deinococcus種と同様に高い紫外線耐性を示す（図3-6 )。 紫外線を含む太陽

光に曝される樹皮においては有利に働 く性質である推察される。 固体表面へ

の附着能を有することは固体の一 種である樹皮を生息の場とする上で重要な

性質であり（岡部， 2012 )、 細菌群集を形成する他の細菌ともにバイオフィルム

を形成することで樹皮表面における細菌群集の安定性に関与することが考え

られる。 ただし、 以下に示すようにそもそもPtRA-8株やDeinococcus種は樹

皮細菌群集において非常にマイナー な存在であり、 これらの特徴は生息の場

において自身の生残 には関 わるが、 細菌群集の全体に影響を及ぼすとは考え

られない。

PtRA-8株は従属栄養生物であり、 種々の糖質を増殖基質として利用する

（表3-6 )。 第5章においてGC-M S 分析により樹皮から拭取りにより採取し
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た試料に 含有される低分子有機物を分析した。 これらは樹皮からの滲出物か

微生物群集において生産される物質である（以下樹皮成分という）。 ブナ ・

ホオノキ ・ ミズナラ ・ イタヤカエデ ・ ヤマナラシ ・ ウダイカンバ ・ スギ ・ カ

ラマツの樹皮から o-arabinose、 o-fruct ose、 o -galac t ose、 o -glucose、 xyli t ol、 L

t hrei t ol、 o -sorbi t ol、 o - t alose、 meso- ery t hr i t ol、 o -adoni t ol、 L -arabi t ol、 3-

deoxy hexi t ol およびpropanoic acid が検出 された。 このうち、 PtRA-8株は 0-

galact ose、 o -glucose、 xyli t ol およびo-adoni t ol の利用が可能である。 PtRA-8株

が分離されたヤマナラシの樹皮成分は xyli t ol であり、 炭素源 ・ エネルギー源

的には十分に生育可能である。

16 S rRNA遺伝子のアンプリコン解析（表3-12�14 )によると樹皮細菌群

集におけるDeinococcus-Thermus門細菌の比率は o�o. 133%と非常に小さ く、

樹皮細菌群集における本 門細菌の 重要性は大き くないものと考えられる。 ブ

ナ葉面細菌群集の場合でも同様であったが、 ブナ樹下士壌の細菌群集では樹

皮や葉面以上にDeinococcus-Thermus門の 重要性は低いものと思われる。 スギ

・ カラマツの樹皮からはDeinococcus-Thermus門が検出 されなかったことか

ら、 本 門細菌と両樹種との関連性は低いものと考えられた。 Deinococcus-

Thermus門細菌は針葉樹から広葉樹まで幅広い樹種の葉面細菌群集に数%�10

数％の比率で存在する報告(Lambais et al., 2017;Redford, et al., 2010 )がある一方

で、 1 %未満か検出 されない、 あるいは言及されないなどの報告もあり

(Cregger , et al., 2018 ; Haruna , et al., 2018 ; Kembel et al., 2014 )、 その葉圏（葉面）

細菌群集における位置づけは一 定していない。 また、 上述の Lambaisら

(2017 )やRedfordら(Redford, et al., 2010 )はDeinococcus-Thermus門の構成に関

しては記逹していない。 樹皮細菌群集につ いてはイチョウ(Leff, et al. , 2015)、

セ イヨウハコヤナギ類（ヒロハヤマナラシなど）、 カンラン科 ・ パンダ科 ・

アカネ科の樹木(Haruna , et al. , 2018 )などを対象とした限られた研究例 ではあ

るがDeinococcus-Thermus門細菌は検出 されていない。 本 研究における結果か

らもDeinococcus-Thermus門の葉圏（樹皮）細菌群集の位置付けをはっきりさ

せることはできなかった。 表3-14 にDeinococcus属の検出にバラッキが大き
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かったホオノキとウダイカンバの個体・試料別にDeinococcus属細菌リー ド

数を示したが、 両樹種とも弘前城植物園の個体でもっとも高いリー ド数であ

った。 試験数が少ないために推定にしかすぎないが、 弘前城植物園は他の場

所 よりも乾燥した環境にあり日光が比較的よ く当たる環境にある。 このこと

が、 ホオノキとウダイカンバのDeinococcus属細菌リー ド数に影響したのか

もしれない。

樹皮細菌群集においてDeinococcus-Thermus門細菌の重要性・樹皮との関

連性は不明確であるが、 Deinococcus-Thermus門内の構成はヤマナラシで

42. 4%であったのを 除 き 90%以上がDeinococcus属であった。 Deinococcus-

Thermus門に所属する 1 綱2日3科 10属の 中ではDeinococcus属は比較的樹

皮と関連が深いグルー プであることが推察された。 PtRA -8株と種レベルで相

同な配列のリー ド数はブナで 2、 ホオノキで 7、 イタヤカエデで 2、 ウダイカ

ンバでlしか検出 されず、 分離源と同種の樹木であるヤマナラシからは検出

されなかった。 PtRA -8株は最高希釈倍率の計数培地から分離されたことから

培養可能な細菌株としては 優占していたが、 細菌群集全体からみると極めて

マイナー な存在であることが示 された。
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第4章 ブナ樹皮から分離したArmatimonadetes門細菌の特徴

第1節 序論

第2章においてブナ樹皮細菌をPPM 培地で計数した 際に最高希釈倍率の

培地から培養可能な優占細菌の1つとして 系統分類学的・生態学的に極めて

興味深い細菌株 AX -7 が分離された（表2-11 )。 AX -7株は 16 SrRNA遺伝子

配列に韮づく分子 同定により Armatimonadetes門への所属が推定 されている。

Armatimonadetes門は 2011 年にヨシの根面から分離された細菌株の解析に

韮づいて 創設された細菌門で(Tamaki , et al., 2011 )、 アメリカ合衆国イエロー

ス トー ン国立公園のObsidianPool において実施された培養非依存的な研究に

韮づいて 提案された 12 の候補門(candida t e div ision)の1つOP1 O(Hugenhol t z  

et al. , l 998 ; Hugenhol t z  et al. , 1998 )の解消により 創設された。 Armatimonadetes

門は中程度の豊富さと多様性を示す細菌グルー プと されるが(Lee, et al. , 

2014 )、 2018年6月現在、 正式記載 されている種は Armatimonas rosea (Tamaki ,  

et al. , 2011 )、 Chthonomonascalidirosea (Lee , e t al. , 2011 )とFimbriimonas

ginsengisoli (Im ,  et al. , 2012 )の 3種にすぎず、 培養株も基準株を 含めて4株し

か得られていない (Lee, et al. , 2014 )。 環境配列に基づく 系統解析により

Armatimonadetes門の下には 10 の綱レベルのサブグルー プの存在が 提案され

ている(Lee et al., 2013)。 これらのサブグルー プのうち、 記載種に基づいて

Armatimonadia綱（基準種： A. rosea)、 Chthonomonadetes綱（基準種： C. 

calidirosea)、 Fimbriimonadia綱（基準種： F. ginsengisoli)が 創設されてい

る。

Armatimonadetes門に所属する細菌は上記3種 4株を 除 いて分離培養 され

ていないため、 これらを 除 く全てが環境から取得 された 16 SrRNA遺伝子の

配列情報にのみ基づくOTUである。 Armatimonadetes門細菌は 温帯士壌・ 人

の皮 膚．嫌気リアクター ・ 廃水処理プラン ト・ 地熱士壌・ 温泉・ 植物・ 動物

など様々な場所 や試料から検出 されている(Dunfield et al. , 2012 ; Lee, et al. , 

2014 )が、 多 くの場合、 その環境の細菌群集において 1 %末満の構成比率であ

ることから比較的マイナー な細菌グルー プとみなされて重要視されることは

ほとんどない(Dunfield, et al. , 2012 )。 また、 得られている培養株も4つのみな
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ので機能 ・ 生態につ いての研究は皆無といっても良 い現状にある。 C.

calidiroseaとF. ginsengisoliにつ いてはゲノム解析が終了しており(Lee ,

2015; Lee et a!. , 2014 )、 ゲノム情報や培養実験により得られた生理 ・ 生化学的

デー タに某づいた生態予測が行われているが、 A. roseaに関 しては記載論文の

みで詳細な情報は公閲されてない。

白神自然観察園のブナ樹皮より得られたAX -7株の解析を通じて未知のこ

とが多 い Armatimonadetes門に 系統分類学 ・ 生態学的に重要な新知見を加えら

れると考え、 本章の 研究を実施した。
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第2節 材料と方法

本節における基本操作・器具は第2章の第2節と共通である。 本章では

ブナ樹皮からの細菌分離後、 AX -7株の解析を主として行った。 特に記述しな

い限 りAX -7株の増殖培地はR2A培地（日本 製薬）を 10 倍希釈してpH を

6.0 に調整した液体培地 (1/10R2A培地）、 培養は 30C0 の暗条件・静置で行っ

た。 必要な場合は培地を 1.5%の寒天で固化した。 菌体の増殖は培養液の濁度

(OD420nm )を簡易吸光度計(m ini pho t o 5; 三紳工業）で計測して記録し

た。 なお、 AX -7株は増殖に従って凝集体を形成するため、 ボルテックスで十

分に撹拌した培養液を濁度の計測に用いたが、 測定値の変動が大きいため目

視での判定も合わせて行った。

1. 使用菌株

AX -7 は 2016年8月 13日に実施した樹皮細菌の計数試験においてブナ

( S  1 -A)から分離された細菌株である（第2章）。 新規性の極めて高い株で

あることから参照 株は使用しなかった。

2. 形態学的特徴

1/10 R2A固形培地（表 4- 1 )で 14日間培養後に形成されたコ ロニー の性

状観察と、 コ ロニー から採取した細胞を用いた細胞形態の観察を第3章第2

節と同様にして行った。

試験に用いたAX -7株は 1/10R2A固形培地で 10日間培養したものを使用

した。 英膜の有無はニグロシン( Sigma -Aldr ich)を用いたネガティブ染色法

により確認した(M oro zum i & Nicole t ,  1986)。 粘液層は トルイジンブルー 染色

により可視化した。
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表4-1. 1/10  R2A 固形培地の組成

Peptone 

Yeast Extract 

Casarnino Acids 

Glucose 

Soluble Starch 

K2HPQ4 

MgS04 · 7H20 

Sodium Pyruvate 

Agar 

Total 

0.05 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.03 g 

0.005 g 

0.03 g 

15 g 

1 L (pH 6.0) 
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3. 電子顕微鏡観察

AX -7株細胞の微細構造を超薄切片 の透過型電子顕微鏡観察により試み

た。 AX -7株細胞は 1/10R2A培地で 10日間培蓑したものを使用し、 凍結置換

法(Yamaguchi et al., 2009 )により固定した。 試料を専 用銅ディスクに挟み、 液

体プロパン(-175°C )中で急速凍結させた後、 -80°C の 2%四 酸化オスミ ウ

ム（アセ トンー2%蒸留水中に調製）に浸漬して-80°C で 48 時間置いた後、 —

20°c で 4 時間、 次 いで-4°C で 1 時間置 くことにより徐 々に試料 温 度を上昇

させた。 室 温 に戻した四 酸化オスミ ウム固定試料を無水アセ トンに 30 分間 2

回 、 100%エタノー ルに 30 分間 2 回 、 最後に 100%エタノー ルに一 晩浸漬して

脱水した。 脱水試料にプロピ レンオキシ ド(PO)を30 分間 2 回浸透 させ、

POと樹脂 (Q uet ol-651 ; N isshin EM Co. , Tokyo ,  Japan)との 70:30 混合物にl

時間入れた後、 チュ ー ブのキャ ップを開 いたままにし、 POを一 晩揮発 させ

た。 試料を新し い 100%樹脂 に移し、 60°C で 48 時間 重合 させた。 重合 され

た樹脂 はウル トラミ クロ トー ム(UltracutUCT; Leica , Vienna , Austr ia )でダイ

ヤモ ン ドナイフを用いて80 nm で超薄切片 化 され、 切 片 は銅グリッ ド上に 載

置された。 室 温 で 2%ウラニルアセ テー トで 15 分間染色し、 蒸留水で洗浄し

た後、 鉛染色溶液( Sigma -Aldr ichCo. , Tokyo ,  Japan)を用いて室 温 で 3分間 2

次 染色した。 透過型電子顕微鏡(JEM -1400Plus; JEOL Lt d. ,  Tokyo ,  Japan)によ

り、 グリッ ドを CCDカメラ(EM -14830RUBY2; JEOL Lt d. ,  Tokyo , Japan)で撮

影した。 なお、 培養以降の操作はすべて東海電子顕微鏡解析株式会社

(ht tp://www. t oka i - ema. com/ )に委託した。

4 .  生理生化学的特徴

4-1. 温度試験

温 度試験は 4°c 、 10°c 、 1s 0c 、 20°c 、 2s 0c 、 30°c 、 35°c 、 40°c

と 50°C で行った。
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4-2. pH 試験

pH 試験には 1/10 R2A 培地の pH を 0.5 間 隔で 3.0-9.0 に調整した培地を用

いた。 培地の pH を安定させるた めに以下の緩衝剤を用いた ： 20mM MES 

(pH5.0-6.5), 20mM MOPS (pH7.0-7.5), 20mM TAPS (pH8.0-9.0)。

4-3. NaCl 試験

AX-7 株の NaCl 試験には NaCl 濃度を 0.1 間 隔で 0-10% (w/v)に調整した培

地を用 いた。

4-4. 基質利用試験

基質利用性試験には YNB 培地を元に調製した培地を用いた(0.67% yeast 

nitrogen base (Difeo)、 0.2% 試験用基質 [pH 6.0])。 試験に使用した基質は以

下の通りである： L-arabinose, o-xylose, o-galactose, o-glucose, o-fructose, o

mannose, L-sorbose, L-rhamnose, o-tagatose, o-cellobiose, o-lactose, o-maltose, o

melibiose, o-sucrose, o-trehalose, o-turanose, o-melezitose, o-raffinose, xylitol, o

adonitol, myo-inositol, o-mannitol, o-sorbitol, salicin, inulin, starch, soluble starch, 

carboxymethyl cellulose, pectin, chitin (colloidal), xylan, gellan gum, xanthan gum, 

lignin。

窒素源の利 用 性には yeast nitrogen base w/o amino acids and ammonium sulfate 

(Difeo)を元に作成した培地を用 いた(0.17% yeast nitrogen base w/o amino acids 

and ammonium sulfate, 0.2 % glucose, 0.05% 試験窒素源 [pH 6.0])。 試験に使

用 した窒素は以下の通りてあ る,, : ammonium sulfate、 potassmm mtrate, 

potassium nitrite, casamino acids, yeast extract (Kyokuto Pharmaceutical)。 基質を

含まない培地をネ ガテ ィ ブ コ ン ト ロ ールとした。 培養期 間は 30 日 で、 測光比

色計を用いて QD420 nm を測 定することによ っ て増殖を評価した。 培養液はネ

ガテ ィ ブ コ ン ト ロ ールと比較して光学密度の増加を示した場合は増殖に関し

て陽性であるとした(Abdelkafi, et al. , 2005)。
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4-5. カ タ ラ ーゼ ・ オ キ シ ダーゼ試験

1/10R2A 固形培地で 10 日 培蓑した AX-7 株細胞を使用した。 章 2 節の 3-5

と同様に行 っ た。

4-6. 生化学的特徴

1/10R2A 固形培地で 10 日 培養した AX-7 株細胞を使用 した。 3 章 3 節の

3-6 と同様に行 っ た。

4-7. 嫌気環境下で の増殖

3 章 3 節の 3-7 と同様に行 っ た。

4-8. 抗生物質感受性試験

1/10 R2A 固形培地に形成させた コ ロニーを滅菌綿棒（メ ン テ ィ ッ プ； 日

本綿棒株式会社）で採取し、 液体培地にマクファ ー ラ ンド濁度が 0.5 になる

ように懸濁した。 新しい綿棒を懸濁液に浸漬して菌体を採取し、 平板培地全

体に塗り広 げた。 しばら く 置いて菌液が垂れない程度に乾燥した後、 セ ン シ

・ デ ィ ス ク（日 本ベク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン）を 2.5 cm 以上間 隔を空 けて置

き 、 静置培養した。 以下に使用 したセ ン シ ・ デ ィ ス クを示す（括弧 内は 1 デ

ィ ス クあたりの抗生物質量(µg)を示す） ： Ampicillin (10), Aztreonam (30), 

Carbenicillin (100), Cefotaxime (30), Cefoxitin (30), Ceftazidime (30), Ceftriaxone 

(30), Cephalothin (30), Ciprofloxacin (5), Colistin (10), Gentamicin (10), Lincomycin 

(2), Neomycin (30), Netilmicin (30), Novobiocin (30), Penicillin (10), Polymyxin 

(300), Sulfisoxazole (250), Tobramycin (10), Amikacin (30), Chloramphenicol (30), 

Erythromycin (15), Kanamycin (30), Ofloxacin (5), Tetracycline (30), Imipenem (10), 

Bacitracin (10), Doxycycline (30), Rifampin (5), Streptomycin (300), Vancomycin 

(10)。 感受性の判定は Nokhal と Shlegel の基準(Nokhal & Schlegel, 1983) に従

い、 阻害 ゾ ー ンの直径が 13 mm 以上の場合は感受性(S)、 10-12 mm の場合

を 中 間的な感受性（弱い感受性）(I)、 10 mm 以下を耐性(R)であると判

断した。
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5. 16S rRNA 遺伝子配列 に 基づ く 分子系統解析

AX-7 株の 16S rRNA 遺伝子配列情報は遺伝子デー タ ベ ー ス

(GenBanldEMBL/DDBJ)に寄託した（寄託番号 ： LC318429)。 AX-7 株と系

統的に近縁な細菌悲準株は第 2 章第 2 節と同様にして EzBioCloud デー タ ベ ー

ス 上で 16S rRNA 遺伝子配列の Blast 検索(Altschul, et al. , 1990)により明らかに

した。 分子系統解析に用 いる Armatimonadetes 門の Armatimonadia 綱に所属す

る細菌韮準株(Armatimonas rosea Y0-36りと 16S rRNA 遺伝子配列情報のみ

に韮づ く 環境クロ ーンの 16S rRNA 遺伝子配列は SILVA デー タ ベ ー ス

(https ://www .arb-sil va. de/)から取得した。 各配列は Web サ ー バ ー上の

MAFFT version 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/)でマルチプルアライ メ

ン ト 後、 phylip フォ ー マ ッ ト で保存し、 系統解析 ソフ ト phylip-3.695

(http ://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)の dist コ マンドで距離行

列を作成した。 距離行列ファイルを mothur v.1.39.5 プログラム (Schloss et al. , 

2009)に取込み、 cluster コ マンド（カ ッ ト オフ値は 0.03)で種レベルの操作的

分類単位(OTU)にまと め、 得られた 75 の OTU から get.oturep コ マンドを

用いて代 表配列を選択した。 系統樹の構築はこの代 表配列を用い、 第 3 章の

第 2 節 4 と同様にして行 っ た。 進化モ デルは、 近隣系統樹の構築には

Kimura's  two-parameter model (Kimura, 1980)を、 最尤系統樹の構築には Model

Test により最適と判断された進化モ デル Tamura and Nei (Tamura & Nei, 1993) 

