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第1章緒　論

　微生物の活動は環境の物理的・化学的要因（温度・PH・浸透圧・光

線・放射線・X線・γ線・水分・酸素・炭酸ガス・塩類）により大き

く支配され、このうち温度はその活動に最も：重要な影響を与えている。

1）一方、微生物はその種類により増殖の基本的温度（最低・最適・最

高生育温度）を異にし、また微生物はこれら基本的温度により、慣習

的に低温・高温・高温性微生物の3つに区分され、さらにこれらは細

分化される。

　地球の大部分は低温：環境である。地球表面の約70％を占める海洋の

平均温度は5℃で、深海温度は1－2℃である。地球表面の14％を占める

北極と南極はほとんど1年中凍結状態にあるが、夏期数週間のみ解凍

する場所もある。このような低温環境においても無菌状態の場所は稀

で、多くの微生物が液状水の存在する場所に生息し、増殖している。

また、人為的につくられた低温環境下でも、それを適所とする微生物

が常在している。

　低温性微生物の存在については、1887年Forstcr　2）が氷温下で生育する

細菌を見出したのが最初である。1902年schmidt－Nielsen　3）は。℃で生育で

きる微生物を好冷菌（psychrophilcs）と名付けた。1954年H：uckcT　4）は。℃

で生育できる微生物を偏性好冷菌（obliga重e　psychrophUcs）と通性好冷菌（facultative

psychrophiles）に分け、前者は0℃で生育できるが32℃で生育できない微

生物とし、後者は0および32℃で生育可能な微生物とした。1959年lngraham

＆Stokes　5）は基本的温度とは無関係に2週間以内に0℃でよい生育をす

る微生物を好冷菌とし、0℃で急速に生育し20回忌最大限に急速に生

育する微生物を偏性好冷菌、生育速度とは無関係に0℃で生育できる

微生物を通性好冷菌とした。1962年Rosc　6）は0℃付近での生育に言及

することなしに、25℃以下に至適生育温度をもつ微生物を好冷菌とし、

約30℃に最大生育温度をもつ微生物を偏性好冷菌とした。1963年Stokes7）

は0℃での生育で1週間以内に肉眼的に判別できる微生物を好冷薗と

し・20℃以下に至適生育温度をもつ微生物を偏性好冷菌、20℃以上に

1



同温度をもつ微生物を通性好冷菌とした。1975年Morita8）は15℃以下に

最適生育温度、約20℃に最高生育温度、OOC以下に最低生’育温度をも

つ微生物を好冷菌とし、それ以外の微生物を低温菌（psycぬro齢phs）と

した。現在ではこの定義が広く用いられている。1991年清水9）は低温

性微生物を好冷菌と低温菌に大別し、最大生育温度が30℃以下の微生

物を好冷菌とし、このうち最大生育温度が20℃以下の微生物を偏性好

冷菌、30℃以下の微生物を通性好冷菌とした。また、40℃以下で生育

し、5℃以下でも生育できる微生物を低温菌とした。

　低温生物が低温下でよく生育できる理由として、少なくとも、低温

生物の酵素は低温でより効率よく触媒反応を行うこと、10）低温生物は

低温下においても能動的摂取系がよく作用し、必要な栄養素を効率よ

く細胞内に濃縮すること、19この摂取系の効率よい作用は細胞膜中に

不飽和脂肪酸がより多量に存在することで可能ならしめると考えられ

ること、すなわち生体制御機構が低温に順応し、低一温に適した細胞膜、

酵素を形成すること動が知られている。しかし、この順応が低温で生

育するという、特異な形質を遺伝的に有しているか否かについては全

く明らかにされていない。

　ところで、微生物の基本的温度は遺伝的に有している形質であると

いう前提は一般的に受け入れられている。しかし、上記の報告を含め、

低温性微生物の区分のための研究に関しては、遺伝的根拠は全くみら

れない。それ故、この区分に関しては現在に至るまで、様々な見解が

出される結果となっている。本研究は低温性P5側do加。加5の基本的温度

に基づく区分と、この区分が遺伝的に有している形：質の違いに基づく

か否かをアデノシンリン酸代謝の研究を通して明らかにしょうとする

ものである。

　とくに、供試菌としてP5θ副。加0ηa5を用いたことについては、　P5θ副omoη35

は海水・淡水・泥およびそれらに含まれる様々な物質、下水、臨床検

査で一般的に取り扱われる臨床標本や検体、多種多様な食品や食品工

業排水、花、果物、野菜、病気の動物や植物など至るところから分離さ

れ、また低温環境から分離きれる代表的な細菌でもあることに因る。13）
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　本研究は、まず0℃下に貯蔵したサバから細菌を経時的に分離し、分

離菌の分類学的所属を属段階まで同定し、生育にともなう細菌フロー

ラの経時的変動をしらべた。つぎに、分離菌のうちのP5θ副。加。朋5のす

べてについて至適生育温度をしらべ、さらにこの至適温度での生育傾

向（生育曲線）をしらべた。この結果、分離した低温性P8θ面。加。ηa5は

二つの菌群に区分された。そこで、この二つの菌群について生理学的

性状、異なる環境下での生育にともなうアデノシンリン酸の消長をし

らべた。その結果、この二つの菌群で生理学的性状および生育にとも

なう各アデノシンリン酸の消長に著しい違いがみられた。そこでさら

に、生育にともなう各アデノシンリン酸の消長の違いを3Hアデニンの

アデノシンリン酸および核酸（DNAとRNA）への取込みにより検討し

た。一方、中温性P8θ副。加伽5の生育にともなうアデノシンリン酸の消

長もしらべ、低温性P5θ副。加。刀認との違いについても検討した。
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第2章　低温貯蔵したサバにおける細菌フローラの経時的

　　　　　　　　　変化と分離菌の性状

　鮮魚を低温貯蔵した場合における細菌フローラについてしらべた研

究はすでに多く見られる。14～1のしかし近年、細菌の分類には分子生物

学的手法18）が用いられるようになったこともあって、細菌の種はもち

ろん属段階までの分類学的位置にも大きな変更がみられる。たとえば、

従来水産物の主要腐敗細菌とされていた．Ac加。加0わ雄θrについては、現在

ではその多くはMoエ躍θπ∂に属するとされている。したがって、従来の

研究結果から、低温貯蔵した魚類の鮮度低下にともなう細菌フローラ

の変動を知ることには問題がある。そこで、0℃下に貯蔵したサバの

表皮、筋肉および腹腔内壁における鮮度低下にともなう細菌フローラ

の変動をしらべた。

第1節　低温貯蔵したサバにおける細菌フローラの経時的変化

材料と方法

　サバの低温貯蔵方法供試魚のサバ5co加δθr／apoη蜘5は、長崎市内の

鮮魚店より購入し、氷蔵して実験室に持ち帰った。その後直ちに外傷

のないものを選び出し、氷蔵および氷冷した。なお、氷蔵は魚体を直

接氷のなかに、氷冷はサランラップで包装した魚体を氷中に貯蔵した。

実験は4日間隔で24日間行い、供試魚は一回の実験に3尾を用い、生

菌数と細菌フローラの変動をしらべた。また、購入直後の鮮魚につい

ては5尾を供試魚とした。なお、実験は11月と12月に各1回ずつ、計

2回行った。

　生菌数の測定および菌株の分離生菌数の測定は供試魚の表皮（背

部）、背部筋肉（表皮より約5mm以深）および腹腔内壁について行っ

た。表皮と腹腔内壁については、滅菌したコルクボーラーを供試魚の

各部の表面に密着させ、その部分を10m1の0，1％ペプトンーリン酸緩衝
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液（pH7。0）で十分に洗浄して二二し、菌数測定用試料とした。背部筋

