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亘　　　s聰搬鵬鑓y

　　Cyan、obaderia玉Hepatotox瓜microcystin（Mcyst），　which　was　produced　by　Microの～stis

and　other　several　cyanoわacteria，　is　detected㎞euなophic　and　temperate　lakes　an（i　ponds．　This

toxin　is孕ot　eas且y　degraしded　by　either　chernica量or　enzymatic　treatments　so　f≧rr　studicd

toxicologic瓠1y．　Litde　is㎞o㎜abou曲e　degrad蜘n　procゆreαf　Mcyst　by　bacteda　under

血e㈱r樋e曲o㎜㎝t．We　succeeded血isolation　of　microcys血一de餌㎞g　bac伽

（MCD－b㏄重磯㎜），　strain　Y2，丘om　Lake　Suwa　d曲g　the　blooming　period　of　Micrりのオ誠乱

Aecording　to　16S　rRNA　gene　analysis，　strain　Y2　is　elucidated　to　be　a　new呂pecies　of　neW

geれus．　Tb　reveal　the　process　of　degradation　of　hepatotoxic　microcys血du血g　the　l）100m　of

ノ協oπ）の2stis，　I　ernployed　fiuorescence　in　situ　hンb〕d（肱tion（FI　S耳）to　analyze　the　population

dy簸amics　of　microcys血一degrading　bacteria（MCD－1bac麺edum）bo血in」磁cm（rVstis　mucilage

and　in　water。　Based　on　the　16S　rRNA　gene　sequence　of　this誰a楓we　designed　an

oligonucleotide　probe　which　is　specific　to　this　MCD－bac翻㎜．

　In　both　the　1998　and　1999　tests，　FISH　clearly　showed　that　MCD－bacteda　e）dsted　in　the

mucilage　and　that，　when　a　high　concel血ation　of　cell－bound　microcystin　was　detected，　MCD－

bacteria　exceeded　10％of　the　sum　of　bacteria　hyb戯zed　v舳group－spec温c　proわes．　The

conce伽ion　of　MCD－b㏄te燃hghe曲s㎜er　1998，　wh㎝ato蝋cies，　M
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vか傭，was．遡o舳㎜t．［lhere　was　a　high　correlation　be｛w㏄噛n㎜ber　of　MCD－bacteria　in

血e］mucilage　and《he　con㏄nt磁ion　of　cell－bo晦d面crocystin　in　the　lake．　My　results　suggeSt

that　MCD－bacte㎡a　responded　to　c㎞ge　in　concentration　of　microcy血and　degraded

microcys血when　it　was　released食om、Uicrocp2stis　cells．　I　also　analyzed　changes　of　bacterial

commuptty　stn　tctUre　associated舳血e伽（鋤colo述es　by　u曲g　dom血一and　group－

speci行c　　oligonucleo廿de　　probes．　　Changes　　h1　　画e　　concentrations　　of　　血e

（）ytophagalFlavobacterium　group　and　S－Proteobacteri亀which　can　degrade　macromo1㏄ules

derived　fromルticr（）の2stis　cells，　were　synchror肱ed　with　changes　in　the　conce煎ation　of

磁αoの碑畿The　results　sugges重not　only　the　key　role　of　MCD－bac纈a　in　detoxificatiorゆut

also　kept　a　possible　sequence　in　degradation　丘om　2協たアoCystis　cells　to　microcysthl

maintained　in　the　cell，　which　is　carried　oUt　by　bacteria1　consortia　in　the　mucilage。

　Al血ough負ee－liVing　MCD－bacteria　could簸’t　be　detected　by　direct－FISH　method　in　1998，

血ey　were　success飢ly　visualized　by　direct　viable　count　coupled　wi出FISH　method（DVC－

FISH）due　to　the　increasing　rRNA　conte甑in　1999。　the　higheSt　concentration　of　bacteria　was

detected曲e曲e　c・nce煎ぬ・n．・f　diss・lved　McySt　was　the　highest　and　at　a　high

盈αoの7stis　concentration．　I　studied　degradation　of　microcys㎞（Mcyst）us血g　lhree　samples

of丘ee4iving　bacteria　collected食om　different　periods　of　the　bloom　in　2000．　Free－living

bacteha　in　a11瓢ples　compIetely　degraded　Mcy就一LR　and　6（Z）－AddaMcyst－LR　within　28
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days　and　lag　t㎞es　varied血dif驚rent丘㏄一夏iving　bacterial　popUlations．　Free－liv血9　bacteria　in

mid－bloom　of、Mic？りの7stis　had　a　1興g　time　of　3　days　but　degradation　was　complete　wi曲7

days．　Free－1iving　MCD－bacteda　detected　by　d加ct－FISH　method　increased　markedly　j　ust

after　McySt　degrada怠on．　HigheSt　degradatiGn　activity　of　MCD－bacteria　was　estimate曲1

面曲loρm　of伽鵬0伽er　members　of血e　b㏄te舳co㎜面破曲’t　change

signi負cantly　exceptδ一Proteobacteria．　These血dings　reveal　the　coexistence　of　MCD－

bacteha　in　vadous　baGterial　cor60rda　in　water　and　degrade　Mcysts　released倉om　M乞αりの7stis，

adapting　the　production　of　degradation　enzyme　to　the　bloom　of　Micr（）の碑5．　Thus，　I　conclude

that　in　situ　Mcyst　produced　by翅αりの7stis　was　effectively　degraded　in　various　bacterial

consonia　by　combination　of　3　actors：MCD－bacteda　in　mucilage　of　Mierりの概3，　MCD－

bacteria　in　water，　and　the　o血er　coexistences　co面bu廿on　to　degrade　inte㎜edi翫e　produc電s
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II　　　Background　of　the　study

　　　（i）　A職overview

　　　Toxic　cyanobacteria　and　livestock　suffered　from　cyanobacterial　toxins　were　first

reported、　by　Francis　in　1878［10］．　Numerous　researches　have　elucidated　that　toxic

cyanobacteri　a　distributed　ubiquitously［31］（Figure　2－1），　It　is　known　that　cy　anol）acteri　al

toxins，　wllich　consisted　ofneurotoxin　and　hepatotoxin，　are　produced　by　algae　with　scveral

genera：ノlnabaena・Aphaniz〈刀nenon，ルticro　cjソsがs，1＞bstoc，2＞bdular／a　and　Oscillatoria［31］．

　　ルticrocッstis　is　known　to　maj　or　producer　ofh．epatotoxic　microcystin（Mcyst）and　blooms

widely丘om　South　A丘ica　and　Australia　in　the　South　sphere　to　Japan，　USA，　and　Finland　in

the　North　sphere［24，31】（Figure　2－2）．　In　addition，　other　ge加s，　Anabaena，　Nostoc，

Oscillatoria，　Anabaen（7psis　and　Haphalosipho〃，　are　candidate　fbr　Mcyst　producer［31］．

Mcyst　is　not　easily　degraded　by　chemical　and　enzymatic　treatments　so　far　studied

toxicologically［11，32，33］．　In　1996，540ut　of　130　patients　at　a　dialysis　center　in　Caruaru，

Brazil，　died丘om　water　fbr　dialysis　contaminated　by　Mcysts［13］．

　　Mcyst　is　a　cyclic　heptapeptide　consisting　of　7　amillo　acids，　which　co血sisted　of　two

unusual　amino　acids：3－amino－9－methoxy－10－phenyl－2，6，8，・trimethyldeca・4，6－dienomic

acid（Adda）and　N－methyldehydroalanine（Mdha），　three　D－amino　acids：ala血ine（Ala），　D一

4



erythro－b・methylaspartic　acid（D－MeAsp）and　r－linked　glutamic　acid（Glu）and　two

variable　L－amino　acids（X，　Y）（Figure　2－3）．

　　Sixty　structural　variants　ofthis　toxin　have　been　characterized［27］．　The　name　of　Mcysts

depends　on　the　struc加ral　variations　in　all　amino　acid，　particularly　the　variation　of　two　L－

amino　aQids，　e．g．，　leucille　and　arginine（Mcyst－LR），　arginine　and　arginine（Mcyst－RR），

tyrosine　and　arginine（Mcyst－YR）（Figure　2－3）．　These　three　Mcysts　have　been　detected　in

Japan．　The　structures　of　Mcyst　affect　the　strength　of　toxicity，　which　is　expressed　by　lethal

dose　50　value（LD50）（Table　2・1）．　Acute　toxicity　of　Mcyst－LR　is　higher　than　that　of　cholera

toxin　produced　by　Vibrio　cholerae　and　less　than　tetrodotoxin　produced董）y　glo1）efish（Table

2－1）．The　toxicity　of　Mcyst－RR　is　less　than　cholera　toXin．　Mcyst　is　known　to　i虹hibit　protein

phosphatases　l　and　2A（Figure　2－4）［35］．　This　inhibition　results　in　the　promotion　of

tumours［21］　even　if　concentration　of　Mcyst　is　low．　World　Health　Organization（WHO）

decided　the　guideline　in　whioh　the　values　for　drinking　water　quality　must　be　less　than　l　ug

L－1in　1999．

　　Mcyst　is　produced　and　maintained　mainly　within　healthy　cyanobacterial　cells，　though

approximately　10％to　20％of　intracellular　Mcyst　is　released丘om　healthy　cyanobacterial

cells　in　culture［29，31］．「陥enルficroの～st／s　cells　are　decayed，　the　concentration　of　dissolved

Mcyst　may　increase．　Howeveろdissolved　Mcyst　concentrations　remain　at　very　low
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concentratlon　m　lake　water　even　during　the　decay　period　of　the　bloom　ofルticrocystis［20，

25】．

　　To　date，　only　two　isolates　which　could　degrade　Mcyst　completely　were　reported：Jones　et

al．［15］isolated　a　single　strain　of　Mcyst－degrading　bacterium，　strain　MJ－PV，丘om　drainage

in　Austr41ia．　This　strain　was　a　gram－negative　rod，2－5um　in　length　and　O．5um　in　width　and

identified　as　Sphingo〃ionas　sp．　by　16S　rDNA　an、alysis．　In　1996，0ur　group　isolated　a　strain

of　MCD－bacterium，　Y2，　from　eutrophic　shallow　1ake，　Lake　Suwa　in　Japan［26］．　The　lake

has・a・surface・area・f　13・3　km2，　a　maximum　de鋤・f6．4　m，　and　an　average　depth・f5m．

Microのノstis　bloom　was　first　observed　in　this　1ake　in　1948．　The血，　nutriellt　concentration

increased　owing　to　the　inflow　ofwastewater　from　industries，　agricultural　area　and　houses，

and　then　eutrophication　was　accelerated　markedly　in　this　lake　throughout　60’s　and　70’s

［22］．Microのノsがsも100ms　nowadays　annually　in　summor　in　this　lake．　We　identified　MCD、

bacterium，　Y2，　and　elucidated　the　characteristics　of　this　strain　in　relation　to　Mcyst

degrading　activity．　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

（ii）Iso且ation　and　degradatio賦activity　of　strai簸Y2

　　Ten　strains　were　isolated丘om　Lake　Suwa　by　nutrient　agar　plate　containing　O．05％beef

extract，0．1％peptone，0．05％NaCl　alld　1％agar　during　the　bloom　ofMicrocystis．　Among
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th・m・・nly・n・・s伽in　Y2・degraded　Mcyst－LR，－RR・and－YR　in　nu廿ient　b・・th・・ntaining

O・05％beef　e漁ct・0・1％pept・ne，0・05％NaCl　with　different　degradati・n・ate．　Du・ing山，

degradation，　two血ew　peaks　appeared　in　high　performance　liquid　chromatography（HPLC）

a血alysis　have　very　similar　to　UV　spectra　ofAdda（238㎜）but　they　were　observed　on

different　retention　times．　These　degradation　products　were　degraded．

　　Strain　Y2　degraded　Mcysts　in　nutrient　broth　in　temperature　regime　from　5℃to　30℃

（Figure　2－5）…rresp・nding　t・wate・temperature　in・U　seas・ns　in眺e　Suwa．　The　highest

degradation　rate　was　observed　at　30°C，　the　Iowest　degradation　rate　was　observed　at　5°C　but

the　toxins　were　degraded．　These　results　suggest　that　straill　Y2　can　degrade　Mcyst　exuded

丘omルticrocysが3　cell　in　all　seasons．

　　　（i並）　　　　　　　亙dentif量cat童on　of　M【cyst－degrading　b繍cteria　stra亘n　Y2

　　The　strain　Y2　was　strictly　aerobic，　chomoorganotrophic，　and　gram－negative，　The　cell

was　rod－shaped，0．79±0．23　um　in　length　alld　O．49±0．08　um　in　width（Figure　2－6）．　It　was

catalase　and　oxidase　positive　and　produced　yellow－colored　colonies　on　nutrient　agar　media．

The　results　ofphenotypic　tests　with　a　ID－Test－NF　18kit（Code　No．527400）showed　that

this　isolate　could　be　classified　as　Sphingemo〃as　paucimobilis，　although　the　probability　was

very　Iow　O．17％．　According　to　the　16S　rDNA　sequence　analysis，　the　straill　Y2　was　most
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similar　t・th・・equence・fR伽脚脇鋤脚吻・with　94．6％similarity・am・ng　the

sequences　of　the　established　species．　Evolutionary　distances　were　calculated　fbr　a　dataset

that　c・nsist・d・f出e　sequence・f・strain・Y2・and・血er　sequ・nces・ftheα・49・・up・ftheα．

Proteobacteria　with　Rhodospかillum　rubrum　as　an　outgroup．　A　neighborづoining

phylogenetic　tree　was　reconstructed　on　the　basis　of　the　distance　maUix　data　thus　obtained

（Figure　2－5）．　Strain　Y21）ranched　deeply　from　a　maj　or　cluster，　which　consisted　of