と座位のカテ ゴリ ー分類モ
―プ̀ル Gamma D1stnbuted with Invanant sites (Gu, et 

al., 1995)を組み合わせたモ デルを用 いた。 系統樹の各枝の分岐信頼性はブー

ト ス ト ラ ッ プ法（抽 出 回数 1,000 回）で検定した。 外群として

Armatimonadetes 門の 中 で Armatimonadia 綱に最も近緑な Chthonomonadetes 綱

の 中 から選択した 5 系統群(IAFpp721 (GU214142), A90 (JF429056), 

FFCHI 6596 (EUI 35023), R58 (EU445226), Chthonomonas calidirosea T49T 

(HF95 l 689))の配列を用いた。
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6 .  化学分類学的特徴

ゲノム DNAG+C 含量の分析以外は 14日間液体培蓑した菌体を、 第2節

の 5 と同様にして凍結乾燥した試料を使用した。

6- 1. ゲ ノ ム DNA G+C 含量

AX -7株細胞は中性多糖で構成される厚 い粘液層に包 まれていることか

ら、 通常のゲノム DNA抽 出法(Mar m ur , 1961 )や B lood& Cell Cul t ure  DNA 

M idi Ki t (Q IAGEN )では精製度の裔いゲノム DNAの抽 出は出来なかった。

多糖の 除去工程を含む Nucleo SpinPlant II Maxi (Macherey Nagel )や CTAB 法

(W ilson, 2001 )でのゲノム DNA抽 出も試みたが十分な多糖 除去が困難であっ

た。 従って、 以下のように CTAB 法を改変した方法によってDNAを抽 出・

精製した。 AX -7株を 1/10R2A培地で対数増殖期後期 まで培養し、 遠 心 分離

によって回収した。 TE 緩衝液(10 mM Tr is , 1 mM EDTA [pH 8.0] )で 2 回洗

浄後、 菌体湿 重菫 2 g に対して TE SS(25 mM Tr is- HCl [pH5.5] ; 5 mM EDTA; 

50 mM NaCl; 25% Sucrose) 12 m L とRN aseA (10 mg/ m L) 100 µ L およびリゾ

チー ム(MERCK · 100 ,000E/ mg)100 mg を加え、 37°c で 30 分間保 温 した。

懸 濁液に60 mg の SDS とプロテイナー ゼ K(20 mg/ m L; 和光）を加え、 ss 0c

で時々おだやかに撹拌しながら 2 時間保 温 して溶菌 させて細胞溶解液を得

た。 細胞溶解液（約 15 m L)に 2.7 m Lの 5 M NaCl と 2.25 m Lの CTAB 溶液

(10 % cetyltr i m e t hylam m onium brom ide ,  0.7 M NaCl )を加えて十分に混合し、

65C0で 30 分間保 温 した。 遠心分離(10 ,000 rpm , 20 m in, 4°C)により不溶物を

沈殿として除 き、 上清 （約 14 m L)に TE 飽和フェノー ル （和光）を加え、 5

分間穏やかに混合した。 遠心分離(10 ,000 rpm , 20 m in, 4°C)によって形成さ

れた二 層の上層を新し い遠心 容 器に移す操作を中間層の不溶 物が視認されな

くなるまで繰り返した。 フェノー ル抽 出液に等菫のクロロホルム ： イソ アミ

ルアルコー ル(24: 1 )混液を加えて、 フェノー ル抽 出と同様に抽 出操作を繰

り返した。 クロロホルム ： イソ アミ ルアルコー ル抽 出液（約 14 m L)に 1/10

容菫の 3M 酢酸ナ トリウム(pH5.3)と等菫のイソ プロパノー ルを加えて十

分に混合し、 析出したDNAをガラス棒で巻 き取り、 75%エタノー ルですすい
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だ後、 風乾した。 ガラス棒に巻 き取ったDNAを 2 m Lの TE 緩衝液に溶解

し、 10 µ Lの RN ase A (1 mg/ m L)を加えて37°c で60 分間保 温 した。 フェノ

ー ル抽 出・クロロホルム ： イソ アミ ルアル コ ー ル抽 出・イソ プロパノー ル沈

殿を上記と同様に繰り返して精製ゲノム DNAを得た。 ゲノム DNAのG+C

含量は第3章第2節の 4-1 と同様にして求 めた。

6- 2. 菌体脂肪酸組成の分析

菌体脂肪酸は第3章第2節の 5-2 と同様にして抽 出・精製した。 分析はテ

クノスルガ・ラボに委託し、 菌体脂肪酸組成分析システム" SherlockM icrobial 

Ident i fica t ion Sys t em " (M IDI社）により行われた。 脂肪酸ライブラリー には

TSBA6 が使用された。

6-3. 呼吸鎖キ ノ ン分析

キノンの抽 出・精製は第3章第2節の 5-3と同様に行 い、 分析はテクノス

ルガ・ラボに委託した。

6- 4 .  極性脂質の TLC 分析

極 性脂 質の TLC 分析は第3章第2節の 5-4 と 同様に行った。 ただし、 一

般脂 質の発色にはモ リブデンリン酸を用いた。

7 .  乾燥耐性試験

1/10R2A培地でのスラン ト培養から白金耳にて菌体を回収し、 24穴の微

生物培養用ポ リスチ レンプレー ト （アズワ ン）のウェルの底に塗りつけクリ

ー ンベンチ内で風乾した。 室 内に放置し、 経時的に 1 m Lのl/10R2A培地に

再懸 濁して全菫を9 m Lのl/10R2A培地に移し、 30°c で 静置し、 濁度計測に

より増殖能回復 までの日数から乾燥耐性の程度を判定した。 コ ン トロー ルと

して大腸菌 Yl090株を用いた。
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8. 飢餓耐性試験

AX -7株は飢餓状態でも生残 するか どうかを確認するために 30°c で 270

日に培蓑したAX -7株培蓑 液を 1/ 10R2A培地に移 植して培蓑した。

9 .  固体表面への附着能の検定

第3章第2節の 8 と同様にして行った。

10 . AX-7 株およ びArmatimonadetes門細菌と樹皮 との 関連性

AX -7株はブナ樹皮から分離された Armatimonadetes門に所属する細菌で

ある。 AX -7株および Armatimonadetes門細菌のブナや他の樹木の樹皮などと

の関連性を 16 SrRNA遣伝子の V4 領域を対象にしたアンプリコン解析により

推測することを試みた。 なお、 材料・方法は第5章と共通しているので省略

する。
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第3節 結果

第1項 AX-7 株の系統分類学的特徴

1. AX-7 株の基本的 な形態学的特徴

AX -7株のコロニ ー （培養 14日 目 ）はサイズが 0. 1-3.0 m m、 性状は白色

・不透明・円 形・凸状 • 平滑でやや光沢があった（図4-1 )。 白金耳でコロニ

ー に触れると弾 性があり、 崩 すと糸 を引 くほ どではないが粘性の感触があっ

た。 大型のコロニ ー は凸状の盛り上がりが著し く、 白金耳で抑 えても形が崩

れに くかった。 小型のコロニ ー は大型のコロニ ー に比 べて弾 性も強 度も弱か

った。 AX -7株の細胞（培養 14日目 ）はグラム染色陰 性で運 動性は無 く、 幅

が 1.0-2.0 µ m で長 さが 1.2-3.0 µ m の端が丸 い枠状形態を示した（図4-2 )。

通常は1細胞で存在したが、 2 細胞が連なることもあった。 ニ グロシン染色

では細胞周 囲 に透明帯があり、 英膜を持 つことが観察された（図4-5)。
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一

図4-1. AX-7 株のコ ロ ニ ー

バーは2 mm。

図4-2. AX-7 株細胞の位相差顕微鏡像

バーは5 µm。

一
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2. AX-7 株の細胞の微細構造

AX -7株細胞の超薄切片 を透過型電子顕微鏡で観察して詳細な微細構造を

明らかにした（図4-3)。 なお、 参 考のため トルイジンブルー 染色した切片の

光学顕微鏡像 も示す（図4-4 )。 AX -7 細胞はペ プチ ドグリカンが薄 く明確な

構造が確認できないのに対して内膜（ 細胞質膜）と厚 い外膜を有すると いう

グラム染色陰性細菌に共通する特徴を有していた。 細胞の周 囲 には線毛の形

成が確認された。 線毛の長 さと同程度の厚 さの英膜で細胞が覆われ（図4-3C,

D)、 さらにその周 囲 には粘液層と推定 される厚 い構造があり複数の細胞が

その構造に包 まれていた。 この構造は トルイジンブルー では赤 紫色に呈色せ

ず（陰 性）、 中性糖の多糖で構成される粘液層であると考えられた。
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図4-3. AX-7 株細胞超薄切片の透過型電子顕微鏡像

A のバーは1 µm ; B のバーは400 run ;  C と D のバーはl µm。
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図4-4. ト ルイ ジンブルー染色 し た切片の光学顕微鏡像

バーは5 µm。
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図4-5. ニ グ ロ シンに よ る AX-7 株細胞英膜のネ ガテ ィ ブ染色

バーは10 µm。
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3. 培養条件が AX-7 株の粘液層様構造に及ぼす影響

本節 2 においてAX -7株細胞は英膜と厚 い粘液層構造に包 まれていること

がわかった。 そこで、 この構造に培蓑 条件 が及ぼす影響を調 べた。 AX -7株は

静置培養では細胞が分散せずに綿状の凝集体を形成し、 その凝集体が培養液

下層で数 cm にまで成長 することが視認され （図4-6A)、 多数の細胞が粘液

層構造で包 まれている様子が観察された（図4-6B )。 振盪培養では視認可能

な凝集体の形成はみられず、 細胞の多 くが単 細胞で存在することから、 粘液

層構造が剥 離していることが考えられた。

液体培地で 静置培養したAX -7株の細胞形態変化を経時的に観察した結果

を図4-7 に示した。 培養開始の 際(1日目 ）には多 くが単独 の細胞で存在して

いたが、 培養日数が経過 するにつれて多数の細胞を包むように粘液層構造が

成長した(4日日�20日日）。 培養 150日日では粘液層構造は観察されず、

培養初期や振盪培養の細胞と同様に単独 の細胞で存在した。 このとき、 培養

液粘度が培養初期の細胞に比較して上昇していたことから、 粘液層様構造が

培地中に剥 離したものと考えられた。
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図4-6. 培養における振盪が AX-7 株の粘液層構造に及ぼす影響

A と C は培養の性状、 B と D はトルイ ジ ン ブルー染色で コ ン ト ラ ス トをつ けた

英膜 (B) と粘液層様構造 (D)の位相差顕微鏡像。 バーは10 µm。
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図4-7. AX-7 株細胞の ト ルイ ジンブルー染色

写真の上は培養日数。 バーは10 µm。
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4 .  AX-7 株の生理生化学的特徴

AX -7株の増殖可能 温 度範 囲 は 10-37°C (至涵 温 度： 30°c )、 増殖可能

pH範 囲 は pH5.0-7.0 (至涵 pH : 6.0 )、 増殖可能 NaCl 濃 度範 囲 は 0-1.0%

（至適 NaCl 濃 度：0 % )であり、 中温 性・好弱酸 性で耐塩 性がないという性質

を示した。 AX -7株は好気性で嫌気条件 下での増殖は観察されなかった。

AX -7株の増殖韮質を表 4-2 に示した。 o-glucose よりも良好な増殖が観察され

た韮質は o-sucrose、 soluble s tarch 、 o - mal t ose 、 o -cellobiose、 xylan、 s tarchで

それらの 中では o-sucrose韮質とした場合の増殖が最も良好であった。 利用可

能な窒素源は硫酸、 硝酸、 カザ ミノ酸及び酵母エキスで亜硝酸は利用しなか

った。 AX -7株細胞のカタラー ゼ活性は陽 性でオキシダー ゼ活性は陰 性であっ

た。 APT ZYM、 APT 20NE 及びAPT 20E の試験結果を表 4-3、 4-4、 及び4-5 に

示した。 抗生物質の試験結果を表 4-6 に示した。 AX -7株は検定した32 種類

の抗生物質のうち、 8 種類に対して感受 性( Sensi t ive)、 5 種類に対して弱い

抵抗性(Int er m edia t e)、 残 りの 19 種類に対して抵抗性(Resis tant )を示し

た。
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表 4-2. AX-7 株の増殖基質利用性

利用性 基質名

L-arabinose, D-xylose, D-galactose, D-glucose, D-fructose, D-mannose, L-rhamnose, D-

利用 cellobiose, D-lactose, D-rnaltose, D-rnelibiose, D-sucrose, D-turanose, D-rafiinose, inulin 

(weak) , starch, soluble starch, pectin, xylan 

L-sorbose, D-tagatose, D-trehalose, D-rnelezitose, D-rnannitol, D-sorbitol, xylitol, D-adonitol, 

非利用 myo-inositol、 salicin, carboxyrnethyl cellulose, acid washed cellulose, chitin (colloidal) , 

gellan gum ,  xanthan gum 

表 4-3. AX-7 株の API ZYM 試験

試験項 目

Alkaline phosphatase 

Esterase (C4) 

Esterase lipase (CS) 

Lipase (C 1 4) 

Leucine arylarnidase 

Valine ary lamidase 

Cystine ary lamidase 

Trypsin 

Chymotrypsin 

Acid phosphatase 

N aphthol-AS-Bl-phosphohydrolase 

a-Galactosidase 

/J-Galactosidase 

/J-Glucuronidase 

a-Glucosidase 

/J-Glucosidase 

N-acety 1-/J-glucosarn in idase 

a-Mannosidase 

a-Fucosidase 

＋、 陽性； ー 、 陰件； w、 弱 陽性

判 定

十

十

w 

十

十

十

十

w 

十

十

十

十

w 
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表4-4. AX-7 株の API 20NE 試験

試験項 目

Nitrate reduction 

Indole production 

Acid from glucose 

Arginine dihydrolase 

Urease 

P-Glucosidase 

(protease)(escu !in) 

Gelatinase 

P-Galactosidase 

＋、 協性； ー 、 陰性； w、 弱 協性3

表4-5. AX-7 株の API 20E 試験

試験項 目

判定

十

p-galactosidase (Ortho Nitrophenyl-13-D-Galactopyranosidase) 

Arginine Dihydrolase 

Lysine Decarboxy lase 

Ornithine Decarboxy lase 

Citrate utilization 

H2S production 

Urease 

Tryptophane Deaminase 

lndole production colorless 

Acetoin production (Voges Proskauer) 

Gelatinase 

＋、 陽性： ー 、 陰性3
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表4-6. AX-7 株の抗生物質感受性試験
試験項 目 判定＊

Ampicillin (l 0) 

Aztreonam (30) 

Carbenicillin (I 00) 

Cefotaxime (30) 

Cefoxitin (30) 

Ceftazidime (30) 

Ceftriaxone (30) 

Cephalothin (30) 

Ciprofloxacin (5) 

Colistin (I 0) 

Gentamicin (I 0) 

Lincomycin (2) 

Neomycin (30) 

Netilmicin (30) 

Novobiocin (30) 

Oxacillin (1) 

Penicillin (10) 

Polymyxin (300) 

Sulfisoxazole (250) 

Tobramycin (10) 

Amikacin (30) 

Chloramphenicol (30) 

Erythromycin ( 15) 

Kanamycin (30) 

Ofloxacin (5) 

Tetracycline (30) 

Tmipenem ( 1 0) 

Bacitracin ( 10) 

Doxycycline (30) 

Rifampin (5) 

Streptomycin (300) 

Vancomycin ( 1 0) 

·s :  感受「生： T: 中 間 的 な成受性； ； R: 耐性

R

R

R

R

S

R

R

R

 

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

 

s
s

 

s
s
s
s
s
s
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5. AX-7 の 16S rRNA 遺伝子に基づ く 系統解析

AX -7株の 16 SrRNA遺伝子配列(1 ,431 bp)をGenbanldEMB L/DDBJ に登

録した（アクセ ッション番号 LC318429 )。 E zB ioCloud デー タベー スでの

B las t 検索の結果、 AX -7株と 16 SrRNA遣伝子配列相 同性が最も高かったのは

Armatimonas rosea Y0 -36T の 88. 1 %で、 次 いで裔かったのがDesulfotomaculum

putei SMCC W 459T の 81.8 %、 Fimbriimonas ginsengisoli Gsoil 348T の 81.7%、

Desulfotomaculum aq uiferis Bs 10引 の 81.6%、 Chthonomonascalidirosea T49T の

81.5%であった。 予備 的な 系統解析により、 AX -7株は A. rosea、 F.

ginsengisoli およびC. calidiroseaが所属する Armatimonadetes門に位置し、 12

ある Armatimonadetes門内の単 系統群グルー プ(Dunfield, et al., 2012 ; Lee, et al., 

2013)の中でグルー プlと 2 で構成される Armatimonadia綱に所属することが

示唆 された。 そこで、 Armatimonadia綱 に所属するクロー ン配列を SILVAデ

ー タベー スから取得し、 m ot hur で種レベルのOTUにまとめた後、 代表配列

を用いて構築した近隣 系統樹と最尤 系統樹によりAX -7株の Armatimonadia綱

における 系統的位置を視覚 化した（図4-8 )。 系統解析には Armatimonadia綱

の姉妹綱(sis t er class)である Chthonomonadetes 綱（グルー プ 3)の 5 配列を

外群とした。 系統樹構築に用いた 108 配列と AX -7株の配列は 80 と 29 の配

列で構成される 2 つの単 系統群に大き く別れた。 80 配列の 系統群には

Armatimonadetes門の基準株である A. rosea Y0 -3が が含まれ多 くの配列はグル

ー フ l(Lee et al., 2013)に所属している - とから Armatz monada les目 であること

が考えられた。 AX -7株が位置する 系統群の配列の多 くはグルー プ 2(Lee, et 

al., 2013; Lee, et al., 2013)と共通しており、 AX -7株を 除 いてすべて環境クロー

ンであることから、 AX -7株で代表される目 レベルで新規な 系統群であること

が示唆 された。 AX -7株と最も近縁なOTUは 99.0%の配列相 同性を示したポ

リ塩化ビフェニル汚染士壌の由 来クロー ン W D294(Gen B ankアクセ ッション

番号：AJ292686 ) (Nogales et al. , 2001 )で、 配列相 同性が 96. 1 %のアルプスツン

ドラ士壌由 来クロー ン bac2ni t5l (EU86 l 949 )がそれに次ぎ、 いずれも AX -7

株と同じ 系統群に位置づけられた（図4-8 )。
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I 00/100 

9 8/98 

I I 
II . Il l  

64/73 

group 1 (Armatimonadales) 

