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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

たと考えられている｡

ところで, ０℃下に貯蔵したサバから分離した低温性

������属細菌と低温性���	
�����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

下での生育曲線は生育を通して増加傾向を示す菌株と定常期

以降で減少傾向を示す菌株があり, これら異なる生育曲線を

示す菌株間ではその基本的生育温度をも異にした｡ また, こ

れら異なる生育曲線を示す菌株間では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｡ 一方,

これら低温性���	
�����属細菌の各アデノシンリン酸濃

度のレベルは中温性である��������������のそれとは異な

り, 従ってエネルギー充足度 (������	������������

���) もこれら低温細菌と中温細菌とでは極めて異なった�,	)｡

以上のように, 異なる生育曲線を示す低温性���	
�����

細菌の菌株間で, 培養中の各アデノシン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異なるとすると,

これら菌株間でアデノシンリン酸代謝も異なること, つまりこ

れら菌株間では生態型も異なると考えられた｡ また, これら

低温性���	
�����属細菌と中温性である������とでは各

アデノシンリン酸濃度のレベルおよびエネルギー充足度が異な

るとすると, これら細菌間でアデノシンリン酸代謝も異なると

考えられた｡ そこで今回は, [	
��] アデニンのアデノシンリ

ン酸 (���, ���および���) および核酸 [デオキシリボ

核酸 (��) とリボ核酸 (��)] への取込みについて検討
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森井, 笠間：���������	�����のアデノシンリン酸代謝

した｡ とくに今回は, 低温性���������	�属細菌と
����

について得られた結果について述べる｡

�������

�	
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供試菌としては, 低温下に貯蔵したサバから分離した低温

性���������	�属細菌�) と
���������	�������	
��

����株を用いた｡ ���������	�属細菌は生育曲線が生育

を通して増加傾向を示し (����１および２を参照), ��℃に

至適生育温度をもった菌株 (タイプ１型菌：����株と��

���株の２菌株), および生育曲線が定常期以降に減少傾向

を示し (����５および６を参照), ��℃に至適生育温度をもっ

た菌株 (タイプ２型菌：�����株と�����株の２菌株) の

４菌株を用いた｡ なお, これら���������	�属細菌は０℃

下でも生育したが, ��℃下では生育しなかった｡

供試菌株はすべて���％グルコース添加��������������

[  !] を��％海水に溶解した培地 (�" ��) を用い, 至適

生育温度下で静置培養した｡

����������������	�

培養液の５#!を入れた各試験官 (長さ�$�%直径��##)

を用いて供試菌を培養し, 試験管のまま生育量 (波長$���#

での吸光度) を測定後, 培養中の各アデノシンリン酸量を測

定した｡ アデノシンリン酸量の測定は, まず"�&#�"'����

(  ����の方法�) に準じ, 培養の���#!を煮沸したトリス緩

衝液���#!中に加えることで菌体中のアデノシンリン酸を抽

出した｡ 次に�'�&("�&#�"'����の方法�) に準じ, 	
�量

はルシフェリンとルシフェラーゼを含んだホタル抽出液

(����)&*!'�����+%��',�-���#') にマグネシウム存在下

で	
�を作用させ, 発せられる蛍光の強度を測定して求め

た｡ 	.�量はマグネシウムとホスホエノールピルビン酸の存

在下で, ピルベイトキナーゼにより	.�を	
�に転換し, ま

た	/�量は	
�とマグネシウムの存在下でミオキナーゼによ

り	/�を	.�に, さらにこの	.�を	
�に転換し, これら

の	
�量を前記同様に測定することでそれぞれの値を求めた｡

 ����!��"��#$%	�

至適生育温度で培養した���������	�属細菌のタイプ１

型および２型菌, および
��������の対数期の中期, 定常

期 (タイプ１型菌については生育量が最大に達する時間帯),

死滅期 (タイプ１型菌については死滅期とほぼ同じ時間帯)

の培養液１#!中に [���"] アデニンの��%���  01#!を

加え, 一定時間 [���"] アデニンを取込ませた｡ 取込み終

了後, �'�&の方法$) に準じ, その半量 (���#!) を煮沸した

トリス塩酸緩衝液���#!中に入れ取込みを停止し (アデノシ

ンリン酸への取込みを分析するための試料), 残り半量には

等量の��％トリクロル酢酸を加え取込みを停止した (核酸へ

の取込みを分析するための試料)｡

��������&�#$'() �����*+

�'�&の方法$) に準じ, トリス塩酸緩衝液で抽出したアデノ

シンリン酸分析用試料５#!中の１#!を減圧乾固させ, こ

れに各アデノシンリン酸を混合した溶液 (	
�, 	.�およ

び	/�の各１#/を含む) の���μ!を加えよく混合し, そ

の��μ!を薄層クロマトグラフィー分析に供した｡ 薄層クロ

マトグラフィー分析には����##の微結晶セルローズの薄層お

よび展開溶媒としては���/��"��2� (�" ���) を用いた｡

展開後, 紫外線 (����#) 下で薄層上の各アデノシンリン酸

のスポットを確認しマークし, ��/�/��&�を薄層に噴霧後に

マークした各アデノシンリン酸をかき取り, 測定時まで凍結

保存した｡ 測定時に, これらかき取った粉末に��/�/��&�
���#!と液体シンチレーター���#!を加え, 液体シンチレー

ションカウンターで各アデノシンリン酸に取込まれた [�"]