R乃励・ηα鋤ゐ・伽・η・・別㈱溺・〃as・natat・ria，　and・s・me　m・mbers・fthe　genus

Sp伽9・m・鷹including　the・血er　MCD・bacteria，　s廿ain　MJ－PV　T・date，　because　the　genus

Sp伽9・溺・η・・we・e　phyl・ge血etically　diverse，出e　genus　was　p・・P・sed　t・classify　int。　f。u，

new　genera：Sp乃加go吻o〃as，　Sp乃加goわ加鵬2＞∂vosph加goゐ加吻and　Sph加gOpyx／s［34］．　Thus，

it　is　more　appropriate　to　classify　strain　Y2　as　a　new　ge血us　and　species．

（iv）　　　　　The　aim　of　this　study

　　From　90’s，　some　researchers　focused　on　the　degradation　of　Mcyst　in　natura1　water．

Kenefick　et　al．［17］　and　Jones　and　Orr［14］reported　that　Mcyst　was　degraded　in　water，

when　Mcyst　was　released　from　Microcッstis　cel1　after　treati血g　with　copper　sulfate　as　an

algicide・Rapala　et　a1・［28］and　Cousins　et　al．［7］　reported　that　Mcyst－LR　was　degraded　in
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water　samples　collected　from　the　bloom　ofMicrocyst加in　a　reservoiL　TIlese　studies　lead　an

idea　that　Mcyst　was　degraded　in　natural　water，　leaving　us　the　other　question；『How　was

Mcyst　degraded　in　water？：”Several　studies　elucidated　the　degradation　process　of　MCD－

bacteria　carrying　out　the　Mcyst　degradation　experiment　in　vitro［生15，26］．　Thus，　these

studies，confinned　that　Mcyst　could　be　degraded　in　natural　water　and　that　a　strain　of　MCD－

bacteria　exists　in　it．　However，　the　relation　between　MC］［＞bacteria　and　degradation　process

of　Mcyst　in　natural　environment　still　remain　to　be　elucidated．　Mcyst　degradation　is

prob　ably　c　arried　out　in　various　functional　b　acteria．　However，　approximately　99％of　total

bacteria　in　the　natural　environment　are　not　elucidated　1）y　the　conventional　culture＿

dependentmeth°d［6岡bacte「ial　c・mmunity　stmctUre　and・fUn・ti・血markedlγ　diffe・

between　free－living　b　actori　a　and　aggregate／attaclled　b　acteria［1，2，9，16］．

　　To　revea1　b　acterial　function　throughout　in　situ　degradation　of　Mcyst　directly，　we　applied

the　fluorescence加situ　hybridization　method（FIS］H，［3，8】），　wllich　was　rocently　developed

to　identifンindividual　cells　i血dependent　of　culturability　at　levels　ranging」丘om　species　to

domain．　by　using　oligonucleotide　probes　specific　to　the　16S　or　23S　rRNA　sequence．

Modified　FISH　mothods［5，12，18，19，23］have　also　been　developed　to　visualize　the

metabolic　function　of　a　spocific　bacterial　group．

　　The　aim　of　this　study　is　to　elucidate　the　process　ofthe　degradation　ofMcyst　in　situ
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fbcusing　on　the　interaction　between　MCD－bacteria　and　the　other　coexistences　elucidating

th・・ng・ing　micr・bi・l　activities　in　a　given　system．　Based・n　the　FISH　meth・d，　we　design，d

an・lig・nucle・tide　pr・be　specifi・t・th・16S・RNA　sequ・nce・f　st・ain　Y2，　and　apPlied

several　prol）es　specific　to　phylogenetic　groups［20］，　I　tried　to　reveal　that

　　　　　　ユ）Th・p・pulati・n・dynamics・f　ass・ciated・MCD－bacteri・鋤d　s伽c加ral・hanges　in

　　　　　　　　　the　associated　bacterial　community　with　Microのノ8がs　colonies　during　the　periods

　　　　　　　　　of　aル行oroの2stis　l）loom　and　its　decaying．

　　　　　　2）The　p・pulati・n　dynamics・f　free－living　MCD・bacteria　and　structural　changes　in

　　　　　　　　the　free－living　bacterial　community　during　the　periods　of　a　Microのノstis　bloom

　　　　　　　　and　its　decaying．

　　Results　from　these　stUdies　will　givc　usefUl　information　to　the　researchers　of

environmental　health　and　water　treatment　especially　in　some　r。gions　where　people　need　not

only　the　low　cost　but　also　high　quality　water　treatment．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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（④Figure　NagendS

Figu【re　2－1．

The　geographical　dist【｛bu廿on　oft（斑c　cyanoba（neria

Figしrre　2－2．

The　b1∞m・fMicr・・？yShs　and　fi（）ur　species・fthe　gener4　which　is。・㎜・nly・bserved　in　Japan．

Figしロ・e　2－3．

S伽Ctures　of㎡cr（噸ns醐ch価e　con甑加励y　7～面noぬds．恥o㎜畷a通no　adds：3－

amin・－9－meth（＞xy－10－phenyl－2，6，8，一血iethyldeca4，6Ldien・㎡c　add（A醐and　N－

m（Xhyldehyd「・alanine（M㈹；血㏄D一㎝in・adds：翻ne㈹，　D℃rythrCb－metliylaS伽c

addσ＞MeAsp）and　rrlinked　9匠utan廿c　add（（i凱u）；two　variable］L－aInino　adds（）らY）．

Hgure　2－4．　Toxic　mechanism　of　microcystin　in　hel）atOcyte．

Figure　2－5．

Degrぬ廿on　of　mi（江oCysin一工R　and－RR　by　MCD－bacted嬬　SUain　Y2，　at　5，10，20，　and　30℃in　the

datk・imtial。Qn㏄翻・n・f面・Cystins　in　10”1　nutrientb舳m鋤umw認幼u咽t・

20mg］じ1．

Figure　2－6．

McrocySdn－dρ鱒ng　b蜘ia（MCD－bacteria），　SU血Y2，甑nα1　by　DAP工

Figure　2－7．

Distance　manix　tree　showing　phylogen（ガc　rdぬo舳ip　b飾ve㎝蜘n　Y2　and　o血er　mcmbers　of

the　alpha4　9r・up・fPr・teChacteria，　The　sequence・fimSPin’llzam　rabram　was　used　as　an

outgroup　to　root　the　tree．　Bootstrap　values　With　1000　trials　are　shown　at　branchng　po孟nts　ofinterest。

Scale　ba1畿1％nucleotide　sUbs樋tu廿on．
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Table　2－－1．　A　variety　of　biotoxins

Toxins　　　　　　LD50（μglkg）　　　　　　　　O「9anisms

Botulinum　toxin　　　　　O．00003　　　　　　　C／ostが（Yium　botu〃num

　Tetrodotoxin　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　globefish，　goby

cholera　toxin　　　　　　　　　　250　　　　　　　　　　　　　　Vibrio　c力01elae

　　　　Mcyst－LR　　　　　　　　　50

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ〃C1℃（ysガS，ハηaわaeηa，〈lostOC，

　　　　Mcyst－RR　6・・　°s囎麟冨宥ε勝

6（Z）Adda★Mcyst－LR　　　　　＞1200

★　stereoisomer　of　Adda　at　the△6double　bond．
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Glu　　　　　　　Mdha　　　　　　　　・　　　　．

・Ad血　H解繊・禦漏他

　　　　　　H徽H響桟端ぜ斐’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　β一Me。A3P

　　　　　　　　　　　　　　　　　X　　Y
　　　　　　　　　mic塞◎cy3壺n・LR　　Leu　　Arg

　　　　　　　　　mic塞◎cystin・RR　Arg　　Arg
　　　　　　　　　miα◎cy3煽1塞・YR　　Tyr　　Arg

o

H

　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　’　X
　　　　　　　　　　　　　　6《b．　Sdda睡cro・cy8甑。LR　L◎魑　　　，　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　6（2｝・Add醜㎡CXRPPYst董n・RR　A㎎
Figure　2同3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　°，
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Figure　2－6
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphingomonas　paraputimobilis（D　13724）匿゜’曽’’’”1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphin80〃lonas　san8uis（D　13726）　　　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphin80monas　paucimobilis（D　13725）　　　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphin80〃20nas　trueperi（X97776）　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphingo〃lonαs〃zali（YO9638）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：
　　　　　　　　　1000　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　≡
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphingomonasαsaccharo）7tica（Y　O9639）　　　　　。　　．1
65　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’日巳一零’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ．ロロコロ　－ロう

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　84　　Sphi・g・わ珈・8・鶴（Y12803）　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphin80biu〃z　chlor（）phenolicu〃1（X87162）　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphin80biu〃1　chloアophenolicu〃z（X87164）i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sphingohium　yanoikuyae（D　13728）　　　　，　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　隔日騨・・■・9■巳

Rhizomonas　subenfaciens（D　13737）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－tロ’－コ－．1

60　N…卿・8・わ伽・〃わ彪〃・・…（U20773）　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　≡

　　　　　　　　　　　NOVOSiワhin80bium　capsulata（D　16147）　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　splzin．oomonas　sp．　MJ・Pv　sn’ain（AF411072）　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　N…sphi・g・わ珈繭・cti・酬X94102）　㌦．．．．．．i

　　　　　　　Blastomonas　natatori’α（ABO24288）

　　　　　　　Blastomonas　ursincola（ABO24289）

　　　　「ゾ塞〔〕亙）一酸馳c三護｝竺噸馴巨髄s転r捷髄n、～2　（、4ΣB⑪容魂，2講7｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ－ロ－－－t－り
Sphingopッηts　macro801tabidus（D13723）　　　　　　　　　　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　Sρhin80pyxis　terrae（D　13727）　　　　　　　　　　　　　．．．．．＿i

Zymomonas〃mobiZis（U63733）

R乃0408ρ’η’llum　rnbrum（D30778）

Figure　2－7
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皿Dy舩mics　of　miαocystl聡一degra曲g　bacteria　ln　m服曲ge　of翫訓卿廊

　Degradation　of　Mcyst　produced　in　Micro（rVstis　occurs　during　the　2－fbld　decomposi廿on

process　ofルficr（）（tystis：（a）the　cell　decays　by　autolysi　s，　grazing　1）y　protozoεちzooplankton　and

fish［9］，　or　vira1［16】or　bactedal　a（虹vity［10，31］，　and（b）the　cellular　products　are　then

degraded　by　bacterial　consor甑Because　these　findings　conceming　cell　decomposition　of

初αoの纏5were　obtained　by　culture－dependent　techniques，　our㎞owledge　is　limited　to　the

fUnOdon　of　culturable　b　a（誌e］da．

　　Ih　l血is　chapter，　1　attempt　to　elucidate　the　process　of　the　degradation　of　Mcyst　by　MCD－

bacteria　under　the　possible　coeXistence　with　various　o廿1er　baCteria　with　varying　fUnc櫨ons

during　the　bloom　of　MicroCystis　in　Lake　Suwa．1　found止at血e　numerous　b　acteria　eXist　in

mucilage　ofルficroCystis　in　the　degrading　stage　of」M1αoの砿5（Figure　3－1）．　I　examinLe

populadon　dynamics　of　MCD－b　aCteria　and　structUral　changes　in　the　associated　bacterial

community　withルticro（rVsn’s　colonies　during　the　periods　of　aル〃αoの碑5　bloom　and　its

decline　applying　FISH　method　with　a　designed　probe　specific　to　strain　Y2　and　several　probes

specific　to　and　phylogened　c　groups．
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　　（童）Mater且als　and　m曲ods

＆珈卿9　・fheterotrophic　bacteria　a∬・ciatedw燃fic7・の7stis・e・吻・

　　Lake　Suw亀　located　in　Nagano　PrefeCture　in　Japan，　is　a　eutrophic，　temperate，　shallow　lake．

The・1ake・has・a・surface・area・f　133㎞2，　a　maximum　dep血・f6．4　m，　and　an　average　depth・f

5m．

　　Samples　of　heterotrophic　bacteria　associated　withルficr（）（Orstis　colonies　were　collected　from

the　surface　water　of　the　center　of　the　lake　duringルficro（rystis　blooms　on　26　Augusち9

September，　and　70ctober　1998，　and　on　l　l　Augusち25　Augusち8September，　and　60（オober

1999．As　the　biomass　ofMicro（：ystis　was　significantly　lower　in　1999，　we　slightly　changed　tke

c・11e面・npr・cedure・　ln　1999・w就er　s㎜pleswereprescreened舳anylgnne桶血amesh

size　of　40μm　and　were　kept　in　a　glass　botde　fbr　a　few　hours．　The　floating　Mic7り（rystis

colonies　and　associated　b　acteria　were　then　collected　using　a　pipette．　The　isolatedルficro（rVstis

colonies　were　filtered　through　a　3一μm－pore－size　Nuclepore　filter，　and　washed　3　to　5　times

with　phosphate一もuffered　saline（pH　7．2，　Dulb　ecco’sPB　S←），　Ni　ssui，　Japan）to　eliminate　any

free－living　b　acteria．　The　washed　colo㎡es　were　sonicated　3　times（BRANSONIC　B　1200，45

馳30W3smr1）t・disperse血e　heter・tr・画c・baCterial・cells・an磁・roc」ystis　cells．
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Fira伽ψθ彪κ卿hノ・bacteria加・tal・㈱徽ノ伽形5cθ刀cθ細絢か漉伽n

　Heterotrophic　bacterial　samples　fbr　total　bacterial　count　and　FISH　were　fixed　in

parafbmlaldehyde　solu廿on（pH　7．4，　fina1　concentration　3％）fbr　up　to　24　h　at　4°C．　To　avoi　d

destrucdon　of　the」Mたr（）（rVstis　col　onies　in　19980r血eルficiり（rVstis　cells　and　b　acteπi　al　cell　s　in