SJ obt5 99 (HG529 1 1 5) Spha也mm moss clone 

T6 02 1 1  56 (KP686958) river water clone 

SJ pap3 1 1 7 (HG5290 1 0) Sphagnum moss clone 

SJ squ4 22 1 (HG529 1 32) Sphagnum moss clone 

FW68 (AF524022) forested wetlru1d clone 

B208 (FJ466076) volcanic deposit clone 

QA! 1 005 (LC076700) cryoconite granule clone 

QM 1 04 1 (LC076744) cryoconite granule clone 

QA2_30_ 1 3 5  (LC0767 1 8) cryoconite granule clone 

bacnit39 (EU861 894) alpine tundra soil clone 

bacnit7 (EU861 876) alpine tundra soil clone 

B2 1 0  (FJ4660 1 1 ) volcanic deposit clone 

IYF l 7 (DQ984582) litterfall clone 

B59 (JF429084) rhizosphere soil clone 

300C-H0 1 (AY66 1 983) contaminated groundwater clone 

B62 (F J466092) volcanic deposit clone 

5B 04C (JX098557) mineral soil clone 

bac2nit5 1 (EU86 I 949) 

HD OTU l 5  (KJ62363 1 )  volcanic ice cave sediment clone 

WD294 (AJ292686) polychlorinated biphenyl-polluted soil clone 

QA4 30 1 88 (LC076737) cryoconite granule clone 

60m- 1 6  (AB464945) glacier surface clone 

IC3052 (HQ5952 1 0) ice core clone 

B41 3  (FJ466088) volcanic deposit clone 

IC3073 (HQ5952 1 5) glacier ice core clone 

図4-8. AX-7 株の 16S rRNA 遺伝子配列に基づい た近隣結合系統樹

近隣系 統樹と最尤系 統樹の両方で分岐が 再現されたノ ー ド には黒丸を附 した。 各ノ ー ド に

50%以上のブー トストラ ップ値 （近隣系 統樹／最尤系統樹 ： NJ/ML) を示 した。 括弧内は遣伝

子配列の GenBanldEMBL/DDBJ データベース ア クセ ッシ ョ ン番号。 スケールバーは座位 あた

り の塩基置換数。 Thermus aquaticus YT-1 T は外群。

- 99 -

〗"" :... 
� ,-、

�ゞ ミ--
ミ

。"：：：：ミ<:, 。" 。ミ"' 
-"' "' 

� [ 舟



6 .  AX-7 株の化学分類学的特徴

6-1. ゲ ノ ム DNA G+C 含量

AX -7株のゲノム DNAG+C 含量は61.0 m ol%であった。

6- 2. 菌体脂肪酸組成

AX -7株の菌体脂肪酸組成の結果を表 4-7 に示した。 菌体細胞脂肪酸組成

のうち主要脂肪酸(> 10 % )は C16 : 1 col le (24.5% )、 C16 : 1 co5c (42.8% )、 C16 :o

(18.8% )、 及びC14:o (10.6% )であった。

6- 3. 呼吸鎖 キ ノ ン分析

AX -7株の呼吸鎖 キノンとしてメナキノン MK-9(95.9 % )と MK-10

(4. 1  % )の 2 種類のみが検出 された。

6- 4 .  極性脂質の TLC 分析

AX -7株の極 性脂 質 TLC 分析の結果を図4-9 に示した。 検出 された極 性脂

質は全部で 11 種であり、 標準物質と一 致するものはなかった。 すべて末同定

であるが以下の脂 質に分類された。 Di t t m er - Les t er 染色に陽 性のリン脂 質が 4

種で、 残 りはアニ スアルデヒ ド、 ニ ンヒ ドリン、 ドラー ゲン ドルフの染色に

陰 性であった。
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表4-7. AX-7 株の細胞脂肪酸組成

脂肪酸 組成

Saturated: 

C 1 1 ,o iso 

C12 ,o iso 

C l 3 :o  

r

r

r

 

t

t

t

 Ct4:o 10.6 

C 1 s :o iso tr 

Ct6 :o 1 8.8 

C 1 1 :0 

C1 s :o 

tr 

tr 

Unsaturated: 

C 1 3 : 1  (at 12-13 )  tr 

Ct6 : t  ffil le  

C16:1 co5c 

24.5 

42.8 

C 1 s : 1  co9c tr 

Summed features* : 

C 1 3 : o  30HIC1 s , 1  iso H tr 

C1 6 : 1  co6c/C16 : 1  co7c tr 

C 1 7 , 1  iso I/ C17 , 1  anteiso B 0 .6  

* 0.5%以上の任應の脂肋酸 が示 さ れて いる。 tr : ト レ ー ス ； ー ： 検 出 さ れず； 〇： メ チル末端か ら の一重結合の位置；

c :  cis の異件体。 10%以上の十要脂肋酸 は太字で示 し て いる。 合計 した特徴 は MTDT シ ス テ ム で GC 分離で き な い脂肋

酸 を表に示す。
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L4 L3 

LS 

L6 

図4-9. AX-7 株の極性脂質の二次元 TLC

L: 未 同 定極性脂質； PL : リ ン脂質。

PLJ 

L2 
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第2項 AX-7 株の生態学的特徴

1. AX-7 株の乾燥耐性

AX -7株の乾燥耐性は、 乾燥後に室内環境に放置し、 増殖能を回復するか

どうかで検定した。 図4-10 に増殖が確認できるまでの日数を示した。 独 立し

た実験を 2 回 行った結果、 放置日数が増加するに従って増殖開始までの日数

が長 くなり、 24日間の放置では増殖開始までに 7�9日を要した。 32日間の

放置後は増殖能の回復 は観察されなかった。 なお、 コ ン トロー ルとした大腸

菌 Y1090 の場合は乾燥後の増殖能の回復 はみられなかった。

2. AX- 7 株の飢餓耐性

AX -7株は飢餓状態でも生残 するか どうかを確認するため、 30℃で 270日

間培養したAX -7株培養液をl/10R2A培地に移 植して培養したところ 、 コ ロ

ニー の形成が確認され、 飢餓状態でも生残 することが示 された。
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乾燥 日 数

図4-10. AX-7 株の乾燥耐性

乾燥後の増殖開始 ま での日数で乾燥耐性能を検定。 △： 実験 1; 〇実験 2。
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3. 樹皮細菌群集内 での AX-7 株とArmatimonadetes門の位置付け

第5章で詳述する樹皮細菌群集解析において、 ここでは AX -7株と AX -7

株が所属する Armatimonadetes門につ いての結果を記す。 第5章の表5-6 に示

すように、 樹皮細菌群集に占める Armatimonadetes門細菌の比率は、 ブナで

2. 4%、 ホオノキで 2. 1 %、 イタヤカエデで 1.6%、 ミズナラで 1.5%、 ヤマナラ

シで 1. 1 %、 ウダイカンバで 0.8%、 スギで 1. 1%、 カラマツで 1.0%と いずれの

樹種においても低い構成比率であった。 なお、 同じ く第5章の表5-12 ではブ

ナ葉面とブナ樹下士壌の細菌における Armatimonadetes門細菌の構成比率が示

されており、 それぞれ 0. 1 %と 0.3%で樹皮細菌群集における値より低かっ

た。 表 4-8 に樹皮細菌群集における Armatimonadetes門細菌の構成を示した。

全樹種で Armatimonadia綱の比率が最も高かった。 AX -7株が所属すると推定

される日レベルのグルー プ F W68 はヤマナラシでの比率が非常に低いのに対

して、 スギ・カラマツでは 90%を超えており、 スギでは 97.5%と

Armatimonadetes門のほぼ全てが F W68 であった。 AX -7株が分離されたブナ

では F W68 の比率は 82.5%とウダイカンバの 84. 1 %に次 いで高かった。 2018

年6月現在 3属 3種しか正式記載のない Armatimonadetes門細菌であるが、 そ

のうちの 2属が全ての樹種で検出 され、 特にFimbriimonasにつ いてはホオノ

キ・イタヤカエデ・ミズナラ・ヤマナラシの樹皮で Armatimonadetes門内の主

要属であった。

表 4-9 に AX -7株と種レベルで共通するOTUの樹種別平均リー ド数を示

した。 ヤマナラシでは AX -7株と種レベルで相 同な配列は検出 されなかった

が、 その他の樹種では複数の配列が検出 された。 ホオノキ・イタヤカエデ・

スギ・カラマツでは樹皮の Armatimonadetes門では主要なOTUであることが

示 された。 特に、 スギでは Armatimonadetes門細菌の 60%近 くを占めてお

り、 AX -7株と同種の Armatimonadetes門細菌はスギと関連が深いことが示唆

された。

ブナ樹下士壌とブナ葉面の細菌群集には AX -7 と種レベルで一 致する

OTUは存在せず、 このことから AX -7株はブナを 含む樹木の樹皮と関連が強

いことが考えられた。
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表4-8. 樹皮細菌群集における Arm叫mon叫etes 門細菌の構成 （％）

分類階級 樹種

イタヤカ ヤマナラ ウダイカ
目 科 属 プナ ホオノ キ ミズナラ スギ カラマツ

エデ シ ンバ

03 1 9-6E2 0.0 0.0 0.0 2.6 0.2 0.0 0.0 0.0 

Armatimonadia Armatimonadales Armatimonadaceae 7.1 6.4 24.3 18.4 57.8 7.1 0.6 1.1 

Armatimonadia FW68 82.5 76.0 44.5 37.4 1.6 84.1 97.5 92.7 

Chthonomonadetes Chthonomonadales Chthonomonadales 4.1 3.2 12.4 23.5 7.5 4.1 0.0 0.1 

Chthonomonadetes Chthonomonadales Chthonomonadales Chthonomonas 0.1 0.1 0.4 2.5 7.2 0.0 0.0 0.0 

Fimbriimonadia Fimbriimonadales Fimbriimonadaceae Fimbriimonas 6.2 14.4 18.1 13.3 25.6 4.7 1.9 6.1 
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表4-9. 樹皮細菌群集の Armatimonadetes 門 OTU の樹種別リー ド数と AX-7 と種 レベルで一致する OTU の樹種別リー ド数

樹皮細菌群集の ア ン プ リ コ ン解析 に お け る Armatimonadtes 門 OTU の 平均 リ ー ト‘数

分類 • 項 目

プナ ホ オ ノ キ イ タ ヤ カ エ デ ミ ズナ ラ ヤ マ ナ ラ シ ウ ダイ カ ンバ ス ギ カ ラ マ ツ

Armatimonadetes 1 ,5 84 1 , 1 9 1  1 ,304 1 , 1 03 1 , 1 07 262 3 1 1  378  

Armatimonadia 1 ,4 1 9  9 8 1  897 6 1 6  658  239 305  354  

FW68 1 ,307 905 580  4 1 3  1 8  220 303 350 

AX-7 と 挿 レベルで 一 致す る 配列 76 1 86 24 63 ゜ 34 1 83 1 1 7  

AX-7 と 挿 レベルで 一 致す る 配列 の
4.8 1 5 .6 1 .8 5 .7  ゜ 1 3 .0 58 . 8  3 1 .0 

Armatimonadetes に お け る 比率 （％）

- 1 07 -



第4 節 考察

1. AX-7 株の系統分類学的特徴

Armatimonadetes門に所属する3種の基準株の共通な特徴は、 グラム染色陰

性・好気 性・主要細胞脂肪酸としてC 16:oを含む、 低栄養培地を好む、 グラム

染色陰 性と少ない(Im , et al., 2012 ; Lee, et al., 201 l; Lee, et al., 2014; Tamaki ,  et al., 

2011 )。 AX -7株の特徴はこれらの既存株の特徴と一致した。 既存株と最も異

なるAX -7株の特徴は厚 い粘液層（図4_3�5)を形成することである。 通常、

粘液層は英膜の一 種で細胞表層にゆ る＜ 附着し、 液体培養では剥 がれて培地

中に拡散 すると される(Kim & Gadd , 2008 )。 AX -7株の粘液層は液体培養液内

でも容易には剥 がれず、 激し く振盪することで厚 い層は観察されなくなるが

、 細胞周 囲 には英膜構造が残っている（図4-6 )。 図4-3からは粘液層内に複

数の細胞が包 まれ、 さらに粘液層同士が結合して大き く成長している様子が

伺 える。 筆 者の知る限 り、 細菌においてこのような構造が報告された例 はな

く、 極めて特徴的な構造であると考えられた。 なお、 一 ヶ月以上経過した培

養液では培地の粘性が増加することから、 古 い培養液では粘液層が剥 離する

ものと思われる。 このAX -7株の粘液層は トルイジンブルー 染色陰 性であるこ

とから中性多糖による構造であると予想 された。 弘前大学の吉 田 によるとグ

ルコー スを主要な構成糖とする中性多糖でゲルろ過では分子量推定が困難な

ほ ど巨大な分子であるらし い （吉 田 私信）。

16 S rRNA遺伝子配列の相 同性から既存種の中でAX -7株と最も近緑である

と推定 されたのはA. roseaで、 基準株のY0 -36Tとは88. 1 %の相 同性であった。

16 S rRNA遺伝子配列に基づいて構築した 系統樹（図4-8 )において、 AX -7株

はArmatimonadetes門を構成する10のサブグルー プ(Lee, et al., 2013)の中で、 グ

ルー プ2のOTUと単 系統群を形成した。 グルー プ2はF W 48と表記される場合も

ある(Y eoh et al. , 2017 )グルー プ1(A. roseaを基準種とするArmatimonada les日）

とともにArmatimonadia綱を形成する日レベルのグルー プである。 グルー プ2

のOTU中でAX -7株と最も近縁であったのはポ リ塩化ビフェニル汚染士壌から

回収 された環境クロー ンW D294(Nogales et al. , 2001 )であり、 99 %の相 同性を

示した。 この値から両者は種レベルで同ー な分類群であると考えられるが生
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息環境的には離れていた。 公 開 デー タ ベ ー ス (GenBanldEMBL/DDBJ; SILVA; 

RDP;s Greengenes)にはWD294以外にAX-7株と種レベルで同一なOTUは存在

しなか っ た。 グループ2内には 2 つのクラス タ ーが形成され、 AX-7株はその

う ち OTUの多い方のクラス タ ーに位置づ けられた。 このクラス タ ー 内のクロ

ーンは士壌な どの地圏 から回収されていること以外に共通性は認 められず、

両クラス タ ーともAX-7以外に葉 圏 由 来のクロ ーンは存在しなか っ たことから

、 グループ2を構成する細菌の生息環境は多様であることが推定された。

16S rRNA遺伝子配列がAX-7株と97%以上の相同性を示す既存種は存在し

ないことから、 StackebrandtとGoebel(1994)の韮準に韮づ く とAX-7株は新種細

菌の培養株である。 また、 16S rRNA遺伝子配列に韮づ く 系統解析によ っ て、

AX-7株はArmatimondates門のグループ2のOTUと単系統群を形成することと、

同グループ内に正式記載された種が存在しないことが確認された。 以上のこ

とから、 AX-7株は 日 レベルで新規な細菌であると判断し、 以下のように

Armatimonadia綱の下に新 日 ・新科・新属・新種を創設した。 なお、 記載文は

省 略した。 属名 はAX-7株細胞が英膜で覆 われることに、 種形容語はAX-7株が

樹皮 から分離されたことに因 む。 なお、 以下の記載は2018年6月 の時点で

IJSEMに提案 中であることを記してお く 。

Description of Capsulimonas gen. nov. 

Capsulimonas (Cap.su.li.mo'nas. L. fem. n. capsula capsule in biology; L. fem. n. 

monas a unit, monad; N.L. fem. n. Capsulimonas, capsulated monad). 

Description of Capsulimonas corticalis sp. nov. 

Capsulimonas corticalis (cor.ti.ca' lis. N. L. fem. adj. corticalis cortical, of the 

tree 

trunk surface, the source of the type strain). 

Description of Capsulimonadaceae fam. nov. 

Capsulimonadaceae (Cap.sul.i.mo.na.da.ce'ae. N.L. fem. n. Capsulimonas type genus 

of the family; -aceae ending to denote a family; N.L. fem. pl. n. Capsulimonadaceae 

the family of the genus Capsulimonas). 
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D escription of Cap泣limonadales ord . nov . 

Capsulimonada les (Cap.su. li. m o. na. da' les. N. L. fem. n. Cap sulimonas type genus 

of t he order ;  - ales ending t o  denot e an order ;  N. L. fem. pl. n. Cap sulimonada les t he 

order of t he genus Capsulimonas). 