量を測定した｡

,�&�#$'() �����*+

�'�&の方法$) に準じ, トリクロル酢酸を加えた核酸分析用

試料の１#!に3�	と.�	の各１#�を加え, 氷冷下に２時

間静置した後, ��-���%�で５分間遠心分離し, 上澄を除

去した｡ 沈澱に氷冷５％トリクロル酢酸溶液の１#!を加え

混合し, 同様に遠心分離し, 上澄を除去した｡ この操作を５

回繰り返した｡ この沈澱に氷冷��％エタノール１#!を加え

混合洗浄し, 遠心分離した｡ この操作を２回繰り返した｡ 得

られた沈澱に１���'2"の���#!を加え混合し, �℃下に１

時間静置し, その後氷中で急冷し��分間静置した｡ これに６

��"�&で調製した５％トリクロル酢酸の���#!を加え氷中に

��分間静置し, 同様に遠心分離し, 上澄を3�	分析試料と

した｡

沈澱に５％トリクロル酢酸の１#!を加え混合し, 同様に

遠心分離し, 上澄を除去した｡ この操作を２回繰り返した｡

続いて, 沈澱に氷冷��％エタノールの１#!を加え混合洗浄

し, 同様に遠心分離し, 上澄を除去した｡ この操作を２回繰

り返した｡ この沈澱に, 沸騰水中で加熱した５％トリクロル

酢酸の���#!を加え, 沸騰水中で��分間.�	を加熱溶解し,

同様に遠心分離し, その上澄を.�	分析試料とした｡ これ

ら試料の���#!に液体シンチレーター���#!を加え, [�"]

量を測定した｡
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タイプ１型菌 (以降１型菌という) の生育曲線と生育に伴

う各アデノシンリン酸の消長を����１および２に, また培養

齡の異なる１型菌における各アデノシンリン酸および核酸へ

の [���"]アデニンの取込み結果を����３および４に示す｡

１型の供試２菌株 (����株と�����株) とも, 生育曲

線は生育に伴い上昇し, 定常期以降でも減少しなかった｡ 一

方, 生育に伴う培養中の各アデノシンリン酸量も生育曲線と

類似の漸増傾向を示した｡ これらアデノシンリン酸量につい

ては, 	/�量が最大値を示し, 	.�および	
�の順にその

量を減じた｡ なお, エネルギー充足度は����株では����～

����, �����では����～����の範囲で変動した｡

�
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森井, 笠間：���������	�����のアデノシンリン酸代謝

１型の供試２菌株における各アデノシンリン酸および核酸

への [����] アデニンの取込み結果は類似した｡ [����] ア

デニンの各アデノシンリン酸への取込みについては, 対数期

では�	
への取込み量は��
および��
へのそれに比べて

極めて高い値を示し, また��
と��
への取込み量には著

しい違いは見られなかった｡ 定常期と死滅期では�	
への

取込み量は対数期とほぼ同程度であったが, ��
と��
へ

の取込み量は定常期および死滅期 (定常期以降) と培養齡が

増すにつれて増加し, とくに死滅期では�	
と��
および

��
との取込み量にはほとんど違いは見られなかった｡ なお,


���株の定常期では��
への取込み量は��
へのそれより

も有意に高い値を示した｡ 一方, [����] アデニンの取込み時

間と取込み量との間で得られる直線の傾斜は, 各アデノシン

リン酸とも培養齡による違いはほとんど見られなかった｡

[����] アデニンの核酸への取込みについては, いずれの

培養齡でも���への取込み量は	��へのそれよりも極めて

高い値を示した｡ また���への取込み量は培養齡が増すに

つれて低下し, しかも取込み時間と取込み量との間で得られ

る直線の傾斜も低下した｡ しかし, 	��への取込み量は培

養齡による違いは見られず, また取込み時間による取込み量

の違いもあまり見られなかった｡
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タイプ２型菌 (以降２型菌という) の生育曲線と生育に伴

う各アデノシンリン酸の消長を����５および６に, また培養

齡の異なる２型菌における各アデノシンリン酸および核酸へ

の [����] アデニンの取込み結果を����７および８に示す｡
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森井, 笠間：���������	�����のアデノシンリン酸代謝

