
B u ll . G r a d u at e S c h o ol or B io r e s o u r c e s
,
M ie U n iv .

N o .3 5 : 3 9 - 4 5

D e c e m b e r
,
2 0 0 8

R h o d o t h e r m u s c l a r u s s p . n o v .

, a s t r i c tl y a e r o b i c ,

t h e r m o p h ili c b a c t e r i u - i s o l a t e d

●

f r o m a t e r r e s t r i a l h o t s p r l n g

R eiji T A N A K A
l *

, y o s h i h ik o S A K O
2

a n d H i r o t o M A E D A
l

l G r a d u a t e S c h o o l o f Bi o r e s o u r c e s
,
M ie U n i v e r sit y , 15 77 K u ri m a- m a t c h iy a , T s u , M i e , 5 1 41 8 5 0 7 , J a p a n

2 G r a d u a t e S c h o o l o f A g ri c u lt u r e , K y ot o U n iv e r sit y , K it a s hi r a k a w a1 0 i w a k e , S a k y o , K y o t o , 6 0 6
- 8 5 0 2

, J a p a n

A b s t r a c t

A th e r m o p h ili c , s t ri c tl y a e r o b i c , h e t e r o t r o p h i c b a c t e ri u m ( A R 3
T

) w a s is o l a t e d f r o m a t e r r e s t ri al h o t

s p ri n g a t A ri m a , H y o g o p r e fe c t u r e , J a p a n ･ T h e c ell s w e r e G r a m -

n e g a ti v e , n o n - s p o r e
- f o r m i n g , a n d

r o d -

s h a p e d , a b o u t O ･ 61 1 ･2 FL m i n d i a m e t e r a n d 3 ･0 - 5 ･O FL m l o n g ･ F l a g ell a w e r e n o t o b s e r v e d , a n d a l s o

m o tilit y w a s n o t o b s e
r v e d ･ T h e i s ol a t e g r e w a t t e m p e r a t u r e s b e t w e e n 4 3 a n d 8 0

o

C ･ T h e n e w i s o l a t e g r e w

o v e r th e s ali n i t y r a n g e o
f O t o 8 .0 % ( w / v) , a n d th e p H r a n g e o f p H 5 ･5 t o 9 ･2 ･ T h e G ･ C c o n t e n t o f th e

g e n o m i c D N A o f th e n e w
i s ol a t e w a s 6 6 m ol % ･ P h y si ol o g i c al p r o p e r ti e s a n d s e q u e n c e a n al y si s o f th e 1 6 S

r R N A g e n e , a s w ell a s D N A- D N A h y b ri d i z a ti o n e x p e ri m e n t s , i n d i c a t e d t h a t t h e i s ol a t e r e p r e s e n ts a n e w

s p e c i e s o f t h e g e n u s R h o d o th e r m u s f o r w h i c h th e n a m e R h od oth e r m u 5 Cl a
r u s i s p r o p o s e d ･ T h e t y p e s t r a i n is

A R 3
T

( - J C M 1 3 9 2 7
1
'

- D S M 1 8 4 0 3
T

) .

K e y W o r d s : R h od oth e r m u 5; th e r m o p h il e ; a e r o b i c ; h e t e r o t r o p h ･

I n t r o d u c t i o n

T h e g e
n u s R h od ot h e r m u 5 b el o n

g
s t o th e c l a s s S p h in g o b a c t e ri a a n d f a m il y C r e n o t ri c h a c e a ･ I t i s a n a e r o bi c ,

c h e m o o r g a
n o t r o p

h i c
, g
r a m - n e

g
a ti v e e u b a c t e ri u m a n d h a s b e e n i s o l a t e d f r o m m a ri n e h a b it a t s ･ T h e t y p e

s p e c
i e s R h o d ot h e r m u s m a ri n u s w a s i s o l a t e d fr o m s u b m a ri n e al k a li n e h o t s p r l n g S a t 2

- 4 m d e p t h i n

I s a fj a r d a r dj u p , i n I c el a n d
l'

. R . m a ri n u s g
r e w a t 5 4 -7 7

o

C a n d f r o m O ･5 % N a C l t o o v e r 6 % N a C l ･ R ･ m a ri n u s

s t r a i n s w e r e i s o l a t e d f r o m m a ri n e h o t s p ri n g s a t P r a i a d e R i b e i r a Q u e n t e
2'
a n d F e r r a ri a