2. AX-7 株とArmatimonadetes門細菌の生態学的特徴

AX -7株は種々の糖質を増殖基質として利用することが出来る（表 4-

2 )。 これらの某質のうち、 樹皮から検出 されているのは o-galac t ose、 0-

glucose、 o -fruct ose である（表5-13)。 この 3つの糖質は樹皮成分としては主

要ではないが、 AX -7株は樹皮ではこれらを利用しているのであろ う。 AX -7

株の特徴として厚 い英膜を形成し、 さらに複数の細胞が粘液層に包 まれるこ

とが他の既 知細菌 とは明確に異なる特徴として挙 げられる。 英膜・粘液層は

多糖と蛋白質で形成される細胞表層構造で、 重金属などの毒 性物質に対する

防護壁としての機能、 保湿効 果による乾燥耐性、 原 生 動物による食 作 用から

の防御 、 フ ァ ー ジ感染の防御 、 固体表面附着の促進、 など様々な機能を有し

ている(Kim & Gadd , 2008 ; Single t on, 2006 )。 AX -7株の高い乾燥耐性 （図4-

10 )や多 くの抗 生物質に耐性を示す性質 （表 4-6 )は AX -7株の厚 い英膜と粘

液層の寄与するところ が大きいものと考えられる。 乾燥耐性試験ではクリー

ンベンチ内での送風により強制 的に菌体を乾燥させたが、 1白金耳 程度の量

でも一 晩を要したことから、 AX -7株の粘液層は非常に高い保湿 能を有してい

るものと思われる。 AX -7株の固体表面への附着は観察されなかった。 細菌 の

固体表面への附着の第一段 階は自身や他の細菌 が生産する細胞外ポ リマー や

イオンによってコンディショニングフィルムが形成されることから開始する

（岡部， 2012 )。 AX -7株の粘液層に由 来する細胞外多糖はコンディションニン

グフィルム形成能をもたないのであろ う。 従って、 AX -7株は固体表面（樹

皮）には単独では附着せず、 他の細菌 群によりすでに形成されたバイオフィ

ルムに二次 的に起 こるものと推察される。
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16 S rRNA遺伝子のアンプリコン解析（表5-5�9 , 12 )によると樹皮細菌

群集における Armatimonadetes門細菌の比率は 0.8�2. 4%で大きな比率ではな

いが、 ブナでは Proteobacteria(41.5% )、 Acido bacteria(31.0% )、

B acteroidetes (20. 4% )の各門に次 いで 4 番 目 の構成比率であった（表5-

6 )。 他の樹種の樹皮細菌群集においても Armatimonadetes門は構成比率では

4 番 目 か 5番 目 に位置づけられた（表5-6 )。 士壌やブナ葉面の細菌群集では

それぞれ 0. 1 %と 0.3%が Armatimonadetes門の構成比率であることから（表5-

12 )、 Armatimonadetes門はこの 2 つの環境に比 べれば樹皮を好むことが考え

られた。 葉面の細菌群集における Armatimonadetes門の構成比率に関する詳細

が紹介 された報告は少ない。 Laforest - Lapoint eら(2016 )はカナダ・ケ ルベック

」州 の森林で 優占する 5 樹種（広葉樹： Acer saccharum, Acer rubrum, B etula 

papy rifera; 針葉樹： Abies balsamea, and Picea glauca)の葉面細菌群集を網羅的

に解析し、 Armatimonadetes門細菌は針葉樹と有意に関連することを明らかに

している。 Laforest - Lapoint eら(2016 )の報告では Armatimonadetes門につ いて

数値的なデー タは掲 載 されていないが、 掲 載図からは どの樹種においても細

菌群集に占める割合は 1 %末満であると判断される。 Lambaisら(2017 )はブラ

ジルの森林で行った広葉樹 4 種(Mo llinedia schottiana、 Ocotea dispersa、

Ocotea teleiand ra、 Ta bebuia serratifolia)を対象にした 研究により、

Armatimonadetes門細菌は葉面細菌群集の 1�10%を構成するという結果を得

ているが、 本 文での本門細菌への言及はない。 アメリカのテネシー小卜I ブラン

ト群の樹木栽培試験場で実施された Populus属樹木の葉圏・根圏・周 辺 士壌

の細菌群集解析において Armatimonadetes門の細菌群集に占める比率は、 葉全

体（表面と内部）で 0.07%、 幹 （樹皮表面・師部・木部）で 0.32%、 根圏

（根面のみ）で 0.25%、 士壌で 0.35%と、 やはりマイナー な細菌グルー プで

あることが示 されている(Cregger , et al. , 2018 )。 アメリカのマサチュ ー セ ッツ

」州 ボス トンのアー ノル ド樹木園内のイチョウを対象にして実施された葉圏

（葉面・枝表面・樹皮表面）の細菌群集解析では、 Armatimonadetes門細菌は

樹皮と枝の細菌群集でそれぞれ 1 %の比率で存在し、 葉面の細菌群集には存在
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しないことが示 されている(Leff, et al., 2015)。 なお、 これらの研究では検出 さ

れた Armatimonadetes門細菌の門内構成につ いての言及はない。 本 研究の結果

と既報より、 葉圏細菌群集における Armatimonadetes門細菌の量的 重要性は低

いこと、 葉圏では葉よりも樹皮の方 を生息の場として比較的好むことが推察

された。

本 研究では樹皮 Armatimonadetes F月 の構成につ いても解析した（表 4-

7 )。 ヤマナラシを 除 く樹種において Armatimonadia綱の F W68 グルー プ （本

研究で 提案する Capsulimonada les 目 に相 当）の樹皮 Armatimonadetes門構成比

率が最も裔 く本グルー プの樹皮との裔い関連性が示唆 された。 特にスギ ・ カ

ラマツの針葉樹では 90%以上が F W68 グルー プであることから、 F W68 は針

葉樹と関連が強 いものと思われる。

16 S rRNA遺伝子の AX -7株と種レベルで相 同な配列の樹皮 Armatimonadetes

門内の構成比率はヤマナラシの 0%からスギの 58.8%と様々であった。 ヤマナ

ラシ以外からは全ての樹種で検出 されている。 AX -7株の分離源であるブナで

は Armatimonadetes門の 4.8%が AX -7株と同種の配列であるが、 構成比率は

高い方 ではなく、 ホオノキ ・ ミズナラ ・ ウダイカンバ ・ に劣った。 構成比率

からみる限 りでは、 AX -7株はスギ ・ カラマツと関連性が強 いように忌われ

た。 この事 実が AX -7株の生態に どのような意味を持つのかは現段階では不

明であり、 今後の課題であると考えられた。
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第5章 樹皮細菌群集の解析

第1節 序論

前章までに、 培蓑に依存した方法による樹皮細菌の計数・分離・解析を

行 い、 ブナ・ヤマナラシ・スギ・カラマツの樹皮には 5.65 X 102 �2.02 X 104 

cfu/cm2 の培養可能な細菌が生息すること、 培養可能な細菌としては

Protea bacteria門細菌が 優占すること、 葉圏細菌として知られる

M ethyl a bacterium属や S phingomonas属が裔い効率で分離されること、 葉圏と

の関わりが不明なB urkh olderia属や M ucilaginibacter属もやはり高効率で分離

されることを明らかにした。 また、 ヤマナラシから分離されたDeinococcus

属細菌株、 ブナから分離された Armatimonadetes門の細菌株を詳細に解析する

ことで新たな知見を得ることができた。 このように培養法では実 際に樹皮に

生息する細菌株を得て研究室内での解析により生理 • 生化学的・系統分類学

的な情報を得ることで、 実 際の生息場における生態や機能を知ることが出来

るという点で極めて有益である。 しかし、 自然界に生息する細菌のほとんど

が培養出来ないことから、 得られた細菌株の生息環境における位置づけ（ 細

菌群集における位置づけ）を知ることは不 可能である。 そこで、 現在では環

境微生物の 研究の多 くが分子生物学的手法を適 用した多様性解析が主流とな

っている。 近年、 葉圏微生物（ ほとんど全てが葉面微生物）の 研究にも分子

生物学手法 （次世代シー ケ ンサー によるマー カー 遺伝子(16 SrRNA遺伝子や

16 S rRNA遺伝子のアンプリコン解析）が応 用されており、 葉圏細菌群集では

植物種を間 わず Protea bacteria門細薗 が 優占することや葉圏細菌群集は樹種と

強 く関連することなどが明らかにされている(Kembel, et al. , 2014; Lafores t 

Lapoint e, et al. , 2016; Laforest - Lapoint e, et al. , 2016; Lambais, et al. , 2017; Lambais et 

al. , 2014 ;Muller & Ruppel ,  2014 )。

本章では詞章までの解析に加えて、 次世代シー ケ ンサー を活 用したアン

プリコン解析を樹皮細菌の研究に適 用することにより、 樹皮における細菌の

多様 性をより詳細に解明することを日的として研究を行った。 樹種としては

白神山 地や周 辺 地域の各所 に生息して試料採取の容易 な広葉樹6 種 （ ブナ
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Fag us crenata ・ ホオノキ Mag nolia obov ata ・ イタヤカエデ Acer pictum subsp. 
‘ ‘、 一

m ono ・ ミ スナフ Q uercus crispula ・ ヤマナラシ Populus tremula var. s ieboldii · 

ウダイカンバ B etula max imowicz iana)、 針葉樹 2 種（スギ Cryp tomeria

j aponica ・ カラマツ L arix ka empfe ri) を対象とし、 採取 地を青 森県 中津軽郡西

目 屋村の弘前大学附属白神自然環境 研究所 （現在は弘前大学農学生命 科学部

附属白神自然環境 研究セ ンター ）の白神自然観察園（世界自然遺産白神山 地

の周 辺 地域）、 同じ く西日屋村の高倉森（緩衝 地域と周 辺 地域との境界）、

青 森県弘前由内の弘前城植 物園と弘前大学、 青 森県平川 由の志賀坊森林公園

と白岩森林公園の 6 ヶ 所 とした（図5-1 )。 試料採取の簡便 性から主に観察園

で試料採取を行ったので、 解析の試料数には 地域 ごとに偏りがある。 また、

ブナからの試料採取を主として行ったため、 樹種ごとにも解析試料数に偏り

があることを予め記してお く。
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第2節 材料と方法

1. 樹皮細菌の採取

樹皮の細菌群集解析のための試料採取は弘前大学白神自然環境研究セ ン

ター 白神自然観察園（青森県 中津軽郡西 日 屋村川 原 平）、 裔倉森（青 森県 中

津軽郡西 日 屋村）、 志賀坊森林公園（平川 市広船嘉瀬沢）、 白岩森林公園

（平川 市尾崎黒倉沢 ）、 弘詞城植物園（弘詞市 下白銀町）、 弘詞大学農学生

命 科学部（弘詞市 文京 町 3)の 6 ヶ 所 で行った。 採取試料の詳細な情報（樹

木個体番号 • 生息場所 ・和 名 ・ 地上裔 130 cm (胸 裔）と 150 cm の直径． 緯

度・経度）は表5-1 にまとめた。 採取場所 の位置関係 は図5-1 に示した。 対

象とした樹種はブナ、 ホオノキ、 イタヤカエデ、 ミズナラ、 ヤマナラシ、 ウ

ダイカンバ、 スギ、 及びカラマツの 8 樹種で、 地上高 150 cm の位置に 10

cmx I O  cm の拭取り検査枠(CRF - 1010 ; アズワ ン）をあて、 ワ イプチェック

（佐藤エ菓所 ）の綿棒で枠内の樹皮から試料を拭取り、 附属のリン酸緩衝生

理食塩水に懸 濁した。 同一 個体からの採取は 3部位で行 い、 計 3本 の試料懸

濁液を得た。 氷冷したアイスボックスに入れて研究室に持ち帰り、 3本 の試

料懸 濁液を50 m L 容の遠心分離用コニカルチ ュ ー ブ(TrueLine)に移して1

つにまとめ、 環境 DNA抽 出用試料とした。

採取試料のうち、 樹皮細菌群集解析に供した試料の宿主個体ごとの情報

を表5-2 に示した。 2016年の解析数は基本的に1個体につき1試料で観察園

の F S-01 を 除 き6月 22、 23、 30日、 7月 13、 25、 26日（夏季）のいずれか

の日に採取した試料を解析に供した。 F S-01 のみは夏季に 1 回 (6月 22

日）、 秋季に 2 回 (10月 20日と 11月 24日）、 計 3回 採取した試料を解析

に供した。 2017年の夏季は7月 12、 13、 18、 20日のいずれかの日、 秋季は

11月 22日に採取した。
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表 5-1. 試料採取に用 い た樹木の情報＊

地上高 直径
樹種 場所 個 休 ID 標 高 綺度 経度

1 3 0  cm 1 5 0cm 

FS-0 1 349.06 5 8 . 1  56 .5  40.5 1 550704 1 40.2 1 5204 

FS-04 349.4 1 34 .7 34.3 40.5 1 527503 1 40.2 149 12  
観察園

FS-05 280 .39 37 .3  36 .4 40.5 1 75 1 803 1 40.2 14625 

FS-06 290.7 24. 1 24. 1 40 .5 1 727202 1 40.2 14793 

FP-0 1 357 . 88  62.7 62 40.56050403 1 40.633 1 82 
志賀坊

FP-02 350 . 1 6  1 3 .7 1 3 .2 40.5 6 1 64204 140 .630996 

プナ 白 岩 FW-0 1 3 5 1 .72 68 .5  67 40.5 736020 1 1 40.6542 13  

FH-0 1 48 .33  3 1 .3 3 1  40.60505 896 140 .464826 
弘前城

FH-02 4 1 .75  29.3 28.7 40.60474204 1 40 .4646 1 8  

FT-0 1 796.84 39.5 40 40.5426 1 504 1 40 . 1 64046 

百向 A.屈木材 FT-02 7 1 2 .65 54 .5  5 1 .6 40 .55033997 1 40 . 1 63428 

FT-03 789 .88  52 5 1 .5 40.54250398 1 40 . 1 63794 

弘前大学 FU-0 1 ND ND ND ND ND 

MS-0 1 343 . 1 5  34.3 34.2 40.5 1 534804 1 40 .2 1 4927 

観察回 MS-02 267.07 3 1 .8 3 1 .5 40.5 1 729297 1 40 .2 1 4678 

MS-03 277.45 27.2 26.5 40.5 1 6924 1 40.2 1456  

MP-0 1 33 8 .3 3 3 .4 32 .7  40.56 1 42604 1 40.63 1 953 
志賀坊

ホ オ ノ キ MP-02 345 .77 46 .3  47. 1 40.56 102 103 1 40.632501  

MH-0 1 46.43 24 2 1 .9 40 .6046 1 002 140 .4647 1 1  
弘前城

MH-02 48 . 1 7  36 .2 37 .5  40 .6043 5 899 1 40.465 1 64 

MT-0 1 805 1 5  14 .9  40.32685 140 .0963 1 
高倉森

MT-02 747 1 6  1 5 .5 40.328 1 6  1 40.09654 

AS-0 1 3 4 1 .22 3 5 . 1  34.3 40.5 1 463 197 1 40.2 14747 

AS-02 248.06 30  29.2 40.5 1 77450 1 1 40.2 14662 
観察園

AS-03 2 6 1 .23 25 .3  25 .4 40.5 1 73 8903 1 40.2 14749 
イ タ ヤ カ エ デ

AS-04 346.69 26.5 26.9 40.5 1 46820 1 1 40.2 14633 

AH-0 1 45 .78  26 . 1  25 .9 40.6045 1 698 1 40.465023 
弘前城

AH-02 46.07 4 1 .3 4 1 .7 40.60428497 1 40 .464749 

QS-0 1 3 5 3 .4 29.5 29 40.5 1 556496 1 40 .2 1 52 3 1  

観 察 回 QS-02 348 .69 1 5 .4 1 5  40.5 1 554903 1 40 .2 1 53 3 1  

ミ ズナ ラ QS-03 325 .5  45 .5  44.5 40.5 1 6 1 640 1 1 40 .2 1 5 1 9 1 

QH-0 1 ND 2 1  22 ND ND 
弘前城

QH-02 ND 3 7  3 5  ND ND 

咽体 TD の 1 文字 fl it樹挿の屈名 の頭文字、 2 文字 fl it樹木 の 生息場所 (S : 硯崇固、 P: 志賀坊、 W: 白 岩· 、 H : 弘 即城、 T: 高合森、 U: 弘即大

学） を 指す, I可 場所の個体の識別 は番号さ行 う
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表 5-1. 試料採取に用 い た樹木の情報 （続き ）
地上高直径

樹種 場所 個休ID 標高 綺度 経度
130 cm 150cm 

PS-01 350.47 31.1 31.1 40.51541802 140.214892 

観察園 PS-02 351.12 27.1 27 40.51523597 140.214904 

ヤマナラシ PS-03 313.31 34.6 34.5 40.51615404 140.21406 

PH-01 ND 38 38 ND ND 
弘前城

PH-02 ND 42 43 ND ND 

BS-01 344.59 25.6 25.4 40.51561198 140.215169 

観察園 BS-02 281.47 34 33 40.51553202 140.214898 

BS-03 349.61 42 40.5 40.51679702 140.214429 

弘前城 BH-01 ND 23 22 ND ND 
ウダイ カ ンバ

BP-01 ND 47.4 46.5 ND ND 
志賀坊

BP-02 ND 52 51.3 ND ND 

BT-01 721 62 61 40.32994 140.09786 
百向 A.屈木材

BT-02 641 33 32.5 40.33232 140.09918 

CS-01 349.61 35.3 34.7 40.51529699 140.215138 

観察回 CS-02 311.65 34.8 34.5 40.51620198 140.213499 

CS-03 254.01 40 40 40.51791801 140.216111 

スギ CH-01 ND 39 37 ND ND 
弘前城

CH-02 ND 26 24 ND ND 

CT-01 640 44 42.8 40.33238 140.09921 
江軽鮎

CT-02 641 44.2 43.7 40.33235 140.09918 

LS-01 278.65 34 34.5 40.517341 140.214195 

カ ラマツ 観察園 LS-02 295.77 47.3 46.2 40.51672803 140.214193 

LS-03 312.33 37.9 37.8 40.51619603 140.214208 
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表 5-2. 樹皮細菌群集解析に供 し た試料情報

201 6  201 7  
樹種 椙所 個体 ID

夏季 秋季 夏季 秋季

FS-0 1 1 2 1 1 

FS-04 1 ゜ 1 1 
観察園

FS-05 1 ゜ 1 1 

FS-06 1 ゜ 1 ゜
FP-0 1 1 ゜ 1 ゜

志賀坊
FP-02 ゜ ゜ 1 ゜

プナ 白岩 FW-0 1 1 ゜ ゜ ゜
FH-0 1 1 ゜ 1 ゜

弘前城
FH-02 1 ゜ 1 ゜
FT-01 1 ゜ 1 ゜

百向 A.屈木材 FT-02 1 ゜ ゜ ゜
FT-03 ゜ ゜ 1 ゜

弘前大学 FU-01 ゜ ゜ 1 ゜
MS-01 1 ゜ 1 1 

観察回 MS-02 1 ゜ 1 1 

MS-03 ゜ ゜ 1 ゜
MP-01 ゜ ゜ 1 ゜

志賀坊
ホオノキ MP-02 ゜ ゜ 1 ゜

MH-01 1 ゜ 1 ゜
弘前城

MH-02 1 ゜ 1 ゜
MT-0 1 ゜ ゜ 1 ゜

高倉森
MT-02 ゜ ゜ 1 ゜
AS-0 1 1 ゜ 1 1 

AS-02 1 ゜ 1 ゜
観察園

AS-03 1 ゜ 1 1 
イタヤカエデ

AS-04 1 ゜ 1 1 

AH-01 1 ゜ ゜ ゜
弘前城

AH-02 1 ゜ ゜ ゜
QS-01 1 ゜ 1 1 

観察回 QS-02 ゜ ゜ 1 1* 

ミ ズナラ QS-03 ゜ ゜ 1 1 

QH-01 ゜ ゜ 1 ゜
弘前城

QH-02 ゜ ゜ 1 ゜
＊ ア ンプ リ コ ン解札『に供 し た か ク オ リ テ ィ か低い た め に 以 降の解折ては除外 し た J
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表 5-2. 樹皮細菌群集解析に供 し た試料情報 （続き ）
2016 2017 

樹種 場所 個休ID
夏 手 秋 手 夏 手 秋 手

PS-01 1 ゜ 1 1 

観察園 PS-02 1 ゜ 1 ゜
ヤマナラシ PS-03 ゜ ゜ 1 1 

PH-01 ゜ ゜ 1 ゜
弘前城

PH-02 ゜ ゜ 1 ゜
BS-01 1 ゜ 1 1 

観察回 BS-02 1 ゜ ゜ 1 

BS-03 ゜ ゜ 1 1 

弘前城 BH-01 ゜ ゜ ゜ 1 
ウダイ カ ンバ

BP-01 ゜ ゜ 1 ゜
志賀坊

BP-02 ゜ ゜ 1 ゜
BT-01 ゜ ゜ 1 ゜

百向 A.屈木材

BT-02 ゜ ゜ 1 ゜
CS-01 1 ゜ 1 1 

観察回 CS-02 ゜ ゜ 1 1 

CS-03 ゜ ゜ 1 ゜
スギ CH-01 ゜ ゜ 1* ゜

弘前城
CH-02 ゜ ゜ 1 ゜
CT-01 ゜ ゜ 1 ゜

江軽鮎
CT-02 ゜ ゜ 1 ゜
LS-01 1 ゜ 1 ゜

カ ラマツ 観察園 LS-02 ゜ ゜ 1 1 

LS-03 ゜ ゜ 1 1 

＊ ア ンプ リ コ ン解析に供 し た が ク オ リ テ ィ が低い た め に 以 降の解析ては除外 し た J
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2. 樹皮細菌 DNA の抽 出

