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微生物はその種類により基本的生育温度 (最低, 最高およ

び最適温度) を異にし, その違いにより微生物は慣習的に低

温, 中温および高温微生物の３つに区分され, さらにこれ

らは細分化される｡ これら区分された微生物は遺伝的に異

なる形質をもち, これらの形質は微生物により進化的に獲得

されたと考えらている｡ ところで, ０℃下に貯蔵したサバ

から分離した低温性 ���������	�属細菌�) および 
����

属細菌�) は菌株間で基本的生育温度を異にした｡ その上, こ

れら低温細菌の至適温度での生育曲線は生育を通して増加傾

向を示す菌群と定常期以降で減少傾向を示す菌群があり�～�),

これら異なる生育曲線を示す菌群間ではその基本的生育温度

をも異にした�,�)｡ 一方, これら異なる生育曲線を示す低温

性���������	�属細菌では, 培地中へのグルコース添加に

伴う生酸作用および生酸作用に伴う抗酸性能が異なった�)｡

また, 培養中の各アデノシンリン酸 [アデノシン一リン酸

(���), アデノシン二リン酸 (���) およびアデノシン三

リン酸 (���)] 濃度のレベルおよび生育に伴う各アデノシ

ンリン酸の消長がこれら菌群間で異なり, これらの違いは

培養条件が異なっても同様な傾向を示した�,�)｡ さらに,

���������	�属細菌では各アデノシンリン酸および核酸へ

の [�	
�] アデニンの取込み傾向が両菌群で異なった�)｡ つ

まり, 異なる生育パターンをもつ菌群は遺伝的に異なる形

質をもち, これらの形質は進化的に獲得されたと考えられ

た｡ このため, 細胞を構成するタンパク質も, 異なる生育

パターンを示す菌群間で異なると判断された｡ そこで今回

は, 低温性���������	�属細菌の生育パターンを異にする
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菌株の構成タンパク質を, 等電点, ���および等電点－���

二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動分析により調べた｡
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０℃下に貯蔵したサバから分離した低温性���������	�

属細菌�) のうち, 至適温度培養での生育曲線が生育を通して

増加傾向を示し, ��℃に至適生育温度をもった菌株 (タイプ

１型菌), および同生育曲線が定常期以降に減少傾向を示し,

��℃に至適生育温度をもった菌株 (タイプ２型菌) の各２菌

株を用いた｡ ところで, これまで低温性���������	�属細

菌で認めたタイプ�型菌および２型菌については, 培養温度

が異なっても生育パターンに違いが見られないとした�)｡ し

かし今回供試したタイプ２型菌は, 特に至適温度培養と��℃

培養で異なる生育パターンを示した菌株を用いた (考察参照)｡

培養には�	
培地 [���％ ����������� (		�) と���％

グルコースを��％海水に溶かし, �� ���に調整] を用い静

置培養した｡
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タイプ１型菌および２型菌とも, 至適生育温度および��℃

で���時間まで, 経時的に����での吸光度を測定した｡
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菌体タンパク質の調製は��� ���!!の二次元電気泳動にお

ける菌体タンパク質の試料調製法�) に準じて行った｡ まず,

�����容三角フラスコに�	"培地�����を入れ, 至適温度

および��℃下で静置培養し, 対数期, 定常期および死滅期

の培養液を#���回転／分で��分間遠心分離し, 菌体を集め

た｡ この菌体に超音波用試料溶解液 [���$トリス塩酸緩衝

液 (�� ���) に５�$塩化マグネシュウムとリボヌクレアー

ゼ (%�アーゼ) ��μ&'��を添加] の２��を加え懸濁後,

超音波破壊した｡ この破壊溶液の一定量 (���～�����) を

取り, デオキシリボヌクレアーゼ (��アーゼ) 濃度が��μ

&'��となるように��アーゼ 保存液 [���$トリス塩酸

緩衝液 (�� ���) に１�$塩化マグネシュウムと%�アーゼ

１�&'��を添加] を加え, ５分間以上氷中に放置した｡ こ

の一定量 (���μ�) を取り, 尿素を終濃度９$となるよう

に加え, さらにこの溶液と等量の試料溶解液を加え, 遠心分

離し, その上清を電気泳動用試料とした｡
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本試料には界面活性剤などの夾雑物が多く含まれるため,