肉については、その約1gに9m1の同緩衝液を加えポリトロン（：Kinematica

Gmb：H、　Steinhofhald　20、6005　Luzcran　CH：）を用いてけん濁液とした。つぎに、

これらの試料を同緩衝液を用いて10倍段階希釈液とし、PYBG寒天平

板培地（グルコース0．1％、ポリペプトン05％、牛肉エキス025％、酵

母エキス0．25％、50％海水、寒天15％、P：H7，0）に0，2m1ずつ接種し、20

℃で培養した。総生菌数は5日間培養後に計数した。一方、菌株の分

離は生菌数測定後の平板から外観のことなる集落を釣菌し、同平板培

地を用いて純粋分離し、供試菌とした。

　分離菌株の性状試験および同定分離菌株は杉田ら19）の培地を用

い、培養24時間後に形態および運動性を位相差顕微鏡で観察した。な

お培養は20℃で行い、以後特記しない限り培養温度は20℃とする。色

素の産生、グラム染色、オキシダーゼ産生、カタラーゼ産生、0－F試

験、ガス産生の各試験は常法により行った。20）塩分要求性試験は杉田

ら19）の培地の、50％海水の代わりに蒸留水を用いた培地で、また0℃

と37℃での発育試験は杉田ら19）の培地を用い、培養24時間後に肉眼

的に判定した。

　分離菌株の分類学的所属はBergey，s　Manua121鋤を参考とし、清水の同定

形式お）に従って属段階までしらべた。

結　果

笠．氷蔵および氷冷したサバの各部位における総生菌数の経時変化

　氷蔵および氷冷したサバの表皮、筋肉（内層）および腹腔内壁にお

ける総生菌数：の経時変化をTable　1に示す。総生菌数は実験1（1回目

の貯蔵実験）および実験∬（2回目の貯蔵実験）とも、表皮と筋肉で

は氷蔵魚は氷冷魚に比べその値は低く、腹腔内壁では逆に高かった。

総生菌数の経時変化は各部位で異なった傾向を示し、とくに筋肉と腹

腔内壁では貯蔵4日目に生菌数は一時的に減少した。同じ部位を実験

1とHおよび氷蔵魚と言詮魚の間で比べると、いずれの部位ともその

　　　　　　　　　　　　　　　5



両者では似た傾向を示した。なお、総生菌数は貯蔵前後の供試魚とも

表皮では実験1とnで有意な違いはみられなかったが、筋肉と腹腔内

壁では実験1はHに比べてその値が極めて高かった。

2。氷蔵および氷冷したサバの各部位における全細菌フローラと好塩性細菌フ

　翻一うの変動

　氷蔵および氷冷したサバの表皮、筋肉および腹腔内壁における全細

菌フローラと好塩辛細菌フローラの経時変化をHgユ～4に示す。な

お、2回の実験で1967菌株を分離した。

　軍馬訪ぐ貯薦0厚厚）の葬試漁：実験1では、全細菌フローラに関

しては表皮、筋肉および腹腔内壁のいずれの部位でもy伽ゴ。が最も高

い割合を占め、その他P5θudo1η0ηa5、　P加80わac8θ幽門、β30∠11囎、．MloroOOCμ5が主

要細菌として認められた。好塩性細菌フローラに関しては、いずれの

部位でも％rfoや乃。励acfθ加加が優零し、P5θ面。加0刀35やMoτ3Xθ11∂も主要細

菌として認められた。また、全細菌フローラに占める好塩性細菌フロー

ラの割合はいずれの部位でも40～50％であった。これに対し、実験

∬では、全細菌フローラに関してはいずれの部位でもP5θ副。加0ηヨ5とM伽3肥舶

がその大部分を占め、その他yノ厘。、β∂o伽5、Mlcrooocc認などが認められ

た。好塩性細菌フローラも、いずれの部位でもP鋤do加0ηa8とMor3Xθ11aが

その大半を占めた。また、全細菌フローラに占める好野性細菌フロー

ラの割合は30～60％であった。

　、貯薦漁の慶控内壁：実験1では、全細菌フローラに関しては氷蔵お

よび氷冷魚とも12または16日目まではVfわrfoの割合が極めて高く、Pse副。加。ηa5

が通常これに次いだが、12日目からは勘080δ3cfθrfロmの増加とともにP5e副。加。η35

の割合が増加し、20日目以降ではP5e〃do加伽認が最も高い割合を占めた。

好塩性細菌フローラに関しては、いずれの貯蔵魚でも12日目まではy1δ加

が大半を占めたがそれ以降ではVfわ加の割合が減少し、乃0励aαθ加加の

割合が増加した。全細菌フローラに占める好塩性細菌フローラの割合

はいずれの貯蔵魚でも12日目で約50％を占めたが、それ以降では漸減

した。これに対し、実験Hの氷蔵および氷冷魚の腹腔内壁では、全細

菌フローラに関しては全貯蔵期間を通してP5θ副。加0照5やMor3Xθ11aが優：占

　　　　　　　　　　　　　　　6



し、とくに貯蔵12日目以降ではこの両者あるいはP5θ副。脚刀a5によりそ

の大半が占められた。また、全細菌フローラに占める好塩町細菌フロー

ラの割合は貯蔵期間の増加にともない漸減し、氷蔵では8日目、氷冷

では12日目以降ではその割合は0％から数％に過ぎなかった。

　餅薦漁の筋』肉：実験1の氷冷魚では16日目までは鷲∂rゴ。の割合が最

も高く、P5θ必。加。η85がこれに次いだが、20日目以降ではWδrゴ。の割合は

急減し、P8θ副。加0刀a5がその大半を占めた。また、　Mor3Xθπ8、8ac伽5、　MfcrOCCOCμ3、

コリネ型細菌が認められた。好塩性細菌フローラに関しては16日目ま

ではy1δrゴ。が最も多かった。また、全細菌フローラに占める好塩性細

菌フローラの割合は表皮や腹腔内壁に比べ低く、またその変動が大き

く、0％から35％の範囲で変動した。また、実験1の氷蔵魚では氷冷魚

に比べフローラ変動が大きく、また16日目以前でもW∂加の割合が必

ずしも最大値を示さないなどの違いはみられたが、概略的には氷冷魚

について述べたこととほぼ同様な結果を示した。これに対し、実験∬

の氷蔵魚と氷冷魚の筋肉では、全細菌フローラに関しては貯蔵全期間

を通してP5劔do加。ηa3が最も高い割合を占め、とくに16日目以降ではほ

ぼ大半がP5釧do加0ηa3で占められた。その他Vノ厩0、　MOf躍0伽、βac伽5、　MfcrOCOCC囎

などが認められた。また、全細菌フローラに占める好塩性細菌フロー

ラの割合は貯蔵にともない急減し、とくに三二魚では12日目以降では

0％で、また氷蔵魚でも0％から数％であった。

　，貯磁漁の表皮：実験1およびHとも氷冷魚と氷蔵魚でのフローラの

構成およびその経時変化にはほとんど違いがみられず、全細菌フロー

ラ、好塩性細菌フローラ、および全細菌フローラに対する好塩性細菌

フローラの割合およびこれらの経時変化は、実験1およびHの場合と

も筋肉および腹腔内壁の結果とほぼ似ていた。

考　察

　供試魚の表皮の生菌数は実験1とHでほとんど違いがみられなかっ

たが、筋肉と腹腔内壁では著しい違いがみられ、すなわち実験1とH

7



の供試魚では鮮度に違いがあった。一方、実験1と∬の供試魚では細

菌フローラの構成も異なった。ところで、海産魚を低温下で貯蔵した

場合の細菌フローラについてはすでに多くの報告がみられるが、その

いずれも鮮度低下にともないP5θ面。η20η38が増加し、またP5θ副OZロ0刀∂5はフ

ローラの主役を演じるとされている。今回、実験1の供試魚は実験H

の供試魚よりも著しく鮮度低下が進んでいたと考えられるにもかかわ

らず、実験HではP5θ副。π～oπ∂5が優憎したのとは異なり、実験1ではい

ずれの部位でもv：f歴。が優思し、これまでの報告とは異なるものであっ

た。すなわち、低温貯蔵下の細菌フローラは貯蔵前のフローラに大き

く左右されると考えられた。

　ところで今回、全フローラに占める好塩鱒フローラの割合は実験1

の供試魚では貯蔵期間の延長にともなう急激な減少は認められなかっ

たが、実験Hの供試魚ではその割合は急減した。そのフローラの構成

をみると、前者ではV伽ゴ0が優占したのに対し、後者ではP5θ副。加0ηa5が

優占し、すなわち好塩性V：伽foが優占する場合には非好塩性のP5e副。遊70η認

の発育は抑制されるが、好塩性P8θ副。加。η∂8が優占する場合は非好塩性

のP5θ副。加。π∂5が優占されると考えられた。

要　約

　氷蔵および氷冷貯蔵したサバの表皮、筋肉および腹腔内壁における

生菌数と細菌フローラをしらべ、以下の結果を得た。なお、貯蔵実験

は2回行った。

　1）生菌数は表皮では2回の貯蔵実験で著しい違いはなかったが筋肉

と腹腔内壁では両実験で著しく異なった。また、生菌数の経時的変化

も表皮と筋肉・腹腔内壁とではその傾向を著しく異にした。

　2）氷蔵および氷冷したサバの細菌フローラは表皮、筋肉および腹

腔内壁ともP5θ副。加0朋5が優占する場合と四壁0が優寄する場合があり、

しかも前者は後者に比べ鮮度は著しく高く、P5θ副。加。ηa5の優占が常に

鮮度低下だけに起因するものではなかった。しかしv：fδrfoが優占する
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場合でも最終的にはP5創d伽・o朋5が優占した。

　3）P5θ副。加伽認が優占したフローラでは好塩性細菌フローラとしては．

P5釦do加0獺5が多く、またWわ加が優占したフローラでは好塩性フローラ

としてはV：fδ施が優先し、Pseぬ。加0η認の優占には好塩性フローラの構成

が大きく関与すると考えられた。
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Table　1．　To愈al　viablc　cou飢（TVC）in　the　skin，　the　inner　layer　of　muscle，　and　the　abdomi競al　waUs

of瓢ackerel　d鷺ri鷺g　s10rage　in　ice　and　at　the　tempera竃ure　of　ice

Number　of　bacterial　counts

Storage

匙ime

（days）

Xn　ice AUhe　temperature　of　ice

　Skin
（・fu／・m2）

Muscle

（cfu／9）

Abdominal
　　waUS
（・fu／・m2）

　Skin
（・fu／・m2）

Muscle

（cfu／9）

Abdominai
　　waUs
（・fu／・m2）

Experimem互

0

4

8

12

16

20

24

0

4

8

12

16

20

24

4．3x105

3．7x105

2．7x107

5．7x108

1．8x109

3．7x109

3．8x109

4。3x105

1．6x105

1．2x107

4．5x108

1．3x108

L4x108

2．8x108

7．2x105

3。2x104

5．2x106

2．4x107

4．Ox107

3．6x108

8．5x107

2．3x103

1．5x102

1．8x104

1．4x105

2．4x105

1．4x105

1．3x106

4．2x105

1．1x104

1。8x106

7．1x106

1．4x107

1．2x108

5．Ox107

4．3x105

3．5x105

4。8x108

8．5x108

2ユx109

6。7x109

1．4x1010

Experimem　l亙

1．6x102

　　く102

2．4x103

2．6x103

2．5x104

4．4x106

1．2x106

4。3x105

6．7x105

1．4x108

3．9x109

8．5x109

1．Ox1010

1．5x1010

7．2x105

8．2x104

4．Ox107

1．5x108

3．8x108

6．1x108

5．2x108

2。3x103

1。6x103

3．8x105

1．3x106

1．6x106

1．7x106

1．9x106

4．2x105

25x103

6．6x104

1．5x105

2．1x106

6．Ox107

9．2x105

1．6x102

　　＜102

15x102

1．3x103

7．7x103

4．9x105

2．4x105

　　Mackerel　was　stored　as　touched　directly（in　ice）and　indirectly　with　ice（at　the　temperature　of　ice）．　The　hmer

layer　of　muscle　is　deeper　5　mm　fr◎m　the　skin．　The　counts　of　bacteria　were　carrled　out　using　PYBG　medium【

polypeptone，0。5％；beef　extract，0．25％；yeast　extract，0．25％；g短cose，0．1％；and　agar，15％1n　50％sea　water