1999，fixed　samples　for　FISH　were　filtered　gently　on　a　O．22一μm　Nuclepore　filter（25　mm

diametel）［14］．　Cells　on　the　filter　were　rinsed　3　times　With　PBS　and　dehydrated　in　l　mL　of

50％，80％，and　99％ethanol　fbr　3　min　each，　and　the　filter　was　then　air－dried．　Filters　were

stored　at－20°C　until　hybddiza廿on．

1伽100纏（ゾα∬ociated・bacteria

　Fixed　samples　were　stained　with　4’，6’一（五ami　dino－2－phenylindole　（〕DAP瓦　final

concentra廿on　O．01　ptgtML［24］）and　filtered　gendy　on　a　O．22一μm　Nudepore　filter（25　mm

舳eter）．　A　to堀of　more血an　1000　b　aCteri　al　cells　were　enumerated　by　epifluorescence

microscopy　（Universa1　epifluorescence　microscopic　system　BX50－FLへOlympus，　Japan）．

〃hole－oθ〃加伽励7漉磁oη

　The　16S　rRNA　targeted　oligonucleotide　probes　used　in　this　study　are　shown　in　Table　3－1．

They　comprised　a　domain－specific　probe　fbr　Ba（rteria（EUB338），　phylogenetic－group一
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speci且c　pr・bes　f・r　ct－・β一，　Y－，　and・6－Pr・te・baCteria（ALF・1b，　BET42亀GAM42ゆEL）and

血e（7ytop加gaea71av・bacterium　gr・up（CF319a），　and・an・MCD－pr・be　designed　specifically

fbr　MCD－bacteda（“strain　Y2”in　this　study）．　These　probes　were　labeled　with　rhodamine

obtained　from　Takara　Biotechnology　（DALIAN），∫ap　an．

　耳ybri　dizati　on　sUingen（ry　was　a（加sted　l）y　varying　the　concentrati　on　of　fbmlamide　ill　the

hybridization　buffer　and　NaCl　in　the　washing　solution．耳ybridizatio血s　were　pe㎡formed　at　46

°Cfbr　90　min　on　filters　placed　on　slides　coated　with　gelatin，　with　hybridization　buffer

c・姻㎡ng　O・9　M　NaC1・20　mM　Tris・HCI　OH　7．4），0．01％SDS，　f・rmamide（20％f・r

EUB338，　ALF　l　b，　CF3　19eq　and　MCD，35％for　BET424　GAM42a　and　DEL），　and　5　ng　ptL　m1

・f血erespe面ve　labeled　pr・be・Each・filter　was　washed　at　48°C　f・r　15　min　iq　pre－warmed

washing　buffer　containing　NaCl（0．225　M　fbr　EUB338，　ALFlb，　and　MCD，0．080　M　fbr

BET42eq　GAM42a　DEL　and　CF319の，20・mM　Tris・HCI　（pH　7．4），5　mM　EDTA，　and・．01％

SD　S，　rinsed　With　di　stilled　water，　and　air－dried．　The　preparations，　which　were　counterstained

with　O．1μg　mL－1　DAPI［30］on　glass　slides　fbr　5　min，　were　observed　under　a　universal

epifluorescence　microscopic　system，　BX50－EしA　with　a　3　CCD　camera（C5810，　Hamama尤su

Photoni　cs，　Japan）With　an　image　analysis　system（SP500F，01ympus）．　More　than　500　DAPI－

stained　b　acterial　cells　were　counted　to　determine　the　proponion　of　the　probe－specific－lab　el　ed

cellsεmong　the　total　of　the　associated　bacteri　a．
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　　The　accuracy　of　the　MCD－probe　had　preViously　b　een　examined　by　using　sequences　of　the

16S　rRNA　gene　obtained丘om　a　Ge切Bank：the　MCD－probe　was　fbund　to　contain　l

mismatch　for　the　2　other　known　sequences　of　the　16S　rRNA　gene　in　the　datab　ase；both

sequences　had　l）een　isolated　from　marine　oligotrophic　baCteria（ABO21704，　ABO22713）．

These　b　acterieq　which　were　obtained　courtesy　of　Dr．　1．『Ybshi血aga　of　Kyoto　University，　were

’not　succeeded　in　hybridizadon　of　the　designed　MCp－probe　with　vadous　condition　of

hybridization　a（加sted　by　concentra廿on　of　formamide　and　tempera加re．　There　exist　some

arguments　ab　out　the　binding　strength　between　the　sequences　of　the　designed　probe　and　the

target　position　of　16S　rRNA　According　to　the　reports　of　Fuchs　et　a1．［11］，　the　16S　rRNA

posi廿on　of　the　MCD－probe　was　not　easily　hyb繭zed．　Howeve鳴we　con丘㎜ed．that　Y2　strain

was　successfU旺y　vi　sualized　by　using　MCD－prob　e（Figure　3－2）．

Dete伽脚吻（ゾ・・ηcθη㈱・ns　・fMicr・の廊‘ells，　chl・r・phyll　a，伽物如1・ell一伽ndand

dissolvedmic7り（獅η加the　lake

　　To　determine　the　concen並面ons　ofルficro（鋼5，　chlorophyllα，　and　cell－bound　and

dissolved　M（ysちsurface　water　samples　were　colleCted　from　the　center　of　the　1ake　once　tWo

weeks　between　April　and　December　in　1998　and　1999．　Samples　fbr　cell　coun廿ng　of

ル露αα碑5were行xed　in飴㎜飢dehyde　sdu廿on伽瓠concen甑ion，1．5％w／v）．　The
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concentra血on　ofルficro（）ystis　cells　was　estimatedわy　using　a　Fuchs－Rosenthal　hemocytometer

（Kayagald　works，∫apan）under　a　microscope（BH－2，01ympus）．

　　T・measure　the　chl・r・phyl1αc・ncen伽・n，職er　samples　were丘ltered仕r・ugh　a　91ass

fib　er　filter（GF／C，　Whatman，　UK），　which　was　then　soaked　in　10血L　of　methanol　fbr　24　h　at

4℃・雑er止at・血e　residue　was　cen面ged飢3…rPm　f・r　15　min・Mea一㎝t・f血e

chlorophyllαconcentra廿on丘om　the　supematant　was　quan廿fied　spe（沈rophotometrically　by

the　me｛hod　ofM包ker　et　a1．［20］．

　Measurements　of　Mcyst　concentra且on　and　the　clean－up　of　Mcyst　in　preparadon　fbr　high－

per｛b㎜ance　liqui　d　chromatography（HPLC）were　carried　out　according　to　Park　et　al．［24］．

For　measurement　of　cell－b　ound　Mcysも、Mic7りの7stis　cells　were　concentrated　on　．a　GF／C　filter．

The　filter　was　then　homogenized　a血d　e）Macted　With　5％aqueous　acetic　acid，　and，　after

cenUifUgati　on　at　4000　q）m　fbr　15　min，　the　supematant　was　poured　into　an　OD　S　cartridge

（Bakerbond　spe　Oc　adecy1［Ci8］　3　mL，　USA）．　Mcyst　eXtracted　from　the　ca血idge　with　O．1％

tdfluoroacedc　acid（TFA）－methanol　was　applied　to　the　HP］LC　system（LC－9A　S－1，

Shimadzu，　Japan），　which　was　equipped　With　an　OD　S　column（Cosmosi15C18－AR　4．6×150

mm，　Nacalai，∫apan）．　The　condi廿ons　of　HPLC　fbr　analysis　of　Mcyst　were　as　fbllows：

ab　sorbance　at　238㎜；me伽01：0．05　M　phosphate　bufirer（58：42；pH　3．0）in止e　mobile

phase；and　a　1－mL－minTi　flow　rate．

31



　Dissolved　Mcyst　was　measured　by　2　methods　using　a　GiF／C五ltrate．　In　1998，　the　GF／C

filtrate　sample　was　poured　into　an　ODS　ca血idge（5　g，　Chromatorex　ODS，100「200　mes玩

Fuj　i　Silysia　Chemica1，　Kasugai，　Japan）．　The　cartlidge　was　then　rinsed　with　water　and　thell

with　20％methanol．　Dissolved　Mcyst　was　eluted丘om　the　ca面dge　With　90％methanohmd

evaporated　to　dryness・After　a　silica　gel　canridge（29，　S　epPak）had　b　een　preconditioned　With

methano1，　the　residue　was　dissolved　in　methanol　and　applied　to　the　ca血idge．　A負er　the

ca面dge　was　rinsed　with　metha駿ol，　dissolved　Mcyst　was　eluted　with　70％me出ano1，　The

eluate　was　evaporated　to　dryness，　and　the　residue　was　re－dissolved　in　methano1．　The

methanol　solu廿on　was土hen　analyzed　by　HPLC　under　the　same　conditions　as　ab　ove．

In　1999，（五ssolved　Mcyst　was　analyzed　by　enzyme－linked　immunosorb　ent　assay（ELISA），

Nagata　et　a1．［22］produced　a　monoclona1　antib　ody，　M8且5，　against　Mcysts．　ELISA　analysi　s

隅柚this　an廿body　determined　the　total　concen圃on　of　Mcysts　v舳out　discdmina廿ng

Mcyst　deriva廿ves．　Nagata　et　a1．［22］showed　very　similar　estimates　from　ELISA　and　a　liquid

chromatographi　c　me血od　fbr亡he　analysi　s　of　Mcysちalthough　the　sensi廿vity　of　the　ELISA

method　was　higher．　Thus，　we　used　the　ELISA　method　after　Nagata　et　a1．［21，22］．
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　　（■●）　　　Re醐艮ts

伽・ent「an’・ns・fMi・T・（］ystis　cellS，　chl・ro，吻lla　and・θ弘ゐ㎝麗姻伽・lved－mたr・cystin

du吻9ルfic7り（ryShs　blooms

　　Changes　in　the　concentrati　ons　of　Micro（tysn’s，　chlorophyllα，　and　cell－bound　Mcyst　in

water　are　given　in　Figure　3－3．　in　1998ルβo劉oの砿5　appeared　i血the　middle　of∫une　and

bloomed，　the　dominant　species　b　eing　M［　ichthyoblabe　in　Ju　ly，　and　M　viridis　from　August　to

October．　Relative　proponion　of、Micrり（i碑3　biomass　formed　more　tha　199％in　total

phytoplahkton　biomass　during　the　blooming　period　ofルticro（ひVstis．　The　concentra丘on　of

ルficr（）Cysヵis　cells　had　2　peaks：2．4　×　109　cells五一10n　29　JU1）～and　over　7　×　108　cells　L｝i

on　g　and　25　S　eptemb　er，　after　which　dates　it　decreased（Figure　3－3A－1）．　The　chlorophyll　a

concentration　also　showed　2　1arge　peaks：662μg　rl　on　29　JU　ly　and　over　600　ptg　L－10n　9

and　25　S　eptemb　er　By　70（Xober　it　had　decreased　markedly　to　180　ptg　L－’（Figure　3－3　A－2）．

The　cell－bound　Mcyst　concentration　increased　exponentially　in　September　up　to　100　ptg　L－1，

血en　decreased　t・50μg　r1・r・less・in・OCt・ber　eigure　3－3A－2）．舳・ugh　the　changes　in

ル露αりの7stis　cell　concentra廿on　were　paralleled　by　those　of　chlorophyllαand　cell－bound

Mcysちnonparametric　Spearman　stati　stical　analysis　showed　significance　only　b　etween　the

concentra血on　of　Micro（rystis　cells　and　chlorophy11α（7＝0．95，　P＜0，01，　n＝12）．　The

c・ncen圃・n・fcell－b・und　Mcyst　fluc加ated　in　parallel° w血at・f・chl・r・phyllα（ド0．81，
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P＜0．01，n＝13＞The　di　ssolved　Mcyst　concentra匝on　in　the　wa　er　was　less　than　O．5　ptg　L－1

throughout　the　1998　study　period（Table　3－2）－similar　to　the　findings　of　Park　et　a1．［24】．　The

c・ncen圃・n・f　diss・lv’
?п@Mcyst　was　the　highest。n　29沁ly；by　3　December　it　had

decreased　to　bel　ow　the　detec丘on　limit　Although　its　fluctuation　was　similar　in　pattern　to　that

of　theルticTo（rystis　cell　concentration，　no　significant　relationship　between　the　two　was

detected　by　nonparametdc　Spearman　stati　stical　analysi　s．

　　In　contrast　to　1998，　a　minor　bloom　of　Micro（rVstis　was　observed　in　September　1999，

shoWing　that　rel　a丘ve　propordon　ofルficroCystis　biomass　formed　more　than　99％in　total

phytoPIankton　biomas鼠It　consisted　ofルL　ichthyoろlabe，ルf　aeragtnosw，」M　novaceldi，　andルf

w85θηゐθ卿云Howeveちnone　of　those　strains　domillated　strikingly．　The　abundance　of

ルticro（rystis　was　l　order　of　magnitude　lower　than　that　in　1998，　ranging　from　4．3×106　to

68×107cdls　r1但解e缶3B－1＞The　c・nce舳・ns・f・chl・r・phyll　a　and　cell．b。und

Mcyst　fr・叫1細鯛t・60㏄・ber　in　1999　ranged　fr・m　16　t・48　Pt9　L－1　and　fr・mα54　t・

4・49　Pt9　L－’，　respectively　（Figure　3－3B－2＞Cell－b・undMcystwas　n㏄翻yzedbe伽een　April

and　July，　as　the　biomass　ofルticroのistis　was　insignificant　The　total　concentra亘on　of

di　ssolved　Mcyst　in　the　water　was　less　than　O．2　ptg　L“i　throughout　the　ob　servation　period

（Table　3－2）．　Although　the　changes　in　the　concentra丘ons　of　cd1－b　ound　Mcyst　and　dissolved

Mcyst　al）peared　to　parallel　changes　in　theル伽り（rysn’s　cell　concentrati　on，　nonparametric
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Spearman　statistica1　analysi　s　failed　to　show　any　signifi　cant　relationships．