２型の供試２菌株 (�����株と��	
��株) とも, 生育曲

線は生育に伴い上昇し, 定常期以降では急に減少した｡ 一方,

生育に伴う培養中のアデノシンリン酸は主に��だけを認

め, またその量は少なかった｡ なお, エネルギー充足度は

�����では０～����, ��	
��では０～����の範囲で変動し,

つまりタイプ１型菌より極めて低い値を示した｡

２型の供試２菌株における各アデノシンリン酸および核酸

への [����] アデニンの取込み結果は類似した｡ [����] ア

デニンの各アデノシンリン酸への取込みは, 対数期では

��への取込み量は��および��へのそれに比べて極め

て高い値を示し, また��と��への取込み量には著しい

違いは見られなかった｡ 定常期および死滅期では��およ

び��への取込み量は対数期でのそれとあまり違いが見ら

れなかったが, ��への取込み量は対数期のそれよりも極

めて高い値を示した｡ なお, 定常期および死滅期における

��への取込み傾向が�����株と��	
��株で異なった｡

[����] アデニンの核酸への取込みについては, いずれの

培養齡でも��への取込み量は��へのそれよりも極めて

高い値を示し, また培養齡が増しても��および��への

取込み量, 取込み時間と取込み量との間で得られる直線の傾

斜にもほとんど違いが見られなかった｡ なお��への取込

みについては, 取込み時間による取込み量の違いはあまり見

られなかった｡

以上のように, ２型菌における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は１型菌における

取込み傾向とは異なった｡
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����������の生育曲線と生育に伴う各アデノシンリン

酸の消長を����９に, また培養齡の異なる����������にお

ける各アデノシンリン酸および核酸への [��	
] アデニン

の取込み結果を������に示す｡

������の生育曲線は生育に伴い急上昇し, 定常期以降で

は徐々に減少した｡ 一方, 生育に伴う培養中のアデノシンリ

ン酸量は��, ���および���ともに類似の増減傾向を示

し, 対数期では急激に増加したが, 定常期以降では急激に減

少し, 死滅期では基底部にまで達した｡ その量は��と

���は���よりも高い値を示したが, ��と���の間の

違いはほとんど見られなった｡ なお, エネルギー充足度は

���	～����の範囲で変動し, つまり低温性��	
������属

細菌よりも極めて高い値を示した｡
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����における [����] アデニンのアデノシンリン酸へ

の取込みは���������	�属細菌のそれとは異なり, �	


への取込み量が最大となり, ��
および��
の順にその量

を減じたが, 定常期では��
と��
への取込み量の違いは

ほとんど見られなかった｡ また各アデノシンリン酸とも, 対

数期では定常期および死滅期に比べその取込み量は極めて高

い値を示した｡

[����] アデニンの核酸への取込みは, ��および���

とも対数期, 定常期および死滅期と培養齡が増すにつれ, そ

れらへの取込み量および取込み時間と取込み量との間で得ら

れる直線の傾斜が減少した｡ その取り込み量は��の方が

���よりも高かった｡

以上のように, 
����における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は１型および２型

���������	�菌とも異なる取込み傾向を示し, つまり中温

性の
����は低温性の���������	�属細菌とも異なる特異

な取込み傾向を示した｡
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デオキシリボ核酸 (���) におけるアデニンの細胞内前