（pH　7．0）］at　20。C．
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第2節 低温貯蔵したサバから分離した低温性
　　P5躍面灘伽認の性状

　前節で述べたように、0℃下に貯蔵したサバではP8e面。切。η3s、　V伽fo、

Mor躍θ173、コリネ型細菌、8∂c伽5、　MfcrOCOCC囎などが高い割合で認められ

たが、貯蔵日数の増加にともないP5θ副。加0ηa5が増加し、優心した。そ

こで、一般的にも低温環境から分離される代表的な細菌としての、こ

のP5θ副。加。ηa8について至適温度、および至適温度とそれ以上・以下の

温度での生育傾向をしらべ、同菌の基本的温度（至適温度）の違いに

よるグループ分けの可否について検討した。その結果、低温性P5θ副。加。η∂5

は2つの菌群に分けられることが分かった。そこで、これらは生理学

的性状も異なるのではないかと考え、糖の利用能と培養液のpHとの

関連性、生育に及ぼすpH：の影響、塩分要求性、単一一炭素源の利用能

をしらべた。

材料と方法

　供試菌株0℃下に貯蔵したサバから分離し（本章・第1節参照）、

0℃下で1週間以内に生’育したP8e副。ヵコ。ηa5（以下低温性P3eudomoηa5と言う）

320菌株を供試菌とした。至適温度および同温度での生育傾向につい

ては供試菌のすべてについて試験した。至適温度以上および以下の温

度での生育傾向、異なる培地での生育傾向、糖の利用能と培養液のpH

との関連性、生育に及ぼすP：Hの影響、塩分要求性、単一炭素源の利

用能をしらべる実験では、非好塩性で糖を酸化的に分解する菌株をラ

ンダムに選定し、供試した。

　試験方法培養は特記しない限り至適温度で行った。生育量は600

nmの吸光度で測定した。生育温度に関する実験では杉田ら19）の培地（ポ

リペプトン0．5％、牛肉エキス0．25％、酵母エキス0。25％、グルコース0．1

％、50％海水、p：H7．0）を用いた。至適：温度は15～35℃の温度（5℃間隔）

で24時間培養後に、至適温度における生育傾向は12時間間隔で120時

間または160時間測定した。至適温度以上および以下の温度での生育

　　　　　　　　　　　　　　　15



傾向をしらべる実験では、至適温度を20℃と30℃にもつ菌株について、

それぞれ30および25℃と20および25℃で試験した。0℃での生育傾向

をしらべる実験では、20および25℃と25および30℃に至適温度をもつ

菌株について、48時間間隔で456時間まで試験した。

　異なる培地における生育傾向をしらべる実験は、20および30℃に至

適温度をもつ各5菌株について、Nutrient　Broth（BBL）、0，1％グルコース添

加Nutrient　Bro霊h（BBL）、50％海水一Nutrient　Broth（BB：L）、50％海水一〇。1％グ

ルコース添加N瞭ient　Broth（BB：L）、杉田ら19）の培地を用い試験した。

　糖の利用能と培養液のpH：をしらべる実験は、20および30℃に至適温

度をもつ各5菌株程度について、0，1および05％グルコースを添加した

50％海水一Nutrient　Broth（BBL）を用い、生育量：と培養液のp：Hを12時間間

隔で120時間までしらべた。

　生育に及ぼすpHの影響試験は、20および30℃に至適温度をもつ各5

菌株について、0．1％グルコースを添加した50％海水一Nutrient　Broth（BBL）

を1N－H：C1と1N－NaOH：でP：H　45－9．0（0．5間隔）に調整し、12時間間隔で120

時間までの生育量をしらべた。

　塩分要求性試験は、20および30℃に至適温度をもつ各5菌株につい

て、基本培地として0．1％グルコース添加Nutrient　Broth（BBL）を用い、濃

度の異なる海水、成分の異なる人工海水、濃度の異なるNaClについて

試験した。海水は5、10、25、50％濃度、NaClは15、3，0、4．5、6，0　g／膿度

になるよう調整した。成分の異なる人工海水は、人工海水から目的と

する塩類を除去し、調整した。

　　単一炭素源の利用能は、20および30℃に至適温度をもつ各22菌株

について、Stanierら24）の基礎培地に糖類0。2％、その他の炭素源0。1％を

添加した培地で試験した。用いた炭素源は炭水化物および糖類16種類、

短鎖脂肪酸8種類、ジカルボン酸5種類、その他の有機酸2種類、ポリ

アルコールおよびグリコール3種類、アルコニル3種類、窒素を含ま

ない芳香および環式化合物2種類、アミノ酸13種類、その他の炭素源

3種類、計55種類である。
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結　果

蓋。至適温度における生育傾向

　低温性P5θ副om　oηa8の至適温度での生育曲線をFig5に示す。なお同菌

は非好塩性（おそらく陸性細菌）および好塩性（おそらく海洋性細菌）

の双方が認められたため、これを別々に示した。

　低温三好塩性Pseudomoηa5は15、20、25および300Cに至適温度をもつ菌

群より構成された。その生育傾向は至適温度25℃を境として異なり、

すなわち25℃以下に至適温度をもつ菌群（1型菌）の生育傾向は培養

時間の延長にともない生育量：は増加し、一方25℃以上に至適温度をも

つ菌群（H型菌）では培養時間の延長にともない生育量は増加するが、

定常期以降急減し、また最大生育量に達する時間が1型菌に比べて速

やかであった。なお、25℃に至適温度をもつ菌群ではこの両タイプが

混在していた。

　なお低温非好脚継P5θ副onlo刀a8は20℃に至適温度をもつ菌が最も多く、

またこの菌群は他の菌群に比べ生育量が高かった。

　低温好雄性P5θ副。η2伽35では15、20、25℃に至適温度をもつ菌が認めら

れたが、30℃に至適温度をもつ菌株はみられなかった。また、上述の

非好塩性菌で認められた、異なる至適温度でのグループ分けはできな

かった。そこで、今後は非理雄性菌について研究を進めることにした。

　なお、非好塩性P5θ副。加伽a5と同様に、好塩性P5θ〃doη10刀∂3でも20℃に至

適温度をもつ菌が最も多く、また生育：量もこめ菌群が最も高い値を示

した。

2。至適温度以上および以下の温度における生育傾向

　至適温度を20℃にもつ1型菌の20～30℃での生育曲線をFig，6に示す。

25および30℃と温度が上がるにつれて生育量：は著しく低下し、また生

育傾向は、とくに25℃培養では一時的に減少しH型菌と似た傾向を示

すなど、複雑な生育傾向を示す菌株もみられたが、全般的には生育傾

向は20℃培養と類似した。

　至適温度を30℃にもつn型菌の20～30℃での生育曲線をFig．7に示す。
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30℃培養でみられた定常期以降の減少傾向は、25および20℃培養では

ほぼ認められず、1型菌の生育傾向と類似した。なお、生育量は30℃

培養と20℃培養の間であまり違いはみられなかったが、生育速度は30

℃培養は25および20℃培養に比べて速かった。

　1型菌（20および25℃に至適温度をもつ菌株）とH型菌（25および

30℃に至適温度をもつ菌株）の。℃下での生育曲線をFig．8に示す。1

およびH細菌とも培養期間中での減少傾向はみられなかった。なお、

1型菌は菌株間で生育量に違いがみられたが、H垂下ではほぼ同じ生

育量を示した。

3。異なる培地における生育

　1型菌（至適：温度20℃）とn型菌（至適温度30℃）における異なる

培地で培養した場合の生育曲線をFig。9に示す。1およびH型菌とも：N臆ient

Broth、0．1％グルコース添加Nutriellt　Broth、50％海水一Nutrient　Brothでは生育

は良くなかったが、50％海水一〇．1％グルコース添加Nutrient　Brothおよび

杉田ら19）の培地では生育は旺盛であった。また生育が旺盛になるにと

もない1型菌とn型菌でみられた生育傾向も顕著になった。しかし培

地成分の違いによる生育傾向の違いはみられなかった。

　なお25℃に至適温度をもつ1およびn型押においても20℃および30

℃に至適温度をもつ1およびH声質と同様の結果を示した。

4．糖の利用能と培養液の蝉の変動

　1型菌（至適温度20℃）とH型菌（至適温度30℃）におけるグルコー

ス添加にともなう生育量と培養液のpH値の変動をFig．10に示す。1型

菌では、0，1％グルコース添加培地ではよい生育を示したが、05％グル

コース添加培地では生育が抑制され、またその生育傾向も変化し、定

常期以降では減少傾向を示した。n型菌では05％グルコース添加培地

では、0、1％グルコース添加培地より生育は促進された。

　一方、培養液のpH：は、1型菌では、0．1％グルコース添加培地ではpH：

は7．4から7，6の間で微増したが、05％グルコース添加培地では培養時

間の延長にともないpHは74から4付近まで漸減した。　H一毛では、α1％
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グルコース添加培地ではpHは7，4から8付近まで上昇し、また05％グル