P卿勧・吻lncunics（）f　bacteria　associated　withル伽・の厩5

　　The　density　of　ba（xeria　associated　with　theルficro（Orstis　colonies　ranged　from　7．2　×　106

to　8．5　x　107　cells　mrl　of　lake　water　in　l　998　and　from　1．1×　104　to　3．2×　105　cells

証1in　1999（Table・3－3）．　The　number・fbaCterial　cells　ass・c圃舳eac磁cr・Cystis　cell

increased　from　25　on　26　August　to　118　on　9　S　eptemb　er　1998，1but　did　not　change　markedly　in

1999，ranging　from　2．6　to　4．7　cells．　The　highest　concentration　of　associated　bacteria　in　the

lake　water　was　found　on　9　S　eptember　1998　and　on　8　S　eptember　1999，　reaching　8．5×107

and　3．2　x　　105　cells　mL－1，　respectively『▽Vhereas　associated　b　acteria　cons五tuted　95％of　the

total　b　acteria　in　the　water　on　9　S　eptember　1998，　associated　bacteria　in　the　1999　study　period

constitUted　only　O．2％to　3．3％of　the　tot包1　b　acteda。　The　difference　in　the　concentra血on　of

associ　ated　bacteria　between　1998　and　1999　was　ascribed　to　the　difference　in　the　species

composi廿on　ofMicr（）（：ystis．

Changes　in　COJ”〃2〃吻structure（ゾα∬ociαted・bacteria

　The　community　structure　of　bacteria　associated　withルficro（脚ガ5　was　expressed　on　the

basis　of血e　n㎜ber　of　each　bacterial　species，　as　determined　by　rRNA－targeted
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・lig・nucle・廿de　pr・bes，　per　102　cells・fMicr・cystis　aigure　3－4），　because　an　average　c・1・ny

・fMi・roc」ystis　in　Lake　Suwa　c・nsisted・f　at　least　102　cells，　al血・ugh　it　fluc加ated　ranging

丘om　127　to　529　cells．　In　1998，　the　collcentration　of　domain　B　acteria　visualized　with　the

probe　EUB338　ranged　from　1．4×　103　to　7．9×103　cells　per　102ルticroCysn’s　cells，　and

重he　Bacteria　were　composed　of　between　56％and　69％DAPI－stained　par丘des（data　n（）t

shown＞α．Proteobacteria　were　the　second　most　co加non　afterβ遍ProteobaCteria　on　g

Septemb　er　and　70ctob　er，　increasing　from　2．6×　102（26　Augus◎to　2．0×　103（7

0ct・ber）　cells　per　102　Micr・Cystis　cells（18％t・26％・f血e　s㎜・f血e　bacteria　hyb繭zed

by　the　oligonucleotide　probes　specific　to　α、　β㌧　Y、　a血d　δrProteobacteria　and士he

（lltophaga（2q71ai20bacterium　group）（〕Figure　3－4A－1）．β．Proteobacteri　a　were　dominant　during

the　blooming　of．MicroCystis，　ranging丘om　5．1×　102　to　2．7×　103　cdls　per　102

ルficTり（脚廊cells（28％to　36％＞Y．Proteob　acteri　a　increased丘om　3．8×　102（26　AugusO　to

13×103（70ct・ber）　cells　per　102Micr・cysn’s　cells（17％t・27％）．　6－P耐e・b韻eda　made

up血e　l　owest　percentage　of　the　sum　of　b　acteria　hybridized　Wi血group－specific　probes　on　26

Augusち9September，　a血d　70ctober（5．3％to　13％＞However，　thi　s　group　increased　ffom

only　75（26　August）to　9．9×102（9　Septemb　er）cells　per　102ルticroの7sn’s　cells．　Thi　s

lncrease　was　about　2－to　4－fold　higher　than　that　of　other　groups　in　the　period　from　August　to

September　The　c・ncen伽・n・f血e（lytoPhagalFlai7・ゐαc彪rium　gr・up　increased丘。m　1．9
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×1・2¢6蜘sOt・1・5×1・3（7・OCt・ber）　cells　per　102　Mier・cysn’s　cells（13％t。2・％＞

　　Ih　1999，　the　concentrations　of　domain　B　acteri　a　vi　sualized　With　EUB338　ranged　from　3，1

x1・2　t・3・9×1・2　cells　per　1・2靴mCystis　cells，　and　the　Bacteria　were　c。mp。sed。f

be伽een　78％and　94％DAPLs面ned頗cles（da伽・t・sh・鴨These　n㎜bers　were⑭er

than　those　in　1998，　although　the　density　of　associated　b　acteda　in　l　999　was　about　100　times

less　than　in　1998．　ct遍ProteobaCteria　existed　at　concentra廿ons　of　between　1．2　x　102　cdls

and・1・4　x　1・2　cells　per　102初・m6鋤cells血・ugh・舳e血dy　peh・d　eigure　34叫

and　predomi賦ed　in　a皿samples，　acco㎜廿ng　fbr　at　least　30％of　the　sum　of　bacteda

hybridized　with　group－specific　prob　es．β．Proteobacteri　a　also　remained　neady　constant　at　1．O

x102　cells　per　102　Micr・邸cdls　du面g血e鋤dyped・¢c・nstitUting伽26％t。31％

of　the　s㎜of　bacteri　a　hybridized　with　group－specific　prob　es－asimilar　percentage　to　that　in

1998．Y－Proteob　acteria　ranged　from　49　to　57　cdls　per　102ルficro（脚欝cells（13％to　18％）．

The　densities　of　these　3　phylogene廿c　groups　were　similar　to　each　other　during　the　1999

0b　servations・δ司Proteobacteria　a血d　the　qy旋）P加gaIFIavobac旋lrium　group　showed　similar

fluctuadons　With　regard　to　relative　abundance　and　cell　density：both　parameters　fbr　both

groups　had　increased　by　8　Septemb　er　and　decreased　by　6　October．　The　number　of　6－

Pr・te・baCteria　ranged　fr・m　ll　t・50　cells　per　102　Micr・Cystis　cells，　reaching　a　peak・n　8

Septembe棚s・9r・up　made　up・皿y　3．5％t・13％・f血e　s㎜・f　baCteria　hybridized舳
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group－specifi　c　prob　es．　The　Cytophαga／Flavobacte吻m　group　ranged　from　13　to　69　cells　per

lO2　Mi・T・（郷cells（40％t・18％），　reaching　a　maximum・n　8　September

　　MCD－bacteda　had　increased　remarkably　in　both　relative　abundance　and　density　of

ass・ciated　bacteria　per　102　Micr・（鋤cells　by　9　September　1998　（Figure　3－4A・・2i　MCD－

bacte「ia　increased　remarkably　fr・m　93　cells　t・1．3×103　cells　per　102　Mievりcystis　cells

between　26　August　and　g　S　eptemb　eろand　l）y　70ctober　had　decreased　to　7．8×　102　cdls

per　102　Micr・CySU’s　cells，　thus　acc・unting　f・r　6．6％t・17％・舳e　t・tal　bacteria　hybridized

舳9r・up・・speci丘c　pr・bes・　Their　relative　abundance　am・ng　ct－Pr・te・baCteria・was・als・high，

ranging　from　36％to　76％（data　not　shown＞ih　1999，　MCD－b　acteria　ranged　from　20　to　41

cells　per　102　Micr・cystis　cells　and　sh・wed　atendencyt・increase　in　numbers　in　September，

acco㎜廿ng　fbr　61％to　11％of血e　sum　of　b　aCteria　hyb繭zed　Wi血group－specific　prob　es

（Figure　3－4B－2）．　The　rela伽e　abundance　of　MCD－b　a（xeri　a　among　ct－Pr（）teobacteria　was　not

as　high　as　in　1998，　ranging　fヒom　17％to　34％The　highest　proporほons　of　MCD－b　acte鵜in

rdぬon　to　bo血止e　sum　of　baCteria　hyb繭凋wi血group－specific　probes　andα一

Proteob　a（比eri灸were　ob　served　on　8　SeptembeエThese　resU　Its　from　1998　and　1999　indi　cated

血at止e　number　of　MCD－baCteria　associated舳102協m（鋤cells　increased　in

September　and　then　decreased　in　OCtober，　dosely　paralIeling　changes　in｛he　Mcyst

c・ncen圃・n　in　b・舳e轍erひ一1，　P＜α01，　n－6）血磁cr・（：ystis　cells　（r－O．89，・P＜
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0．05，n＝6）．

　　　（■oo腿）　　　D童SC腿SS童on

　　S画ns・f　several　species・f血e　genus協欺獅pr・duce　60　v蜘ts・f　hepat。t。Xic

Mcyst［26］・M　viridis　is・ne　such　t・Xic　species　in　Lake　Suwa［23，24］．　The　highest

concentration　of　cel1－bound　Mcyst　was　observed曲en　M　vか励5　was　dominant　in

Septemb　er　1998．

雌゜T・Cystis　is　surr・unded　by　mucilage，　which　c・nsists　mainly・f　p・1ysaccharide［2，4］

composed　of　glucose，　mannose，　fUcose，　xylose，　galactose，　and　rhamnose．　The剣血ic㎞ess　and

s・lubility・f止e　mucilage町㎜・ng泌c燗廊species［3，15］：血e　mucilage。fM　vかidis

is　harder　t・diss・lve　in　w就er止舳・se・舳e・止er　species［3／D曲g　b1・。ms，　numer。us

baCte「ia　are　kn・㎜t・e幻sti曲e　mucilage［7］・F舳e㎜・re，　the・abundance・and・c・mm蜘

st1u（加re　of　the　embedded　bacteria　might　differ　according　to　theルfic7りのystis　species．

When　M（rySt　is　released　fr・m　a　cell・fMicr・CySU’s，　it　is　diffused　in　the　mucilage　because

・舳emucilage’s　high　Visc・sity・T・reve舳e　pr・cess・f　degradati・n・fM帆we血eref。re

fbcused　on　the　fUn（ガon　of”血e　baCteria　embedded　in　the　mucilage　and　Uied　to　describe　the

populadon　dynamics　of　the　MCD－baCteria　there．　Our　results　revealed　that　the　number　of

MCD－baCteria　in　the　mucilage　increased　in　Septemb　er　of　both　years　and　correlated　With　the
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concentradon　of　ce11－b　ound　Mcysちand　the　highest　concentra匠on　of　MCD－baCteria　eXi　sted　in

1998when　M　viridis　was　dominant．　It　i　s　remarkable　in．　natural　systems　that　l　gene　specific

done　of　MCD－b　a（細a　detected　by　FIS且made　up　1／100f　the　whol　e　ba（rterial　community　in

Septemb　er　1998　and　1999．　These　resUlts　suggest　that　MCD－b　acteda　responded　to　changes　in

the　concentra丘on　of　Mcysちand　that　MCD」bacteda　were　aCtive　in　the　mucilage　of

ルficroの7stis　when　produced　Mcyst　was　present　there．　JQnes　et　a1．［13］repo貢ed　that　Mcysレ

degrading　isola　es　require　a　lag廿me　in　the　degrada丘on　of　Mcyst　when　they　have　not　been

exposed　to　Mcystα吻舳ider　exp　erimental　conditions．　However，　we　assumed　that　MCD－

bacteria　in　the　mucilage　were　on‘s伽曲ゾunti1　the　degradation　of　M（ryst　occurred：they

coUld　be　direedy　exposed　to　any　Mcyst　released　ffom　cells　in　the　Micro（rystis．　colony．　Thi　s

suggests　that　MCD－b　aCteria　coUld　thus　initiate　the　degradation　of　Mcyst　in　the　mucilage

within　2　weeks　so　far　we　examine（1．　These　findings　can　explain　why　a　bactedal　species

becomes　predominant　in　a　given　system　if　it　exerts　a　very　specific　ftmc廿on　to　degrade　a

speci且c　compound，　such　as　Mcyst

　During　the　bloom　ofルficr（）（1）2stis，　the　concentra廿ons　of　the　Cytoρhaga／Z71avobacte吻m

group　and　6－ProteobaCteria　were　apparently　synchronized　With　that　of　theルficrり（rVstis　cells，

With　r　・O．89（P＜0．05，　n＝＝6）and　7鷹α94（P＜0．05，　n＝・6），　respectively．　To　our　knowledgeも

members・f血e　Cyt・phagctziFlav・bacterium　gr・u画e　able　t・degrade　n・t。血y
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macr・m・1㏄u1肛c・mp・unds［8，29］，　but　als・・Mi・欺獅cells［31］．　Van　Hannenn［29］

suggested血at　Cyt・phagales・血e　related　16S　rRNA　sequence・f　which　apPeared　in

denaturing　gradient　gel　electrophoresis　after　the　lysi　s　of　cyanob　a（訪eriε㌧could　contdbute　to

degradati・n・f　diss・1ved・rganic麟erΦoM）released丘・m面s　lysis．　Rece晦c。血ell

㎝d �uclman［8］suggested丘・m・flu・resc㎝c伽伽hybddizぬ・n　（MICRO－FISH）s加dies

血at血e　m・de・f・baCterial　utilizati・n・f　DOM　differs　am・ng　Phyl・genetic　9r・ups：血e

qソtophagα（771m励acle吻切group　tends　to　prefer　high－mol　ecUl　ar－weight　DOM　such　as

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

proteins　and　chitiエしYamamoto　et　a1．［31］showed　by　a　culture－dependent　method　that　some

