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緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）は1872年に初めて記載され、細菌学の中でも最も古い

研究歴を持つ菌種の一つである。緑膿菌は我々の体にも常在し、疾病や手術などによって

免疫力が低下している場合、日和見感染菌として重篤な症状や死を招く。また、陸および

淡水域に広く分布し、多様な有機物の分解菌あるいは脱窒菌として知られるが、海洋から

の報告は内湾などの沿岸域（Kimata et al. 2004）や河口域を除いてはなかった。しかし、1995
年、田上らは海洋の溶存態フラクションに、緑膿菌の外膜中のポリンタンパクに相当する

ものが存在することを見出した（Tanoue et al. 1995）。この結果は、外洋域にも緑膿菌が存

在することを示唆する。 
本研究の目的は、第一に、外洋での緑膿菌の存在を実証すること、第二に、淡水株、臨

床株とその生理性状の違いを調べること、第三に外洋から得られた株の系統的位置関係を

調べことである。 
【材料および方法】 
 東大海洋研究所、研究船、白鳳丸および淡青丸の航海において、相模湾、伊豆近海、黒

潮海域にて海水を採取し、選択培地を用いて細菌を分離した。出現したコロニーを分離後、

選択培地上での増殖、増殖の速さ、色、などから緑膿菌と判断される株を選択し、BD 
PhoenixTM system、16S rDNA塩基配列から同定を行った。さらにそれらの血清型、溶血性、

各種基質利用能、抗生物質耐性パターン、などを調べ、淡水分離株、臨床株などと比較し

た。また、分離株のDNAを抽出後、SpeIを用いて切断し、パルスフィールドゲル電気泳動

（PFGE）にかけてその切断パターンから遺伝子型を調べた。 
得られた外洋株、淡水株、臨床株の増殖、生残を蒸留水あるいは人工海水にて調べた。

NaCl濃度、pH、温度を変え、その増殖を観察した。またVBNC（Viable but Nonculturable）
状態、すなわち、生理活性が確認されるものの、培養できない状態を作り出す条件、さら

にそれから培養可能状態に復帰する環境条件について検討した。 
外洋からの分離株、淡水分離株、臨床株、34株について７種類のHouse Keeping Geneの塩

基配列を求め、MLST (Multilocus sequence typing)の手法を用いてその系統的位置の解明を試

みた。さらにData base上のデータと比較して試験株の系統的位置づけについて検討した。 



  
【結果と考察】  
複数の航海から合計約6,700株の分離株を得、性状試験によって絞込み、最終的に62株が

緑膿菌と同定された。外洋分離株の血清型はその殆どがEになったのに対し、東京湾の株は、

F, B、荒川からの分離株はB, F, G, K, Nなどに分かれた。PFGEの結果から、外洋からの分離

株がある程度まとまった遺伝子型を持つことが明らかになった。以上の結果から、外洋に

緑膿菌が存在するとの結論を得た。外洋からの緑膿菌の分離は初めての報告である。 
外洋株、淡水株、臨床株からそれぞれ一株ずつを選び、異なるナトリウム濃度を含む蒸

留水あるいは人工海水でその増殖および生残を、観察、比較した。その結果、緑膿菌はそ

の分離源にかかわらず海水程度の塩分下でよく増殖した。他の株と比較すると、海洋株は、

ナトリウム濃度およびpHの上昇に伴ってより高い増殖速度と生残性を示した。これらの結

果から、一般に緑膿菌はナトリウムの存在下でも増殖する性質を持つこと、海洋株はとり

わけ海洋に特徴的な高塩分、弱アルカリ性の環境に適応した生理性状を持つことが明らか

になった。一方、それぞれの株を高塩分、低温、低栄養の環境下に放置すると、VBNCの
状態に陥ることが明らかになった。さらに、塩分、栄養条件を変化させることにより、VBNC
から通常の培養可能状態に戻ることが明らかになった。これまで海洋における緑膿菌の存

在が知られていなかったため、海洋環境に特徴的な要因がその増殖、生残にどのような影

響を与えるかについての知見は殆どない。本研究はこの意味で緑膿菌に関する新しい情報

と視点を提供することになる。本研究は、海洋環境を想定したVBNCの研究としては初め

てのものである。また、緑膿菌のVBNC状態についての報告は極めて限られていおり、VBNC
状態になりにくい菌と漠然と考えられてきた。本結果は、緑膿菌の海洋環境での生残戦略

の一つとしてVBNCを考慮する意義を示している。 
34株について、7種の保存的な遺伝子の塩基配列を求め、MLST (Multilocus sequence typing)

の手法に基づいて、個々の株の遺伝子タイプを明らかにするとともに、得られた情報を統

合して解析することにより、海洋株の系統的位置づけを調べた。その結果、海洋株の殆ど

は既存のデータベース上にはない新たな遺伝子型を持つこと、海洋株はおおむね3つのクラ

スターを形成し、それらは他の起源の株とは異なることが明らかになった。また、そのう

ちの一つはアウトグル－プに近い位置にいることから、この一群が緑膿菌の起源に近いも

のと推定される。 
本研究は、海洋から初めて緑膿菌を分離し、その生理的特徴と系統上の位置づけについ

て考察したものである。今後の緑膿菌の研究に多大なインパクトを与えるものと考える。 
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