コース添加培地では微酸性から微アルカリ性の間を推移していた。

5。生育に及ぼす幽の影響

　1型菌（至適温度20℃）およびH型菌（至適温度30℃）を異なるpH：

で培養した場合の、異なる培養齢における生育量をFig．11に示す。1

型菌ではpH4．5でも旺盛な生育を示したが、半面pH：85以上では生育が

悪かった。一方、H型菌はpH45では生育しなかったがpH：9．0ではよい

生育を示した。

6。塩分要求性

　異なった塩化ナトリウム濃度および海水濃度で培養した1型菌（至

適温度20℃）とH型菌（至適温度30℃）の生育曲線をFig．12に示す。な

お、1およびH型菌とも各5菌株について実験を行ったが、5菌株と

もほぼ似た傾向を示したため、代表的な一菌株の結果を示した。1お

よびH型菌とも塩分無添加培地に比べNaC1添加培地では生育が促進さ

れ、海水培地ではいつそう生育が促進された。なお1型菌ではα15％

NaC1添加培地、　H型菌では5および50％海水培地での生育が悪かった。

　以上の結果を参考とし、今後の実験用培地には25％海水を使用する

ことにした。

　1型菌（至適：温度20℃）およびH型菌（至適温度30℃）の生育に及

ぼす無機塩の影響試験の結果をFig．13に示す。なお、1およびH型菌

とも各5菌株について実験を行ったが、5菌株ともほぼ似た傾向を示

したため、代表的な一菌株の結果を示した。1およびn型菌とも、人

工海水から：NaCl、　CaC12およびKC1を除いた培地での生育量は、対照と

しての人工海水でのそれとほとんど差異はみられなかった。しかしMgC12・

MgSO4を除いた培地では人工海水培地より生育量は低下した。この傾

向は、とくに定常期以降で顕著であった。

7．単一炭素源の利用能

　1型菌（至適：温度20℃）およびH型菌（至適：温度30℃）の単一炭素

源の利用能をTable　2および3に示す。1およびH型菌とも、全く同じ
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パターンで炭素源を利用した菌株はみられなかった。またイヌリン、

吉草酸、コハク酸およびピルビン酸の利用能は、1型菌とH型菌の間

で相反する結果を示した。

考　察

　0℃下に貯蔵したサバから分離した低温非好二二P5θ副。加。刀∂5では、至

適温度を25℃以下（1型菌）と以上にもつ菌株（n型菌）を至適温度

で培養すると、生育傾向を異にした。ところが、この1型菌を至適温

度以上の温度で培養するとその一部がH型菌の、またH型菌を至適温

度以下の温度で培養するとそのすべてが1型菌の生育傾向示した。さ

らに、1およびH型菌とも0℃下で培養するとそのすべてが1型菌の

生育傾向を示した。さらに0．5％グルコース添加培地で培養すると、1

型菌でもH型菌の生育傾向を示した。したがって、1型菌とH型菌で

みられた至適温度での生育傾向の違い、とくにn型菌の定常期以降の

急速な減少は、単に生体制御機構がその温度に順応した結果に因ると

も考えられる。

　しかしながら、1型菌とH三二ではグルコース利用能に明確な違い

がみられること、05％グルコース添加培地での培養液のpH：にも両者で

明らかな違いがみられることから糖からの生酸能に違いがあること、

生育に及ぼすpH値にも両者で違いがみられることから細胞内のpH：値

（酵素の至適：pH値）にも違いがあると考えられること、ピルビン酸・

コハク酸・吉草酸・イヌリンの単一炭素源としての利用能が両者で異

なることからこれらの炭素源の物質代謝の経路にも違いがあると考え

られることなどから両生群は生理的に異なる作用をもつと考えられる。

なお、これらの両菌群とも、菌株により単一炭素源の利用のパターン

が異なり、したがって両菌群とも分類学的に異なる多くの種により構

成されていると考えられる。

　また、今回分離した低温非好塩性P5θ副。加。ηa5は20℃に至適温度をも

つ菌が最も多く、増殖：量も20℃に至適温度をもつ菌株で最も高い値を
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示した。また、20℃に至適温度をもつ1型菌を30℃で培養するとその

生育は著しく抑制され、一方30℃に至適温度をもつH型持を20℃で培

養しても生育量に違いはみられなかった。さらに1型菌の生育量は定

常期以降でも低下しなかったのに対し、H型菌のそれは定常期以降で

は急減し、死が急速におとずれていることを示唆する。すなわち、今

回分離した低温非好塩性P5θ面。加。朋5は本来20℃付近に至適温度をもつ

菌群であり、H型菌については陸上の中温環境に適応した結果と考え

られる。それ故、海洋由来と考えられる低温好理性P5θ副。加。刀∂5では30

℃に至適温度をもつ菌株はみられず、20℃付近に至適温度をもつ菌群

が最も多いこともよく理解される。

要　約

　0℃下に貯蔵したサバから分離した低温性P5eudoη・oη∂5の生理学的性状

をしらべ、つぎの結果を得た。

　1）分離した低温性P5θ副。η10η33のうち、非好塩性P5θ副。加。η∂5では15～

30℃の範囲に至適温度をもち、また好塩性P5θ〃do加。刀a5では15～25℃の範

囲に至適温度をもち、30℃に至適温度をもつ菌株は認められなかった。

　2）低温非好塩性P5θudo刀20刀∂5（糖を酸化的に分解）は至適温度を25℃

以下（1型菌）と以上にもつ菌株（H型菌）で生育傾向を異にした。

生育傾向は生育温度を変えることや培地に一定量：（05％）以上のグル

コースを添加することでも変化した。

　3）一定量（05％）以上のグルコース添加で、1型菌の生育は抑制さ

れたがn型菌では促進された。また、同培養液のpHは1型菌では培

養齢の上昇にともない漸減し、より酸性となったが、n型菌ではほと

んど変化せず、微酸性から微アルカリ性にとどまり、両者は糖からの

生壁能に違いがあった。

　4）1型菌は低いp：H（pH：45）でもよい生育を示したが高いpH（pH8．5

以上）では生育は抑制され、H野望ではこれとは逆の生育を示し、す

なわち1型菌とH型菌では細胞内のpH（酵素の至適p：H）に違いがある
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ことが示唆された。

　5）ピルビン酸・コハク酸・吉草酸・イヌリンなどの単一炭素源と

しての利用能が1型菌とH型菌で相反し、この両者は異なる物質代謝

の機構をもつことが示唆された。

　以上3）～5）より1型菌とH型菌は異なる生理的作用をもつ菌群と

判断された。

　6）単一炭素源の利用のパターンが1およびH型菌とも菌株間で異

なり、1およびH型菌とも分類学的に異なる多くの種により構成され

ると考えられた。

　7）25％海水培地で1およびH型菌とも生育が促進され、またMg2＋は

この生育促進物質の1つであった。
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第3章　低温牲P5磁面卿麗5の生育にともなう
　　　　　　アデノシンリン酸の消長

　第2章・第2節で述べたように、0℃下に貯蔵したサバより分離し

た低温非好塩浜P5θ〃do加。朋3は至適温度を25℃以下にもつ菌株（1型菌）

とそれ以上にもつ菌株（H野阜）で生育傾向を異にした。しかもこれ

ら両者はグルコース利用能、糖からの生懸軍、生育p：H、ピルビン酸な

どの単一炭素源の利用能を異にした。これらのことは両者が生理的に

異なる作用をもつこと、とくにエネルギー代謝に違いをもっことを示

唆する。そこで、エネルギー代謝に最も重要な役割を演じるアデノシ

ンリン酸について、異なる生育温度およびその他の生育環境での生育

にともなう消長、また各アデノシンリン酸およびその前駆物質のアデ

ニンを添加した場合の生育にともなう消長をしらべた。また比較検討

のため、中温性Pse副。ηコ。η∂3の生育にともなうアデノシンリン酸の消長

についてもしらべた。なお、これらアデノシンリン酸の実験を行うに

先だち、細菌培養におけるアデノシンリン酸の分析法を検討をした。

第1節　培養液におけるアデノシンリン酸の分析法の検討

　最近、Karl＆Holm－H：ansen25）は海水や細菌培養における各アデノシンリ

ン酸の分析法を発表しているが、この方法はAMPに関しては100％分析

できるものではなく、また実際にこの方法を用いてアデノシンリン酸

を分析してみると分析値にバラツキがみられた。これらのことについ

ては分析操作、分析方法、試薬の取り扱いなどに問題があると考えら

れた。また、細菌培養におけるアデノシンリン垣下を測定するについ

ては、培養機器から培養液を取り出した後の処置、培養液からの分析

用試料の採取方法、培地成分が測定結果に与える影響などが検討され

ておらず、したがって培養液における真のアデノシンリン酸量を知る

こと、また再現性のある結果を得ることが困難であった。そこで本節

では、Kar1＆Holm－Hansen法によるアデノシンリン酸の分析法％）の検討お

よび細菌培養におけるアデノシンリン酸量の測定法の検討を行った。
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なお本研究はMcwcngkangら26）との共同研究であり、したがって本論分

では著者が分析を担当した培地成分が測定結果に与える影響について

述べる。とくに、本研究では細菌の培養には海水が使用される。海水

には種々の無機物質が高濃度で存在し、これら無機物質がアデノシン

リン酸量：の測定に影響を及ぼすことが考えられた。また、細菌用培地

には肉エキスや酵母エキスが用いられ、これらエキス中にはアデノシ

ンリン酸の存在が考えられた。そこで、海水濃度によりアデノシンリ

ン酸の測定値がどのように異なるか、また培養基にどのようなアデノ

シンリン酸が含まれるかをしらべた。

材料と方法

　海水濃度が測定値に与える影響については0、25、50、75％海水につ

いて試験した。培地に含まれる各アデノシンリン酸量の測定について

は、通常本研究に用いたPYBG培地［Bacto－Peptone（Difco）050％、酵母エ

キス（Difco）0．25％、牛肉エキス（Difco）0，25％、グルコース0．10％、　pH　7，0］

と普通ブイヨン［Nutrient　Broth（BBL）、　p：H　7，0］、および培養基については

Bacto－Peptone（1）ifco）、酵母エキス（Difco）および牛肉エキス（Difco）に

関してしらべた。アデノシンリン酸量の測定は基本的には：Karl＆Holm一

：Hansen法24）に従った。

結　果

1。海水濃度が測定値に与える影響

　各アデノシンリン酸の一定量（10μM）を濃度の異なる海水培地に

溶解した場合の各アデノシンリン酸の測定結果をTable　4に示す。　ATP、

ADPおよびAMPとも、海水濃度の増加にともない測定値（蛍光強度）

は漸減し、また各アデノシンリン酸（濃度一定）とも、同じ海水濃度

では同じ値を示した。

　また、濃度の異なる各アデノシンリン酸の等モル混合物を、それぞ
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れ濃度の異なる海水培地に加えた場合の総アデノシンリン酸の測定結