その影響が少ない比濁法�) によりタンパク質濃度を測定した｡

泳動用試料の一定量 (��～���μ�) に蒸留水を加え����μ�

とし, これを濁度測定用試料とした｡ これにドデシル硫酸ナ

トリウム (���) およびトリクロル酢酸 ((")) の終濃度

がそれぞれ５％および��％となるように��％���溶液および

��％(")溶液を加え混和し, ��分後に����で吸光度を測

定した｡ なお標準曲線には牛血清アルブミンを用い, これを

もとに試料の濃度を求めた｡ 泳動は全て一定量のタンパク質

で行った｡
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等電点ポリアクリルアミド電気泳動は��� ���!!の二次元

電気泳動法における等電点電気泳動法�) に準じた｡ 試料は陰

極側 (塩基性側) より添加し, ５ *�����のカラムを用い

定電圧 (���Ｖ) で��時間泳動後, さらに���Ｖで１時間の泳

動を行い, クーマシー・ブリリアント・ブルー ("		)+


���で検出を行った｡ ゲル中に形成される��勾配はゲルを１

,�間隔に切断し, その各切片を試験管に入れ, 脱気後に蒸

留水を加え２時間放置後, ��メーターで水層の��を測定す

ることで求めた�)｡
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���ポリアクリルアミド電気泳動は� ���!�の方法#) に準

じた｡ ゲル濃度���～��％の密度勾配平板ゲル���*���*

１��を作成し, 定電流 (���)) で���時間泳動を行い,

"		+
 ���により検出を行った｡ なお, 試料と同時に分子

量マーカーの泳動も行った｡ 分子量マーカーはプロメガ社の

ものを用いた｡
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二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動は��� ���!!の二

次元電気泳動法�) に準じた｡ 一次元は１ *�����のカラム

で等電点電気泳動, 二次元は���*���*１��の平板で

���電気泳動した｡ 泳動条件, タンパク質スポットの検出お

よび分子質量の測定は前記同様とした｡ 検出されたスポット

の量を数値化するため, 泳動像をコンピューターに取り込み,

画像解析ソフト (アトー株式会社) を用い, その面積 (銀染

色でのスポット) または体積 ("		でのスポット) の相対

値 (最も低いスポットの面積または体積を１とする) を求め

た｡

789�

- ��.の方法��) に準じた｡
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本研究に用いた低温性���������	�の至適温度培養およ

び��℃培養での生育曲線を��&�１に示す｡ 至適温度下で培養

した低温性���������	�では, 生育曲線が生育を通して増

加傾向を示す菌株 (タイプ１型菌) と定常期以降で減少傾向

を示す菌株 (タイプ２型菌) を認めた｡ しかしながら, ��℃

培養での生育曲線はタイプ１型菌および２型菌とも生育を通

して増加傾向を示した｡ なお, 実験は異なる生育パターンを

示した各２菌株について行ったが, これら２菌株の生育パター

ンは類似したため, 各１菌株の結果を示した｡
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１) 菌体タンパク質の等電点ポリアクリルアミドゲル電気泳動

至適温度培養での対数期, 定常期および死滅期におけるタ

イプ１型菌および２型菌 (以降１型菌および２型菌という)

