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論 文 内 容 要 旨

土壌中には多種多様の細菌が存在 し、土壌生顧系の維持においてそれぞれ重

要な役割を演 じている。これらの細菌の研究には、主 として希釈平板法が用いら

れる。すなわち土壌中の細菌細胞 を平板上で培養 し、増殖 させ、コロニーを形成

させる。そして形成 されたコロニー敵を数 えたり、 このコ1コニーか ら各細菌の純

粋培残株を得 ることによって土壌中の細菌群を研究する方法である。

本研究では、土壌中の多様な細菌群が平板上でどのようにコロニーを形成す

るかを解明 し、土壌微生物研究における平板法のよ り効果的な利用法を確立する

ことを目指 している。すなわち、(1)土 壌中の細菌が平板上で形成するコロニー

数の増加を経時的に計数 し、 コロニー形成が、いくつかの曲線により表されるこ

とを示 し、(2)こ れ ら曲線に対応する各細菌の増殖特性を単離菌株によ り検討 し、

土壌中の発酵型細菌 と固有型細菌がそれぞれ異なった曲線 に沿ってコロニーを形

成することを明 らかにした。次に、(3)コ ロニー形成曲線の解析法を低濃度農薬

に感受性を持つ少数の細菌の検出と定量に応用することを試みた。最後に、(4)

このコロニー形成曲線の解析法を窒素サイクルを担 う硝化細菌などの計数法であ

る最確値法(門ostProbableNumber法:門PN法)に 適用する可能性を検討した。

第1章 土 壌細菌 フ ロー ラの コ ロニー形 成100

(1)土 壌 中の細 菌 フローラ のコ ロニ ー形 成

液(婆識 翫蹴 轡書吉灘 軽
時的に平板上に形成 されるコロニー数を,2

計数 した.そ の結果、 コ ・ニ ー数 は培 養8。

の全期 間を通 して増 加 し続 け ることが認 ち096

め られ た(第1図)。 すなわち、 この コロ1∬400

ニー形成の過程は、培残時間をいくつか 盤

の区間に分けることによ り、各区間の計 …

数値 をFORモ デル の コ ロニ ー形成 曲線 で表

す ことがで きた。 以下各 区間の 曲線 をコ

ロニー形成 の成分 曲線 と呼ぶ こ とにす る。,0

土壌中の多種 類の細 菌の コ ロニー形0288

成がい くつかの成 分 曲線 に よ り表 され るlncubationtime(hour)

ことは、平板 上 の土壇細菌 が コ ロニ ー形

第1図SE培 地平板上での土壌中の細薗成速度 の違 いに よ
って い くつか のグル ー フロ

ー ラのコロニー形成曲線

ブ に分 かれ ること を示唆 して い る。
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(2>各 成分曲線に対応する細菌の特性

土壌中の多種類の細菌はいくつかの

グループに分かれ、それぞれ異なる成分

曲線に沿ってコロニーを形成するという

前節の推定を実験的に裏づける拒めに、

次の検討を行った。コロニー計数 した平

板上か ら成分曲線毎に菌株を単離 し、純

枠に培養 した。各培養菌株の平板上での

コロニー形成を観測 し、その結果をFOR

モデル により解析 した。いずれの単離菌

株のコロニー形成過程も、FORモ デルで よ

く表された。 このモデルのコロニー形成

開始 までの時間を表すパ ラメーター七rの

値は、各菌株の増殖速度を反映するとさ

れる。

ここで単離 しだ各菌株のtr値 は、第

2図 のように分布 した。図に示 しだよう

に、成分曲線毎に、異なる範囲でTr値 は

分布 した。すなわち、土壌中の細菌フロ
ーラは平板上での増殖速度の違いにより

い くつかのグループに分かれてコロニー

を形成 し、それぞれのグループが各成分

曲線に対応す ると考えることがで きる。

各成分曲線を構成する細菌集団は、

その成分曲線上で一様にコロニーを形成

することがFORモ デルか ら期待される。

そこで第3図 に示すように、土壌中の細

菌フローラのコロニー形成を培養時間に

よっていくつかに区分 し、それぞれの区

分か ら単離 した菌株のコロニー形成にお

ける七r値の分布 を比較 した。
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第2図 各成分曲線か ら単離され た

菌株のtr値 ヒス トグラム
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第3図 菌株単離区間の模式図

括弧内は単離成功菌株数

各区分 に対応 す る単離 菌株 のtr値 の分 布 は、3つ のグルー プに分 かれた(第

4図)。F1-4、 それぞ れか ら単離 した菌株 の七r値は、 いず れも同 じ分布 を示
カ

しだ。F5-7由 来単離菌 株 も互 いに同 じ分 布 を示 し、F1-4の 分 布 とは異な
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r値 ヒス トグラムがNB培 地:を100倍 希釈 したDNB培