ルticroCystis　were　lysed　specifically　by　some　strains　of　this　group　i　sol　ated　ffom　the　surface

w就ers・f　L欲e　Suw鉱These且ndings　suggest伽血e（lytophaga（271av・ろαc励m　gr・up

contdbutes　to　the　lysi　s　ofルticroの2stis　and　degrades　DOM　derived　from　intracellular　produ（rts

ofルficlり（卵が3　in　the　mucilage．　Grilli　Caiola　et　a1．［12］reported　that　Bdellc）vibrio－1ike

bact晦c・ns伽nts・f血eδ一Pr・te・baCteria　infect　Micr・cystis　cells　and　degrade

pep廿d・91ycan　and　the　cell　wal1，舳・ugh　Bdello伽・is㎞・㎜t・be　abacte姻pred㌶・r［5］．

Thi　s　suggests　thatδ嗣Proteob　acteria　might　contril）ute　to　the　lysis　of」Microの2stis．

　α一ProteobaCteri　a　and　p－Proteob　aCteria　tended　to　dominate　in　the　mucilage　ofルficroの7stis

during　the　bloom　of　Micro（rystis．　Of　theα嗣Proteob　acteri亀（raulobacter　can　attach　to

cyanob　acteria　and　take　up　exudates　of　photosyntheti　c　products　［28］．　Alcaligenes　and
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Pseud・m・nas・　which　are　P－Pr・te・bacteri4’　are　kn・㎜t・lyse　Mi・r・（獅cells　by漁面ng

to　them［17，31］．

　　We　studied　the　process　of　degradation　of　Mcyst　in　the　light　of　changes　in　bactedal

commu吻snu（tmre　in　a　natural　enVironmenち　focusing　panicularly　on　strain　Y2　of　MCD－

bacteriq　which　bel　ongs　to　an　undescribed　genus［25］．　We　found　that　MCD－b　acteda　exi　sted

in　a　resUi　cted　space　of　the　mucilage　of　Micro（rystis，　and　that　the　change　in　concentration　of

these　b　acteri　a　was　synchronized　with　the　increase　in　the　concentra瞳on　of　cell－bound　Mcyst．

This　suggests　that　MCD－b　acteria　in　the　mucilage　responded　to　changes　in　the　concentration

of　cell－bound　Mcyst；the　Mcyst　was　exuded　from　the　cell　of　toXicルficro（7ystis　and　degraded

by　the　b　acted　a．　The（ン旋～ρ加g〔urf71aりobacteriu〃2　group　andδ一Proteob　aσteria　also　cha血ged

their　popUlation　densities　in　the　mucilage，　suggesting　tha尤they　contributed　to　the　degrada匠on

of、磁oπ）の7stis　cells．　Mucilage　i　s　revealed　not　only　as　a　compound　that　binds　Microcysn’s

ceIls　together，　but　also　as　a　habitat　fbr　b　acteda　that　exert　their　specific　fUmction　to　utilize　and

thus　degradeルticroの2sn’s　cellular　materials．
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　　baCteri　a　causing　lysi　s　of　cya血ob　aG捻㎡a　in　a　eutrophic　lake．∫pn　J　Phyco141：215－220
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（v）Figure　Legends

Figure　3－1．

Ass・ciat鍼ba㏄eda融（A）9r・曲9　stage・f初・殉鋼5鋤d（B）de脚ng　stage。f

MicroCystis，　which　are　stained　by　DAPI．　The　cell　size　of　Micro（rystis　is　ab　out　5um　in

diam6ter

Figure　3－2

hsi加hyb「idizati・n・f　baCteria　ass・ci測舳c・1・㎡es・f　Micr・cystis，　Viewed　by

epiflu・rescence　micr・sc・py・　BaCteria　in　the　c・1・ny・fMicr・Cystis　stained　by　DAPI（A），　and

hyb認凋舳arh・damine－1abeled　pr・be　speci且c　t・micr・cys廿n－degrading　bacteria（B）．

Panicles　ab・ut　5　Ptrri　in　diameter　are　cells・fMicr・Cystis・

Figure　3－3．

Seasonal　changes　in　the　concentrations　of・Microcystis　cells，　chlorophy11α』and　cell＿1）ound

mlcrocys血n　at　the　center　of　Lake　Suwa　in　1998（A）and　1999㊤）．　A－1　and　B－1　show　the

concentrad　ons　ofルticro（rystis　cells侮angles）．　A－2　and　B・・2　show　the　concentrations　of

chlorophyll　a（open　circles）and　cel1－1）ound　microcys廿n（dosed　circles）．
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Figure　3－4．

The　composition　of　the　bacteria1　assemblages　in　Micro（rVstis　colonies，　as　detected　by　rRNA．

targeted　oligonudeotide　prob　es　spedfic　fbr　α一，　β一，　Y－，　and　δ司Proteob　acteri灸　the

（ンηρ加gtzQ［71avobacterium　group，　and　microcystin－degra（五ng　ba（比eria．　Samples　were

collected　from　the　surface　waters　of　Lake　Suwa　on　26　August，9Septembeちand　70ctober

1998（A），and　on　25　Augusち8Septemb　er，　and　60ctober　1999（B），　whenルiicro（rystis　was　in

bloom．
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Table　3－2．　Concentration　of　di　ssolved　microcystin　in　Lake　Suwa，1998　and　1999

Ye　ar　　　　　　　　　Date　　　　　　　　dissolved　microcystill

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COnCentratiOn（μgLl）

1998a　　　　　　　　　　　　　Jun．17　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．05

　　　　　　　　　　　　　　　　Jul．29　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．47

　　　　　　　　　　　　　　　Aug．26　　　　　　　　　　　　　0．24

　　　　　　　　　　　　　　　Sept．25　　　　　　　　　　　　　　　　　0．17

　　　　　　　　　　　　　　　　0ct　21　　　　　　　　　　　　　　　0．09

　　　　　　　　　　　　　　　　Dec．3　　　　　　　　　　　N．D．c

199gb　　　　　　　May・20　　　　　　　　　　0．09

　　　　　　　　　　　　　　　　Jul．28
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e．03

　　　　　　　　　　　　　　　Aug・11　　　　　　　　　　　　　0．04

　　　　　　　　　　　　　　　Aug・25　　　　　　　　　　　　　0．10

　　　　　　　　　　　　　　　　Sept・8　　　　　　　　　　　　　　　　　0．12

　　　　　　　　　　　　　　　Sept　22　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．08

　　　　　　　　　　　　　　　　0ct・6　　　　　　　　　　　　
0．06

aMicrocyStin　determined　With　HPLC．　Sum　of　microcystin・－LR　and　－RR．

bMicrocy曲dete㎜ined　with　ELISA．

cN．D．，　microcystin　not　detected．
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Figure　3－1

53



NI

oり

Φ
一
コ
．9t

L

54



　　　Concentration　of
　　　celトb・und・micr。cystin（μgL階1）

o驚麟 @　◎）　　oo　　ト　　（◎　　吋）　寸　　（つ　　N　　1－　　o

も　㍗　㍗　》　㍗　8　自　8　8　等　8　8　g　o
r
（トコSlle

H欄灘　　（L」鴇｛幽蹴

o

Z

o

の
　　｛

く曇

「

「

Σ

＜

　　　Concentratlon　of
　　　cell－b。und　micr。cystin（μ9ド1）

o　　　　　o
N　　　　o　　　　o　　　　o　　　　o　　　　o
▼縢 @　　　マ隔　　　　oo　　　　⑩　　　　r守　　　　N　　　　o

6
0

書

十 　v

or　9

』：　Φ

oo

v　　　　　　　　　　　　　　　　　N
e　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

＜　　　　　　　　　　　　　＜

o

Z

o

の
　　薯

く呈

、

「》　　　　　　　　5

芝　　　　Φ

く　　　，91

◎う

◎◎

』
コ

O　　　o　　　。o　　　卜　　　tO　　o　　　o　　　o　　　o　　o　　　o　　o　　o　　　o　　　　　　　」

除　9　ii2　9　9　8　1ミ　8　8　？　8　R　9
（L．1　SIIe。）Slle。sg」S・（・・royvv　（L」6”）噛d・」・lq・

　　　　　JO　UO！；eJ年UeOUO〔）　　　　　　　　　　　　iO　UO！専enUeOUoつ

55



§

9
砺

s

oo
ΦΦ

CL【Lα。
bU　」

■　1．

δ斡

①
①
σ）

r

℃：

自Ω

o

O

ooΦ
腎→一

Ω」（u

Φo
の

eN
oコ
＜

率　　§　　8　　°　8穿88雲。
　　　　　SIIeO　S幅oω概〃V乙0レ1SlleO　leμθ専oe8

oo

◎）

，e’”‘

N
く

卜

o

σ）Φ
．層1－’

Φoの

⑩
監

e　蕊
　　　　婁

§葵i嚢茎塁§§°塁§§°　盃≡i）
SIP。　sgsK・。ノ。〃V　，Oし1Slle・leye↓。e日

56



WFree・亙㎞g　bacte酬d曜翻a伽of　microcys血血an　e傭opbic　Iake：rev倒磁wi曲

　　　diirect－FESH　and］DVC－NSH

　in　the　chapter皿，1　reported　firSt　descmibing　the　popUlation　dynamics　of　MCD－baCteria　and

baCterial　community　struCture　in血e　mudl嬉e　o撒㎎廊d曲g出e　bloom　of　M働訪3，

reve曲g　eXistence　of　MCD－bacteria　in　the　mueilage　ofMi／（糊廊［15］．　The且uorescence　in　sim

hybridization（FIS耳）me血（）d　revealed　a　significant◎orrelation　betWeen　concentration　of　MCD－

baCteria　and　the◎oncentration　of㏄ll・bound　M（臓Thus　I　suggested　tha　MCD－bacteria

assodated　withルficroCyshs　colony　respQnded　to　the　changing　of　the　concentration　of　ee11－1）（㎜d

M（理氏which　was　released丘om　lysed雌ααッ廊㏄lls，　The　degradation　process　of　M（rySt　in　si加

was　sugg（細in血e　pr（蛎ous血（ly，　but　it　reniains　uncertain　whe血er　M騨is◎omp囲y

degraded　in　the　muCilage．　The　concentration　bf（lissolved　Mqyst　flu（加ated．

To　understand血e　prob1㎝，　I　f（鰯on㈱li血g　baCterial　cornmunity　structUre　in　relation　to

M（rySt　degradation　and　posSible◎oeXistence　With　other　baCteria　in　an　eutr（胆hic　lake，　Previous

studies　indicate　fhat　f勤eぴliving　bac㎞a　mafkedly（五ffer丘om　non丘e（トliv赴ng　bac㎞a　such　as

aggragate　and　attadhed　bacteria　in　many　ways［1，2，6］．　They　diflrer　by　their　inability　to　degrade

vadσus　ma（xcmolecutles　as　non　freerliVing◎oun知parts．　They　also　have　smaller　cell　size　and

slower　growth　rate　when◎ompared　to　non　ffeぴliving　bacte甑
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　in　this　Sudy，　1　attempted　to　characterize：

　　1）The　popUlation　dynamics　of　free．丘ving　MCD」bacteda加伽．

　　2）The　degrada丘on　pr（》cess　of　M莞ySt　and　the　popUlation　dynamics　of　in　sitU　free．1iving

　　　　MCD”bame「ia　in血e・presence・fMCySt　du「iq9　different　pe「iOds・f鰍欺鋤bl・・m

I恒（）d　to　emp1（ッ血e　direct　viable◎o㎝ゆVC）m曲（虹［14］◎ombin（）d舳血e　FISH　a吻sis

σ）VσFIS耳）［16］to　enhance　the　deteCtability　of　speCific　baCterj．a
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（　星）］M㎞te翻is　a醜d　me重h（nis

SCIInpling　OJウ勉θ一伽η9ゐαo詑蛎α

　Samples　of　fセee－liVing　baCteria　were　collected　from　the　surface　water　of　the　center　of　Lake

Suwa　on　Mhy　20，　August　26，　September　9，0Ctober　7，0ct6ber　21　in　1998，0n　May　20，　August　11，

AuguSt　25，　Sept㎝ber　8，0ctober　6　in　1999，　and　on　August　2，　August　30，　Septcmber　27　in　2000．

Water　samples　were　pres（1㏄ned　whh　a　3μmpore　size、Nudepore　filterぐWhatman］しtd．，　UK）to

collegt　froe．liVing　bacteria．　The　concentration　of　Chl．a，　ce11－bound　M（猟dissolved　M（猟

ノレ窃（rπocys［tis　cells　and　assodated　bacteria　with　colony　of」］S・tllicJ・o（　lyShs　in　1998　and　1999　have　been

already　rePorted　in　the　chapter皿［15］．

Methαd（伽ionノわ丁旋）tal　cozmt，伽0’Vぬ乃た00卿∫α耀卿α昭scence　in　Sttu　dybntk’vanOn

　Bac㎞al　samples　fbr　total　f｝ee4iving　bac㎞al　cou瓜dir㏄t　viable◎ount　and　FISH　were飯ed

by　us㎞g　3％paraformaldehyde　solution（pH　7．4）fbr　24　hours　at　4℃．　Fixα1㎜ples　fbr　FISH

were　filtered　gently　on　aO．22μmporesize漁cle脚re∬tα（25㎜φ）［11］．　Cells　fixed　on　filters

were　rinsed　3　times　With　PB　S，　dehydrated　by　1　mL　of　50％，80％and　99％ethanol　each　fbr　3

minutes，　and　filtcrs　were　air－dded．　Filt㎝were　stored　at－20℃un位l　h夕bridiza匠on．
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乃幼勉θ一痂吻9ろ㏄彪吻10α雁