の菌体タンパク質の等電点電気泳動図を����２に示す｡ なお,

両タイプの菌とも各２菌株について実験を行ったが, これら２

菌株の結果は類似したため, 代表的な１菌株の結果を示した｡

以下の電気泳動結果についても同様とする｡ １型菌ではいずれ

の培養齢の細胞でも中性側から酸性側までタンパク質のバンド

(以下バンドという) が平均的に分布し, しかもバンドは鮮明

であった｡ バンド数および濃度は対数期の細胞に比べ定常期・

死滅期の細胞で高い値を示した｡ ２型菌でも１型菌と類似し

たバンドの分布を認めたが, １型菌よりもバンドがやや不鮮明

で, この傾向は死滅期の細胞でより明らかであった｡

２) 菌体タンパク質の���ポリアクリルアミドゲル電気泳動

至適温度培養での対数期, 定常期および死滅期における１

型菌および２型菌の菌体タンパク質の���電気泳動図を����

３に示す｡ １型菌ではいずれの培養齢の細胞とも高分子側か

ら低分子側まで鮮明なバンドが平均的に分布し, また培養齢

での違いでバンドの顕著な違いを認めなかった｡ ２型菌では

対数期の細胞よりも定常期の細胞でバンドの濃度が高くなり,

死滅期の細胞ではバンドの数および濃度とも急減した｡ 特に,

死滅期の細胞では��	�
以上ではバンドはほぼ確認できず,

またそれ以下でもバンドは極めて少なく不鮮明であった｡

３) １型菌の菌体タンパク質の二次元ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動

至適温度培養での対数期, 定常期および死滅期における１

型菌の菌体タンパク質の���染色による二次元電気泳動図を

����４－１およびそのコンピューター解析の結果を����４－２

に示す｡ １型菌ではタンパク質のスポット (以下スポットと

いう) は鮮明で, タンパク質レベルは生育に伴い高くなり,

特に死滅期の細胞では極めて高かった (特に����４－２参照)｡

またスポットは対数期の細胞では主に� ����～����に分布

したが, 定常期・死滅期の細胞では� ����～����に, また

分子量はいずれの培養齡の細胞とも����～���	�
の範囲に

平均的に分布した｡
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至適温度培養での対数期, 定常期および死滅期における１

型菌の菌体タンパク質の銀染色による二次元電気泳動図を

����５－１およびそのコンピューター解析の結果を����５－２

に示す｡ １型菌ではスポットは鮮明で, また培養齢が増すにつ

れてスポットの数および濃度とも増加した (特に����５－２参

照)｡

なお, ���染色では確認できない塩基性側のスポットが

銀染色で, 逆に銀染色では確認できない酸性側のスポットが

���染色で多く確認できた｡ また, 両染色法で検出される

スポットの数および同一スポットではその濃度が異なった｡

４) ２型菌の菌体タンパク質の二次元ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動

至適温度培養での対数期, 定常期および死滅期における２

型菌の菌体タンパク質の���染色による二次元電気泳動図を

����６－１およびそのコンピューター解析の結果����６－２

に示す｡ ２型菌では１型菌に比べスポットは不鮮明であった｡

対数期の細胞ではスポットは�� 	�
�～����, 分子量���～

��������の範囲に分布した｡ 定常期の細胞ではスポットの

数および濃度とも急増し, その増加は�� ����以上で顕著で

あった｡ 死滅期の細胞ではスポットの数および濃度とも急減

し, その減少は塩基性側および高分子側で顕著で, つまりよ

り酸性側 (�� 	�
�～����) およびより低分子側 (�	�	～

��������) にスポットは分布した｡

至適温度培養での対数期, 定常期および死滅期における２

型菌の菌体タンパク質の銀染色による二次元電気泳動図を

����７－１およびそのコンピューター解析の結果を����７－２

に示す｡ ２型菌ではスポット数および濃度とも対数期から定

常期にかけて急増し, 死滅期では急減した (特に����７－２

参照)｡

なお, 銀染色と���染色で検出されるスポットに著しい

違いがあり, また同じスポットでも両染色法でその濃度比が

異なった｡ また１型菌と同様に, ���染色では酸性側のス

ポット, 銀染色では塩基性側のスポットを多く認めた｡

��������	
���������������

１) 菌体タンパク質の等電点ポリアクリルアミドゲル電気泳動

��℃培養での対数期, 定常期および死滅期における１型菌

および２型菌の菌体タンパク質の等電点電気泳動図を����８

に示す｡ なお, 供試菌は至適温度培養実験と同じ菌株を用い

た｡ 以下も同様である｡ １型菌では, バンドが鮮明で中性側

から酸性側まで分布したが, 特に�� ���, ���および���付近

のバンドの濃度が高かった｡ またその濃度は対数期で極めて

低く, 定常期および死滅期と培養齢が進むにつれてバンドの

濃度は高くなった｡ ２型菌では, バンドはより不鮮明で, 中

性側から酸性側まで平均的に分布したが, その濃度は培養齢

が進むにつれて若干高くなった｡
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２) 菌体タンパク質の���ポリアクリルアミドゲル電気泳動