3'
o n t h e i sl a n d o f

s a o M ig u e l i n t h e A z o r e s , P o r t u g a l, f r o m S t u f e d i N e r o n e , I t a l y
4)
a n d f r o m th e i sl a n d o f M o n s e r r a t i n t h e

c a rib b e a n S e a
V

･ R h od o th e r m u s s p ･ h a s r e c e n tl y l S O l a t e d f r o m a d e e p
-

s e a h y d r o t h e r m a l v e n t c h i m n e y
5)

,
a n d

j u n i o r s y n o n y m
'

R o b a m e n si s
'

w a s i s o l a t e d f r o m T a c h ib a n a B a y i n J a p a n
6'

. T h e h a b it a t o f t h e g e n u s

R h od ot h e r m u s i s h i gh l y r e s t ri c t e d t o s h a ll o w h y d r o t h e r m a l v e n t s , a n d t h e y h a v e b e e n i s o l a t e d f r o m s i m il a r

h a b i t a t s i n d is t a n t l o c a ti o n s a r o u n d t h e w o rld
7)

.

W e i s o l a t e d t h e fi r s t R h o d o th e r m u s s t r a i n f r o m a t e r r e s t ri a l h o t s p r i n g , a n d d e s c r i b e t h a t i t i s a n o v e l

s p e c i e s o f R h od ot h e r m u s ･

2 0 08 年 2 月 2 8 日受理

～ F o r c o r r e sp o n d e n c e ( e- m a il: t a n a k a r @ bi o . m ie- u . a c .j p)
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M a t e r i a l s a n d M e t h o d s

H o t fl u id s a m p l e s w e r e c o ll e c t e d f r o m t h e h o t s p ri n g s a t A ri m a , H y o g o ,J a p a n . T h e t e m p e r a t u r e o f t h e

fl u i d w a t e r w a s 7 4
o

C ･ S a li n ity o f t h e fl u i d w a t e r w a s 6 % . S a m p l e s w e r e s t o r e d a e r o b i c a ll y a t r o o m

t e m p e r a t u r e f o r 4 h p ri o r t o i n c u b a ti o n ･ O n e m l o f w a t e r s a m p l e w a s i n o c u l a t e d i n 9 m l o f M J Y P V

m e di u m
5'

p r e p a r e d i n 2 0 m l t e s t t u b e , a n d t h e c u l t u r e w a s i n c u b a t e d a t 7 0
o

C i n a d r y o v e n ･ G r o w t h o f

a e r o b i c t h e r m o p h il e s w a s o b s e r v e d a 氏e r 1 d a y o r i n c u b a ti o n ･ T o o b t a i n a p u r e c u lt u r e o f th e c ell s , t h e

e n ric h e d c ell s w e r e s t r e a k e d o n t o M J Y P V p l a t e s h a r d e n e d w it h 0 . 5 % ( w / v) G ell a n G u m ( W a k o I

c h e m i c a l
,
O s a k a

, J a p a n) I
T h e p

l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 7 0
o

C i n a ti g h tl y s e a l e d p o l y c a r b o n a t e j a r t o

p
r e v e n t e v a p o

r a ti o n ･ A 氏e r 3 t o 5 d a y s o r i n c u b a ti o n , s m a ll , s p h e ri c a l ( 1 - 2 m m i n d i a m e t e r) a n d c o l o rl e s s

c o l o n i e s w e r e fわr m e d o n t h e s u rfa c e o r t h e p l a t e s ･ W e l トi s o l a t e d c o l o n i e s w e r e p i c k e d , a n d t h e c e ll s w e r e

i n c u b a t e d i n f r e s h l i q u id M J Y P V m e d i u m a t 7 0
o

C . I n o r d e r t o e n s u r e p u ri t y , t h e s t r e a k in g a n d i s o l a tio n

s t e p w a s r e p e a t e d a t l e a st t h r e e ti m e s ･ T h e 丘r s t p u r e c u lt u r e w a s d e sig n a t e d s t r a i n A R 3
T

( -

J C M

13 9 2 7
T
- D S M 1 8 4 0 3 T) a n d w a s i n v e s ti g a t e d i n d e t a il . C e ll s w e r e o b s e r v e d u si n g a diffe r e n ti a l i n t e r f e r e n c e

m i c r o s c o p e ( U F X ; N ik o n) .