試料懸 濁液から遠心 分離(10 ,000 rpm , 5 m in, 4°C)によって細菌を回収、

上清をデカン トにより 除 き、 残溶液で沈殿を再懸 濁し、 Pow er Soil DNA 

Isola t ion Ki t (M o B io)に供し、 プロ トコー ルに従ってDNAを抽 出した。 薗

体の破砕工程には M ini -B eadB ea t er -8(B iospec Products)を使用した。 抽 出

DNAは NanoDrop ND-2000 spectrophot om et er (Ther m o  F isher Scient i fic) で定量

後、 -30°Cで凍結保存した。

3. ア ンプ リ コ ン解析

樹皮細菌群集解析のための次飩代 シー ケ ンサー による 16 SrRNA遺伝子の

アンプリコンシー ケ ンスはフ ァ スマック株式会社に委託した。 フ ァ スマック

では 2st ep ta i led PCR 法により細菌 16 SV4 領域ライブラリー 作製後、 Illum ina

の M i Seq を使用して次世代シー ケ ンシングが実施された。 得られたRawDa ta

のクオリティフィルタリング(sicklev er 1.33)、 トリ
‘ ‘ミ ／ ク （F as tx t oolki t  v er 

0.0. 13.2 )、 キメラチェック(USERA CH v er 8.0. 1623 _ i861 inux64 )はいずれも

括弧内のプログラムによりフ ァ スマックにおいて行われ、 納入 された。

4 .  ア ンプ リ コ ン シー ケ ン ス の OTU 化

フ ァ スマックより納入 されたキメラチェック後のデー タを用い、 研究室

においてアンプリコンシー ケ ンスをOTU化し、 細菌群集解析のための基礎デ

ー タを構築した。 OTU化には NG S アンプリコン解析ソ フ ト Q IIME (Caporaso 

et al., 2010 )をマッキン トッシュ 環境に適 合させた MacQ IIME 1.9. 1 

(ht tp : //www.w ernerlab. org/software/ macq i im e)を使用した。 各 試料のアンプリ

コン解析結果はマルチフ ァ スタフ ァ イルとして 提供 されているので、 「sed -

e」 コマン ドで各配列のヘッダ行に由 来試料の ident i fier を附加した（例 えば

Llという試料由 来の配列の場合、 各配列のヘッダ部分に Llという文字列を

追 加して配列と試料の関係 を一 致 させる）。 つ いで、 「ca t」 コマン ドにより

各 マルチフ ァ スタフ ァ イルを連結して1つの解析用フ ァ スタフ ァ イル作成
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し 、 QIIME の ワ ー ク フ ロ ー ： 「pick_de_ novo _ otus.py」

(http ://qiime.org/scripts/) に よ り 、 97%相 同性を基準 と し た ク ラ ス タ リ ン グ に よ

る 種 レベルの OTU 化 と 、 各 OTU の既存分類群へ の割 当 を 行 っ た。

pick_ de_ novo _ otus. py に よ り 構築 さ れた OTU テ ー ブル (otu_table.biom) を用

い て 表 5-3 に ま と め た処理 ・ 解析 を行 っ た。
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表 5-3. ア ンプ リ コ ン シー ケ ンス の OTU 化 と 解析の た め の QIIME ス ク リ プ ト ＊

処理 ・ 解析

細菌 OTU 以外の除去や特定分類群 の抽 出

OTU テ ー ブルの分離

OTU テ ー ブルのテ キス ト フ ァ イ ルヘ の変換

リ ー ド のカ ウン ト データの統酎値酎算

分類群の相対値比較チ ャ ー ト の作成

階級別 に 分類群 を リ ス ト 化

コア ミ ク ロ ビオー ム の袖 出

特定配列 の抽 出

*http://q i imc.ors/scripts/ 

QllME ス ク リ プ ト

filter_ taxa _from_ otu _ table.py 

split_ otu _ table.py 

biom convert 

biom summarize-table 

surnrnarize _ taxa _ through _plots.py 

surnrnarize _ taxa.py 

compute_ core_ rnicrobiorne.py 

tilter_fasta.py 
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5. 多変量解析

4 の 「 アンプリコンシー ケ ンスのOTU解析」 で作成されたOTUテー ブ

ルから Q IIME のスクリプ ト 「 fil t er_ taxa _from_ o tu  _ t able.py」 により細菌以外の

OTU (古 細菌・葉緑体など）を 除去したOTUテー ブルを作成し、 多変量解

析に供した。 多変量解析には統計分析フリー ソ フ ト 「R」 の群集解析用パッ

ケ ー ジ v egan2.5-2 (ht tps://cran.r -proj ec t. org ,  ht tps://gi t hub.com/v egandevs/v eganL 

ht tps :// cran.r -proj ec t. org ,  https :// gi t hub. com/v egandevs/v egan)を用いた。 樹皮細

菌群集の差異(B 多様性）は Bray -Cur t is法で作成した距離行列に韮づき非 計

量的多次元尺 度法(Non- m etr ic Mul t idim ensional Scaling: NMDS)で座標化し

た。 座標化に 際しては、 リー ド数の多少が座標化に影馨を与えるのを防 ぐ た

めにランダムレアフ ァ クションにより個々の試料のリー ド数を希釈しリー ド

数が最少の試料に合わせた。 樹皮細菌群集と環境変数（宿 主の種類や生息場

所 など）との相 関 性はPer m ut a t ion t es t により検定した。 v eganによる解析結

果は基本 的にR の plot()関 数により作図したが、 一部の結果の作図には

ggplot2 パッケ ー ジ(ht tp://ggp1 o t2. t idyv erse. org/ )を使用した。

6 .  樹皮細菌群集と葉面 ・ 士壌細菌群集との比較

樹皮細菌群集の特異 性を同一 個体樹木の葉面細菌群集と同一 個体樹下の

士壌細菌群集との比較で検定した。 対象樹木として観察園のブナ 3個体 F S-

01、 F S-04、 F S-05(表5-1 )を選び、 2017年 6月 20日と 21日の両日で試料

採取を行った。 なお、 樹皮からは 地上高 50 cm、 150 cm、 200 cm の部位から

試料採取を行 い、 それぞれの細菌群集に差異が認められるか どうかも検討し

た。

ブナの葉は高枝切 りバサミを用いて枝 ごと採取し、 葉のみをUV滅菌したジ

ップロックに封入し、 氷冷しながら研究室に持ち帰った。 湿 重菫 30 g の葉を

新し い滅菌ジップロックに菫り取り、 0.03%の Tw een20 を 含むリン酸緩衝生

理食塩水(PB S)500 m Lを加え、 水を満たした 器具洗浄 用ソ ニケ ー ター (AS

ONE ; ASU-M )につけて超音波処理を7 分間行った後、 往復振盪機で振盪
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(150 rpm , 60 m in)し、 葉面細菌を溶 液中に分散 させた。 懸 濁液全量を 0.22

µ Lの減圧フィルター濾過 器( Sar t olab )で回収し、 0. 1 M リン酸カリウム

(pH 7.0 )  0.2 m L に懸 濁し、 「2. 樹皮細菌 DNAの抽 出」 と同様にしてDNA

を抽 出した。

士壌は樹下（幹からlm 以内）の 3 ヶ 所 を無作為 に選択し、 表面の有機層を

除 いて、 A層表面から約 5cm の位置から滅菌移 植ゴテにて採取した。 採取士

壌は滅菌ジップロックに入れ、 氷冷しながら 研究室に持ち帰り、 一 つにまと

めた。 士壌の小石や 植物遺体などの有機物を 2 m m 目 の師にかけて除 き、 士

壌 200 mg から 「2. 樹皮細菌 DNAの抽 出」 と同様にしてDNAを抽 出した。

葉面や士壌から抽 出したDNAを用いた細菌 16 SrRNA遺伝子のアンプリコン

解析は樹皮採取試料と同様にして行った。

7 .  樹皮真核生物 群集の解析

樹皮には樹種固有の微生物叢が形成されるか どうかの検討を行った。 試料の

採取や DNAの抽 出は上 逹の方法に準じた。 アンプリコン解析は 18 SrRNA遣

伝子の V8- V9 領域を対象とし、 フ ァ スマックに委託した。 アンプリコン解析

と真核 生物群集の多変量解析も上述の方法に準 じて行った。 なお、 採取試料

の情報は表5-4 に示した。 解析用試料は全て2017年の夏季に行った細菌群集

解析用試料（表5-2 )と同一 である。
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表 5-4. 樹皮真核生物群集解析に供 し た試料情報＊

樹種 椙所 個体 ID

FS-01 

FS-04 
観察園

FS-05 

FS-06 
プナ

FH-01 
弘前城

FH-02 

FT-01 
高倉森

FT-03 

MS-01 

ホオノキ 観察回 MS-02 

MS-03 

AS-01 

イタヤ カ エデ 観察回 AS-02 

AS-03 

QS-01 
ミ ズナラ 観察回

QS-02 

PS-01 

ヤマナラシ 観察回 PS-02 

PS-03 

BS-01 

ウダイ カ ンバ 観察園 BS-02 

BS-03 

CS-01 

スギ 観察園 CS-02 

CS-03 

LS-01 

カ ラマツ 観察園 LS-02 

LS-03 

* 2017 年夏季に採取 した細菌肝集解祈試料 と 同 じ も の を 真核生物肝集解祈に供 した
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8. 樹皮表面の低分子有機物の分析

上記拭取り法によって得た懸 濁液上清を分析することにより樹皮表面か

ら回収 された有機物の種類と相 対量を求 めた。 懸 濁液を遠心分離(10 ,000

rpm , 10 m in, 4°C)した後上清を回収し、 全量を凍結乾燥した。 乾燥試料に蒸

留水を5 m L入れてボルテックスで懸 濁し、 そのうち 1 m Lを 1.5 m L チュ ー

ブに移し、 内部標準としてアジピ ン酸 （脱イオン水で8.04 g/ L に調製）を60

µ L 加えて混合した。 試料を SpeedVac Concentra t or ( Savant )を用いて5 時間

減圧濃縮した後、 一晩凍結乾燥した。 乾燥試料にメ トキシアミ ン塩酸塩(20

mg/ m Lの ピ リジン溶液）を 100 µ L 加え 加 温 振盪 器で振盪(1 ,200 rpm , 90 m in, 

30C0 )してメ トキシ化を行った。 N—メチル -N- トリメチルシリル トリフルオロ

アセ トアミ ド(M STFA)を50 µ L 加えて混合後、 加 温 振盪 器で振盪(1 ,200

rpm , 30 m in, 37°C)してトリメチルシリル化を行った。 遠 心 分離(16 ,000 rpm , 

5 m in)により得た上清を専 用バイアルに移し、 GC-M S 分析用試料とした。

GC-M S 分析は JM S-Ql500GC ガスクロマ トグラフ質菫分析計（日本 電子）を

用いて行った。 カラムは Iner tCap5M S/NP ProGuard 5M (GL Sciences; 長

さ：35.0 m ;  内径：0.25 m m ;  膜厚：0.25µ m )を、 システムコン トロー ルは

msPrim o Sys t em Controller (日本電子株式会社）を使用した。 サンプル注入量

は 1 µ L、 スプリッ トモ ー ドでスプリッ ト比 を 25: 1 に設定した。 注入 口 温 度は

230C0 とし、 キャ リアガスにはヘ リウムを用い、 流速は 1. 12 m L/ m inとした。

オー ブン 温 度は 80C0で 2 分間保持後 15C0/ m inで昇 温 、 330°c で6 分間保持し

た。 イオン源 温 度は 200°c、 GC- IF 温 度は 2s o0c、 イオン化方法は電子イオン

化法(E I)で行 い、 イオン化エネルギ-70eV とした。 測定モ ー ドは Scan、 マ

スレンジは m/ z 85-500 で測定を行った。 デー タ解析ソ フ トウェア Escr im e

（日本 電子株式会社）を使用した。 90%以上の信頼度で推定された物質の得

られたクロマ トグラムの 中のピ ー クを、 内部標準のアジピ ン酸のピ ー ク面積

に対する相 対値として求 めた。 採取源（樹種）と試料の成分糾成との関連性

はR の v eganパッケ ー ジを用い、 クラスター 分析により行った（距離行列：

ユ ー クリッ ド距離； クラスター ： ウォ ー ド法）。
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第3節 結果

1. 樹皮細菌群集の 16S rRNA 遺伝子 の ア ンプ リ コ ン解析

同一 個体の細菌群集の時季的変動の確認は主として観察園内の樹木から

採取した試料で行った。 観察園では同一 樹種につき少なくとも 3個体以上か

ら採取した試料で解析を行った。 解析には合計 97 の試料を供した。

樹皮の拭取り試料から DNAを抽 出し、 フ ァ スマック（株）に委託して細

菌 16 SrRNA遺伝子 V4 領域の次世代 シー ケ ンサー によるアンプリコン解析を

行なった。 解析試料のうち、 シー ケ ンス結果のクオリティの低かった 2017年

の夏季に採取した Q S-02(観察園ミズナラ）と CH-01(弘詞城植物園スギ）

は以降のOTU解析から 除 いた。 解析に用いた試料数は 97 である。 表5-5 に

古 細菌や葉緑体などの解析のノイズとなる配列を 除 いた後のアンプリコン解

析のリー ド数を樹種別に示す。 最大のリー ド数(188 ,653)は 2016年7月 16

日に観察園で採取したヤマナラシ個体PS-02 由 来の試料で得られた。 一方、

最小リー ド数は 2017年7月 18日に津軽峠で採取したスギ個体 CT-02 由 来の

試料の 6 ,647 であった。 平均リー ド数はヤマナラシが最も多 く、 スギが最も

少なかった。
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表 5-5. 樹皮細菌群集のアンプリコン解析の樹種別リー ド数
樹種 試料数 リ ー ト‘数合計 最小リ ー ト‘数 最大リ ー ト‘数 平均リ ー ト‘数 標準偏工

プナ 26 1 ,734,690 1 8 ,4 1 7  1 1 5 ,697 66,7 1 8  26,09 1 

ホオノキ 1 6  897,722 1 9,447 1 1 5 ,098 56, 1 07 28 ,3 74 

イタヤカエデ 1 1  890,842 24,7 1 6  1 36,796 80,985 34,795 

ミズナラ 8 602,054 50 ,539 1 02 ,575 75,256 1 7,859 

ヤマナラシ 9 867,427 47,980 1 88,653 96,3 80 44, 1 7 8  

ウダイカンバ 1 2  392, 1 96 7,686 8 8 , 1 9 8  32,683 2 1 ,859  

スギ ， 250,650 6,647 44, 1 1 3  27,850 1 0,63 5 

カ ラマツ 6 222,084 1 4,474 72,43 8 37 ,0 1 4  1 8 ,923 

全樹挿 97 5 ,857 ,665 6,647 1 88,653 60,3 88  34,336 
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2. 樹皮細菌群集を構成する細菌

樹皮細菌群集を構成する細菌の比率を門レベルでまとめた（表5-6 )。 全

ての樹種で Protea bacteria門と Acido bacteria門が 優占し、 この両者で樹皮細

菌群集の 50%以上を構成した。 ブナ、 ホオノキ、 イタヤカエデ、 ミズナラで

はこの両者に加えてB actero idetes門が 優占していた。 ウダイカンバでは

B actero idetes門の構成比率が 4. 1 %であり、 比較的 優占度の低い細菌群であっ

た。 スギ、 カラマツでは Protea bacteria門と Acido bacteria門に加えて

Actinobacteria門の比率が裔い一方 で、 B actero idetes門はスギでは 0.2%、 カラ

マツでは 0. 1 %と構成比率の極めて低い細菌群であった。

全樹種の樹皮細菌群集で主要な細菌門であった Acido bacteria門と

Protea bacteria門につ いては綱レベルの構成も表5-7 と表5-8 に示した。

樹皮細菌群集で 優占する上位6 番日までの細菌グルー プを表5-9 にまとめ

た。 なお、 属レベルで近縁な既存分類群が現段階では報告されていないグル

ー プは直上の分類階級が示してある。 表5-6 より樹皮細菌群集は門レベルで

の多様性は低いことが示 されたが、 科・属レベルでも多様性は低かった（表

5-9 )。 Acetobacteraceae科は全ての樹種で、 Acido bacteriaceae科はヤマナラシ

を 除 くすべての樹種の 優占細菌として検出 された。 Hymenobacter属はブナ・

ホオノキ・イタヤカエデ・ミズナラ樹皮の 優占細菌で、 イタヤカエデにおい

ては属レベルでありながら樹皮細菌群集の 21. 4%を構成している。

S phingomonas属はHymenobacter属には劣 るが属レベルでの 優占細菌であり、

針葉樹であるスギとカラマツ以外の全ての樹種で検出 された。

全試料で検出 された細菌 「Core m icrobiom e」 は Alphaproteobacteria綱の

M ethylocystaceae 和斗(OTU: denovo244954 )と Ca ulobacteraceae和斗 (OTU: 

denovo3 l 6297 )でいずれも属レベル以下で一 致する既存 細菌種は存在しなかっ

た。 樹種別の 「Core m icrobiom e」 は数が多 いので省略した。
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表 5-6. 樹皮細菌群集を構成する 門 レベル細菌グループ

樹皮細菌群集の構成比率 (%) '

門 レベルの分類 階級 イ タ ヤ カ ヤ マ ナ ラ ウ ダイ カ
ブナ ホ オ ノ キ ミ ズナ ラ ス ギ カ ラ マ ツ

エデ シ ンバ

Acidobacterza 3 1 .0 29.0 19.2 16.5 14.6 28.7 49.2 45.9 

Actinobacterza 1.9 3.0 2.9 10.0 9.3 2.6 13.2 13.8 

Armatimonadetes 2.4 2.1 1.6 1.5 1.1 0.8 1.1 1.0 

Bacteroidetes 20.4 1 9.0 39.2 20.3 35.9 4. 1 0.2 0. 1 

Chloroflexi ゜ 0.2 0.1 0.9 0.3 ゜ ゜ ゜

Cyanobacteria ゜ ゜ 0.3 0.6 2.4 ゜ ゜ ゜

FBP 0.3 0.6 1.3 0.4 1.1 0.1 ゜ ゜

Firmicutes 0.1 0.1 ゜ ゜ ゜ 0.1 ゜ ゜

Gemmatimonadetes 0.2 0.1 0.2 1.5 1.4 ゜ ゜ ゜

Planctomycetes 1.0 1.0 0.6 1.7 0.9 1.3 1.1 1.5 

Protea bacteria 41 .5 43.5 3 1 .8 41 .5 3 1 .5 59.9 29.8 34.1 

Tenericutes ゜ ゜ ゜ 0.2 ゜ 0.1 ゜ ゜

Verrucomicrobia 0.9 1.0 2.5 4.2 1.2 0.6 0.3 1.0 

WPS-2 ゜ 0.1 0.1 0.1 ゜ 1.6 4.9 2.4 

Deinococcus-Thermus 0.1 0.1 0.1 ゜ 0.1 ゜ ゜ ゜

＊ 人字 は 10%以上 を溝成する細菌群

- 130 -



表 5-7. 樹皮細菌群集における Acidobacteria 門細菌の詳細
樹皮細菌群集の Acidobacterza門細菌の構成 (%)

