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DNB細菌のアミノ酸感受性  

佐藤優行，木村和代＊  

SENSITIVITY TO AMINO ACIDS OF DNB   
BACTERIA ISOLATED FROM SOIL 

MasayukiSATO and Kazuyo KIMURA＊   

DNBbacteria，31strains，Whichcannotgrowonafu11strengthnutrientbroth（NB）but on the diluted NB  

Wereisolated from soilThegrowth of these DNB bacteria wasinhibited by polypeptone and meat extract  

Which were containedin the NB medium The growth was alsoinhibited by amino acidsmiⅩture and  

Vitaminsmixture，andbyasingleadditionofdifferentaminoacidsSomeof theDNB bacteriawerespecial1y  

SenSitive to amino acids such aslysine，arginineand cysteineTheirgrowth was affected b．y addition of Ol  

mM orless of arginine or cysteinein the mediumThese show that the growthinhibition of some DNB  

bacteriain NB medium results from their sensitivityto some aminoacids   

栄養培地（NB培地；1タ‘ポリペプトン，1％肉エキス，0．5％NaCl）にほ生育できなくて，その10倍以上の希釈  

培地には生育できるというDNB細菌を31株土壌から分離した，NB培地中の成分のうちポリペプトン，肉エキスい  

ずれによっても生育が阻害される菌が14株，ポリペプトンのみによって阻害される菌が8株あった“これらの菌の  

多くはアミノ酸の混合液あるいはビタミソの混合液によっても生育阻害を受けた．混合アミノ酸による阻害が顕著  

であった菌8株については個々のアミノ酸（5mM）単独添加の影響を調べた．アミノ酸によって阻害あるいほ促  

進まちまちであったが，どの菌もリシン，アルギニソ，システインに対してとくに感受性が強く，0．．1mMあるいは  

それ以下の添加濃度でも生育が阻害される例があった，したがって，これらのDNB細菌が高栄養条件で生育阻害を  

受ける原因の1つはアミノ酸に対する感受性にあるものと考えられる 

緒  R  

自然界には栄養物質の貧困な環境が多いそういう低栄養条件下に好んで棲息している微生物も多い．これらの  

中には通常の栄養培地では生育できないものがいるSuwaら（l）は土壌から分離した細菌を，各種培地濃度における  

生育度から4つのタイプに分けた“そのうちのタイプⅢとⅣをDNB細菌と呼んだ“これらの細菌はNB培地（1％ポ  

リペプトン，1％肉エキス，0。5％NaCl）には生育できず，それを10倍以上希釈したDNB培地に生育できるもので  

ある・さらにHattoriら（2）ほ，これらDNB細菌が無焼塩類およびアミノ酸，ビタミン，有機酸などの有機物によって  

広く生育阻害を受けることを明らかにした・このような微生物の低栄養環境に適応する能力を生理学的に解明する  
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ことは，栄養条件のきびしい環境でのサバイバル戦略を知る上に興味深い課題である本研究では，まず土壌から  