N e g a ti v e l y s t a i n e d c ell s w e r e e x a m i n e d b y t r a n s m i s si o n e le c t r o n m i c r o s c o p y , a s d e s c r ib e d b y Z illi g

et a l
"

; c e ll s w e r e s t a i n e d w i t h 1 % ( w / v) u r a n y l a c e t a t e a n d e x a m i n e d u si n g a n H - 7 0 0 e l e c t r o n m i c r o s c o p e

( H it a c h i , J a p a n) a t a n a c c e l e r a ti n g v o lt a g e o f 1 0 0 k v . G r o w t h o r t h e n e w i s o l a t e u n d e r v a ri o u s c o n d i ti o n s

w a s d e t e r m i n e d b y d i r e c t c e ll c o u n t l n g ' a ft e r s t a i n i n g w i t h 4
'

, 6
- d i a m id i n o -2 -

p h e n yli n d o l e
9)

,
u s l n g a n

e p
ifl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e ( E c li p s e E 8 0 0 s y s t e m ; N i k o n , J a p a n) e q u i p p e d w i t h c o l o r c h ill e d 3 C C D

c a m e r a s y s t e m ( C 58 10 ; H a m a m a t s u H o t o n i k u s u , J a p a n) .

T h e e ff e c t s o f p H a n d s a li n i t y o n th e g r o w t h o f t h e i s o l a t e w e r e d e t e r m i n e d a t 7 0
o

C . T h e p H o f M J Y P V

m e d i u m c o n t a i n i n g 2 0 m M o f M E S ( p H 5 ･0 - 6 ･0) , P I P E S ( p H 6 . 3 - 7 . 0) , H E P E S ( p H 7 .3 - 8 .0) o r T ri s ( p H

8 ･5 a n d a b o v e) w a s a dj u s t e d t o t h e d e sig n e d v a l u e s w i t h H 2 S O . o r N a O H a t r o o m t e m p e r a t u r e . T o

d e t e r m i n e t h e e ff e c t o f s a lin it y o n g r o w t h , t h e i s o l a t e w a s i n c u b a t e d i n M J Y P V m e d i u m c o n t a i n in g v a ri o u s

d il u ti o n s o f 3 × M J s y n t h e ti c s e a w a t e r
l O)

.

I n a n a tt e m p t t o fi n d o r g a n i c s u b s t r a t e s th a t c o u ld s u p p o r t th e g r o w t h o f t h e i s o l a t e , v a ri o u s o r g a n i c

s u b s t r a t e s w e r e t e s t e d in s t e a d o f b o t h y e a s t e x t r a c t a n d t r y p t o n e in M J Y P V m e d i u m ･ E a c h o f th e f o ll o w i n
g

s u b s t r a t e s w a s a d d e d a t c o n c e n t r a ti o n s o r 0 .1 % ( w / v) ‥ L -

a l a n i n e , L
-

a r g in i n e , し a s p a r a gi n e , L -

a s p a r a g l n a t e , L
-

a s p a r a t e , し g l u t a m i n , L
-

g l u t a m a t e , L
-

p h e n yl al a n i n e , L
-

p r o li n e , L
-

s e ri n e
,
L - v a li n e

,

C a s a m i n o a cid , g e l a ti n , D
-( -) -f r u c t o s e

,
D - ( I) -

g l u c o s e , g a l a c t o s e , i n o sit o l , D
-

s o r b it o l
,
D -( ') - x

y
l o s e ,

D -( I) -

c ell o b i o s e , l a c t o s e , m a l t o s e , D
-( I) - t r e h a l o s e

,
s u c r o s e

,
c h i ti n

,
s t a r c h

,
s o d i u m a c e t a t e

,
c i t r a t e

,
m a l a t e ,

s o di u m p y r u v a t e , c a s a m in o a c id , c a s e i n , y e a s t e x t r a c t ( D if c o) , a n d t r y p t o n e ( D if c o) . T h e s e t e s t s w e r e

p e r fわr m e d a t t e m p e r a t u r e s o r 7 0
o

C , a n d r u n i n d u p li c a t e .

I n a n a tt e m p t t o e x a m i n e w h e t h e r o r n o t t h e n e w is o l a t e w a s a bl e t o g r o w u n d e r a n a e r o b i c c o n d itio n ,

2 0 0 k P a o f N 2 W a s t e S t e d a s a g a s p h a s e i n s t e a d o f a i r w i t h M J Y P V m e di u m i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f

p o s si bl e a l t e r n a ti v e el e c t r o n a c c e p t o r s s u c h a s 0 . 1 % ( w / v) o f N a N O 3, N a 2S O 3 , N a N O 2 0 r N a 2 S 2 0 3 .