��℃培養での対数期, 定常期および死滅期における１型菌

および２型菌の菌体タンパク質の���電気泳動図を����９に

示す｡ １型菌では, 鮮明なバンドが低分子側から高分子側ま

で広範囲に分布したが, 対数期ではバンドの数および濃度と

も極端に低く, 定常期および死滅期と培養齢が増すにつれて

その数および濃度とも増加した｡ ２型菌では, いずれの培養
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齢の細胞ともやや不鮮明なバンドが低分子側から高分子側ま

で分布した｡ また, バンドの構成およびその濃度とも, 培養

齢による違いをほとんど認めなかった｡ なお, ��℃培養菌体

は至適温度培養菌体に比べ, 菌体タンパク質の���電気泳動

でのバンドがより鮮明で, その濃度も高かった｡

３) １型菌の菌体タンパク質の二次元ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動

��℃培養での対数期, 定常期および死滅期における１型菌

の菌体タンパク質の���染色による二次元電気泳動図を��	


��－１およびそのコンピューター解析の結果��	
��－２に示

す｡ １型菌では, 対数期でスポットの数および濃度とも極め

て低く, 定常期および死滅期へ進むにつれてその数および濃

度とも増加した｡

��℃培養での対数期, 定常期および死滅期における１型

菌の菌体タンパク質の銀染色による二次元電気泳動図を��	


��－１およびそのコンピューター解析の結果を��	
��－２に

示す｡ １型菌では, ���染色での場合と同様に, 対数期で

スポット数および濃度とも極めて少なく, 定常期および死滅

期へ進むにつれてそれらは増加した｡

���染色と比べると, 定常期および死滅期におけるスポッ

ト数が銀染色で著しく多く, 特に���染色で認めない塩基

性側のタンパク質を銀染色で認めた｡

４) ２型菌の菌体タンパク質の二次元ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動

��℃培養での対数期, 定常期および死滅期における１型菌

の菌体タンパク質の���染色による二次元電気泳動図を��	


��－１およびそのコンピューター解析の結果��	
��－２に示

す｡ ２型菌では, スポットの数は対数期, 定常期および死滅

期の細胞でほとんど違いを認めなかったが, その濃度は細胞

齢が増すにつれて増加し, 特に死滅期の細胞では極めて高い

値を示した (特に��	
��－２参照)｡

��℃培養での対数期, 定常期および死滅期における２型

菌の菌体タンパク質の銀染色による二次元電気泳動図を��	


��－１およびそのコンピューター解析の結果を��	
��－２に

示す｡ ２型菌では, スポットの数および濃度が培養齢が増す

につれて漸増した (特に��	
��－２参照)｡

���染色と比べると, スポットの種類および数に著しい

違いを認め, 特にその数は���染色で著しく多く検出され

た (コンピューター解析の結果を参照)｡ また, ���染色で

は認めない塩基性側のタンパク質が銀染色で多く認められ

た｡

なお, ���染色および銀染色による二次元電気泳動の結

果とも, 生育に伴う菌体タンパク質の消長が��℃培養菌体と

至適温度培養菌体では極めて異なり, またスポットも��℃

培養菌体は至適温度培養菌体に比べ極めて鮮明であった｡
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前報�) の低温性���������	�属細菌の２型菌では, 培養