地上 で増殖す るDNB細 菌(低 栄養
5452

細 菌)に よ り構成 されて いた。

前者 の細菌群 は発 酵型 細菌、後 釜F2'F6'

鞭 翌欄 応すると考1
以上第1章 では、土壌中の 岩

多種類の樋 が、コ・ニー形成 塁

曲 線 に よ っ て い く つ か の 細 菌 グ00

ル ー プ に 類 別 さ れ る こ と を 明 らOg121518212406121824303642485460

か に し た 。 τ
rvalue(hour)

第5図F2,F6か ら単離 された菌株 のtr値 ヒス トグ ラム
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第2章 農薬添加培地上でのコロニー形成

第1章 で導入 しだ細菌フローラのコロニー形成曲線の解析法を応用 して、こ

れまで研究が困難であった低濃度農薬に感受性を示す土壌中の少数の細菌の検出

を試み〕た.

適当に希釈 した水田試料を土壌浸出液に何段階かのpentachlorophenol(pCp)

を添加 した培地中で培養 し、経時的にコロニー数 を計数 した。最終的に形成され

るコロニー推定数は、1p卿 添加培地平板上セの推定値と無添加のそれとに差が認

められなかっだ。2.5ppm添 加の場合は、3割 ほど少ない推定値が得 られた(第6

図)。 平板上に形成されるコロニーをまとめて扱い、1pp蹴のPCPに 感受性を示す細

菌を検出することはきわめて難 しいと考えられる。

そこで、第1章 のコロニー形成成分曲線の考えを導入し、低濃度農薬感受性

菌の検出を試みた。その結果、第7,8図 に示 したように、成分曲線1とHは 農薬

添加により大 きく影響されることが認め られだ。これは、成分曲線1と ∬に対応

する細菌集団に農薬感受性菌が含 まれる炬めだと考えられ る。

400

0

400

SE

..'

1ppm!一

。♂/

.9ノ 。

45

董
CQ
O

m400
U

O

吉o
E
コ400

z

2.5pprn

!一 冷!
♂●

0

400

5ppm一
10ppm

0

5

0

5

0

5

0

5

4

4

4

4

(
、
6
ミ

⑩
9

x

》

・
。
一̀

。
石

ご

:

。
§

z

SE

'・.'ト.● 「L
--9.r

lppm

.一 ト
・一t

一一一一

2.5ppm

・OT.・ ●、
一一_

5ppm

tOppm

0

0 .0600

・1
.c、b。 、1。。 匙1。。 ⊂h。 、,}60σ1・c・b・"・n・1・ ・ 〔h。 ・・}

第6図PCP添 加SE培 地平板上での土壌中の 第7図PCP添 加SE培 地平板上での土壌中の
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成分曲線1とHに 対応する細菌集団の中に低濃壌の農薬に感受性を持つ細菌

が含まれることを確かめるために、以下の実験を行 った。農薬無添加培地平板上

の成分曲線1と 皿に対応するコロニーか ら単離 した菌株について、1ppmのPCP添 加

培地平板上でのコロニー形成を検討 した。その結果、成分曲線1と 皿に対応する

細菌集団には多数の農薬感受性菌が含まれ ることが裏ずけられた(第1表)。

第2章 では、コロニー形成曲線を利用 して、多種類の細菌フローラの中に含

まれる低濃度PCPに 感受性を持つ少数の細菌集団を効率よ く検出、単離する手法に

ついて明 らかに した。

第1表PCP感 受性菌の構成比率

成分曲線 PCP感 受性菌

I

H

皿

73.7累 く56/76)a

64.9(50/77)

15.0(3/20)

a:(PCP感 受性菌数/単 離菌株数)
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第8図PCP添 加SE培 地平板上での土嬢中の

細菌フローラの3時間当りの
コロニー形成数の ヒス トグラム

第3章 コロニー形成解析の即N法 への応用

(1MIPN法 へのFORモ デルの適用

土壌生態系での窒素やイオウのサイクルを担 う硝化細菌、イオウ細菌等の計

数には、一般に隙N法 が用いられる。これは、 まず適当に希釈 した土壌試料 を主と

して液体培地中に分注する。細菌細胞の接種された試験管では、適当な培養時間

の後に増殖が確認される。この増殖の確認された試験管本数から試料中の細胞数

を推定するという手法である。この酔N法 においても、増殖の確認された試験管本

数は経時的に増加する。増殖の確認された試験管には2細 胞以上接種されなかっ

たと仮定できる程高い希釈段階では、各試験管中の細胞の増殖過程 を、平板上で

の各細胞の増殖過程 と同様に考えてよいものと思われる。そこで、雌N法 のデータ

にコロニー形成曲線の考え方が適用する可能性を検討した。
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適当に希釈 した水田試