G e n o m i c D N A o f s t r a i n A R 3 T , R . m a ri n u s D S M 1 4 5 2 T a n d R . m a ri n u s J C M 9 7 8 5 w a s i s o l a t e d a s

d e s c ri b e d b y L a u e r e r ei a l .
l l'
a n d t h e G ' C c o n t e n t ( m o l % ) w a s d e t e r m i n e d b y t h e m e t h o d o f T a m a o k a

a n d K o m a g a t a
12 '
u si n g a D N A

- G C k it ( Y a m a s a s h o u y u , J a p a n) . T h e 1 6 S r R N A g e n e w a s a m p lifi e d b y

t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c ti o n ( P C R ) u si n g 2 7 F a n d 1 4 9 2 R p ri m e r s
1 3)
a n d t h e n u cl e o ti d e s e q u e n c e o r t h e

P C R p r o d u c t w a s d i r e c tl y d e t e r m in e d i n b o t h s t r a n d s u si n g di d e o x y n u cl e o tid e c h a i n t e r m i n a ti o n m e t h o d

w it h a n A B I 3 7 3 A D N A s e q u e n c e r ( A p p li e d B i o s y s t e m s , C A , U S A ) . N e i g h b o rJ o i n i n g a n a l y si s
1 4)
o r 1 4 4 1

b a s e s o f s e q u e n c e f r o m e a c h o r g a n i s m w a s a c c o m p li sh e d u si n g B i o NJ
1 5'

. p u rifi e d D N A f r o m t h e i s o l a t e ,



R h D d oEh er m u 5 CL a T u 5 S p . n O V ･
,
a S t ri c tl)

′
a e r o bi e . t h e r m o p h iliぐ b a c t e ri u m is o l a t e d fr o m a t e r r e st ri a l h o t s p r l n g 4 l

s t r a i n A R 3
T

,
w a s c o m p a r e d w i th t h a t o r R . m a ri7 m ∫ D S M 1 4 5 2

T
a n d l L m a ri n u s J C M 9 7 8 5 b y n u o r o m e t ri c

D N A - D N A h y b r i d i z a ti o n u s l n g P
h o t o b i o t in -l a b ell e d D N A

,
a s d e s c ri b e d b y E z a k i et a l ･

】ら■

･ R el a t e d n e s s

v a l u e s w e r e m e a s u r e d u n d e r o p ti m a l c o n d iti o n ( T m -2 5
〇

c ) .

R e § u l t s

C e ll s s t a i n e d g r a m - n e g a ti v e , w h i c h w e r e 3 ･0- 5 ･O FL m i n l e n g t h a n d O ･6 - 1 ･2 p m i n w i d t h ･ F l a g e ll a w e r e

n o t o b s e r v e d ( F i g . I) , a n d m o tili ty w a s n o t o b s e r v e d u n d e r t h e d i ff e r e n ti a l i n t e r f e r e n c e m i c r o s c o p i c

o b s e r v a ti o n . T h e s e m o r p h o l o g l C a l p r o p e r ti e s o r t h e n e w i s o l a t e w e r e g e n e r a lly si m il a r t o t h o s e o f

R . m a Ti n u s ( 1) . S t r a i n A R 3
T

g
r e w a t 4 3 - 8 0

o

C w it h o p ti m u m a [ 7 0
o

C . T h e s t r a in d id n o t g r o w a t

t e m p e r a t u r e s b el o w 4 2
o

C o r a b o v e 8 1
〇

c . T h e i s ol a L e g r e ､ v a L p H v a l u e s b e t w e e n p H 5 1 5 a n d 9 ･2
,
w i t h a n

o p t l m u m a t P H 7 . 0 . N o g r o w t h
w a s d e t e c t e d b e l o v v p H 5 1 0 o r a b o v e

p
H 9 ･ 5 ･ T h e i s o l a t e

g
r e w a t 0 - 8 10 %

( w / v ) s a li n i t y , w i t h a n o p ti m u m a t 3 .5 % . G r o w t h w a s n o t o b s e r v e d a t s a l i n i ti e s a b o v e 9 ･ 0 % ･ T h e i s o l a t e

w a s f o u n d t o b e u n a b l e t o g r o w tp
m d e r a n y o r t h e a n a e r o b

i c c o n d i ti o n s t e s t e d i n t h i s s t u d y
. T h e i s o l a t e w a s

r o u n d t o b e a b l e t o u tili z e D - ( .)- g l u c o s e , g a l a c t o s e , D -( 十) -

X Y I o s e , m a l t o s e , L - a l a n i n e , L - a s p a r a g i n a t e ,

L - g l u t a m i n , L - g l u t a m a t e , s o d i u m a c e t a t e , c i t r a t e , m a l a t e , s o d i u m p y r v a t e , c a s a m i n o a c i d , y e a s t e x t r a c t ,

a n d L r y p 【o n e .