DNB細菌を分離した．．つぎにHattoriらと同様にNB培地成分中の生育阻害成分を調べるとともに，とくにアミノ酸  

による阻害についてより詳しく調べた‖  

実験材料および方法   

1使用菌株  本実験で分離した細菌のほか，対照菌として当研究室保存の且s〔んβrよcゐまd CノOgiIFO3544を用いた  

2．培養  N王∋培地（1％ポリペプトン，1％肉エキス，05％NaC】，pH70）およびそれをイオン交換水で希釈し  

たものを基本としたなお，1万倍東釈培地には蒸留水をさらにイオン交換した水を用いた，またアミノ酸および  

ビタミンは原則として濾過滅菌した後培地に添加したNB／102に0り4％寒天を含む高層培地に穿刺培養することに  

より継代保存した．これを1白金耳NB／102中に接種して4日間培養し，種培養とした。本培養には，100m∠容平底培  

養ビンに各種培養液を50m′ずつ入れ殺菌したものを培地に用いた．これに種培養0．1mヱ接種し，27℃で－定期間静  

置培養した 

3．菌の分離と選択  種々な地域，場所から採取した土壌試料0．5gずつを殺菌水10m招こ懸濁し，その上清液を  

殺菌水で1／102凌〉るいは1／10旬こ希釈したハ各希釈液1m姥NB／102寒天平板培地に接種し，これを27℃で培養した 

培養5日以降14日までに出現したコロニ・一を釣菌し，まずNB／102液体培地で静督培養した．ここに生育したものに  

ついてNB液体培地での増殖の有無を調べ，増殖しなかったものを選び，これを保存用のNB／102高層培地に穿刺培  

養したさらに穿刺培養から再度NB培地に接種して増殖しないことを確認したなお，これら分離菌はすべて顕微  

鏡観察によりそのサイズから細菌と判断した  

4．生育度の測定  培養液を控拝した後，その－部を採取し，それの600nmにおける吸光度を測定した．増殖の  

有無の判定には肉眼観察によった  

5．．試薬  カザミノ酸はDIFCOのどタミン定盛用のものを，ポリペプトンは日本製薬製を，肉エキス，寒天，各  

種アミノ酸およびビタミンは和光純薬工業からそれぞれ購入した  

実 験 結 果   

1。DNB細菌の分離   

香川県坂出市，三木町および長尾町の公園，住宅地，畑などから土壌試料を約40収集した“そられの懸濁液から  

得られたコロニーのうちNB培地に生育しなかったもの約100株を1次選択菌としたこれらを保存用高層培地に穿  

刺培養したのち，2度3度とNB培地にて生育しないことを確認し，2次選択菌として31株を得た．これらDNB細菌  

を各種希釈NB培地で静置培表し，Suwaらと同様にNB／104に生育できるかできないか（600nmにおける吸光度が  

0－√004以上増加するかどうか）によって類別すると，できるもの（タイプⅣ）が15株，できないもの（タイプⅢ）が  

16株であった．．Figlに培地の希釈度によって生育の異なる典型的な3殊について，生育の培地濃度依存性を示し  

た．No．7株がNB／104以下でも生育を示すタイプⅣ（偏性低栄養細菌）である．No．28株はタイプⅢのDNB細菌にあた  

る．対照に用いた大腸菌はNB／10∂でもわずかしか生育できないタイプ仁であった．  

2．生育に及ぼすポリペプトンおよび肉エキスの影響   

31株のDNB細菌について，NB培地中のポリペプトンおよび肉エキスが生育阻害を起こすかどうか調べた．NB／  

102培地を基本培地とし，そこでの生育を対照とした．この培地にポリペプトンあるいは肉エキスを単独に1％にな   
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Tablel Composition of Amino Acid  