温度が変わってもその生育曲線は定常期以降で減少する生育

パターンを示した�)｡ これら２型菌の生育に伴う菌体タンパ

ク質の変動試験の結果は, 後報�) のタイプ２型の低温性


����属細菌の結果と類似した｡ ところが２型菌の中には,

至適温度培養と��℃培養で生育パターンを異にする菌株が認

められた｡ そこで今回は, 特に至適温度培養と��℃温培養で

生育パターンを異にする菌株の, 生育に伴う菌体タンパク質

の変動試験の結果を報告した｡

供試低温性���������	�属細菌の１型菌では, 至適温度

培養および��℃培養ともその生育曲線は生育を通して増加傾

向を示した｡ 一方, 生育に伴う菌体タンパク質の消長 (対数

期, 定常期および死滅期における菌体タンパク質の等電点,

���および二次元電気泳動での結果) も, １型菌では至適温

度培養菌体と��℃培養菌体で顕著な違いを認めなかった｡ と

ころが, 至適温度培養と��℃培養での生育パターンを異にし

た２型菌では, 生育に伴う菌体タンパク質の消長も至適温度

培養菌体と��℃培養菌体で顕著な違いを認めた｡ つまり, 定

常期以降の生育パターンが減少傾向を示した至適温度培養の

菌体では, 死滅期で菌体タンパク質の数と量が急減したのに

対し, 定常期以降の生育パターンが増加傾向を示した��℃

培養の菌体では, 死滅期での菌体タンパク質の数と量は逆に

増加した｡ つまり, 生育曲線と構成タンパク質とは密接に

関連した｡

供試���������	�属細菌 は至適温度培養菌体および��

℃培養菌体とも, 等電点, ���および二次元電気泳動はいず

れも１型菌では鮮明なバンドあるいはスポットを認めたのに

対し, ２型菌ではこれらはより不鮮明であった｡ このことは,

２型菌のタンパク質の構成が構造的に不安定 (三次構造が堅

固ではない) であること, したがって分解も速やかであると

考えられた｡ また至適温度培養では, １型菌の菌体タンパク

質は生育に伴い漸増したのに対し, ２型菌のそれは定常期で

急増し死滅期では急減し, つまり２型菌は１型菌に比べタン

パク質を合成する速度が速いといえた｡ 以上のように, ２型

菌は１型菌に比べ代謝速度が速く, また分解も速やかで, し

たがって２型菌の至適温度培養での生育曲線は死滅期で急減

したと判断される｡ 加えて, ２型菌では��℃培養菌体は至適

温度培養菌体に比べ, 等電点, ���および二次元電気泳動電

気泳動でのバンドあるいはスポットがより鮮明で, つまり供

試２型菌ではより低温で培養することで, 細胞構成タンパク

質はより安定化すると考えられた｡

ところで, ���染色では銀染色で検出できないより酸性

側のタンパク質が, また銀染色では���染色で検出されな

いより中性側のタンパク質が多く検出され, ���染色と銀

染色では化学的に異なるタンパク質が染色されると考えられ

た｡ 一方, １型菌と２型菌の生育に伴う菌体タンパク質の消

長が, ���染色と銀染色で検出されるタンパク質が異なっ

た｡ 加えて, １型菌と２型菌では培地中へのグルコース添加
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森井, 笠間, 高水, 城島：低温性���������	�属細菌の菌体タンパク質

に伴う生酸作用および生酸作用に伴う抗酸性能が異なり�),

両タイプの菌の構成タンパク質の違いを推測させた｡ すなわ

ち, １型菌と２型菌では化学的に異なるタンパク質から構成

されると考えられた｡ それ故, １型菌と２型菌では異なる至

適生育温度をもち, また同温度下での生育傾向を異にしたこ

とについては, 異なる形質を遺伝的に有しているためと考え

られた｡ 加えて, ２型菌の至適生育温度は中温細菌とほぼ同

じで, また低温細菌と同様に０℃下でもよく生育する｡ また

前述のように, ２型菌ではより低温で培養することで, 構成

タンパク質はより安定化すると考えられた｡ つまり, ２型菌

は中温細菌から低温細菌へ進化する過渡期の菌群であると推

察された｡ ところで, これまでに報告した２型菌は生育温度

に関係なくその生育曲線は定常期以降で減少するとした�)｡

ところが, 今回供試した２型菌の生育曲線は至適温度下では

定常期以降で減少傾向を示したが, ��℃培養では定常期以降

でも増加傾向を示し, つまり今回供試した菌株はこれまでに

供試した菌株よりも, より低温での生育に適するように進化

した菌株と考えられた｡
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