T h e G . C c o n t e n t o f s t r a i n A R 3~
1■
w a s 6 6 m o l % . w h i c h w a s si m il a r t o th a t o f R . m a ri n u s s t r a i n D S M

1 4 5 2
■■1 ( T a b l e 1) . T h e p h y l o g e n e ti c t r e e d e m o n s t r a t e d t

h a t t h 亡 n e W i s o l a t e w a s a c l o s e r el a ti v e o f R ･ m a ri n u s

s t r a i n D S M 1 4 5 2
T
( F i g . 2) . T h e si m il a ri t y o r t h e s e q u e n c e f o r 1 6 S r R N A g e n e b e t w e e n t h e s t

r a i n A R 3
T

a n d R . m a Ti n u s s t r a i n D S M 1 4 5 2
T
w a s 9 9 .0 % , T h e D N A o T s t r a i n A R 3

rr
yi e l d e d r e l a ti v el y

l o w

h y b r id i z a ti o n sig n a l s w i t h D N A f r o m R . m a ri n a s D S M 1 4 5 2
′

-
■

a n d R ･ m a ri n u s J C M 9 7 8 5 ( 5 7 a n d 6 0 %

r e l a t e d n e s s , r e s pe c ti v e l)
I) , T h e s e fi n d i n g s

i n d i c a t e d t h a t t h e n e w i s o l a t e c o u l d b e d i ff e r e n ti a t e d f r o m o t h e r

R h o d o th e T m u 5 S P e C i e s ･

F i g ･ 1 ･ T r a n s m is s i o n el e c t r o n m
i c r o g r a p h 8 r a n e g a t i v e- s t a i n e d C e ll o [ s t r a i n

A R 3
l

.
B a r

,
l 〟 m .
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F i g ･ 2 ･ N e ig h b o r ｣ o ln l n g t r e e S h o w l n g t h e p h yl o g e n e ti c p o s iti o n o f s t r a i n A R 3
T
a n d

r el a t e d t a x a b a s e d o n 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e s ･ N u m b e r s a t t h e n o d e s a r e th e

l e v e ls o r b o o t s t r a p s u p p o rt b a s e d o n n e ig h b o r ｣ oi n i n g a n a l y s e s o r 1 0 0 0

r e s a m p l e d d a t a s e ts ･ T h e s c al e b a r i n d i c a t e s O ･0 1 s u b stit u ti o n s p e r n u cl e o ti d e

p o siti o n .

T a b l e l ･ C h a r a c t e ri s ti c s o f R h o d o th e r m u s cl a r u 5 A R 3
T
a n d R ･ m a ri n u s ･ D a t a w e r e t a k e n f r o m th i s s t u d y ,

A lf r e d s s o n et al . ( 1 9 8 8) a n d S a k o e t a l . ( 1 9 9 6 a)
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陸上温泉から分離された新規好熱細菌

R h o d o t h e r m u s c l a r u s s p . n o v .

田中 礼士
1 *

･ 左子 芳彦
2
･ 前田 広人

1

1 三 重大学大学院生物資源学研究科,

2 京都 大学大学院農学研究科

要 旨

好熱性, 好気性の 従属栄養細菌 ( A R 3
′

l
'

) が 兵庫県の有馬温泉か ら新規分離され た｡ 細胞はグ ラ ム 陰

性, 胞子形成の な い 幹菌で , 細胞 の直径は 0 .6 - 1 .2 〃 m , 細胞 の長さは 3 .0 - 5 .0 〟 m で あ っ た｡ 鞭毛は

形成せず , 運動性も見られなか っ た｡ 分離株は 4 3 - 8 0
o

C で 増殖した｡ 0 - 8 .0 % ( w / v ) の 塩分濃度で増

殖が可能で あ っ た ｡ 増殖可能な p H は 5 .5 - 9 . 2 で あ っ た｡ ゲ ノ ム D N A 中の G C 含量は 66 m o l % で あ っ

た ｡ 生化学的性状, リ ボ ゾ
ー

ム 小サ ブ ユ ニ ッ ト R N A 遺伝子塩基配列 に よる系統解析 な らび に ,

D N A - D N A 相 同性 試験 より本分離株 は R h o d o th e r m u s 属 の 新種 と考 え ら れ た ｡ そ こ で 本分離株 を

R h od o ih e r m u s cl a r u s と命名する ことを提案す る｡ 標準株は A R 3
T

( - J C M 1 3 9 2 7
T
- D S M 1 8 4 0 3

T

) とす る｡

･ F o r c o r r e s p o n d e n c e ( e- m ail: t a n a k a r @ b i o . m i e- u . a c .j p)