果をFig．14に示す。各濃度の海水の場合とも、総アデノシンリン酸濃

度と測定値は比例した。なお、各々のアデノシンリン酸について測定

した場合も、同様な結果を得た。

2．培養基中に含まれるアデノシンリン酸

　培地中に含まれる各アデノシンリン平衝をTable　5に示す。　PYBG培地

ではATPとADPはほとんど含まれなかったがAMPが多量に含まれた。　Nutrient

Broth（BBL）にはATP、　ADP、　AMPともほとんど含まれなかった。

　PYBG培地の各成分中に含まれる各アデノシンリン酸量をTable　6に示

す。PYBG培地の牛肉エキスにはAMPが多量：に含まれ、　Bacto－Pcptoncと酵

母エキスにはいずれのアデノシンリン酸もほとんど含まれなかった。

考　察

　本研究の培地には海水を用いるが、各アデノシンリン酸の測定値は

海水の濃度で異なった。しかし、濃度の等しい各アデノシンリン酸と

も、同じ海水濃度では同じ測定値を示した。このことは、用いた海水

培地（75％海水以下）ではADPおよびAMPのATPへの転換は完全に行

われ、したがって海水添加にともなう測定値の低下はATP量の測定に

影響を与えていることになる。一方、各海水濃度の場合とも、アデノ

シンリン減量：と測定値は比例した。したがって、海水培地でのアデノ

シンリン酸量を測定するについては、同時に既知の濃度の各アデノシ

ンリン酸を同じ条件で分析をすることで定量が可能となる。また培地、

とくに培養基の牛肉エキスにはAMPが多量に含まれる場合があり、こ

れは単に絶対量に影響を与えるだけでなく、菌体のアデノシンリン酸

代謝にも影響を及ぼすことが予想されるので、培地の使用には十分な

配慮を必要とする。

　なお、Mewengkangら25）によると、ATPの分析に際しては、1）ATP試料

は測定機器のキューベット側に定量を入れ、蛍光強度はピークの高さ

から求めることが望ましい、2）ADPおよびAMP量の測定に使用する市
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販のピルベイトキナーゼとミオキナーゼは約5時間の透析が必要であ

り、また透析後のミオキナーゼは活性の低下が速やかで、透析後は直

ちに使用する必要がある、3）ADPおよびAMPをATPに転換するには30

℃で30分反応する必要がある、4）AMPの分析に必要とされるATPはADP

を用いても測定が可能であった、5）培養液のアデノシンリン酸量を

測定するについては菌体を直接使用する測定では正しい値を得ること

ができなかった、6）培養液全体を用いる測定でも、培養後に培養温

度と異なる温度環境に培養を置くことで測定値が著しく異なったとし、

これらの結果と今回の結果を考慮することで、迅速で正確な分析を行

うことができた。

要　約

　海水がアデノシンリン酸の測定に与える影響および培養基に含まれ

るアデノシンリン酸についてしらべ、つぎの結果を得た。

　1）ATPの測定値は海水濃度を変えることで異なったが、同じ海水濃

度では同一の値を得た。

　2）AMPおよびADPのATPへの転換は海水濃度が異なっても完全に行

われた。

　3）培地成分の牛肉エキスにはAMPが多量に含まれた。

　上記の点および共同研究者のMcwengkangら26）の結果を考慮すること

で、迅速で正確な分析を行うことができた。
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第2節　培養液および培養上澄液中のアデノシンリン酸の消長

　実験に先立ち、培養液中のアデノシンリン酸が細胞内のものか、細

胞外のものかを明らかにするため、培養液全体とその上澄液について

生育にともなうアデノシンリン酸の消長をしらべた。

材料と方法

　供試菌1型菌（至適温度20℃）およびH型菌（至適温度30℃）の

それぞれについて3菌株を選び供試した。

　実験方法培地は25％海水一〇。1％グルコース添加NutrienBroth（BBL）

を用い、培養温度は至適：温度（1型菌は20℃、H型菌は30℃）で試験

した。各アデノシンリン酸量はKar1＆Holm一｝亙ansenの方法お）を基本とし、

Mewengkangらの方法26）および前節での結果を考慮して測定した。とく

に、培養上澄液のアデノシンリン酸については、培養液を15300x8で

5分間遠心した上澄液についてしらべた。培養液全体および培養上澄

液中の生育にともなうアデノシンリン酸の消長試験は1型菌では12時

間間隔で72時間まで、H型菌では4時間間隔に28時間まで、その後40

および60時間目についてしらべた。

結　果

　1型菌の培養液全体とその上澄町中の生育にともなうアデノシンリ

ン酸の消長をFig．15に示す。いずれの供試菌とも培養上澄液中には極

めて少ないながらもAMPとADPが認められたが、　ATPはほとんど検出

されなかった。また、上澄液中のAMPとADPは漸増した。

　n型菌の培養液全体とその上澄液中の生育にともなうアデノシンリ

ン酸の消長をFig．16に示す。いずれの供試菌とも、培養上澄液中には

いずれのアデノシンリン酸ともほとんどみられなかった。
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考　察

　1型菌の培養上澄液中にはAMPとADPが認められたが、その量は培

養液全体のそれに比べて極めて少なく、またATPは上澄液中からはほ

とんど検出されなかった。したがって、1型菌の培養液中のアデノシ

ンリン酸については、その大半が細胞内由来であることがわかる。ま

た上澄壷中のAMPとADPについては培養齢が進むにつれて増加し、ま

たATPは検出されなかった。すなわち、上澄忌中のアデノシンリン酸

については死細胞由来と考えられる。

　H青身の培養上澄液中にはいずれのアデノシンリン酸ともほとんど

検出されず、したがって培養液中のアデノシンリン酸のほぼすべてが

菌体内由来であることがわかる。

　すなわち、1およびH型菌とも培養液中のアデノシンリン酸の大半

が菌体内のアデノシンリン酸と判断された。

要　約

　異なる至適温度をもつ低温非好塩性P5θ副。加。ηa5（至適温度を25℃以

下と以上にもつ1型菌とH型菌）の培養液全体と培養上澄液における

生育にともなうアデノシンリン酸の消長をしらべ、つぎの結果を得た。

　1）1型菌の培養上澄液晶にはAMPとADPが認められたが、培養液全

体と比べるとその値は極めて低く、またATPはほとんど検出されなかっ

た。すなわち、培養液中のアデノシンリン酸は大半が細胞内由来であっ

た。

　2）n型菌の培養上澄液中には、いずれのアデノシンリン酸ともほ

とんど認められず、すなわち培養液中のアデノシンリン酸については

そのほぼすべてが細胞内由来であった。
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第3節　異なる生育環境におけるアデノシンリン酸の消長

　第2章・第2節で述べたように、1型菌とH型菌ではグルコース利

用能、糖からの生酸能、およびピルビン酸などの単一炭素源の利用能

が異なることから、エネルギー代謝もこの両者で異なることが考えら

れた。そこで今回はこの両者の生育にともなうアデノシンリン酸の消

長（以下アデノシンリン酸の消長と言う）についてしらべることにし

た。ところで、微生物におけるエネルギー充足度［（ATP＋1／2ADP）／（ATP＋ADP＋AMP）］

2z28）は生育温度・pH・酸素圧およびグルコースの存在などの環境要因

で異なることがChapmanら29）により報告されている。すなわち、1型

菌とH型菌におけるアデノシンリン酸の消長の違いを明らかにするに

は、異なる生育環境における同消長についてもしらべる必要があった。

そこで今回は、生育温度・pH・酸素圧および無機塩（とくにマグネシ

ウム）・有機物（とくにグルコース）の存在でアデノシンリン酸の消

長がどのように異なるかをしらべた。

材料と方法

　供試菌1およびH型菌のそれぞれについて3～5菌株を選び供試

した。なお、通常1型菌は20℃に、H型菌は30℃に至適：温度をもつ菌

株を供試したが、至適温度でのアデノシンリン酸の消長試験にはこの

供試菌に加え、25℃に至適温度をもつ1および∬型菌についても試験

した。

　実験方法特記しない限り、培地は25％海水一〇。1％グルコース添加

Nutrient　Broth（BBL）を用い、培養温度は至適：温度（1型菌は20℃、　H

型菌は30℃）で試験した。各アデノシンリン酸量の測定は本章・第2

節と同様にして行った。

　異なる生育温度におけるアデノシンリン酸の消長試験は30、20、10

および2℃について試験した。　1型菌の30℃培養では6時間間隔で60

時間まで、20℃培養（至適温度）では定常期までは12時間ごとに、そ
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れ以降は24時間間隔で144時間まで、H型菌の30℃培養（至適温度）と