分類群 ホオノ イタヤ ミズナ ヤマナ ウダイ カラマ
プナ スギ

カエデ ラ ラシ カンバ ツ

Acidobacterzaceae 69.8 77.6 59.2 39.3 0.5 86.6 91.3 83.9 

Edaphobacter 14.1 7.2 22.4 7.7 2.5 5.1 1.3 0.5 

Terrig/obus 14.1 9.8 10.8 5.5 0.2 2.6 0.1 0.1 

So/ibacteraceae 0.9 3.6 2.4 5.1 1.2 4.8 7.1 10.3 

RB41 0.0 0.0 0.3 6.2 18.9 0.0 0.0 0.0 

Ellin6075 0.3 0.2 1.7 1 4.4 68.8 0. 1 0.0 0.0 

、fodahaetaia 門 It大 Tか 同 崖 さ れてし 、 な し 噂）て木同崖分垣群 も 表 に蔽せた
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表 5-8. 樹皮細菌群集における主要 な Proteobacteria門細菌の詳細
＊

イタヤカエ ウダイカン
綱 レベル 科 ・属 レベル プナ ホオノ キ ミズナラ ヤマナラシ スギ カラマツ

ノ ＜

(72.9) (83 .4) (82.6) (62.2) (75.4) (90.0) (84.8) (93.5) 

Acetobacteraceae 25.2 31.2 25.2 11.4 16.1 32.3 48.8 69.0 

Methy/ocystaceae 22.7 22.4 17.4 9.5 2.5 20.2 4.5 3.4 

Sphzngomonas 12.7 15.3 21.5 13.4 19.3 4.9 

a-proteobacterza Sphzngomonadaceae 3.4 3.9 6.6 3.9 1 0. 1  

Caulobacteraceae 3.3 3.8 2.6 3.0 2.7 9.7 4.5 5.4 

Acidisoma 2.3 10.0 2.2 

Acidocella 3.2 

Novosphingobium 7.1 

(7.4) (7.2) (8.4) (10.5) (10.8) (2.5) (0.4) (0.5) 

P-proteobacteria Comamonadaceae 3.4 3.8 8.2 

Oxalobacteraceae 2.6 2.1 

(3.9) (2.5) (3.6) (7.5) (12.3) (5.3) (10.0) (3.5) 
y-proteobacteria 

Cystobacterineae 3.6 7.9 

(15.8) (7.0) (5.4) (19.7) (1.5) (2.2) (4.8) (2.6) 

Pseudomonas 12.6 2.6 7.7 
ふproteobacteria

Enterobacteriaceae 6.8 

Methylibium 2.6 5.2 

＊表の数1直は Proleoboclerio 門 内の構成比率を示す， 括弧内 は各綱の Proleoboclerio 門 内の比率， 科 レベル ま で 同定 さ れ 、 かつ 2%以上の構成比率の細曲群を示 した ，
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表 5-9. 樹皮細菌群集において優 占する細菌グループ＊

樹種 優 占細菌 グルー プ （％）

Acidobacterzaceae Hymenobacter Acetobacteraceae 
プナ Methy/ocystaceae (9 .4) Sphzngomonas (5.3) Pseudomonas (5.3) 

(21.6) (13.1) (10.5) 

Acidobacterzaceae Acetobacteraceae Hymenobacter Sphzngobacterzaceae 
ホオノキ Methy/ocystaceae (9.7) Sphzngomonas (6.7) 

(22.4) (13.6) (10.0) (3.2) 

Hymenobacter Acidobacteriaceae Chitinophagaceae 
イタヤ カ エデ Acetobacteraceae (8.0) Sphingomonas (6.8) Methylocystaceae (5.5) 

(21.4) (11.3) (8.2) 

Chitinophagaceae Acidobacteriaceae 
ミ ズナラ Sphingomonas (5.6) Acetobacteraceae (4.7) Hymenobacter (4.7) Methylocystaceae (4.0) 

(9.1) (6.1) 

Chitinophagaceae Acetobacteraceae Sphingobacteriaceae 
ヤマナラシ Ellin6075 (10.1) Hymenobacter (8.9) Sphingomonas (6.1) 

(19.6) (5.1) (3.2) 

Acidobacteriaceae Acetobacteraceae Methylocystaceae Caulobacteraceae Novosphingobium 
ウダイ カ ンバ Sphingomonas (2.9) 

(24.5) (19.3) (12.1) (5.8) (4.3) 

Acidobacteriaceae Acetobacteraceae Conexibacteraceae Solibacteraceae 
スギ WPS-2 (4.9) Acidisoma (3.0) 

(44.8) (14.5) (8.3) (3.5) 

Acidobacteriaceae Acetobacteraceae Conexibacteraceae 
カ ラマツ Solibacteraceae (4.7) WPS-2 (2.4) Actinomycetales (2.1) 

(38.5) (23.5) (7.1) 

4 上/i'r: s 番 R ま ての紐菌群を リ ス ト した なお、 表 中 て緊名 の表記 さ れていないの は↑て Acidobacteria 門 の末同だグルー プて庚 る いずれ も 釉 レベルて単独の oru て 庚 る
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3. 樹皮細菌群集の多変量解析

3-1. 全試料のデー タ に基づ く NMDS 解析

図5-2 にOTUデー タから作成した全試料間 Bray -Cur t is 距離行列に基づい

て行った非 計量的多次元尺 度法(NonM etr ic Mul t idim ensional Scaling: 

NMDS)の結果を示した。 各 試料の細菌群集は試料間の距離に韮づき平面に

プロッ ト されている。 プロッ ト間の距離が近 いほ ど類似していることを示

す。 NMDS の結果から、 一部の例 外はあるものの細菌群集は樹種毎にまとま

っていた。 広葉樹における樹皮細菌群集はブナ（図の青色）、 ホオノキ（ ピ

ンク色）およびイタヤカエデ（黒色）が比較的近 い関係 にあり、 それらの近

くにウダイカンバ（赤色）が位置していた。 また、 ミズナラ（灰色）とヤマ

ナラシ（黄色）は比較的近 く、 ウダイカンバからは離れていた。 また、 針葉

樹のスギ（緑色）とカラマツ（水色）は混在しており、 樹皮細菌群集は非常

に類似していることが示 された。 個別の樹種と座標付との相 関 をPer m uta t ion

t es t で検定したところ 、 イタヤカエデを 除 く全ての樹種が細菌群集と相 関 す

ることが示 された（表5-10 )。 イタヤカエデの相 関 が低かったのは、 プロッ

トが 2 つに明確に別れたことが原 因であると思われるが、 両者の距離は大き

く離れてはないので試料数を増やすことで解消できるものと考えられた。
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表 5-10. NMDS 解析における細菌群集と樹種と の相 関
樹種 r2 (決定係数）

ホオノキ 0.0916 

スギ 0.4262 

カラマツ 0.2388 

イタヤカエデ 0.0334 

ヤマナラシ 0.4078 

ミズナラ 0.2368 

プナ 0.3583 

ウダイカンバ 0.0755 

全体 0.8362 

有應件： * 5%有應水叫 ** 1%有應水叫 * * *0.1% 有應水準
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p 値 有意性

0.014 ＊ 

0.001 * * *  

0.001 * * *  

0.196 

0.001 * * *  

0.001 * * *  

0.001 * * *  

0.022 ＊ 

0.001 * * *  
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図 5-2. 全試料の樹皮細菌群集の NMDS 解析
A, NMDS 座 標 に プロ ット された樹皮細苗群集。 B, 樹種 と 座 標付 と の相関を示す 矢印 を付 した NMDS 座 標。 座 標付 には2016 年から 2017 年 に採取 し 、 ア ン
プリ コ ン解析 した全ての試料を 用 いた。 青色： ブナ、 ピ ンク色： ホオノ キ 、 黒色： イタヤ カ エデ、 灰色： ミ ズナ ラ 、 黄色： ヤ マ ナ ラ シ、 赤色： ウダイ カ ンバ 、
緑色： ス ギ 、 水色： カ ラ マ ツ。 各樹種と座 標付との相関は矢印で示 した。 矢印の長 さは相関の大 き さ を 、 向 き はその方 向 に樹種と関係の深い細菌群集 が プロ
ットされる 傾 向 が あ る こ と を示 し て い る。
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3- 2. 樹皮細菌群集の樹種 NMDS 解析

樹皮細菌群集と個体 • 生息場所 ・ 採取時季との相 関 性を検定した結果を

表5-11 に示した。 樹皮細菌群集と個体は全ての樹種で有意に相 関 していた

が、 その有意 性には強 弱があり、 ブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカエデ ・ ウダイカ

ンバでは強 く、 ミズナラ ・ スギは中程度、 カラマツでは弱かった。 生息場所

につ いてはミズナラとスギおよび生息場所 （採取場所 ）が観察園の 1 ヶ 所 で

あったカラマツを 除 き、 強 弱はあるものの有意に相 関していた。 採取時季に

つ いてはブナのみに相 関 性がみられた。 しかし、 試料数 ・ 個体数 • 生息場所

（採取場所 ）などが樹種によって異なるので、 この結果がすべて有効である

とはいえない。 ブナに関しては解析した試料数 ・ 個体数とも多 いので比較的

信頼できる結果であると思われる。 図5-3にブナ全試料の樹皮細菌群集の

NMDS解析の結果を個体 ・ 採取場所 別に示した。 図5-3の Aでは同一 個体の

樹皮細菌群集のプロッ トを同色で示し、 2016年の採取試料のプロッ トには矢

印 を付している。 図5-3の Aと B より、 例 外 （水色の F S-01 など）はある

が、 同一 個体の樹皮細菌群集は近 い位置にまとまっており、 採取年での変動

は小さい（例 えば緑色の FP-01 と紫色の F S-04 )ことが示 された。 また図5-3

の B から生息場所 が共通するブナの細菌群集は近 い位置にプロッ ト されてい

た。 図5-3の Cではブナの樹皮細菌群集が時季 （夏 と秋 ）で変動するようで

あり、 有意 性の検定でも細菌群集と時季が相 関するような結果が得られてい

る（表5-11 )。 ただし、 図5-3は複数の生息場所 から採取した試料による解

析のため、 3-3において観察園内に限 定した解析を行った。
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表 5-11 . 細菌群集 と 個体 • 生息場所 ・ 採取時季 と の 関連性

個休
樹種

r2 (決定係数）

プナ 0.817 

ホオノキ 0.975 

イタヤカエデ 0.982 

ミズナラ 0.981 

ヤマナラシ 0.985 

ウダイカンバ 0.958 

スギ 0.940 

カ ラマツ 0.753 

p 値

0.001 (* * *) 

0.001 (* * *) 

0.001 (* * *) 

0.003(* *) 

0.001(* * *) 

0.001 (* * *) 

0.005 (* *) 

0.067( · )  

生息場所

r2 (決定係数）

0.464 

0.914 

0.453 

0.159 

0.625 

0.598 

0.293 

p 値

0.001 (* * *) 

0.001 (* * *) 

0.026(*) 

0.305 

0.026 (*) 

0.078 ( ・ ）

0.379 

有息性 · 1 0% 有息水準， ' 5%有息水準， " 1 %有息水準， '"01 % 有息水準

,’. カ ラ マ ツ は観察 圏 で の み採取
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採取時手 （夏 ・ 秋）

r2 (決定係数） p 値

0.245 0.002(* *) 

0.035 0.649 

0.022 0.964 

0.174 0.245 

0.066 0.641 

0.023 0.742 

0.074 0.483 

0.460 0.200 



寸
0

N
o
 

N
 S
O
V'J
N
 

0
0
 

N
o'
 

寸

〇
＇

A 

� 

゜
゜

゜ (} 

． 

．
� 

． 

゜
゜� � 。 。� ．

0 0 •• 
► 0 ゜

〇 ►
ヽ
� 

"'

 

．

 

． 

．

 

N
 S
O
V'J
N
 

。

寸
゜

N
 ゚

゜
゜

c、l

0 -

寸

〇
＇

B
 

゜

゜
゜

゜

゜
・。
゜
．

 
0

0

 

．

．

 

。

0

0
 

o

.
 

．

 

．゚

 

． 

． 

．

 

N
 s
a
�
N
 

．

 

マ ．
o

z .o
 

0 .
o
 

z .
C
 

寸 ．
o,

c

 

． 

． 

． 

．

．

 

．

 

．

 ．

．

 

•

•

•

 

．

．

 

．

 

．

 

．

．

 

． 

． 

． 

． 

．
． 

．

 

． 

-0.4 -0.2 0.0 0 .2 0 .4 0 .6 ゜4 

I 

-0.2 

I 

0 .0  

I 

0 .2 ゜4 

I 

0 .6  -0.4 -0.2 0.0 0 .2 0.4 0.6 

NMDS1 NMDS1 NMDS1  

図 5-3 . ブナ樹皮細菌群集の NMDS 解析
A, NMDS 座 標 に プロ ットされたブナ樹皮細菌群集。 2016 年お よ び 2017 年の採取試料の細苗群集解析結果をす べ て プロ ット した。 水色： FS-01、 紫色： FS-
04、 黄色： FS-05、 灰色： FS-06、 緑色： FP-01、 青色： FP-02、 茶色： FW-01、 黒色：FH-01、 赤色： FH-02、 橙色： FT-01、 桃色： FT-02、 黄緑色： FT-03 、 白 色： FU-01。
2016 年の採取試料は矢印で示 した。 個体 ID の 2 番 日 の文字は以 下の よ う に生息場所 （採取場所） 示す。 S: 観察 園 、 P: 志賀坊、 W: 白 岩 、 H: 弘前城、 T:
高倉森、 U: 弘前大学。
B, NMDS 座 標 に プロ ットされたプナ樹皮細苗群集をプナの生息場所別 に色分け した。 水色： 観察園 、 緑色： 志賀坊、
森、 赤色： 弘削大学。

青色： 白 岩 、 黒色： 弘前城、 紫色： 高倉

C, 採取時季で色分 け し て プロ ット した。 赤色： 夏季、 黒色： 秋季
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3-3. 観察園 内 の樹皮細菌群集の時季的変動

3-2 で樹皮細菌群集は樹種や樹木の生息場所 と関係 があること、 また解析

数の多 いブナに関 して調 べたところ 、 例 外はあるものの樹皮細菌群集は安定

しており、 採取年によって大きな変化はないことが示 された。 ブナでは採取

時季 （夏 ・ 秋 ）と樹皮細菌群集が相 関していることから（表5-11 )、 本項に

おいて2017年における観察園樹木の樹皮細菌群集の時季的変動を NMDS に

より解析した。 解析に使用した樹種はブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカエデ ・ ミズ

ナラ ・ ヤマナラシ ・ ウダイカンバ ・ スギ ・ カラマツでブナが 3個体、 他の樹

種は 2 個体の樹皮から、 それぞれ夏季と秋季に採取した試料で細菌群集解析

を行った。 図5-4 に NMDS解析によって得られた樹皮細菌群集間の距離的な

相 対関係 を示した。 スポッ トは座標上で樹種別に明確に分かれる傾 向 にあっ

た。 カラマツとスギはプロッ トが分離せず樹皮細菌群集が非常に類似してい

ること、 ブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカエデの 3樹種間、 ミズナラとヤマナラシ

の間ではそれぞれ樹皮細菌群集が近 い関係 にあることがわかる。 また、 ウダ

イカンバは針葉樹（スギ ・ カラマツ）と広葉樹（ ブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカ

エデ ・ ヤマナラシ ・ ミズナラ）の 中間的な樹皮細菌群集を形成していること

が示 された。 これらのことは、 全試料を用いた解析（図5-2 )の結果と一致し

ていた。 また、 各 個体のプロッ ト （個体 IDと採取時季を付している）は採取

時季によって大き く変動することはなく、 樹皮細菌群集は安定していること

が示唆 された。 Per m ut a t ion t es t の結果、 樹皮細菌群集と有意な相 関があった

のは樹種（決定係 数： 0.990 ; p値： 0.001 )、 個体（決定係 数： 0.939 ;  p値：

0.001 )、 針葉樹 ・ 広葉樹の違 い （決定係 数： 0. 494;  p値： 0.001 )で、 いずれも

有意水準 0. 1 %で有意であった。 時季 （夏 ・ 秋）に関 しては有意な相 関 はなか

った（決定係 数： 0.002 ; p値： 0.947 )。
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図 5-4 観察園 の樹皮細菌群集の時季的変動

青色： ブナ、 紫色： ホオノ キ 、 黒色： イタヤ カ エデ、 灰色： ミ ズナ ラ 、 黄色： ヤマ ナ ラ シ、 赤

色： ウダイ カ ンバ 、 緑色： ス ギ 、 水色： カ ラ マ ツ。 個体 ID の後の S は夏季、 A は秋季に採取

した こ とをそれぞれ示す。 個体番号の 1 番 目 のアルフ ァ ベットは樹木学名 の頭文字。

141 



3- 4 . 樹皮細菌群集と採取部位との 関係

樹皮細菌群集が部位によって巽なるか どうかを、 観察園のブナ 3 個体

(F S-01、 F S-04、 F S-05)の 地上高 50 cm、 150 cm、 200 cm の位置で採取した

樹皮拭取り試料で検討した。 解析によって得られた樹皮細菌群集を NMDS解

析に供した結果、 図5-5 に示すように同一 個体由 来の細菌群集は採取部位と

は無関係 に全 く同じ座標にプロッ ト されたことから、 少なくともブナ樹皮で

は 地上裔 200 cm までは一 様な細菌群集が形成されていることが示 された。

3- 5. 土壌と葉面の細菌群集と樹皮細苗群集との 関係

葉圏における主要な部位である葉面に形成される細菌群集と樹皮細菌群

集に関連があるか、 また士壌が樹皮の細菌群集に影響を及ぼしているか どう

かを調 べるために、 観察園のブナ 3 個体(F S-01、 F S-04、 F S-05)の樹皮、 葉

面、 樹下士壌の細菌群集の比較を NMDS解析により行った。 図5-6 では 3個

体 . 9 試料を解析に供したにも関わらず座標上には樹皮、 葉面、 樹下士壌の

細菌群集の 3点しか確認されなかった。 これは、 各 細菌群集の個体間（また

は採取場所 間）の差異と比較して、 樹皮細菌群集、 葉面細菌群集および樹下

士壌細菌群集の間の差異が極めて大きいことを意味しており、 樹皮・葉面・

樹下士壌に形成される細菌群集に関しては互 いの関連性は低いことが示唆 さ

れた。

表5-12 にブナの樹皮・葉面・樹下士壌の細菌群集を構成する門レベルの

細菌グルー プをまとめた。 樹皮細菌群集を構成する主要な細菌グルー プは比

率の高い順に Acido bacteria、 ProteobacteriaおよびB actero idetesであった。 こ

の 3 グルー プの 中で、 葉面では Proteobacteriaの比率が最も高 く Acido bacteria

は 優占細菌ではなかった。 一方、 士壌では B actero idetesの比率が低 く、

Acido bacteriaと Proteobacteriaが 優占細菌であった。

- 142 -



゜゚
． 

FS-0 1 

寸 ＿゜

ぐJ
゜

N
 S
O
IN
N
 ゜゚

"! 〇 ―

, 
5

 
゜

●
料

FS-05 

寸゜,
 

I 

-0 .4 

I 

-0 .2 

I 

0.0 

N M DS 1  

I 

0 .2  ゜4 

I 

0 .6  

図 5-5. 地上高 50 ccm、 150 cm、 200 cm の位置のブナ樹皮か ら採取 し た試料の細菌群集の

NMDS 解析

個体 ID 毎 に色付 け した。 採取部位 に よ る 細菌群集 に差異が な いため に各個体あた り のプロ

ットはみかけ 上 1 つ し かな い が 、 実際 には3 つのプロ ットが 重な っ て い る。
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表 5-12. ブナ樹皮 ・ 葉面 ・ 樹下土壌の細菌群集を構成する 門 レベル細菌グループ
構成比率 （％） ＊