駆物質はデオキシアデノシン三リン酸 (���
) であり, こ

の���
の生合成には２つの代謝経路 [ヌクレオシド三リン

酸 (��
) およびヌクレオシド二リン酸 (��
) 還元酵素

による代謝経路]が知られている (������)�)｡ 今回, 低温性

���������	�属細菌では１型および２型菌とも [����] ア

デニンの��
への取込み量が��
および�	
へのそれより,

他方
����では�	
への取込み量が��
および��
への

それより高い値を示した｡ これらの違いは���
合成のため

の代謝経路が異なることを示唆し, 低温性���������	�属

細菌では��
への取込み量が最大値を示したことから��


代謝経路で���
が生合成されていること, それ故
����で

は��
代謝経路での生合成が推察された｡ しかし, これら

の詳細は明らかでない｡ 他方, 低温性���������	�属細菌

では培養中の�	
量が��
および��
量よりも, 
����で

は��
または��
量が�	
量よりも高い値を示し, これ

らの違いも代謝経路が異なることに因る考えられる｡

１型菌では, 培養齡が増すことによる���への取込み量

には違いがほとんど見られなかったが, ��への取込み量

および取込み時間と取込み量から得られる直線の傾斜が低下

した｡ これらの結果は, １型菌では培養齡が増すにつれて代

謝量および代謝速度が低下することを示唆する｡ 一方, アデ

ノシンリン酸への取込みについては, 対数期では��
への

取込み量が��
および�	
へのそれに比べて極めて高い値

を示し, 定常期および死滅期 (定常期以降) と培養齡が増す

につれて��
への取込み量には違いが見られなかったが,

��
および�	
への取込み量が増加し, とくに死滅期では

これら３者間の取込み量にはほとんど違いが見られなかった｡

これらの結果は, それぞれの培養齡における代謝を維持する

ための���
の前駆物質である��
のレベルはほぼ一定に

維持されること, また��
レベルを維持するための��
お

よび�	
の消費量が代謝活性の低下で減少し, 結果的に細

胞内で��
および�	
の蓄積量が増加したと考えられる｡

ところで, １型菌では生育曲線は定常期以降でも漸増してい

た｡ つまり, 上述の結果から考えると, 代謝活性を低くする

ことで生命活動を維持していると考えられる｡ それ故, 培養

中のアデノシンリン酸のレベルは利用率の低いおよび安定度

の高い�	
量が最大値を示し, 利用率の高いおよび安定度

の低い��
および��
の順にその量を低下し, それ故培養

齡が増すにつれてそれぞれの値が漸増したこともよく理解さ

れる｡

２型菌では, 培養齡が増しても��および���への取込

み量, およびこれら核酸への取込み時間と取込み量から得ら

れる直線の傾斜もあまり変化が見られなかった｡ これらの結

果は, 培養齡が増しても代謝量および代謝速度にあまり違い

がないことを示唆する｡ それ故, 高エネルギーをもつ��


および��
への取込み量および取込み時間と取込み量との

間で得られる直線の傾斜は培養齡が増してもあまり違いが見

られなかった｡ ところが, �	
への取込み量は定常期と死

滅期で高い値を示した｡ これについては, 低いレベルでの代

謝活性の衰えで利用率の低いおよび安定度の高い�	
量が

増加したことに因ると考える｡ ところで, ２型菌の生育曲線

��

������������������������ �!���� "�� ��#��� ��� ��������������$�%�����
�����$��



は定常期以降で急減し, これは死滅する細胞が定常期以降で

急増していることを示唆する｡ しかしながら, 上記のように

２型菌では定常期以降でも代謝活性は対数期とあまり違いが

見られなかった｡ つまり, ２型菌では培養齡が増すことで死

滅細胞が増加するが, 一方生細胞はなお高い代謝活性は保持

していることを示している｡ これについては今後さらに研究

が必要である｡ ２型菌の培養中のアデノシンリン酸について

は, 対数期に, しかも���以外にはほとんど認められず,

またその濃度も１型菌よりも極めて低かった｡ これについて

は, 利用率の低いおよび安定度の高い���だけが, 対数期

にだけ少量残存したと考えられる｡ これは, ２型菌では定常

期および死滅期で���への取込み量が増加したことと関連

すると考えられるが, どのように関連するかについては明ら

かでない｡

������では, ���および���への取込み量およびこれら

核酸への取込み時間と取込み量で得られる直線の傾斜とも,

定常期以降で急激に減少した｡ これらの結果は, ������は

定常期以降に代謝活性が急速に衰えることを示唆する｡ 加え

て, ���, ���および���への取込み量およびこれらアデ

ノシンリン酸への取込み時間と取込み量で得られる直線の傾

斜とも, 定常期以降で急激に減少した｡ つまり, ������で

は定常期以降で生命維持活動が急速に衰えることを示唆する｡

それ故, 培養中のいずれのアデノシンリン酸とも対数期後期

以降から急減し, 定常期以降には基底レベルまで達した｡ と

ころで, ������では培養中のアデノシンリン酸量は低温性

��	
������属細菌とは異なり, ���量よりも���およ

び���量の方が高かった｡ 他方, 各アデノシンリン酸への

取込み傾向も中温性の������と低温性の��	
������属細

菌とでは異なった｡ つまり, 中温性の������では���, 低

温性の��	
������属細菌では���への取込みが最も高かっ

た｡ しかし, この違いが培養中のアデノシンリン酸レベルと

どのように関連するかについては明らかでない｡

低温性��	
������属細菌のタイプ１型菌と２型菌では

生育曲線のパターンが異なること, 培養中の各アデノシンリン

酸量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異

なること, さらに [�	
�] アデニンの各アデノシンリン酸およ

び核酸への取込み傾向が異なることから, これら２つの菌群は

生態型 (同一種が異なる環境に生育するために環境条件に適

応した形質が分化し, 遺伝的に固定して生じた生物の形) が

異なると判断された｡ また, 低温性の��	
������属細菌

と中温性の������では培養中の各アデノシンリン酸量のレ

ベルおよび生育に伴う各アデノシンリン酸の消長が異なるこ

と, また [�	
�]アデニンの各アデノシンリン酸および核酸

への取込み傾向が異なることから, これら低温細菌と中温細

菌ではアデノシンリン酸代謝が異なると判断された｡
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