20℃培養では定常期までは4時間間隔、それ以降は24または48時間間

隔で120時間まで、1および∬型菌の10℃培養では24時間間隔で240時

間まで、2℃培養は4811寺間間隔で600時間までしらべた。

　異なる生育pHにおけるアデノシンリン酸の消長試験は、最低および

最高生育p：H付近のpHで試験した。これについては、生育が抑制され

た環境下でその消長がどのように異なるかを知るためである。第2章・

第2節で得られた結果に基づき、低いpH：域は1型菌ではpH：5。0、　H型

菌では6．0、高いpH域は1およびH型菌ともpH：85とした。p：Hは1N一：HC1

と1聾NaOHで調整した。試験は！2時間間隔で72時間まで行った。

　異なる酸素分圧におけるアデノシンリン酸の消長試験は、静置培養

と比較のために振とう培養（120rpm）を行い、定常期までは3時間間

隔、それ以降は6時間間隔で60時間までしらべた。

　アデノシンリン酸の消長に及ぼすマグネシウムの影響試験は、人工

海水からマグネシウムイオンを除去した溶液を溶媒として用いた。ま

た、人工海水を溶媒とした培地で対照試験を行った。試験は48時間目

までは6時間間隔で、それ以降は84時間まで随時行った。

　アデノシンリン酸の消長に及ぼすグルコースの影響試験は、0．5％グ

ルコース添加および無添加培地について行った。試験は124時間まで

随時行った。

結　果

1。生育にともなうアデノシンリン酸の消長

1）至適温度におけるアデノシンリン酸の消長

　至適温度を20℃にもつ1型菌の至適温度での培養におけるアデノシ

ンリン酸の消長をFig．17に示す。いずれの供試菌とも至適温度での培

養では、AMP量は生育にともない上昇した。ADP量は対数期では上昇

したが定常期以降はほぼ一定となった。ATP量は対数期では上昇し、
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その後減少した。各アデノシンリン酸の割合は、対数期初期では複雑

に変化し、一定の傾向を示さなかったが、減速期または定常期以降で

はその値はAMPが最も高く、ADPがこれに次ぎ、　ATPは最も低かった。

またエネルギー充足度は対数期を最大とし、以降では漸減した。その

値はほぼ05～0．1の範囲にあった。

　至適温度を30℃にもつH家国の至適温度での培養におけるアデノシ

ンリン酸の消長をFig．18に示す（なおADPとATPについては拡大値も示

した）。いずれの供試菌とも、全培養期間を通してATPとADPは検出

されないか、検出されたとしてもその値は極めて低く、AMPがアデノ

シンリン酸のほぼすべてを占めた。そのAMP量は対数期では急速に増

加し、極大となり、定常期では検出できない値にまで急減した。エネ

ルギー充足度は対数期でも限りなく0に近い値を示した。なお、誘導

期付近では極めて高い値を示す場合があった。

　至適温度を25℃にもつ1型菌とH型菌の至適温度での培養における

アデノシンリン酸の消長をFig．19に示す（n型菌のADPとATPについて

は拡大値も示した）。至適温度を25℃にもつ1およびH型菌のアデノ

シンリン酸の消長は、20および30℃に至適温度をもつ1およびH二二

と同様の消長を示した。

2）至適温度以上および以下の温度での培養におけるアデノシ

ンリン酸の消長

　至適温度を20℃にもつ1型菌の30、10および2℃での培養における

アデノシンリン酸の消長をFig，20に示す。なお試験は5菌株について

行ったが、5菌株とも同様な結果を示したため、代表的な一菌株の結

果を示した。至適温度以下の温度（10および2℃）での培養における

アデノシンリン酸の消長は至適温度（Fig．17参照）でのそれとほぼ同

様の傾向を示した。至適温度以上の温度（30℃）での培養では、各ア

デノシンリン酸の割合は至適温度での培養（Fig。17参照）の場合と同

様の結果を示したが、生育にともなうアデノシンリン酸の消長は至適

温度（Fig。17参照）の場合と異なり、減速期から定常期にかけて、い

ずれのアデノシンリン酸とも減少傾向を示した。エネルギー充足度は、
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いずれの培養温度の場合とも、生育にともなうその消長は類似の傾向

を示し、またそれは至適温度での培養（Fig．17参照）の場合とも類似

した。しかし、その値は培養温度の低下にともない増加した。なお、

その最大値は30℃培養では025、2℃培養は0，50であった。

　至適温度を30℃にもつH型菌の20、10および2℃での培養における

アデノシンリン酸の消長をFig，21に示す（ATPとADPについては拡大値

も示した）。なお、試験は5菌株について行ったが、5菌株とも同様な

結果を示したため、代表的な一菌株の結果を示した。至適温度以下の

20、10および2℃で培養を行っても、各アデノシンリン酸の割合およ

び生育にともなうアデノシンリン酸の消長は至適温度での培養（Fig．

18参照）における結果とほとんど変わりなかった。しかしながら、AMP

値が最大に達する時期は至適温度（30℃）では対数期中期であったが

（Fig．18参照）、20℃培養では減速期から定常期、10℃培養では定常期付

近、2℃では定常期から死滅期のように、培養温度が低下するにつれ

て最大値に達する時間が遅くなった。また、AMPが消滅する時期も、

至適：温度では定常期であったが（Fig。18参照）、20℃培養では定常期か

ら死滅期、10℃培養では死滅期初期、2℃培養では死滅期後期のように、

培養温度が低下するにつれてその時期が遅れた。また、同様の傾向が

ADPおよびATPについても確認された。なお、AMPの絶対量は至適温

度での培養（Fig．18参照）に比べ至適温度以下の温度（20℃から2℃）

での培養ではその値は極めて高かった。エネルギー充足度の生育にと

もなう消長も、いずれの培養温度の場合とも至適温度での培養（Fig．

18参照）の場合と類似の傾向を示した。

　なお、至適温度を25℃にもつ1型菌とH型菌の至適温度以上および

以下の温度での培養における各アデノシンリン酸の消長も20および30

℃に至適温度をもつ1およびH型菌の場合と同様の結果を示した。

2．異なる生育pHにおけるアデノシンリン酸の消長

　i型菌（至適温度20℃）における低酸性域および高アルカリ性域で

のアデノシンリン酸の消長をFig，22に示す。なお、試験は3菌株につ
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いて行ったが、3菌株とも同様な結果を示したため、代表的な一菌株

の結果を示した。低酸性域および高アルカリ性域では中性域より生育

は抑制されたが、アデノシンリン酸の消長は中性域でのそれと類似し

た。しかし、各アデノシンリン酸の割合に幾分違いがみられ、低酸性

域および高アルカリ性域では、中性域に比べてADPの値が低かった。

　H型菌（至適温度30℃）における低酸性域および高アルカリ性域で

のアデノシンリン酸の消長をFig．23に示す。なお、試験は3菌株につ

いて行ったが、3菌株とも同様な結果を示したため、代表的な一菌株

の結果を示した。低酸性域および高アルカリ性域で生育は抑制された

が、アデノシンンリン酸の消長は中性域でのそれと類似した。しかし、

低酸性域および高アルカリ性域では中性域に比べ、培養中のアデノシ

ンリン酸（とくにAMP）が長期間確認された。

3。異なる酸素分圧におけるアデノシンリン酸の消長

　1型菌（至適温度20℃）における振とう培養でのアデノシンリン酸

の消長をFig．24に示す。いずれの供試菌とも、振とう培養では静置培

養に比べ生育量は著しく増加した。一方、各アデノシンリン酸の割合

は培養時間および菌株間で異なり、またアデノシンリン酸の消長も極

めて複i雑となった。しかし、菌体中のアデノシンリン酸がAMP、　ADP

およびATPから構成されるという、H型菌との基本的な違いについて

は変わりなかった。

　H型菌（至適温度30℃）における振とう培養でのアデノシンリン酸

の消長をFig，25に示す。いずれの供試菌とも、その生育量は振とう培

養では静置培養に比べて極めて高く、また定常期以降での生育量の減

少もみられなかった。一方、生育にともなうアデノシンリン酸の消長

は静置培養での結果と類似したが、AMPの増減傾向が極めて速やかで、

344株と1907株ではAMP値は極めて低かった。

4。アデノシンリン酸の消長に及ぼすマグネシウムの影響　　　　　・

　1型菌（至適温度20℃）を人工海水および人工海水からのマグネシ

ウム除去培地で培養した場合におけるアデノシンリン酸の消長をFig．
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26に示す。1型菌ではマグネシウムを除去することで生育量が低下す

る菌株もみられたが、いずれの供試菌ともマグネシウムを除去しても

アデノシンリン酸の消長に著しい違いはみられなかった。なお、海水

培地で培養した場合の結果（Fig．17参照）と比べると、人工海水およ

び人工海水からのマグネシウム除去培地で培養した場合では、一般に

生育量：は低いが、アデノシンリン酸の消長はADPの割合が幾分低いと

いう違いはみられたが、両者はほぼ似た消長を示した。

　H型菌（至適温度30℃）の人工海水および人工海水からのマグネシ

ウム除去培地で培養した場合におけるアデノシンリン酸の消長をFig，

27に示す。H型菌ではマグネシウムを除去することでいずれの供試菌

とも生育量は低下した。一方、アデノシンリン酸の消長には著しい違

いはみられなかったが、マグネシウム除去培地では、より高い培養齢

の細胞でもAMPが認められる点で異なった。なお、人工海水および人

工海水からのマグネシウム除去培地におけるアデノシンリン酸の消長

は、海水培地（Fig。18参照）でのそれと類似の消長を示した。

5。アデノシンリン酸の消長に及ぼすグルコースの影響

　1型菌（至適温度20℃）の0．5％グルコース添加および無添加培地で

の培養におけるアデノシンリン酸の消長をFig．28に示す。グルコース

無添加培地では、0．1％グルコース添加培地（Fig。17参照）に比べ生育量

は低下した。一方、生育にともなうアデノシンリン酸の消長はこの両

者で類似した。他方、0。5％グルコース添加培地では、0．1％グルコース

添加（Fig．17参照）および無添加培地に比べ生育：量が著しく低く、ま

た生育傾向も異なり、むしろn型菌のそれと類似した。一方、培養中

のアデノシンリン酸の絶対量も前者で培養した場合は後2者で培養し

た場合に比べて極めて低かったが、アデノシンリン酸の消長はいずれ

の培地で培養した場合でも著しい違いはみられなかった。なお、グル

コース無添加培地での培養では、グルコース添加培地での培養に比べ、

ADPの割合が低く、したがってエネルギー充足度も前者は後者に比べ

て低かった。

　H型菌（至適温度30℃）の05％グルコース添加および無添加培地で
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の培養におけるアデノシンリン酸の消長をFig，29に示す。グルコース