Fixedsarr］・p1㏄w㎝e画朗舳4’，6’－diamidin・・2－phenylind・1e（pAP工翻。・㈹面。q

…1μ9鋤鋤dmQ舳an・5・・b蜘ial・censw－umerated　by　ePi且u・r㏄㎝ce臨。s。。py

（a血v醐叩inu・r㏄㎝㏄㎡cr㈱pic騨㎝BX50凡へ0加脚s　Cα，L組．，　Jap鋤．

ma）ole　cell　in伽bybnz2z’am’on

The　16S　rRNA　targeted・Hg㎜cl。・廿depr・bes　used　in　this　stUdy　are　Sh・㎜in励1e3－1．　lhey

are。・mp㈱・fad・曲s醐cpr・be畑禰a（班B38），　agr・up　sp醐cpr・be・f・r・ct－，β一，

Y－，andδ一Proteobacteria（ALF　lb，　BET42a，　GAM42a，　DEL），　the（rptophagt　v（771avobaete励〃n

group（CF319a），　and　an　MCD－pr6be　designed　sp㏄i丘cally　fbr　M（凋←degra面g　bac　αiζ戯盛n

Y2［15］．　These　pr6bes　were　labeled　with　fhodamine（Takara　Biotechnology　（DALIAN）　Co．，　Ltd．，

Japaの。

　Hybridizations　were　performed　on　filters　put　on　slides◎oated　wi重h　gela丘n　at　46℃fbr　90　min

輔繭yb繭刎・nbu蹴。・ntaining　O．9MNaCl，20mM盟s・HC1ΦH7．4），0．01％SDS，20％

f・rm舳de　and　s　ng　PtL一1・f止eres麟ve励elゆr・be，　Each　filter　was　washed　in　pre・warmed

was㎞g　bufner　a　48℃for　15　mi几　contair血g　O．225　M　NaC1，20　mM　Tds。HC1（pH　7．4），5mM

EDTへand　O．01％SDS，　rinsed　with　disdlled　water　and　ai卜dded．　The　preparations，　which　were

。・蜘stained　by　・・　1　Pa　9　mL“’　DAPI［18］・n　91ass　Slides　f・r　5晦were・bse圃usinga
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面versal　epiflu・r㏄㏄nce㎡cr・s。。pi醜㎝B）eSO－FLA（01）unpus・C・．，　L鳳，」a卿）舳3CCD

camera（C5810・Hatnamatsu　ph・t・㎡cs，　Cα，斑」ap⑪舳鋤im昭e㎝瓠ysis騨㎝（SP5∞F、

01ympus　Co，，　Ltd．，　Japan）．　More　than　500　DAP｝謝血ed　bac㎞瓠cdls　were◎ounted　to　detennine

the　contdbu廿on　of　the　probe　spe（nficrlabeled　ceils　to　the　totaI　of　ass（）Ciated　baCteria．

ヱ）レてフー㎜刀7ethed

細雄emptwas姻et・c・mbine　the　DVC　methOd［14M出FIS且［16］and　apPly血e

t㏄㎞i（lue・t・血（lyp・P咽・ndyn短cs・ffrc・liVing　baCteria　by　deten　nining　。。n（）entrati。ns。f

nalidiXic　aCid　and　yeast　eXtraCt　・ver　incubati・n廿鵬Awatersamplewas。・11（劇・曲y　20，

1999　and　prefiltered　thr・㎏ha3μmp・resi鴎Nud騨e伽t・。・11eCt　frealiVing　baCteria．

These　samples（100mL）were　incubated　wilh　O．001％，0．002％and　O．003％nalidixic　acid

◎Q伽血gα0025％or　O．025％y甑繍in血e（latk　at　20℃Samp1㏄㈹e　v舳砒a㎜就0，6，

12・15・18and　21hours　and　then　fixed　With　parafolmaldehyde　sdu廿on　as　descIibed　ab　ove，　Tb

detennine　the　effeCt・fn瓠idガcぬd・nce11耐瓢醐baCterial。・血w細碗m調by

甑㎡ng圃㎜ples曲a醐ne・rmge，AO鯉c・ncent面・n・fO．01μ9証・1）．　M。舳an

500　baCterial　cells　were　enumerated　by　ePiflu・rescen。e蜘・s。・py（BH2，01卿us　C・．，　Lt己，

Japan）・乃e。・n（；entrati・n・ffrc・liVing　baCteda　deiined　by血e　ce11　number　apP（渕t。be

i面bi励yα003％n瓠i姻c醐d曲115h伽n・tsh・㎜）．　hQrdert・prd・ng　incubati。n
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pe姻f°「DVCm翻㎝五116斌K瓠mbach副・［1・］面s晩e。・n嚇加・n。fpipe㎡dic・aCid

t°°・°03％t・prevent　ce11　diViSi・n・　The　t・励ac棚・e11　number　in　sarnples　receiVing　O．O・3％

n記id虹cadd－・t　signi　ficantly　different　fr・舳・ser繍ng・．・25％鋤d・．・・25％y甑

e漁・Hence・止e　DVC　metliOd　in。。mb血ati・n舳0・003％nalidiXic・aCid・and・O．・25％yeast

extract　was　appHed　at　20°C　f（）r　15hr

Dθ珈Z励・吻・α捌珈励（幽（mocyshs　cells

Wate「samples。・lk劇丘・mJunet・OCt・berwere姻舳1．5％f・rmaldehyde　s。lu廿。n

紬幽゜e・fMicrocyshs　cells　was　esimated　using　an　EKI）S　HaeniaCyt・鵬（・HS．，B蜘。，

恥・・Jap鋤under・a㎡er・s。。pe（BH－2，　Ol》㎜pus，　J騨）．

P聯磁㎝鰯㎜加5（）fmic”opshn

翅鰐謝助伽ろlabe　TAC95　（TSuktlba　algal　・・11碗・nnα95）圃ch　prOduces　MCySt．LR

and　6（z）－Adda－MCyst－LR・　was　ly・philized　and　st・red就一30℃mdlp面姻・n。fM騨was

pe「f°「med・輔繭n・fM騨wおc姻・ut　acc・rding　t・出em翻・f血血酬7］

Ly°p繊zed　cells　llere　erCtraCted　With　5％aque・us　acetic　aCid　and　then　supamatant　was　applied　t・

an　ODS　silica　gel　ca面dge（5g　C㎞・m・鵬ODS　100－200　mesh　packed　int・ap・1ypr。pyl㎝e

c痴dge）・The　90％・fm曲・1－c漁劇elute丘。m　canidge　was　then。・n㎝剛byr。町
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evap（頗on　at　30℃．　The　resi（㎞e　was　used　in　the　M（ryst　degradation　experiments．　The

◎oncentrations　of　M（rySt　were　measured　by　the　High　performance　liqUid　chromatogr～tphy　systcm

aC－9A　S－r　Shimadzu，　Jap⑪噸㈱瓢血an　ODS◎01㎜（CosmoSi1　5C18一舐4．6×150

㎜，N翻」綱．「rhe◎on曲ns　of　HPLC　for鋤sis　of　MCySt　were：abso舳ce飢238㎜，

am（nhanol：0．05　M　phosphate　buffer　fpH　3．0，58：42）ofmoVing　phase，　and　a　l　mLmiゴ1　now

rate．

De彪徽㎞G㎝吻∫α聯伽degrath’ngac鋤（）fjthee・・ltW’ngmicr・qyshn・吻磁㎎伽勲

　Water　samples　were　collected　from　L，ake　Suwa　during　the　bloom　ofルficrりの1廊on　August　2，

August　30，　and　Sq）tcmber　27，2000．　Samples　for　freo．1iving　ba（rteria　were◎011ected　by　the

procedure　desedbed　al）ove．　M（写証LR　was　spiked　into　each　f蜘，1iving　bac面al　sample　to　a五nal

。・n（瓢圃・n・f5μ91仙一1，　i励a図翫20℃舳r・伽y　sh曲gin血e眈k　S㎜pleswαe

with（hawn　at　vadous　imes　for　theIamalysis　of　MCySt（100μL）and　fbr　to楓bac㎞al◎ount　and　fbr

fiuol℃scence　in　situ　hybddiza五〇n（3mL）．

SimZVi’の1㎜加5

S励s丘（）a1　analysis　was　pe㎡formed　by　using　the　F－teStI　Welch’s　t－teSt　and　Peason’s　conrelation

◎oe岱d㎝tt（蹴．
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（韻）Res蝋s

α㎜解伽伽伽伽・n（）fifree－ltW’ngmicr・c！yShn－ciegrath’ngbac彪吻

　PopUlation　dynamics　of　fbco，1iVing　bacteria　in　1998（Figure　4－1A）was　inveSdgated　by　direCt－

FISH　melhod．　Concentration　of　domain　Bacteria　in（；eased　from　4．9×105　ce皿s　mL”i　on　May　20

to　2．4×106cells　mL’10n　O（Xober　21，1998．Rela意ve　abundance　of　domain　Ba（rteria　increased

仕om　30％of　total　fr㏄oliVing　baCteria　on　May　20　to　54％of　t（》ta1　free．1iving　ba（rteda　on　O（元ober　7．

Concentration　of　a－Proteobacteriζ　which　included　MCD－baCterieg　increased　from　1．7×105　celIs

mL騨10n】血y　20　to　1．0×106　ce皿s　mI∫10n　O（欺）ber　7，　a血d　decreased　to　7．4×105　cells　mL・i　on

October　21．MCD－ba（緬a　were　never　de鳳ed　by　the　dir㏄レFISH　method　in　1998．

　Since　low　rRNA　concentration　is　the　moSt　ascmibable　reason　for　low　sen［si廿vity　in　the

conventional　FISH　methOd　as　indicated　by　Amann　et　a1．［3］，　I　tded　to　in（rrease　rRNA

concrntration　through　incu吐）a血on　With　yeast　eXtract　and　nalidi文ic　acid仕Lat　preve砒s　cell　divi団on．

Thus，　in　1999，　I　su㏄㏄ded　in　de㎞ng　MCD－bacteria｛ha　exi㈱d　in　lake　water　by　DVC－FISH

method（Figure　4－1B）．　ConcentraほQn　of　domain　Bacteria　increased丘om　5．8×105　cells　mL禰10n

Ivlay　20　to　5．6×106　cells　m］じ10n　September　8，　and　decreased　to　3．8×106　cells　rnL噛10n　OCtober

6，whch㎜ge丘om　48％to　66％of　the　tota1丘ee．1iVing　baCteri亀　resp㏄ctively．　Concentration　of　a

－Pr・te・baCteria・inereased・fr・m　1．1×105　cells　mlL曽1・nMay　20t・1．3×106　cellsmL輪1・nAu騨

11，and　they　ranged　from　1．2　to　1．5×106　cells　mLl　fヒom　August　25　to　October　6．　Concentration
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・fMCD－baCteria　inereased　matkedly　fr・m9．5×104㏄11smL1・nMay20t・1，1×106（rells　mL－1

0n　Sept㎝【iber　8，　and　the　number　droPPed　to　6．4×105　cells　mh“i　on　O（オober　6．　The　rela廿ve

abundance　of　MCD－bacteria　to　tota1　baCteria　ranged　from　1　1％to　17％during　the　bloom　of

MicroCyshs．　That　rado　toα　－Proteobacteria　was　high　during　the　bloom，　varying　from　70％to　86％

exceptAugust　11．

D卿吻吻禦伽θη㈱’r細纏θ一伽㎏伽励伽鋤吻厩一伽吻脇αα獅

　ルficroCystis　appeared　in　the　midd　le　of　June　in　2000　and　it’s　concentration　increased　from　5．1×

104cellsL輌1・醐y　19め1．2×106　cells　L”・nAuguSt　15．　The・ce11。・n㎝位ati・n血。P鋼

signiificarrtly　fr・m3・8×1・5ce皿sL－1・n　SePtcmber　13　t・2・1×1・4　cells　L”・n＄㈹ber・27

（Figure　4．2）。　Fre（＞living　bacteria　were◎ollected　from　the　1ake　during　early－bloom　of1レ（ic70cyshS

（August　2）：eady－free，liVing　bacteia（early－N），　mid嗣blo◎m　ofルガ（roCyshs（August　30）：mid－FL，

and　late－　bloom　ofルficroclYShs（September　27）：latbFnC．　The　concentration　of　ce11－bound　M（写st　on

Augu就2，　AuguSt　30　and　September　27　in　2000　was　4．99，1．43　and　3．25μgL’1，respeCtively

（Figure　4．2）．　Degmda五〇n　ofM（；ysts　in　these　samples　is　shown　in　Figure　4－3　A（剛y－FL），4－3　B

（㎡d．FL）Imd　4－3　C　GatびFL）．　M（ッ詐LR　and　6（Z）－Adda－M（凋一LR　in　a11　samples　were　degraded

bel・舳e　d輔・n1㎞お・fHPLC・B・th　MCySS　in　early－ML　were　n・t　degraded　at　least　unti1　day、

7圃chis「eg面ed舳el昭鵬an．d　were　degraFled　Wi曲28吻s便i騨e43A）・鋤sis
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ofM（ッst　was　not　done　be　ween　day　7　and　day　28．　Ih　mid遍FL，　both　M（凋s　were　not　degraded　fbr

3　days　and　l）ut　the　degrada廿on　was　Oomplete　within　7　d耳ys（Figure　4－3　B）．　The　degrada五〇n　rate　of

MC↓R丘om吻3to吻7w麗1．34　ug　mL“i（lay“i，醐ch　is血e　highest　number　from　three

experimentS．　In　late．FL，　MCySt－LR　was　not　degraded　for　14　days，　but　it　degraded　to　20％of　its

initia1　concentration　on　day　21，　with　rapid　degradation　within　26　days（Figure　4－3　C）．　The

degradati・nratewas　O．75　ug　mL”’　day－1　b（糠n吻21㎝d（靭2丘（Z）－Adda－MCySt－LR　in　late．

FL　was　gradually　degraded　un廿I　day　21，　and　then　it　degraded　rapidly　before　day　23．The

degrada怠on　rates　were　O．08　ug　mL”i⑫y㌔etw㏄n　fhe　initia1　day　and　day　21　and　1．29　ug　mL4