門 レベルの分類 階級
樹皮 葉面 士

Acidobacterza 43.7 4.1 45.1 

Actinobacterza 1.0 2.9 10 

Armatimonadetes 1.9 0.1 0.3 

Bacteroidetes 15.7 20.6 2.9 

Chlamydiae ゜ ゜ 1.0 

Chlorobi ゜ ゜ 0.1 

Chloroflexi ゜ ゜ 0.8 

Cyanobacteria ゜ 0.1 0.3 

FBP 0.1 0.1 ゜
FCPU426 ゜ ゜ 0.3 

Firmicutes 0.2 1.2 0.1 

Gemmatimonadetes 0.3 ゜ 0.7 

Nitrospirae ゜ ゜ 0.1 

0D1 ゜ ゜ 0.2 

OP3 ゜ ゜ 0.1 

Planctomycetes 0.9 0.4 3.0 

Proteobacteria 34.9 71.7 33.3 

TM6 ゜ ゜ 0.5 

TM7 ゜ ゜ 0.1 

Verrucomicrobia 1.0 0.1 5.7 

WPS-2 ゜ ゜ 0.8 

Deinococcus-Thermus 0.1 0.1 ゜
* 3 1叫本 ・ 採取場所か ら 得 られた結米の平均値を示す 1 0%以__Lを太ナに し た
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4 .  樹皮低分子有機化合物 と樹皮細菌群集との 関係

白神自然観察園で採取したブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカエデ ・ ミズナラ ・

ヤマナラシ ・ ウダイカンバ ・ スギ ・ カラマツ樹皮からの拭取り試料に 含有さ

れる低分子有機物（以下樹皮成分と いう）をGC-M S により分析した。 1樹

種につき3個体から採取し、 得られたGC-M S 分析の結果を樹種毎に平均し

た。 標準物質として用いたアジピ ン酸のピ ー ク面積から求 めた相 対値を全て

足しあわせ、 その和 に対する個々の物質の比率を求 め、 いずれかの樹種で 2%

以上の比率であった物質を表5-13に示した。 樹皮からは糖 ・ アミノ酸 ・ 有機

酸など細菌のエネルギー源 ・ 炭素源となり得る多様な有機物が検出 された。

表5-13は定量的な数値ではないが、 グルコー スの糖アルコー ルである D-

sorbi t ol が全樹種の樹皮における主要な有機物であることが予想 された。 ブナ

で多 く検出 された L - t hrei t ol は他の樹種では検出 されないか、 またはご く少菫

であった。 また、 他の樹種では中程度の菫で検出 された o- t alose がスギでは

主要な有機物であった。

樹皮成分のGC-M S 分析の結果から求 めた糾成により樹種間の距離行列を

作成し、 クラスター 分析を行った。 図5-7 にクラスター 分析の結果をデン ド

ログラムで示す。 この図から樹皮成分組成は 2 つの大きなクラスター に別

れ、 1つはホオノキ ・ ヤマナラシ ・ カラマツ ・ スギ、 他の1つはブナ ・ イタ

ヤカエデ ・ ミズナラ ・ ウダイカンバで構成されていた。 前者のクラスター で

はヤマナラシ ・ カラマツ ・ スギが比較的近 く、 ホオノキとは離れていた。 後

者ではブナを 除 く 3 樹種の関係 が非 常に近 く、 この 3 樹種の樹皮成分組成は

類似していることが示 された。

- 146 -



表 5-13. 樹皮拭取 り 試料か ら GC-MS 分析に よ っ て検出 さ れた化合物＊
ホオノ イタヤ ミ ズナ ヤマナ ウダイ カラマ

化合物 プナ スギ
カエデ ラ ラシ カンバ ツ

D-arabinose 1 .0 0 .7 2 . 1  1 .6 0 .7 1 .2 2 .9 1 . 1  

D-tructose 1 .9 0.9 0 .8  1 .3 ゜ 1 .8 3 .4 2 .5  

D-galactose 0.0 1 ゜ 0.4 ゜ ゜ ゜ ゜ 0.6 

D-glucose 0 .5  0.3 0 .8  2 .8  1 .3 0.9 2 .2 5 .2 

xylitol 27.3 23.8 24.4 29.2 16 . 1  27.6 6.9 24.9 

L-threitol 19 . 1  ゜ ゜ 1 .3 1 .8 ゜ ゜ ゜
D-sorbitol 1 5.5 25.7 30.0 30.2 35.9 25.2 1 7.7 13.8 

D-talose 4.9 4.9 4.0 6 .7 3 .5  7.3 22.9 6.6 

meso-erythritol 0.02 9.5 1 3.0 7.4 3 .0 1 5. 1  0 .2  2 .8  

D-adonitol ゜ ゜ ゜ 1 .6 0 .8  ゜ 2.0 0.0 

L-arabitol ゜ ゜ ゜ 2 .7  ゜ ゜ ゜ ゜
D-rnannitol ゜ 0 . 1  0.2 ゜ ゜ ゜ 0.2 5 .9 

3-deoxyhexitol 0 .8  2 .9 8 .3  3 . 1  0 .7 0.4 ゜ 1 . 1  

propanoic acid 2 . 1  3 .2 0.3 1 .2 1 .9 0 .5  3 .0 2.4 

＊標準物質ア ジ ピ ン酸 と の用対曲積 を令物質 に つ い て 足 し合わせ、 そ の 札 に 対す ろ 比率 を％でホ し て い ろ J
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5. 樹皮真核生物 群集

ここまでに樹皮には樹種固有の細菌群集が形成されることが示 された。

このことから、 樹皮環境には樹種固有の生態 系 が存在することを予想し、 樹

皮拭取り試料を用いて、 真核 生物の 18 SrRNA遺伝子のアンプリコン解析を

行った。 対象とした樹種はこれまでと同様にブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカエデ

・ ミズナラ ・ ヤマナラシ ・ ウダイカンバ ・ スギ ・ カラマツで、 試料の採取は

ブナを 除 き全て2017年の夏季に観察園内で行った。 ブナにつ いては裔倉森で

採取した試料も解析に供した。 アンプリコン解析により得られたデー タに韮

づき NMDS解析により樹皮真核 生物群集を2 次元座標にプロッ トして、 相 違

度 （あるいは類似度 ）を視覚 化した（図5-8 )。 樹皮真核生物群集は樹種別に

明確に分離し、 ブナ ・ ホオノキ ・ イタヤカエデ、 ヤマナラシ ・ ミズナラ、 ス

ギ ・ カラマツではそれぞれ比較的近 い関係 にあること、 ウダイカンバは他の

広葉樹と針葉樹（スギ ・ カラマツ）との間に位置することなど、 樹皮細菌群

集の特徴（図5-2 )と共通していた。 Per m uta t ion t es t では樹種が樹皮真核生物

群集と有意水準 0. 1 %で有意に相 関 していた（決定係 数： 0.902 ; p値： 0.001 )。

表5-14 に樹皮真核生物群集を構成する生物を門レベルで示した。
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色： ウダイ カ ンバ 、 緑色： ス ギ、 水色： カ ラ マ ツ。
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表 5-14. 樹皮真核生物群集の構成
樹種別の構成 （％）

門 レベルの
ホオノ イタヤ ミズナ ヤマナ ウダイ カラマ

分類階級 プナ スギ
カエデ ラ ラシ カンバ ツ

Ch/orophyta 46.7 33.9 24.0 25.0 23.0 34.7 36.9 32.1 

Metazoa 10.5 23.2 27.1 25.0 23.3 8.8 8.8 8.6 

Fung, 28.3 23.2 28.4 30.5 41.0 38.5 42.6 48.8 

Ciliate 3.8 4.7 7.0 3.7 1.7 2.2 2.1 1.4 

Cercozoa 0.3 0.1 0.3 4.5 2.4 0.4 0.5 0.4 
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第4 節 考察

1. 樹皮細菌群集を構成する細菌

樹皮細菌群集は高次分類群においては Protea bacteria門が 優占しており、

既 報の葉圏（葉面 ・ 樹皮）細菌群集と同様な結果が得られた（表5-6 )。 他の

門や下位分類群につ いては樹種間で差異があった。 細菌の裔次分類群は多様

な細菌グルー プで構成されており、 個々の門と樹種とを関連付けて議論する

ことに大きな意味はないので、 樹皮細菌群集で 優占する下位分類群 （表5-9 )

の中で特に 優占するグルー プにつ いて概説 する。 いずれの樹皮においても下

位分類群の多様性は低 く、 少数のOTUで群集の 50%以上を構成する樹種も

あった。 優占するOTUは樹種間で多 くの場合共通していた。 表5-9 で同一 の

名 称はすべて共通のOTUであり、 優占する細菌は樹種を間 わず共通している

という興味深い結果が得られた。 Acido bacteriaceae科は 9 属の正式記載 され

た属を 含む Acido bacteria門のグルー プであるが、 表のOTUは既存の属とは

異なるグルー プである。 多 くは貧 栄養の酸 性環境を好み、 セ ルロー ス ・ キシ

ラン ・ セ ロビ オー スなどの 植物由 来の基質を利用する種や(Garcia -Fraile et al. , 

2016 )、 根圏に生息して 植物成長促進 作 用を示す種も存在する(Kielak et al. , 

2016 )。 植物と関連が深いグルー プで葉面では細菌群集の数％を構成するとい

う報告はあるが(Lafores t - Lapoint e, et al., 2016; Lafores t - Lapoint e, et al., 2016 )、 表

5-9 のように 20%を超えるという報告はない。 本 OTUは樹皮と関連が深い新

規な Acido bacteria門細菌の可能性がある。 Hymenobacter属は B actero idetes門

細菌で紫外線耐性に関与するカロテノイ ドを生産し(Dai et al., 2009 )、 主要な

葉面細菌であるとの報告もあるが(Lafores t - Lapoint e, et al., 2016 )、 生態につい

ては明らかにされていない。 Chitinophagaceae科は同じ く B acteroidetes門細菌

で、 キチン分解能を有するグルー プであることから昆 虫 や真菌と関係 が深い

と されている(Rosenberg , 2014 )。 葉面での検出例 はあるが、 優占細菌とは看倣

されていない(Lafores t - Lapoint e, et al. , 2016 )。 Acetobacteraceae科は

Protea bacteria門に所属するグルー プでいわゆ る酢酸菌の Acetobacter属を 含

む。 本 科も葉面での検出例 (Lafores t - Lapoint e, et al. , 2016 )はあるが葉面におけ

る生態や機能につ いては不 明である。 S phingomonas属は主要な葉圏細菌でカ
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ロテノイ ドを有する有色 細菌であり、 リグニン由 来の芳香族 化合物を開裂し

て資 化する細菌グルー プの1つであることから 植物と関連が深く、 培蓑法で

も多 く分離される(Kim , et al. , 1998 )。 S phingomonas属は本 研究においても培蓑

可能な優占細菌としてブナとヤマナラシの樹皮から分限 されている（表2-11 ,

12 )。

表5-9 のリス トの中で、 Alphaproteobacteria門の M ethylocystaceae科と

Ca ulobacteraceae科のOTUが全試料から検出 された Core M icrobiom e であ

る。 いずれも 優占度は裔 くないものの樹皮との関連が強 く示唆 された。

M ethylocystaceae科には M ethylos inus属や M ethylocystis属に代表されるメタノ

ー ルなどのメチル韮化合物やメタンの代謝を行える細菌グルー プが所属して

いる( Pleomorphomonas属と T erasak iella属を 除 く）(W ebb et al. , 2014 )。 メタ

ノー ルは 植物がペ クチンを代謝する 際にメチルエステル基から生じ、 葉面に

生息する M ethyla bacterium属などのメチル基化合物利用細菌やメチル基利用

性の酵母に利用される(Iguchi et al. , 20 l 2 ; Kawaguchi et al. , 2011 )。 メタンは絶 対

嫌気条件 下でメタン古 細菌によって生成される還元 物質であるが、 近年、 植

物がペ クチンのメチルエステル基から好気的にメタンを生成することが明ら

かにされた(Keppler et al. , 2006 )。 Iguchi ら(2015)によると葉園 のメタン酸化細

菌が 植物由 来のメタンの酸化に寄与しているらし い。 樹皮からメタンやメタ

ノー ルが発 生するか どうかは不明であるが、 メタノー ルは樹皮拭取り試料か

らは検出 されなかったことから、 樹皮の M ethylocystaceae科細菌がメタノー

ルやメタンを利用するならば葉で生産 されて周 辺 大気中に拡散したものを利

用しているもの と思われる。 本 研究において樹皮からは M ethylocystaceae科

細菌は分離されなかった（表2-11�14 )。 Caulobacteraceae科には

Ca ulobacter crescentus ( Skerman et al. , 1980 )に代表される有柄(prost heca )細菌

が所属し、 多 くが貧 栄養環境を好む(Abraham et al. , 2014 )。 有柄の

Ca ulobacteraceae科細菌は柄を用いて固体表面に定着することが可能であり、

Lafores t - Lapoint eら(2016 )も樹木葉面の Core M icrobiom e の1つとして報告し

ている。 本 研究ではヤマナラシ樹皮から Ca ulobacteraceae科の B rev undimonas

属の分離に成功したが、 保存の間に 死滅した。
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第2章においてブナ樹皮細菌の計数培地から培蓑可能な優占細菌として

分離されたB urkh olderia属、 M ethylobacterium属、 M ucilaginibacter属は表5-9

にはリス ト されておらず、 実 際の樹皮細菌群集では非常にマイナー な細菌で

あることがわかった(B urkh olderia属 0. 1�o.5% )。 表5-9 にリス ト された

OTUと種レベルで一致する培養株は得られていない。 近縁な培養株はい くつ

か得られているが、 ほとんどが 死滅・または増殖能を失うか、 あるいは非 常

に増殖が遅 く、 培養により機能を明らかにすることは出来なかった。 樹皮細

菌群集において優占する細菌を分離・維持して解析するためには、 培地・培

養条件・維持の条件 を工夫する必要がある。

2. 樹皮細菌群集に影響 を 与 える要因

2016年と 2017年において実施した次世代シー ケ ンサー を用いた 16 S

rRNA遣伝子のアンプリコン解析により樹皮細菌群集の詳細が明らかになっ

た。 すなわち、 樹皮細菌群集は宿 主の樹種と強 く相 関 した（図5-2 ; 表5-

11 )。 また、 宿 主の生息場所 とは樹種によって異なるがやはり相 関 する傾 向

にあった（図5-3; 表5-11 )。 今 回 はブナとホオノキにつ いては比較的十分な

試料数を複数の場所 から得ることが出来たために、 生息場所 と細菌群集の有

意な相 関が得られたものと考えられる。 他の樹種つ いて樹皮細菌群集と宿主

の生息場所 との関係 を正 確に把握 するためにはより試料数を増やす必要があ

ると考えられた。 試料の採取場所 （宿主の生息場所 ）や試料数が多変量解析

に与える影響を抑 えるために、 2017年の夏と秋 に実施した観察園内の樹木に

限 定した解析の結果は樹種と樹皮細菌群集の関係 を良 く表している と思われ

る（図5-4 )。 NMDS座標上のプロッ トは群集間の距離を反映しており群集

構造が類似しているほ ど近 い位置にプロッ ト される(Ram et t e , 2007 )。 図5-4 で

は同一 個体の樹皮細菌群集は採取時季に関 わらず近 い位置にプロッ ト され、

また同一 樹種の場合は近 い位置にプロッ ト される。 この結果からも、 樹皮細

菌群集は樹種と個体に依存的で時季による変動は小さ いことが示 された。 カ

ナダのケ ベッグ州 の 温帯林で実施された5 樹種（サトウカエデ Acer

saccharum、 アメリカハナノキ Acer rubrum、 アメリカシラカンバ B etula
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papy rifera、 バ ルサムモ ミ Abies balsamea、 カナダ トウヒ Picea glauca)の葉面

細菌群集解析では、 細菌群集と強 く関連するのは宿 主の樹種で、 時季や場所

とは有意な関連性はあるものの樹種との関連性より低いことが示 されている

(Lafores t - Lapoint e, et al., 2016 )。 同一 樹種内では葉面細菌群集の形成には個体

の影響が大きいと される(Lafores t - Lapoint e, et al., 2016 )。 さらに、 葉面の細菌

群集は樹種特異的に形成されると いう複数の報告例 があり(Kim et al., 

2012 ; Knief et al., 2010 ;M uller & Ruppel ,  2014 )、 葉面には樹種特異的な細菌群集

が形成されることは間違 いないと思われる。 今 回 は場所 に関しての詳細な解

析は出来なかったが、 葉面細菌群集と同様に樹皮細菌群集も宿主の樹種およ

び個体と強 く関連することが示 された。 樹皮細菌群集に関する 研究例 は少な

い上に(Cregger , et al. , 2018 ; Leff, et al. , 2015)、 樹種との関連性を調 べた研究は

知る限 りない。

樹皮の細菌群集に宿 主の樹種が大き く関連することは分かったが、 では

樹種の何が影響しているのだろ うか。 樹皮真核生物群集は細菌群集と同様に

樹種依存的に形成されている（図5-8 )。 このことは、 樹皮には樹種固有の微

生物群集が形成されているということを示唆するものである。 樹木の葉面の

場合、 細菌群集の形成に関 与する要因 としては、 葉に含有される窒素・リン

の濃 度・単位面積あたりの葉量(Kembel, et al., 2014 )や、 気 温 ・降雨・森林密

度(Lafores t - Lapoint e, et al., 2016 )などが挙 げられているが、 いずれも数値デー

タの多変量解析による結論であり、 実験的な証明が与えられているわけでは

ない。 また、 葉面細菌群集を構成する細菌の由 来につ いてもよ くわかってお

らず、 葉に永久 的に附着する細菌群が近傍の葉に移ることで新たな細菌群集

が形成される説や(Lindow & Brandl , 2003; W ilson & Lindow , 1994 )、 大気、 雨

水、 動物から外来的に移入するという考え(Kem bel, et al. , 2014 )もあるが証明

はされていない。 なお、 周 辺 の大気に由 来する可能性はギリシアの 地中海沿

岸で行われた樹木葉面細菌に関 する研究では否 定されている(Vokou et al. , 

2012 )。 常緑樹では 「 葉に永久 的に附着する細菌群が近傍の葉に移ることで新

たな細菌群集が形成される説」 は成立するかもしれないが、 落葉樹では難し

いであろ う。 ブナの例 ではあるが、 図5-6 に示すように樹皮・葉面・士壌と
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の間では細菌群集の関連性は極めて低いため、 樹皮細菌が葉や士壌由 来であ