Mixture and Vitamine Mixture  

Concentration  

Amino acid mixture  

L－Lysine  

L－Arginine  

L－Methionine  

L－Cysteine・H20  

L－Leucine  

L－Isoleucine  

DL－Valine  

L－Phenylalanine  

L－Histidine  

L－Threonine  

し－Proline  

L－Alanine   

I＜－Glycine  

L－Serine  

L－Hydroxyproline  

L－Tyrosine  

LTTryptophan  

L－Glutamic acid  

L－Aspartic acid  

Total  

Vitamine mixture  

Thiamine hydrochloride  

Nicotinamide  

Riboflavin  

Pyridoxine hydrochloride  

Calcium pantothenate  

D－Biotin  

Inositol   

0…68（mM）  

0．．57  

0．67  

285  

076  

0．76  

0．85  

0．61  

064   

1，68  

0．87   

1，12  

0．76   

0．．95   

076   

055   

0．49   

0．．68  

0.. 75 

2400 （喝／L）  

0．0059（〃M）   

1．64   

2…66   

0．．97   

0．42   

0け0082  

11．1  

0001   0 1／1041／10S l／102 1／10  1  

Concentration of NB medium   

Fig1Growthof three bacteria at different concentrations  

of NB medium  

No7（●）and28（○）strainsweregrown forlO days  

and Escherichia coli（㊥）for4days  

るよう加えた各培地を用いて，それぞれの生育を比べた．その結果，ポリペプトン，肉且キスのいずれによっても  

生育阻害を受けたものが15株，ポリペプt・ンによって阻害を受けるが肉エキスによっては受けないものが8株あっ  

た．しかし肉エキスによって阻害を受けるがポリペプトンによって受けないものはなかった“残りのものほポリペ  

プトンおよび肉エキスによってほ阻害されず，NaClによってのみ阻害を受けた∴ただし，2株はいずれの成分に  

よっても阻害を受けなかった。   

3．生育に及ぼすアミノ酸およびビタミンの影響   

ポリペプトンおよび肉エキス中に含まれているアミノ酸とビタミソについてその生育阻害を調べたい まず19種の  

アミノ酸混合液あるいは8種のビタミソ混合液をNB／102培地に添加して，それぞれの生育を無添加の場合と比較し  

た．各添加物の培地中の濃度はTablelに示した．その結果，混合アミノ酸，混合ビタミソいずれによっても生育阻  

害を受けたものが14株，混合アミノ酸の方だけに阻害を受けたものが10株，またいずれによっても受けなかったも   
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Table 2 Effect of Amino Acids on the Growth of DNB Bacteria 

Amino acids  Concentration  Strain number of DNB bacteria  

（mM）  3  5  7  24  26  27  29  
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L－Lysine  5  

L－Arginine  5  

L－Methionine  5  

L－Cysteine・H20  5  

LTLeucine  5  

L－Isoleucine  

DL－Valine  

L－Phenylalanine  

L－Histidine  

L－Threonine  

L－Proline  
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L－Glycine  
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L－Glutamic acid  5  

L－Aspartic acid  5  

Casamino acids  O．，5（％）  

GrowthinNB／100supplementedwithasingleaminoacidfor8dayswascomparedtothatinNB／100  

and Nareinhibition，皇nhance and no effect on growth，reSpeCtively  

Ⅰ，E  

のが7株あった．．しかし混合ビタミソのみによって阻害されたものはなかった 

アミノ酸による生育阻害が明らかであったので，つぎに19種のアミノ酸をそれぞれ単独に添加した場合およびカ  

ザミノ酸を添加した場合について同様の実験をした．ここでは前の実験で比較的強い阻害を受けた8株についての  

み行なった．各アミノ酸添加による生育への影響をTable2にまとめたい どの菌も種々のアミノ酸単独で生育阻害  

を受けた‖ またどのアミノ酸も1株以上の菌に対して阻害を示した．．アミノ酸の中には生育促進の効果を示したも  

のもあった．リシン，アルギニン，ヒスチジンの各塩基性アミノ酸およびシステイソ，およびカザミノ酸などが多  

くの菌殊に対して生育阻害を示した 

4リシン，アルギニン，およびシステインに対する感受性   

標記の3種アミノ酸が5mM添加によって明かな生育阻害を示したので，これらについてさらに低い添加濃度に  

おける影響を調べた．．各アミノ酸の添加漁度を0．1，03，0．9，2一7，5．OmMとして8日間静置培養した．無添加の  

ものと比べ明らかな生育阻害を示したものをTable3にまとめた小0．9mM以下でも阻害を受けた場合が多く，アル  

ギニソおよびシステインでは0．1mM添加でも阻害を受けた菌があった．また菌によっては，ある濃度以下で生育促  

進効果を受けるものもあった．さらに，アルギニン，システインについては添加濃度0．．1mM以下での感受性を調べ   
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Table3 Effect of Lysine，Arginine and Cysteine on theGrowth of DNB Bacteria  

147  

Amino acids  Concentration  Strain number of DNB bacteria  

（mM）  3  5  24  26  
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Growthin NB／100supplementedwith a single amino acid for8days was compared to thatin NB／100”S  

andW are宣trOngand望eakinhibition effect on growth，reSpeCtivelyE andN are生爪hanceand旦O effect on  

growth，reSpeCtively  
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Cysteine（mM）  Ar如血e（mM）   Lysine（mM）  

Fig2Effectoflysine，arginineandcysteineongrowthofNo26，24，and27strain，reSpeCtiveiy  

Growthin NB／100supplementedwitha singleaminoacidfor8dayswascompared  

to thatinNB／100A，No26；B，No24；C，No27   
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た以上の実験例として恥26菌株に対するリシン，馳24に対するアルギニソ，恥．27に対するシステインの各影響を  