料をDNB培 地中で培養 し、

平板法ではコロニー数を、

そ して 隙N法 では増殖の確

認された試験管本数を経時

的に計数 した。博N法 では、

希釈段階毎に90本 の試験管

を用意 した。第1章 で検討

したように、平板法では土

壌中の多種類の細菌のコロ

ニー形成が、3つ の成分曲

線によ り表 された。 卜IPN法

における増殖の確認された
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第9図 増殖の確認された試験管本数の経時的増加

試験管本数が経時的に増加する過程は、3つ の区間に分けることによ り、それぞ

れFORモ デルの曲線を用 いて表すことができた(第9図)。 この結果は、平板法と

同様陣N法 にもコロニー形成曲線の考え方が適用できることを示す。

(2)硝 化細菌の細菌密度を推定する培養時間

硝化細菌の細菌密度を推定するためには、一般に3,4週 間培養 した後の増

殖の確認された試験管本数を用いる。 しかしこの培養期間後にも増殖の確認され

た試験管本数が しば しば増加するという難点がある。例えば水田土壌中のアンモ

ニア酸化細菌の場合、増殖の確認された試験管本数は10週 間以上増加 し続けた

(第10図)。 そこで比較

的短 い培養時間のデータに

FORモデルを適用 し、 最終

的に確認される試験管本数

を推定 し、最終的に確認さ

れた試験管本数と比較する

ことを試み叛。培養開始か

ら4週 問後 までの経時的な

データを用いて、最:終的に

確認される試験管数を推定

したが、その推定値は、1

1週 間後の実測値 とほとん

ど一致 しだ。
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第10図 土壌中の硝化細菌の増殖の確認された

試験管本数の経時的増加

試験管本数は75本を100%と する相対表示

曲線は黒丸のデータか ら推定した
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第3章 では、隙N法 のデータがコロニー形成曲線の考え方により解析できるこ

とを示 し、長時間の培養を必要 とする細菌フローラの細菌密度を比較的短い培養

時間内に予測できることを明 らかにした。

'まとめ

本研究では水田土壌中の多様な細菌フローラのコロニー形成曲線 を解析 して、

以下のことを明 らかにした。

1.土 壌中の多種類の細菌のコロニー形成は、いくつかの成分曲線に沿って

FORモ デルで表されだ。

2.各 成分曲線は他の成分曲線 とそれぞれ異なる細菌集団から構成されていた。

ひとつの成分曲線を構成する細菌集団は、単離菌株の七r値がグループとし

てまとまった分布 をする特性を持つ。また、成分曲線1,nは 発酵型細菌、

成分曲線皿は固有型細菌によって構成されていた。

3.農 薬添加培地上でのゴロニー形成曲線の解析か ら、低溜度農薬(PCP)に 感受

性を示す少数の細菌集団を効率 よく検出することができた。

4.硝 化細菌を計数する岬N法 に対 して、コロニー形成曲線の考え方な適用する

可能性を検討 しだ。FORモ デルにより、硝化細菌の細菌密度 を比較的短 い培

養時間後に予測可能となった。
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審 査 結 果 の 要 旨

細菌を平板上で培養しコロニーを形成 させる方法は,土 壌細菌フローラ研究の主要な手段の1

つである。本研究は,こ うしたコロニー形成 と培養時間との間の関係を解析したものである。

第1章 では,土 壌細菌フローラのコロニー形成が段階的に進行 し,各 段階がコロニー形成曲線

として表現できることを示 した。また各段階においてコロニーを形成した細菌の増殖速度(tr値

によって測定)は,そ れぞれ同形のヒス トグラムを形成することを明らかにした。これらのヒス

トグラムの比較的研究から,土 壌細菌フローラはコロニー形成曲線によってい くつかのグループ

に類別できることを示した。

第2章 では,土 壌細菌フローラ中の農薬感受性菌の検出,コ ロニー形成曲線を応用することを

試みた。すなわち,農 薬添加と無添加の両平板を使用 し,同 一試料を接種 し,培 養する ことに

よってえられるコロニー形成曲線の比較によって,特 定の成分曲線に農薬添加の影響が特に著 し

く認められていることを示した。こうした特定の成分曲線に対応 して,無 添加平板上でコロニー

を形成 した細菌を単離,培 養して農薬への感受性を調べた結果,感 受性菌が多 く存在す ることが

認められた。本研究で使用した農薬はpenatachloro-phenolで,1脚mの 微量添加で感受性を示す

細菌を見いだ したことは興味あることである。

第3章 では,コ ロニー形成曲線の考えを硝化菌のMPN法 による測定に応用できることを扱っ

ている。硝化菌の増殖は遅 く長時間培養してもその測定は不完全で,従 来より難題の1つ とされ

ていた。著者は,M套N法 における硝化菌増殖臼うの試験管の数がコロニー形成曲線と同 じように

増加していくことを示し,最 終㈲試験管本数の予測を可能レた。

以上,本 研究は土壌細菌フローラの研究法に新 しい可能性を開拓 したといえる。よって審査委

員一同は,著 者に農学博士の学位を授与するに値すると認定した。
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