るとは考えに く い。 樹皮は葉に比 べれば葉圏の 中では物理的には安定した生

息環境である。 動物の食害 も病原菌の侵入 も葉より受 けに く い。 幹からの物

質の供給は葉に比 べれば少ないにしても、 図5-8 と表5-14 のように樹種固有

で光合成生物である藻類を主要な構成者とした真核 生物群集が形成されてお

り、 細菌などの従属栄養生物は炭素源の供給を光合成微生物に依存すること

が出来る。 樹皮における細菌・真核 生物群集の形成には最初に樹皮定着した

藻 類や 地衣 類の働きが大きいのかもしれない。 また、 その定着に宿主となる

樹種の性質 （樹皮の表面 性状・物理化学的 性質・抗菌 性など［ スギやカラマツ

樹皮からは抗菌物質が抽 出 されている（渋谷 et al., 1998 ; 小藤 田 et al., 2001 )] ) 

が関 与しているのかもしれない。 GC-M S 分析によって樹皮から検出 された低

分子有機化合物の成分パター ンは樹種により異なっていた（表5-13)。 その

成分パター ンの樹種間類似 性と樹皮細菌群集の樹種間類似性は一 致しなかっ

たが（図5-7 )、 樹皮細菌群集を形づくる要因の1つであると思われる。

本章の結果により、 樹皮には樹種固有の細菌群集が形成されることがわ

かった。 しかし、 その形成要因の解明のためには樹木と細菌との関係 だけで

はなく、 真核 生物との関係 も含 めて総 合的に研究を行う必要がある。
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第6 章 総括

植物の 地下部を根圏、 地上部を葉圏という用語で言い表す。 根圏では宿

主の 植物と根圏に生息する微生物（主に細菌）が物質交換 ・ ホルモ ン生産 ・

感染防御 などにより共生的な関係 を結んでいることが知られており、 特に作

物栽培の分野での 研究が盛んに行われている。 一方 で葉圏は、 乾燥 ・ 太陽光

の紫外線 ・ 昼夜の 温 度差などの外因的ス トレスに曝され、 さらに栄養的にも

貧 弱な環境であることから、 葉圏での微生物との関わりにつ いては不明なと

ころ が多 い(Iguchi , et al., 2012 ; Lindow & Brandl , 2003)。 葉圏からは窒素固定能

や 植物ホルモ ン生成能を有する細菌(M ethyla bacterium属、 P seudo monas属、

Panotoea属、 M icrobacterium属など）が宿主非依存的に分離される（池 田 ，

2014 )。 葉圏（主に葉面 ・ 葉内）に生息する微生物（多 くは細菌）は、 窒素固

定 ・ 植物ホルモ ン生産 ・ 抗菌物質生産や拮抗阻害による病原菌からの感染防

御 などを通じて 植物の成長 と健康に積極的に関 わり、 葉圏微生物はそのかわ

りに宿 主に生息の場の 提供を受 けるとともに栄養（ペ クチン由 来のメタノー

ル ・ メタン、 クチクラ層のワ ックス分 ・ アルコー ルやアセ トンなどの揮発 性

物質）を供給 される共生関係 を築 いていることが近年示唆 されるようになっ

てきた(Iguchi , et al., 2012 ; Lindow & Brandl , 2003; 池 田 ， 2014 )。

樹木の葉圏細菌に関する 研究は作物 ・ 草本 植物に比 べれば少ないが、 次

世代 シー ケ ンサー によるマー カー 遺伝子のアンプリコン解析などの培養非依

存的方法が葉圏細菌の 研究に適 用されるようになり、 近年ではい くつかの興

味深い事 実、 樹木葉圏の細菌群集は Protea bacteria門細菌が 優占し、 群集は宿

主依存的に形成されるということが明らかにされている（ Lafores t - Lapom t e, et 

al., 2016; Lafores t - Lapoint e, et al., 2016; Lambais, et al., 2017; Lambais, et al., 

2014;Muller & Ruppel ,  2014 )。 樹木葉圏の細菌に関 する研究の対象はほとんど

が葉面に限られており、 樹皮を対象にした研究はわずかにしか行われていな

い。 また、 樹皮を対象にした研究においても樹皮細菌群集の樹種特異 性につ

いては明らかにされていない。 そこで、 本 研究では培養依存的および非依存

的手法を適 用することにより樹皮に生息する細菌の生態や多様性を解明する

ことを目 指した。 また、 研究のフィー ル ドとしては東アジア最大規模の原 生
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的なブナ林を有する白神山 地を対象とした。 白神山 地は 動 植物などの豊富な

生態 系 を誇る魅力 的な場所 であるが、 その生態 系 を支 える微生物の生態 ・ 機

能 ・ 多様性につ いてはほとんど明らかにされていないことから、 白神山 地の

生態 系 解明に活 用できる成果を得ることも 目 的の一 つとした。

2014年�2016年にかけて実施した白神自然観察園のブナ ・ ヤマナラシ ・

スギ ・ カラマツの樹皮細菌の計数により、 樹皮には培養可能な細菌として

5.65 x 102 � 2.02 x 104 cfu/cm2 の細菌が生息していた。 樹皮細菌の計数培地に

は多 くの有色コロニー が形成されると いう葉面での 研究と同様な結果が得ら

れ(Lindow & Brandl , 2003)、 樹皮は太陽光の紫外線に曝される環境にあること

から(Lindow & Brandl , 2003)、 紫外線耐性に関与する色素であるカロテノイ ド

（黄色 ・ ピ ンク色 ・ オレンジ色 ・ 赤色）( Stahl & Sies ,  2005)やメラニン（黒

色）(Geng, et al. , 2008 )などを産生する着色コロニー が計数培地に多 く形成さ

れるものと考えられた。

計数培地から分離された樹皮細菌は Protea bacteria門が最も多 く、 同門に

おいて代表的な葉圏細菌と される M ethyla bacterium属と S phingomonas属が前

者はブナ樹皮から、 後者はブナとホオノキ樹皮から分離された。

M ethylobacterium属は 植物由 来のメタノー ルを代謝したり(Iguchi , et al., 

2015)、 ホルモ ン生産 ・ ビ タミ ン生産 ・ 病原菌抑制 ・ 窒素固定能を通じて 植物

の成長 の促進や健康維持に関与する(Tro tsenko, et al., 2001 )と されていたた

め、 樹皮における機能と生態に興味が持たれた。 しかし、 第5章でのアンプ

リコン解析により、 樹皮細菌群集おいてM ethylobacterium属はマイナー な存

在であることがわかり、 樹皮における生態的 ・ 機能的重要性は低いものと考

えられた。 S phingomonas属につ いてはリグニン由 来の芳香族 化合物の資 化

(Kim , et al. , 1998 )を行う 植物との関連性が深いグルー プであり、 群集解析によ

っても樹皮細菌群集において主要であることが示 された。 培養可能な優占細

菌としてブナから分離されたB urkh olderia属と M ucilaginibacter属も樹皮細菌

群集では菫的 重要性は低いことが明らかになった。 樹皮細菌群集における 優

占細菌に種レベルで一 致する分離株は得ることができなかった。 群集におい

て菫的に 優占する細菌は生態的にも機能的にもその群集において重要である
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と考えられるので、 そのような細菌を得るための培地 ・ 培蓑 条件 を工夫する

必要があると考えられた。

Deinococcus属に所属する細菌株がブナとヤマナラシの樹皮から分離され

た。 Deinococcus属は Brooks と Murray (1981 )によって 提案された

Deinococcus-Thermus門のDeinococcaceae科に所属する分類群である。 様々な

場所 から分離されているが生態につ いては明らかにされていないため、 ヤマ

ナラシからの分離株(PtRA -8株）を詳細に解析して、 葉圏における生態につ

いて考察することにした。 また、 Armatimonadetes門細菌がブナから分離され

た(AX -7株）。 Armatimonadetes門は 2011 年にヨシの根面から分離された細

菌株の解析に韮づいて 創設された細菌門で(Tamaki , et al., 2011 )、 ほとんど知

見のない門である。 そこで、 本 株につ いて詳細に解析し、 樹皮における生態

につ いて考察することにした。

ヤマナラシから分離されたDeinococcus属に所属するPtRA -8株は形態学的

• 生理生化学的 ・ 化学分類学的 ・ 分子 系統学的な特徴解析により、 種レベル

で新規な細菌であることが確認され学名 をDeinococcus populiとして記載した

。 PtRA -8株は高い紫外線耐性を示し、 固体表面への附着能を有していた。 い

ずれも樹皮を生息の場とする上で重要な性質であり（岡部， 2012 )、 細苗 群集形

成の足 場となるバイオフィルムを形成する細菌グルー プの1種であるが、

Deinococcus種は樹皮細菌群集において非 常にマイナー な存在であり（第5章

）、 これらの特徴は生息の場において自身の生残 には関わるが、 細菌群集の

全体に影響を及ぼさないものと考えられた。 PtRA -8株はブナ ・ ホオノキ ・ ミ

ズナラ ・ イタヤカエデ ・ ヤマナラシ ・ ウダイカンバ ・ スギ ・ カラマツの樹皮

で検出 されたD -galac t ose、 D -glucose、 xyli t ol、 D -sorbi t olおよびD -adoni t olの利用

が可能であったことから、 樹皮においてこれらの成分を利用しているものと

推察された。

AX -7株はブナ樹皮から分離された Armatimonadetes門細菌である。 形態

学的 • 生理生化学的 ・ 化学分類学的 ・ 分子 系統学的な特徴解析により、 AX -7

株は日レベルで新規な細菌であると判断して学名 を Cap sulimonascorticali stと

し、 Armatimonadia綱の下に新日 ・ 新科 ・ 新属 ・ 新種を 提案することにした。
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AX -7株は厚 い英膜と粘液層に包 まれており、 乾燥耐性はあったが固体表面の

への附着は観察されなかった。 樹皮は葉面と同様に乾燥ス トレスに曝されや

すい環境であり（池 田 ， 2014 )、 AX -7株の強 い乾燥耐性は樹皮おいて自身の生

残 に有益な性質であると思われる。 また、 固体表面への附着は観察されなか

ったことから樹皮への附着は、 すでに形成されたバイオフィルムに二次 的に

起 こるものと推察された。 樹皮細菌群集における Armatimonadetes門細菌の構

成比率は 0.8�2. 4%と低かったが、 ブナでは P roteobacteria(41.5% )、

Acido bacteria (31.0% )、 B acteroidetes(20. 4% )の各門に次 いで 4 番 目 の構成

比率であった。 他の樹種の樹皮細菌群集においても Armatimonadetes門は構成

比率では 4 番 目 か 5番 目 に位置づけられた。 士壌やブナ葉面の細菌群集では

それぞれ 0. 1 %と 0.3%が Armatimonadetes門の構成比率であることから、

Armatimonadetes門はこの 2 つの環境に比 べれば樹皮を好むことが考えられ

た。 ヤマナラシを 除 く樹種において Armatimonadia綱の F W68 グルー プの樹

皮 Armatimonadetes門構成比率が最も高 く本 グルー プの樹皮との高い関連性が

示唆 された。 特にスギ・カラマツの針葉樹では 90%以上が F W68 グルー プで

あることから、 F W68 は針葉樹と関連が強 いと考えられた。 AX -7株と種レベ

ルで相 同な配列の樹皮 Armatimonadetes門内の構成比率はヤマナラシの 0%か

らスギの 58.8%と様々であった。 構成比率からみる限 りでは、 AX -7株はスギ

・カラマツと関連性が強 いように忌われた。

樹皮細菌群集は高次分類群では Protea bacteria門が 優占しており、 既 報の

葉圏（葉面・樹皮）細菌群集と同様な結果が得られた(F inkel et al., 

2016; Kembel, et al., 2014; Lafores t - Lapoint e, et al., 2016; Lafores t - Lapoint e, et al., 

2016; Lambais, et al., 2014;Muller & Ruppel ,  2014 )。 他の門や下位分類群につ い

ては樹種間で差異があった。 優占するOTUは樹種間で多 くの場合共通してい

た（表5-9 )。 Alphaproteobacteria門の M ethylocystaceae科と Ca ulobacteraceae

科のOTUが Core M icrobiom e であった。 M ethylocystaceae科には M ethylos inus

属や M ethylocystis属に代表されるメタノー ルなどのメチル基化合物やメタン

酸化代謝を行える細菌グルー プが所属する。 Ca ulobacteraceae科には

Ca ulobacter crescentus ( Sker man, et al., 1980 )に代表される有柄(prost heca )細
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菌が所属し、 多 くが貧 栄蓑環境を好む(Abraham , et al. , 2014 )。 本 研究ではヤマ

ナラシ樹皮から Caulobacteraceae科の B rev undimonas属の分離に成功したが、

保存の間に 死滅し、 特徴付けは出来なかった。

16 S rRNA遣伝子のアンプリコン解析により、 樹皮細菌群集は樹種と個体

に依存的で時季による変動は小さ いことが示 された。 樹皮には光合成生物の

藻 類を主要構成者とする真核 生物群集が形成され、 細菌群集と同様に樹種依

存的に形成されていた。 これらのことから、 樹皮には樹種固有の微生物群集

が形成されることが示唆 された。

樹皮細菌群集の形成に与える影響は宿主となる樹木の影響が大きいこと

を明らかにした。 しかし、 それ以外の要因を解析するための十分な研究を行

うことが出来なかった。 樹木は草本 植物とは異なり実験室で無菌的に栽培す

ることは困難であるため、 フィー ル ドでの研究が主体にならざるを得ない。

今後、 樹皮細菌群集の詳細 （多様性・形成要因）を解明するためには、 樹種

・試料数・場所 をある程度増やすとともに、 様々な樹齢・健康状態 • 生息環

境にある個体を選択して解析を進 める必要があると考えられた。

なお、 カラマツを 除 いて全ての樹種で白神山 地以外の場所 からも採取し

て樹皮細菌群集解析を行ったが、 やはり群集には宿 主の生息（採取）場所 よ

りも樹種が相 関しており、 白神山 地に固有の群集構造は見出 されなかった。

群集の構成者の中には白神山 地に固有の細菌種が存在する可能性は否 定でき

ないが、 本 研究ではその可能性の検討までには至らなかった。

本 研究では樹齢およそ 40-50年の健康な樹木を対象として研究を行 い、 同

一 個体、 樹種によって固有の細菌群集が形成され、 それらが安定しているこ

とが示 された。 また同一 樹種内では生息 地も細菌群集に影響を与える要因と

なりうる可能性を示唆する結果も得られている。 今後、 樹齢・健康 • 生息環

境などが異なる樹木の樹皮細菌群集解析を進 めるとともに、 同一 個体の樹皮

細菌群集を継続して解析することにより、 樹皮細菌群集が常に安定なのか、

あるいは様々な要因によって変動するのかを確か める必要がある。 白神山 地

は 1993年にユ ネスコの世界自然遺産に登 録されている。 それは白神山 地には

東アジアで最大の原 生的なブナ林 （ ブナ属が 優占する極相 林）が分布してい
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ることが評価 されたことによるものであり、 将来に渡って世界自然遺産とし

て認められてい くためには白神山 地の 「顕著で普遍 的な価 値、 すなわち東ア

ジア最大の原 生的なブナ林」 が維持 されてい く必要がある。 そのためには、

白神山 地の環境の変 化を正確に把握して、 その成果を保全管理に活かしてく

ことが不可欠 となる。 環境省は 2012年に白神山 地世界 遺産 地域モ ニタリング

を策 定し(ht tp:// t ohoku. env. go.jp/na t ure/ shirakam i/ m oni t or ing/ )、 I. ブナ林を成

立 させている気象・水象・ 地象の韮礎的環境条件 が把握 されていること、

T IA. 原始 性の裔いブナ林が、 広域で健全な状態に保たれていること、 IIB. ブ

ナ林における 動 植物の多様性が適切 に保護 されていること、 III. 利用及び 人

為活 動等 が世界 遺産登 録時の価 値を損 なわず、 かつ 地域振興に役立つよう遺

産 地域周 辺 の社会状況の変 化を踏まえつつ適正に管 理されていること、 の 3

項目 につ いて調査を実施している。 IIB のモ ニタリング対象は 植物・ 動物・

菌類であり、 菌類に関 しての具体的な調査項日として 「 士壌菌類、 酵母、 乳

酸菌、 放線菌等の状況」 が挙 げられ、 それらにつ いて 「 酸 性降下物による士

壌菌類の糾成の変 動、 気候変 動による特定菌類の糾成の変 動等 生息環境の不

可逆的な変 化がみられる」 ことが自然遺産の価 値を損 ねる危 機・予兆現象で

あるとしている（白神山 地世界 自然遺産 地域連絡会議， 2017 )。 ここでいう菌類

とは分類学上の真菌類を指 すものではなく、 細菌・真菌類を含む微生物一般

のことである。 モ ニタリング調査評価書には 「 現在のところ 、 酸性降 下物に

よる士壌菌類の組成の変 動、 気候変 動による特定菌類の組成の変 動等 生息環

境の不可逆的な変 化は報告されていない」 と記載 されているが（白神山 地世界

自然遺産 地域連絡会議， 2017 )、 これは単に報告されていないという事 実の記

載であり、 実質的な調査は行われていないのが現状である。 本 研究は樹皮に

生息する細菌を対象としたものであるが、 上 逹のように樹皮には樹種固有の

細菌群集が存在し、 その構造は少なくとも短期 間は安定であるという成果を

得ている。 もしその安定性が崩 れるということがあれば、 その樹木の生息環

境の恒常性に異常が生じたと判断することが可能であろ う。 樹皮は士壌とは

異なり大気に直接暴露 されていることから、 気候・気 温 などの環境変 動に影

響を受 けやす く、 環境変 動と関連付けた微生物のモ ニタリングには適した対
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象である と思われる。 本 研究で得た成果は今後の実質的な白神山 地微生物モ

ニタリングに資 する基礎デー タとなると期待 される。
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