Fig2に示した．NQ24では0”1mMでもすでに明らかな阻害が観察され，No．27では0，01mMでも少し阻害され，濃度  

が高くなるにしたがって阻害が強くなることが観察された… ただし ポリペプトンと肉エキス中の各アミノ酸分析  

億（3）から計算すると，基本培地NB／102の中にはリシンが約0．07mM，アルギニソが約0．03mM，システイソが約  

0．01mM含まれているしたがって，表および図に示した添加濃度にこれらの値を加算したものが実際に各培地に含  

まれる濃度になる 

考  察   

1980年にHattoriら（2）は，土壌から分離したDNB細菌のアミノ酸，ビタミン，有磯酸に対する感受性について報告  

したハ そこでは，12種のアミノ酸10mM（ただし，イソロイシソ，トリプトファン，アスパラギンはそれぞれ12．5，  

5，25mM）が各々単独にNB／102培地に添加され生育におよぼす影響が調べられた．本研究では19種のアミノ酸に  

ついて5mMずつ添加して調べた．．アミノ酸によって，また菌株によって阻害程度はまちまちであるが，どのアミ  

ノ酸も単独でどれかの菌株に対して阻害を示したという点は，Hattoriらの結果と同様であった10あるいは5mM  

という添加濃度は，NB培地中のポリペブナソと肉エキスに含まれると予想される各アミノ酸濃度（3）に近いことか  

ら，これらの細菌がNB培地に生育できない原因の1つは，各菌のアミノ酸感受性にあると予想される 

Hattoriらは同時に，セリソによる阻害がスレオニソ，アラニン，ロイシン，バリンの共存によって回復する例を  

示し，単独アミノ酸による阻害は栄養のバランスが崩れることによって生ずるのかもしれないと，考察している  

本研究でも，菌株によってはNB／10培地でよく生育するにもかかわらず，その時含まれると考えられる濃度より低  

い濃度のリシン，アルギニン，システイソの単独添加によって生育阻害を受けた．このことはHattoriらの考察を支  

持している小一方，使用した31株のうち24株は19種のアミノ酸混合液（個々のアミノ酸濃度は5mMよりかなり低  

い）で生育阻害を受けた‖ したがって，種々のアミノ酸が共存していてもそのうちのある特定のアミノ酸が限界以  

上に含まれておれば，そのことだけで生育阻害を受ける菌も多いものと考えられる 

－・般にアミノ酸は微生物の発育に必要な因子であり，バクテリアの発育には通常個々のアミノ酸が5～50Ⅲ塔／′L  

あるいはそれ以上要求される．大腸菌などの栄養要求変異株に対する要求アミノ酸添加濃度もその程度である．（4）  

ところが，DNB細菌ではその程度の濃度でもアミノ酸の種類によって∴あるいほ菌株によっては明らかな生育阻害  

が認められた．今回の実験では，リシン，アルギエソといった塩基性アミノ酸およびシステインに対して強い感受  

性を持つ菌の存在が分かった．これらアミノ酸の阻害度は一腰的な抗菌物質と濃度で比較すると，エタノールや  

フェノールより強く，サリチル酸やホモスルファミンなどに匹敵することになる（5）さらに広く調べれば他のアミ  

ノ酸に対して特異的に感受性が強い菌も存在するものと考えられる 

海洋細菌でもそのような感受性をもったものがいると予想される海洋中のアミノ酸浪度はきわめて低い（全道  

雛型アミノ酸として30～80〃g／L程度（6））ことからも想像される．．しかし，海洋の低栄養細菌の研究は盛んに行な  

われているにもかかわらず，アミノ酸に対する感受性についてはわずかな報告しか見当らないりAkagiら（7）は海水  

から単離した低栄養細菌が1000mgC／Lのアラニンにより強い生育阻害を受けるが，100mgC／Lでは受けないこと，  

および同じ菌株を使ってMartinら（8）は1000mgC／Lのアラニソとフェニルアラニンで強く阻害され，10mgC／Lでは  

阻害されないことをそれぞれ報告している．これらの阻害濃度は本研究で用いた5mMよりかなり高い．このこと  

は予想外である 

今後，われわれは偏性低栄養細菌（前述のタイプⅣ）を対象にして，徴盈栄養素の吸収代謝能力の面と共に，ア   
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ミノ酸，ビタミソ，板塀などの有機物による生育阻害機構についても追求し，これらの菌のサバイバル戦略の一端  

を探っていきたい 
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