吻“1b嚇㏄n伽21㎝d吻23．6（Z）・Adda－MCySt－LR　was　d馴鉛伽er血an　MCySt－LR

M（凋swere　not　degraded　in且1ter－Sterilized　1ake　water．

Be伽・η加ゴ（ンVCiyShn・degrUtngろαc謝α加θ⑳㌧〃lide，忽嬬肋・吻｛～舷（糊麟

　The　degradation　acdVity　of　free，liVing　MCD－baCteria　differed　in　earl）T－，　mid－　and　late－bIoom　of

ルficroCyshs．　1　employed　both　dir㏄t－FISH　and　DVC－FISH　to　detect　MCD－ba（詫eda　and　su㏄eeded

i1　eluCidating　their　popUlation　dynamics　by　the　former　technique，　Conc㎝〔tration　of　total丘ee－

liVing　bacteri＆　domain　Ba（」teria　and　MCD－ba（纈a　in　M（rysts－added　free．1iving　b蜘a　in　2000

was　shown　in　Figure　4－3　D，　E，　F．　Total　ba（rteda　of　early－FL　increased　from　1．2×1070ells　mL40n

the　ini廿al　day　to　5．7×107　cells　mL“i　on　day　8　and　then　decreased　to　3．4×107　cdls　ml、－10n　day　28
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（Figure　4－3　D）．　Domain　BaCteria　in　early－FL　in（rreased　from　1．8×106　cells　mL駒1to　4．0×lO7　cells

mL脚i　on　day　8　and　then　decreased　to　2．6×107　cells　mL’1　on　day　28．　MCD－bacteria　in　early－FL

increased丘om　1．6×105　cells　mL－1　to　2．4　x　105　cells　mL餉10n　day　8．

　Tota1　baCtei　ia　of　mi（LFL　gradually　inαeased丘om　4，1×106　cells　mガto　4．3×107◎ells　mL”1　on

day　7（〕Figure　4－3　E）．　Domain　Bacteria　in　mid－FL　increased　from　1．4×106　cells　mL－1to　3．0×107

cells　mL－10n　day　7．　MCD・－bacteria　di（㎞’t　increase　Within　3　days　fluCtuating　at　around　1－2×104

eells　mL”1，　which　representS　1ag　phase　for　degradation　of　M（rySt　This　was　followed　by　a　rapid

increase　up　to　2．0×lO5　cells　mL“1　up　tO　day　7　when　M（臓s　had　already　degraded．　This　in（rreasing

is　sign迅cant（p＞0．01）．　The　doubling　time　for　the　periOd　was　1．O　day．

　Total　baCteria　of　late，FL　gradually　in（r，　eased　from　8．9×106　cells　mL’1　tO　2．3×108　cells　m］じ10n

day　28（Figure　4－3］F）．　Domain　Bacteria　in　late。FL　increased　from　8．0×106㏄11s　mL鵬1to　2．2×108

cells　mL“10n　day　28．　MCD－ba（rteria　in　late．FL　gradually　increased　from　7．5×104　cells　mLl　to　l．7

×105cells　mL』l　on　day　14（p＞0．01）during　the　lag　time　for　MCySt　degradation　and　then　they

血creased　sig㎡fica【U　ly　to　4．9×106　cells　mL“10n（by　28（p＞0．01）wh㎝M（rysts　had　already

degraded．　Doubling　times丘om血e　initia1　day　to　14　day　and　from　day　14　to　day　28　were　11．8

days　and　2．7　days，　respec廿vely．

　Concentration　of　ct－，β一，　and　Y－Prot｛x）bacte1ia　and（］iytophagcvf71avobacten’um　group　in　the

b細訓◎ommu㎡ty　structUre　betWeen　mid－and　late．bloom　was　eluCidated　by　direct－FISH
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analysis（Figure　44＞oe－，β一，　and　y司Prote（）ba（ヵeda　and（］Ptqphagt乙Pa7im70～5αc彪7鹿伽group　except

δ　－Proteob　aCteria　in（rreased　cons伽且y　du伽g　M（ryst　degradation卿eriments　and　didゴt　e血b玩

the　maピked　change　dedved丘om　the　addi廿on　of　M（rysts．
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（●●■皿）跳c鵬s重o聰

1劇ydud姻血ep・醐・n　dynamics・fMCD－baCteria　and　their　degradati。n　aedVity。f

M鯛in血emu喚e・撒嚇廊［Chapter皿，15］．The　MCD－bacteria　in　muCilage。f

M’c「°Cy伽e舳em・鋤曲t曲㎝c・ncentrations　ofMicroqyshs　and　ce11－b。und　MCySt

we「e蛸鯛跳鋤騨止舳ede脚怠・n・fMCySt　in　muCilage・磁卿廊。ccur

血゜ugh　bacterial　fUned・紬ec・ncentrati・n・f　diss・lved　MCySt　started　t。decrease、bef。re血e

d蜘g°磁鰐廊b1・・m・　when　MCySt　leaked　fr・m　lysing　Micr・qvshs．Ms　decreasing。f

M騨inw窺㎞s・⑫tbe翻励1eωde鋼寵・n・fM騨bybid鯛a嚇Free．

liVing　baCteria　d㈱edMCySt　・nce　it　was　released　fr・mMicr・・IVshst・㎜㎝面ngw㌶e、h血s

血d又1圃t・dud戯e曲ether　frc・liVing　MCD－baCteria　eXisted　in囎and曲曲erinsi加

倉㏄．1iving　MCD－bacteda　degraded　Mqyst　in　water

C°n（；ent「ati・n・f止e　f「c・liVing　MCD－baCteria　found　in職r　inereased　markedly　when血e

雌蜘。・n伽圃・n・f頃ssdv面M卯就㎝d⑭。・n蜘伽・n・f赫鰐伽ere。bse圃

舳MCDゐ緬a鰍ce晦1・％・f血et・観畑i血gb緬謡isrem蜘ble働inna剛

騨㎝s・as「°vealed　by止eFIS且methed・ne　gene　speeific　cl・ne・fM（D－baCteriamadeup　1／1・

Qft・tal　f「c・liVing　bacteria・　lhe嫡e。・n（untrati・n・f　diss・lved　MCySt　started　t。dec　easebef。re

血e　decaying・fMicr・Cyshsbl・・m［Chapter皿，15］．　These　facts　suggest　th就frc。liVing　MCD－

baCteria　degraded　MCySt　in　water　lt　was　kn・舳at　mier・cystin　is　produced　and　maintained
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Within　healthy　CyanChaCteriai　cel1S　bUt　apPr・虹職ely　10t・20％・fMCySt　is　rel（繍丘。m

heal血y卿伽翻cellst・surr・unding囎［2・，21］．M騨w舳us鋤P醐t・free．liVing

MCD“baCte「ia　even　bef・re　Mi・m・Cy伽asd繊卿9鋤dba紬c・曲tiliZe　it　f・r　their　9r。舳

produdng　Mq賊一degrading　e呵mo

　lhe　MCySt　degradati・neゆ血鵬usinginsi加freali血gba紬clearly　sh・wed血atM騨

was　degraded　・・mpletely　Wi曲28吻s㎝d1昭㎞e礁r司in畑i認ngbaα鋤。P皿ad。ns

。・llected丘・舳紬衡㎝・b1・・血19Pe姻s・f赫・㎎廊．　PreVi。us蘭esh卿esh。㎜伽

晦就was　degraded　in　water　but血ede鋼a廿・n蘭em・fM騨v翻輌止v励1e　　　．

de蜘・n　rates　and　1a9鵬bef・re　the　deg曲廿・n［4，5，9，19］．J6nes　and・π［9］rep。醐at

MCySt“LR　degraded　rapidly　Wi曲3　days（95－95％）whenMicr・qyshs　was　treated　by　algicide

（CuSO4）鋤d噸。・ncentrati・n・fMCySt舳1・8μ9皿鱒1　was　kept　f・r　9　days　in　water．　Ra卿

劇・［19】・C・u曲s甑［5］・㎝dC㎞歯s㎝副．［4］ca調・ut　MCySt　degradati・n卿瓠men捻

using1・w。・ncen伽鵬・fM鯛（＜02μ9雌’1）and・sh・w砒舳ede帥五・npe朗s。f

M騨v翻丘・m4吻sめ2w㏄㎏・Thesefin血gsindca團血e鋤血就b・翻蜘d1。w

°°n伽a五・n・fM騨。・Uld　be　degraded　in　natUra1臓e踊血v舳1ede姻甜・n　periOds

although　th（ry　coUld　not　roveal　what　degraded　M（汐st　in　wate菰

kO卿副・［19］and　C・us血s・et・al・［5］田騨曲at出eindg㎝・us㎡㏄・fl・ra醐chexp。Wh

to（yan（ibaCteria1　blooms　degraded　M（rySt　faster　than　when　th（ry　did　not　eXpose　to　it．　Jones　et　al．



［8］also　reported　that　MCySt－degrading’　isolate　coUld　degrade　M（rySt　Without　lag　time，　if　it　wお

卿osed　to　M（ryst　before　the　eq）｛ガm㎝：Cousins　et　a1．［5】sugg醜d血at　the　pedod　ofM（汐st

degradati・n　depended・nt㎝卿加re・and。・㎜鵬蜘（加ra幽職劇．［13］reP・鋼伽

biOdegradati・n・fp一柳3］－M騨一RR・did・n・t㏄（窟in血ew莇er㎜Ple剛chwasn・texp。St

t・血eb1・・m・職ese伽㎝騨止舳衡㎝（紬1a9廿me　and　degradati・nped（対・f丘ee捕ng

ba面ain戯r蜘翻s・fbl・・mwお価醐byb・血temperature　and　exp・肌ret・M嘩

Tw・f「ee・liVing　baCterial　P・P踊・ns倣幡・m　a　Similar　temperature　regime：27．0℃（early－ff）

amd　26．1℃価d．FL）had　diffeting　1ag　times；輌th　la鵬r　popula廿on　showing　more　rapid

degradation　due　to　eXposure　of　causa1　baCtαia　to　M（那t　longer　fhan　fhe　eady　phase　of　bloom，

C臆r曲面dnot　show血e　r㎝勘le　ch㎝g㏄in㈱li願㎎baα翻co㎜鵬血珈re

d面ng　the　MCySt　degradin9　experi・mentS・　Cell　number・f鋤hphy1（rgene丘c　baCteial　9r・up、excePt

δ一Pr・te・baCteria・inereased・d面㎎血ee蜘menお．　Decr㈱inδ一Pr・te・baCteria・d曲g

degrada虚on　pedods　suggests　that面s　group　did　not　rela的d　to　the　degrada直on　of　M（rysts　and　even

｛heir　grow血was　suppressed　by　M（rysts．　Christffersen　et　al．［4］tded　to　eludd厩e　the　changes　of

indigenous　bacterial　communi鵬1伽re　i曲e　M嘩de蜘騨edme制sing　DGGE，鋤d

showed｛that　the　diversi廿es　of　bac面a　increased　dudng　the　M（臓一degra伽g　expedments

responding　to　Mi（m）（iyshs　lysates．　Howover，　the　comm蜘struCture　was　not　dis（mssed

phylqgene匠ca11ゾWm　Hannenn［22］showed　that　the　16S　rRNA　sequence　related　to　Cytophagales，
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whiGh◎oU　ld　contribute　to　degrading　dissolved　organic　matter　〈DOM）dedved丘om（｝yan6bacteri亀

appeared　in　DOGE　after　the　lysis　of（汐andbac㎞．a　Together　with　these　findings，　we　preViously

reported　fhat　two　cha【acteriSdc　peaks　of　MCySt　intermediate　degradation　prOducts　appear（ri　during

the　M（写st　degrada廿on　expedm㎝励si血g　the　isolate［17】．　However，　these　prOducts　w（rre　not

det㏄ted　dudng　all　thr㏄deg曲五〇n　expedm㎝ts　in面s血1（ly．　The　degradation　of　MCyst　is

◎onsisted　of　several　sゆs［17］，　thus　the　process　might　be　camied　out　not　only　by　MCD－ba（t，　eria

but　also　other　freerliVing　baCterieq　which　degrade廿1e　intermedia‡e　produGts．

　Hσweveら寸hese　findings　do　net　deny寸he　fa（紬at　the　MCD・bacteria　are　the　maj　or　population

responsible　fbr　M（rySt　degradation　and　at　least　the　initiation　of　MCySt　degradation，　Spedfic　M（汐st

degrada丘on　a（niVity　of　MCD－bacteria　was　estimated　by　using　the　amount　of　degraded　M（騨and

血en㎜bαof齢1i血g　MCDゐa（；teria　measured　by　direct　enumeration．』e　sp醐c　a（溢囎of

M（yt　degradation　per　MCD－bactedal　cell　in　eady－，　mid－and　la　e－bloom　ofルficroqyshs　was　5．89

×10鴫8，9．59×lO’7　and　S．01×1σ9μgcelrl　hrl，　respectivel》T．　Converting　the　concentration　of

M（rySt　into　the　ca【もeq　the　concentration　of　ca【わon　up憾e　per　MCD－bac　edal　cell　in　each　sample

was　3．46×1σ8，5．56×10帥7　and　4．64×10願9μgCcelrl　hf1，　respeCtively．正compared　these

numbers　With　those　of　glu◎ose　uptake　measured　in　a　mesotrophic　lake，　Lake　Cons伽ce［12】，　the

speCific　aedVity　of　Mycst　degradation　was　significantly　high、　The　highest　specific　a（niVity　of　free－

1iving　MCD－ba（；teria　was　calculated　in　mid－bloom　ofル伽oCysh’s　when　high　concentration　of
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赫卿伽as・bserved伽s・1鋤騨血at　free・iiVing　MCD・－bacteria　degraded　M㈱面vely

in　water　an醐r　degradati・n　a面殉was（xused　by止脚・甜et・M騨
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（v）Figure　LegendS

Figure　4－1

Number　of　free．liVing　baeteria　detecned　by　direct－　and　DVC－FISH　With　probes　specific　for　domain