無添加培地では、0，1％グルコース添加培地（Fig，18参照）に比べて生育

量は多少低下した。しかし、アデノシンリン酸の消長にはほとんど違

いはみられなかった。05％グルコース添加培地では0．1％グルコース添

加（Fig．18参照）およびグルコース無添加培地に比べて生育量は高かっ

た。一方アデノシンリン酸の絶対量も生育量に比例してその値は高く

なったが、アデノシンリン酸の消長は。，1％グルコース添加（Fig．18参

照）および無添加のそれと変わりなかった。

考　察

　20℃に至適温度をもつ1型菌ては、いずれの培養温度で培養した場

合でも、各アデノシンリン酸の割合はAMPが最も高く、ADPがこれに

次ぎ、ATPは最も低かった。アデノシンリン酸の消長については、AMP

は生育にともない増加し、ADPは対数期では増加し、定常期以降はほ

ぼ一定となり、ATPは対数期に一時増加し、後減少した。ところでWatson

らは、30）ATPはリン酸基、ピロリン酸基およびアデノシンーリン酸基

を含み、高エネルギー結合を有するリン酸基またはピロリン酸基が加

水分解により生じること、多くの物質の合成は高エネルギー結合（と

くにATP）の分解と供役していること、アミノ酸の活性化はATPから

のAMPへの転換によりなされること、ペプチドの形成はATPからAMP

への分解と供役していること、さらにATP（決してADPではない）は

最初のエネルギー供与者で、ADPは高エネルギーを運搬することがで

きないことを述べている。これらのことは、上述の結果をよく説明す

る。

　30℃に至適温度をもつn型菌では、いずれの培養温度で培養した場

合でもATPとADPはほとんど認められず、そのほぼすべてがAMPであっ

た。第2章・第2節で述べたように、H型菌は本来20℃付近に至適温

度をもつ菌群が、陸上の中温環境でも生育できるよう適応したと考え

られ、すなわち低温細菌が300C付近のより高い温度環境にも適応でき
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るよう生理的に調節されていると考えられ、したがって不安定なATP

とADPは直ちに代謝され、安定なAMPは貯蔵されると考えられる。ま

た、AMPの絶対量は至適：温度の30℃での培養では20℃およびそれ以下

の温度での培養に比べてその値は極めて低く、これについても生理機

能がより充進されているため、安定なAMPも代謝され、貯蔵量が低下

したと考えられる。またAMPは30℃培養では対数期だけに認められ、

定常期以降では認められなかったが、これについては対数期では分解

作用が活発なため、生成されるアデノシンリン酸量も多く、それ故に

貯蔵され、一方分解作用が低下し活発な同化作用が続く減速期後期以

降では、AMPも貯蔵されないと考えられる。すなわち、生育温度を低

下することで、AMPの消滅期間が延長されたこともよく理解される。

また、20℃に至適温度をもつ1型菌を30℃で培養すると、30℃に至適

温度をもつH型菌と類似のアデノシンリン酸の消長を示したことも、

上述の考えをよく説明する。さらに、30℃に至適温度をもつH型菌を

至適温度以下の温度で培養しても30℃培養と全く同様のアデノシンリ

ン酸の消長を示し、H型菌が特異な形質を遺伝的に有していることを

示唆する。

　なお、H型菌を振とう培養した結果、菌株によりAMP値は極めて低

い値を示した。ところで、AMPは対数期のごく限られた時期にだけ検

出される。今回H型菌を振とう培養したところ、増殖速度が著しく促

進され、対数期の時間も極めて短かかった。したがって、菌株により

AMP値が極めて低い値を示したことについては、たまたま測定時にAMP

が検出されなかったためと考えられる。

　エネルギー充足度はAtkinsonにより（ATP＋1／2ADP）／（ATP＋ADP＋AMP）と

して定義された。2z28）そして、代謝が恒常状態にある場合には充足度

は0．85の値をとると述べている。Chapmanら29）はE5c加r勧1a　oo11では、エネ

ルギー充足率は増殖中の細胞ではα8で、その後はゆっくりと減少し、

定常期以降の生命活動が停止する時期ではその値はさらに減少する。

これらの結果から、エネルギー充足率がα8でのみ増殖を行うことが

でき、α8から05の範囲で生命を維持することができ、それ以下の値
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では細胞は生命を維持することができないとしている。その上、種々

の微生物細胞や組織に関する研究でも、31β2）この考えを支持するとし

ている。

　ところが今回の結果では、供試した低温性P5側dom　o朋5の対数期のエ

ネルギー充足率はいずれの環境下でも通常1型菌で0。1～05の範囲で、

H型菌では限りなく0に近い値を示した。この実験を行うに際しては、

細胞培養は凍結、濾過および遠心沈澱することをなしに分析され、す

なわちこの低いエネルギー充足度は分析方法に問題があるとは考えに

くい。一方、P5θ副omo刀∂翻θro8加05aのバイオフィルムに関する研究33）では、

その底層から表層までのバイオフィルムのエネルギー充足度は0．6か

ら0ユ6の値を示している。そこで、今回の低いエネルギー充足度は細

胞特性と考えられる。なお、標準菌株として用いたE5cゐerlc抽co11（ATCC

10798）の37℃での24時間培養エネルギーの充足率は0．79（ATP　2，92、　ADP

O．48、AMPO．60nmolm14）であり、したがって分析方法の正しさは明ら

かである。なお、H型菌では培養初期（誘導期付近）で極めて高いエ

ネルギー充足度を示す場合があったが、これについては、培養初期で

は各アデノシンリン酸量とも極めて低く、分析値が信頼限界を超えて

いるためと考えられる。

要　約

　異なる至適温度をもつ低温非好塩性P5θ副。η7伽35（至適温度を25℃以

下と以上にもつ1型菌とn球菌）の異なる生育環境下での生育にとも

なうアデノシンリン酸の消長をしらべ、つぎの結果を得た。

　1）細菌培養中の1型菌のアデノシンリン酸量は、通常AMP量が最

も多く、ADPがこれに次ぎ、　ATP量：は最も低い値を示した。この傾向

は減速期またはそれ以降で顕著で、対数最初期または中期ではこの傾

向を示さない：場合も多々みられた。この傾向は生育環境が異なっても

変わりなかったが、振とう培養下ではこの傾向から異なった。

　2）細菌培養中のn型菌のアデノシンリン呼量は、通常ATPおよびADP
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はほとんど検出されず、検出されたとしてもその量は極めて少なく、

そのほぼすべてがAMPにより占められた。このAMPも減速期または定

常期以降ではほぼ消滅した。この傾向は生育環境が異なっても変わり

なかったが、生育が抑制される環境下では高い培養齢の細胞にもAMP

が存在し、逆に生育が促進される環境下ではAMPの消滅する時期が速

かった。

　3）生育にともなうアデノシンリン酸の消長は、いずれの環境下で

も、通常1型菌ではAMPは生育曲線とほぼ同様な消長を示し、ADPは

減速期または定常期まで上昇し、以降ほぼ一定となり、ATPは対数期

の一時期まで上昇し、以降減少した。しかし、至適温度以上の温度で

の培養、振とう培養および生育が抑制される環境下ではこれとは異な

る消長を示す場合があった。

　4）生育にともなうアデノシンリン酸の消長は、いずれの環境下で

も、通常II型菌ではAMPは対数期に極大を示し、以降減少した。極大

となる時期は生育環境で異なり、生育が促進される環境下では極大を

示す時期が速くなり、生育が抑制される環境下ではその時期が遅くなっ

た。また、微量に存在したADPとATPは、培養初期で認められる場合

があっても、対数期では消滅した。

　5）30℃に至適温度をもつH型菌における培養中のアデノシンリン酸

は、20℃以下での培養に比べ30℃培養ではその値は極めて低かった。

　6）エネルギー充足度は、いずれの環境下でも、通常1型菌では0，10

～05の範囲にあったが、振とう培養ではこれより高い値を示す場合も

あった。H型菌では、いずれの環境下でも、対数期およびそれ以降で

は、その値は限りなく0に近い値を示した。

　以上の結果より、1型菌とH型菌は遺伝学的に異なる菌群と判断さ

れた。
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第4節　アデニンおよび各アデノシンリン酸添加

　　　にともなうアデノシンリン酸の消長

　本章・第3節で述べたように、1型菌とH型菌では培養液中のアデ

ノシンリン酸の構成および生育にともなうアデノシンリン酸の消長に

違いがみられた。これらの違いは各アデノシンリン酸の代謝速度およ

び（または）アデノシンリン酸の代謝機構に関連があると考えられた。

そこでアデノシンリン酸の前駆物質であるアデニンおよび各アデノシ

ンリン酸がこれら両菌群により利用されるか否か、またどのような速

さで利用されるか、またこれらの利用により細胞内のアデノシンリン

酸の構成にどのような影響を及ぼすかをしらべ、両菌群間でみられた

アデノシンリン酸の構成の違いおよび生育にともなうアデノシンリン

酸の消長の違いをアデノシンリン酸の代謝面より検討するものである。

なお、AMP添加実験については培養上澄液のアデノシンリン酸につい

てもしらべた。

材料と方法

　供試菌　1型菌（至適温度20℃’およびII型菌（至適温度30℃）の

それぞれ3～5菌株を　試した。

　実験方法アデニ　または各ア　ノシン　ン酸の0．01μmol　m14を25％

海水一・0．1％グルコース添加Nutrient　Broth（8BL）に添加し、至適温度で

培養し、経時的に培養液中のアデノシンリン酸量を測定した。とくに、

培養上澄液のアデノシンリン酸の測定については、培養液を15300x8

で5分間遠心してしらべた。

　アデノシンリン酸量の測定は本章・第2節と同様にして行った。

結　果

1．アデニンおよびアデノシンリン酸添加にともなう培養液中のアデノシンリン酸

　の消長
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　アデニンおよび各アデノシンリン酸添加にともなう1型菌（至適温