Bacteriq　or－ProteobaCteria　and　micr（Wystin　degradation　bacteria（MCD）．　The　samples　collected

from　suri；ace　waters　ofLake　Suwa　on　20　May，　Augusち　8　September，　6　O（tober　1999．

Figure　4－2

Changes　in　the◎Qn㏄ntrations　ofル窃（roCyShs　cdls（dosed　drdes）and　cd1藁bound　microciys廿n

（solid　bars）at　the　center　ofLake　Suwa　in　2000．

Figure　4－3

Degradation　of　micr（》CySUns　in　filtered　water　using　3　pa　m　pore　size　NuclepOre　MteエW蜘r　samples

were・co皿e（：ted　from］しake　suwa　on　2　August（IA，　D），30August（B，　E），27　sgPteniber（c，　F）2000。

へB，C　indicate　the　changes　in　the◎once1血adon　of　M（y籠LR（drde的and　i旭isomer（s（luares）in

fltered　1ake　water　during　incuba丘on．　Black　and　open　points　indicate　with　and　without丘ee－living

b㏄晦r㏄p㏄丘vel￥E，耳Gsho舳e　c㎞g㏄in　the　n㎜bαof側b蜘ia（open　eircleS），

dcmain　Bacteria（op㎝騨res）and　MCD」bac㎞a（solid　bars）during　incubation．

Figure　4－4．

Dynamics　of　frcoliVing　baCterial　community　strucmare　estimated　by　rRNA一騨

01igomdeotide　pr6bes　spedfic　fbrα一， β一，　γ一，　δ一ProteobaCte〔ia　and

（）疵p勉gi　ぬvoムo吻力伽2　group　during　micr（》¢ys血dqgrada廿on．　W蜘r　samples　were◎oll㏄ted

from　Lake　suwa　on　August　30（A）and　on　sePternber　27（B），2000．　Black　a血d　open　circles　indicate

tcma1　frcoliVing　baCteria　and　domain　Bacteri亀　respeCtivel）乙Asterisks　indicate　not　detected．
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V　　　Cond腿di聡g　remarks

　Little　is　known　al）out　the　degrada盛on　procedure　of　M（ryst　by　b　aCteria　under｛the　natUral

enViroument．　To　elucidate血s，1　focused　popUlation　dynamics　of　cyanob　acterial　hepatotoxic

microcys垣n－degrading　baCteria（MCD－b　a葡㎜）in　a　eu廿ophc　lake，　Lake　Su鴨where

Mi・rocystis，　bl・・ms㎜u瓠1￥The且繭ngs　sh・㎜in卿皿and　1▽can　be　summa「ized　as

fbllows：

⑳Lake　Suwa　i　s　a　eutrophic，　tempe㈱and　shallow　1ake　v舳a　maximum　depth　of　6．4　m

　　　and　an　average　depth　of　5m，　The　MaXimum　concentration　of　total㎡廿ogen　and

　　　phosphoru．s　ca．2000　ug］じ1　and　200　ug　L”1．　Water　temperature　ranged　from　20　to

　　　27　°C　through　out　the　l）looming　period　of2し1たToc　J2stis・

⑧We　succeeded　in　isole血on　of　MCD－b　acte伽，　s甑n　Y2，　from　Lake　Suwa　d曲g血e

　　　blooming　Peri　od　ofルfic7りの7stis．

⑱　According　to　16S　rRNA　gene　analysis，　strain　Y2　is　elucidated　to　be　a　new　species　of

　　　new　genus．　Based　on　the　16S　rRNA　gene　sequence　of　this　strain，　we　designed　an

　　　oligonucleotide　prob　e　which　is　specific　to血i　s　MCD－baCterium．

⑧　　Fluorescence　in　situ　hybridization（FIS耳）analysis　using　the　designed　probe　dearly

　　　showed　that　MCD－b　aCteria　eXisted　in　the　mucilage　of　MicroCystis　as　well　as　in　water
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　　　during　the　blooming　p　eriod　ofルficrc）（rystis．

⑳’
cirect　viable　count　method　combined　with　FISH　method　showed　high　potential　to

　　　detect　free－living　MCD－b　a（rteria　if　their　rRNA　content　is　l　ow．

⑳　When　a　high　concentration　of　cell－b　ound　M（汐st　was　detected，　MCD－b　aCteri　a　eXi　sted　in

　　止e甲ucilage　excee㎝ng　1°％・f血e　s㎜・f　bacte「ia　deteCted　by　hyb「idizati・n舳

　　　group－specific　prob　es．

⑧There　eXists　a　high　correlation　betWeen止e　number　of　MCD－bacteria　in　the　mucilage

　　　amd　the　concentration　of　cell－b　ound　Mcyst．

⑧　（rytoρhaga4FIIcrvobacterium　group　and　δ一Proteob　a（rteria　in　the　mucil　age　were

　　　synchronized　in　popula廿on　dynamics　according　to　the　changes　in　the　conce館ation　of

　　ルticro（rvstis．

◎　The　highest　concent㈱on　of　ffee－1iving　MCD－bacteria　was　found　when　the　b　oth

　　　concentrations　of　dissolved　Mcyst　andルficroの2stis　were　high．

⑧　ln　the　time　a　high　concentration　of　dissolved　M（ryst　was　dete（rted，　MCD－baCteria

　　　existed　exceeding　10％of　total　bacteda．

⑧　Free－liVing　bacteria　completely　degraded　Mcyst－LR．　and　6（Z）－Adda－Mcyst－LR．　Lag

　　　times　for　the　degradation　differed　apparently　arnong　free－living　baCteria1　populations

　　　taken　from　early－，　mid－，　late　bloom　ofルficroCyShs．　Mcyst　were　degraded　the　fasteg，　t　in
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　　　mid－bloom．

⑳　The　highest　degradati　on　actiVity　of　MCD－b　aCteria　was　estimated　in　mid－bloom　of

　．・ildlicrり（rystis．

㊧　Free－liVing　MCD－baCteria　increased　remarkably　just　after　the　Mcyst　degradation．

⑱　Free－liVing　bacteria　other　than　MCD－b　aCteria　increased　du血g　the　degradation　of　Mcyst

　　　but　their　community　stmcture　didn’t　change　apparen廿y　exceptδ．Proted）acteria．

　Mcysちwhi　ch　was　produced　byルfiClり（rystis　and血e　other　several　cyanobacteriq　is

detected　in　eutrophic　and　temperate　lakes　and　ponds．　Thi　s　is　the　first　study　describing　the

in　sitU　baCterial　Mcyst　degradation　focusing　on　popUlation　dynamics　of　MCD－b　a（緬a　in

natUral　enVironment．　lt　i　s　extremely　high　that　one　gene　speeific　clone（MCD－bacted　a）

exceeded　10％of　sum　of　baCteria　hyb繭zed舳prob　es．　The　res磁s甑a　high　correlation

between　the　concentration　of　MCD－b　acteda　in　mucilage　and　cell－b　ound　Mcyst　suggest　that

MCD－baCteria　in　mucilage　produced　the　degradation　enZyme　responding　to　changes　in　the

concentration　of　Mcyst　exuded　fromルfic7りの厩5　cells　to　mucilage．　Since　the　fluorescence

intensity。f血e　hybridized　cell　d6rived　fr・m　pr・bes1伽1ed舳nu・rescence　depends・n

cellular　rRNA　content，　the　success釦1　detec丘on　of　MCD－b　acteda　in　mucilage　explains　that

they　contained　sufficient　amount　of　rRNA　which　leads　that止ey　are　ac丘ve．　On　the　other　side，
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FIS且analysi　s　revealed　that　concentration　of　MCD：b　acteri　a　was　high　in　water　in　relation　to

the　concentration　of　Mcyst　in　water．　These丘ndings　revea1　that　MCD－b　aCteria　in　water～al　so

carried　out　degradation　of　the　toxin　released　from　MicTりの碑5　into　surrounding　wateエThe

results伽血e　number　of　MCD－b　aCteria　increased　just　after　the　degradation　With　high

degradation　a（niVity　strongly　suggest　MCD－bacteda　degrade　Mcyst　to　udlize　fbr　their　growth．

Thus，　I　suggest　that　MCD－b　acteria　are　the　maj　or　player　of　Mcyst　degradation　both　in

mucilage　and　in　water　in　natural　enVironment　N舳various　b　acteria．

　The　role　of　the　coeXistent　bacteria　conceming　the　Mcyst　degradation　was　also　elucidated

丘om　FISH　analysi　s　that　Cytophαga　group　andδ一ProteobaCteria　in　the　mucilage　prob　ably

contribute　to・血e　degradation　ofMicr（フ（rVSU’s　cells．　The　findings　suggest　not　only　the　key　role

of　MCD－bacteda　in　detoxi五cadon，　but　also　a　possible　sequence　in　degradation　of

ルfiClり（rVstis　cells　and　microcystin　kept　in　the　cell，　which　is　ca　nried　out　by　b　aCteria1　consonia

in　the　mucilage．　The　intermediate　products　of　degrada‡ion　were　not　dete（rted　during　the

Mcyst　degradation　experiments　using　free－1iving　b　acteri亀　though　they　appeared　when　Mcyst

was　degraded　by　strain　Y2．　The　finding　suggests　that　the　other　coexistent　b　a（沈eria　at　least　in

water　probably　contribute　to　the　degradation　of　the　intermediate　products．　Thus，　I　conclude

that　in　sitU　Mcyst　degradation　was　canied　out　in　various　b　a（rk，　eria1　consortia　With　combination

of　3　actors：MCD－bacteria　in　mucilage　ofル伽りの碑5，　MCD－b　aCteria　in　water，，　and　the　other
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coeXi　stent　b　acteria　contribution　to　degrade　intermediate　produCts（Figure　5－1）．

　　The　biodegradation　of　Mcyst　occur　in　eutrophic　1akes　where　toxic　cyanobaCteria

producing　Mcyst　blooms．　To　ini廿ate　the　produOdon　of　degradation　enryme　specific　to　Mcysち

the　exposure　to　Mcyst　is　the　most　impor伽t　inducer　fbr　MCD－b　acteria．　The　faCt　that　Mcyst

degradati・n　peri・d　v面ed　d曲g血eb1・・m・fMicr・Cystis　revealed　that　MCD・・bac面ab・血

in血e　mucilage　and　in　water　sensitively　resp・ndt・ch㎝gesiゆec・nce伽・n°f血et°Xin

leaked丘omルπαoの纏5　and　that　they　a（加st　production　of　the　specific　degradation　enzyme．

　　The　condi廿on　of　water　tempera加re　is　vadaUe　in　lakes　and　ponds　where　Mcyst　producing

t①dc　cyanob　acteria　l）looms，　since　toxic　cyanob　acteri　a　wi　dely　di　stdbute　ffom　temperate　to

c。ld　re幽such　asFi曲d，　Denmark・and・N・r呵（Figure　2－1）・The　Mcyst　degradati・n

experiments　using　strain　Y2　revealed血at　the　degradati・n・rate・apParen廿y　depends・n血e

tempera加re　（Figure　2－5）．　Thus，　the　degradati・n　rate　and　peri・d鱒v鰐depe曲g・nin

situ　water　tempera加re　even　if　toXic　cyanob　acteria　coUld　bloom　even　under　the　low

tempera伽e血ere　and　in　si加MCD－baCteria　are　exp・sed　by血et・Xin・

　　　MCD－b　aCteria’　degraded　variable　struCture　of　Mcysts　such　as　Mcyst－LR，－IRJR，，－YR

［Chapter∬，5］and・6（Z）－Adda－MCyst－LR　With　variable　degradati・n㈱・6（Z）－Adda－Mcysレ

LRis　pr・ducedn・t・nly　by　Mi・燗廊speciesb翻s・by　is・ma「izati・n・fMcyst－LR

derived丘。m　ph・t・lysis［7］．　The　results丘・m　Mcyst　degradati・n　expe「iments　sh・wed甑
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6（Z）－Adda－Mcyst－LR　was　degraded　faster　than　Mcyst－LR　in　water．　Thus，血e　is・ma「izati・n

of　6（Z）－Adda－McysレLR　may　acceler飢e　biodegrada面n　in　na旗al　water

　Two　i　sola　es　of　MCD－b　a（rteria　strain　Y2　and　strain　MJ－PV，　belonging　to　different　genus

1）ut　phylogenetically　related，　b　elong　tσ血e　group　of　Sphingo〃ionas　and噸血e　rela廿ves　ofα一

Proteob　aCteria．　They　appeared　under　the　eXistence　of　Mcyst　as　once　prior　candidates　of

these　b　acteria　were　exposed　to　Mcysち　and　then　they　became　to　produce　the　specific

degradation　enZyme　to　degrade　Mcyst．　To　elucidate　the　evolutiona1　relationship　betWeen

occurrence　s　of　Mcyst　and　MCD」b　a（rterieq　1　attempt　to　analyse　the　venica1　di　sUibu廿on　of

MCD－ba（t，　eria　and　concentration　of　Mcyst　in　sediment．　The　history　of　the　bloom　of

Micr・Cystis　caused　by　eutr・P㎞（痴n・f血elake　aswell　as血e・ccurren。e・fMCD－bacte「ia

was　kept　in　sediment．　LiUle　i　s　known　about　the　in　sitU　Mcyst　biodegradation　in　sediment

focusing　on　ftmcniona1　bacterial　popUlation　dynamics［1，4，61．　I　already　revealed　that　MCD一

bacteri　a　exist　in　sediment　of　Lake　Suwa　with　FISH　analysi　s［31　The　combina樋on　of　HSH

副ysis融speci且cpr・be　f・r　MCD－baCteria　and　quan㈱ve副ysis・fMcyst　sh・皿d

elucidate　the　Mcyst　biodegradati　on　activity　and　its　history　in　sediments．
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（o●）Figt亙】re且egend

Fi騨e㌻1．Bacterial　degradati・n・pr・cess・f漁細ninn翻w蘭
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