度20℃）の培養液中のアデノシンリン酸量の経時的変化をFig30－1と30－

2に示す。1型菌におけるアデノシンリン酸の消長は、いずれの供試

菌とも、アデニンの添加（Fig．30－1）により培養初期（誘導期付近）で

AMPの割合が多少増加傾向を示したが、この点を除けばアデニン無添

加培養（Fig。17参照）と著しい違いはみられなかった。

　AMP添加培養（Fig．30－1）では、加えたAMPの減少はみられず、培養

液全体のAMP：量は漸増または急増した。しかしその増加傾向はAMP無

添加培養（Fig．17参照）の場合より顕著で、またAMP添加培養ではADP

量もAMP量：と比例的に増加する傾向を示した。一方、　ATP量は増加傾

向を示さず、その値も低かった。またAMPの添加で生育が抑制された。

　ADP添加培養（Fig，30－2）では、加えたADPは接種直後より漸減し、こ

の減少にともない培養中のAMPおよびADP量は急増した。また本培養

ではAMP量：はADP量より極めて高い値を示した。

　ATP添加培養（Fig。30－2）では、加えたATPは対数期中頃より漸減し

た。ATPの添加で培養中のAMPおよびADP量は漸増した。また本培養

ではAMP：量はADP量より低かった。

　アデニンおよび各アデノシンリン酸添加にともなうn型菌（至適温

度30℃）の培養液中のアデノシンリン酸量の経時的変化をFig．314と31－

2に示す。H型菌におけるアデノシンリン酸の消長は、いずれの供試

菌ともアデニンの添加（Fig．31・・1）でその消長にはほとんど変化がみら

れなかった。すなわち、アデノシンリン酸のほぼすべてをAMPが占め、

また生育にともなう消長もアデニン無添加培養（Fig．18参照）と類似し

た。また、培養中のアデノシンリン酸の絶対量もアデニン無添加培養

（欝ig．18参照）と著しい違いはみられなかった。

　AMP添加培養（Fig．31－1）では、加えたAMPは培養6時間目ですべて

消滅し、以降AMP無添加培養（Fig。18参照）の場合と同様のアデノシ

ンリン酸の消長を示した。すなわち、ATPおよびADPについてはAMP

無添加培養（Figユ8参照）の場合と同様に、ほとんど検出されなかっ

た。また、AMP添加で、本来AMP量の高い菌株（344株）ではその値は
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低下し、逆に本来AMP量の低い菌株（845株と1907株）ではその値が上

昇した。

　ADP添加培養（Fig．31－2）では、加えたADPは培養6時間ですべて消滅

し、それ以降もADPを添加したにもかかわらずADPは確認できなかっ

た。また、ADPの添加で、本来AMP量の高い菌株（344株）ではその値

が上昇し、逆に本来AMP量の低い菌株（845株と1907株）ではその値は

低下した。

　ATP添加培養（Fig．31－2）では、加えたATPは培養6時間目までにすべ

て消滅し、それ以降もATPは確認できず、　ATP無添加培養（Fig．16参照）

の場合と同様なアデノシンリン酸の消長を示した。またATPの添加で、

いずれの供試菌とも、培養液中のAMP量は極めて高い値を示した。

2。アデノシンリン酸添加にともなう培養上澄液中のアデノシンリン酸の消長

　1型菌をAMP添加培地で培養した場合の、培養上澄液中のアデノシ

ンリン酸の消長をFig。32に示す。培養液全体のAMPは前回の実験と同

様の結果を示した（Fig。15参照）。培養上澄液中のAMPは添加量より減

少しその後上昇する場合、添加直後から徐々に増加傾向を示す場合が

あったが、前回の実験と同様に（Fig．15参照）、上澄液中の量は培養液

全体中の：量に比べて極めて少なかった。

考　察

　1およびH二品とも、アデニンの添加で、培養中のアデノシンリン

酸の構成および生育にともなうアデノシンリン酸の消長にほとんど変

化はみられなかった。したがって、アデニンの添加でアデノシンリン

酸の代謝には影響を及ぼさないと考えられる。

　1型菌のAMP添加培養では、AMPを添加しても培養液中のAMP量は

添加量以下とはならず、生育にともない増加した。このことについて

は、培養上澄液中のAMP量も通常生育にともない増加傾向を示したこ

とから1型菌ではAMPはほとんど利用されないか、利用されるとして

もその量は少ないと考えられる。また培養上澄液中のAMP量は、培養
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液全体の量に比べその値は極めて低く、したがって培養液中に増加し

たAMPの大半は細胞内のAMPと考えられる。ところで、AMP添加培養

では、AMP量は生育にともない増加したが、その増加傾向はAMP無添

加培養に比べて顕著で、しかもADP量はAMP量に比例的に増加した。

一方、ATP量は増加しなかった。すなわち、1型菌では、培養液中に

AMPが添加されることで、　AMPおよびADPの細胞内での貯蔵が促進さ

れ、とくにAMPの貯蔵は顕著で、一方ATPの貯蔵は抑制されると考え

られる。この状況はAMP無添加培地で培養した場合の減速期または定

常期以降のアデノシンリン酸の消長と酷似する。その上、AMP無添加

培地で培養した場合の減速期または定常期以降では生育は抑制されて

いる。一方、AMP添加培地でも生育は抑制された。つまり、AMP添加

培地では、AMPが存在することで、細胞が減速期または定常期以降の

状態と認識し、減速期または定常期以降の生理状態に細胞をシフトし

たと考えられる。

　1型菌のADP添加培養では、添加したADPは漸減し、これにともな

いAMP量とATP量は増加し、とくにAMP量の増加は著しかった。すな

わち、添加したADPは菌体内に取込まれ、取込まれたADPはAMPおよ

びATPに転換され、　ATPはさらにエネルギー源として、あるいは核酸

の合成のために利用されたと考えるとよく理解される。

　1型菌のATP添加培養では、添加したATPは漸減し、これにともな

いAMPとADPが同程度増加した。すなわち、添加したATPは菌体内に

取込まれ、取込まれたATPはAMPとADPに同程度転換されたと考えら

れる。

　H二三のAMP添加培養では、添加したAMPは急速に消滅し、また本

来AMP量の高い菌株ではその値は低下し、逆に本来AMP量の低い菌株

ではその値は高くなった。すなわち、加えたAMPは急速に菌体内に取

込まれ、これによりAMP貯蔵量が多い菌株ではその値を低くする代謝

経路が、またAMP貯蔵量の少ない菌株ではその値を高くする代謝経路

が促進されることが示唆される。

　ADP添加培養では、添加したADPは直ちに消滅し、また本来AMP量
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の高い菌株ではその値は高くなり、逆に本来AMP量の低い菌株ではそ

の値は低くなった。すなわち、加えたADPは直ちに菌体に取込まれ、

これによりAMP貯蔵量が多い菌株ではその値を高くする代謝経路が、

またAMP貯蔵量が少ない菌株ではその値を低くする代謝経路が促進さ

れることが示唆される。

　ATP添加培養では、添加したATPは直ちに消滅し、またいずれの菌

株ともAMP量が著しく増大した。すなわち、加えたATPは菌体内に取

込まれ、これによりAMP生成の代謝経路が促進されることが示唆され

る。

　以上のように、1型菌とH型菌では添加したアデノシンリン酸の消

滅速度が異なり、すなわち両者ではアデノシンリン酸の代謝速度に違

いがあることがわかる。なお、本実験のH型菌の培養温度は30℃であっ

たが、20℃での培養でも同様の結果が得られた。またアデノシンリン

酸の添加は、細胞中の各アデノシンリン酸の構成比に影響を与えたが、

この影響の様子が1型菌とH型菌で異なり、すなわち両者ではアデノ

シンリン酸の代謝機構をも異にすることが示唆される。つまり、1型

菌とH型菌のアデノシンリン酸の構成の違いおよび生育にともなうア

デノシンリン酸の消長の違いは、アデノシンリン酸の代謝速度および

代謝機構の違いに起因すると判断される。とくに、H型菌でADPとATP

がほとんど認められなかったことについては、極めて速い代謝速度に

由来すると判断された。

要　約

　異なる至適温度をもつ低温非好塩性P5鉗do加。朋5（至適温度を25℃以

下と以上にもつ1型菌とH型菌）のアデニンおよび各アデノシンリン

酸添加にともなうアデノシンリン酸の消長をしらべ、つぎの結果を得

た。

　1）1型菌をアデニン添加培地で培養してもアデノシンリン酸の消

長にはほとんど違いがなかった。AMP添加培養では、加えたAMPは利
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用されなかったが、培養内のAMPおよびADP量は増加し、とくにAMP

量の増加は顕著で、一方ATP量は変化しなかった。ADP添加培養では、

加えたADPは徐々に利用され、またこの利用にともないAMPおよびATP

量が増加し、とくにAMP量の増加は顕著であった。　ATP添加培養では、

加えたATPは徐々に利用され、またこの利用にともない細胞内のAMP

量とADP量：がほぼ同じ程度増加した。

　2）H型菌をアデニン添加培地で培養してもアデノシンリン酸の消

長にはほとんど違いはみられなかった。またH型菌では、加えた各ア

デノシンリン酸はともに急速に利用された。また、いずれのアデノシ

ンリン酸を加えても、培養内にADPおよびATPは認められず、AMPに

のみ影響を及ぼした。AMPの添加で、本来AMP量の高い菌株ではその

量は減少し、逆に本来AMP量の低い菌株ではその量は増加した。ADP

の添加で、本来AMP量の高い菌株ではその量は増加し、逆にAMP量の

低い菌株ではその量を減じた。ATPの添加で、いずれの菌株ともAMP

量は著しく増加した。

　以上より、1型菌とH型菌ではアデノシンリン酸の代謝速度および

代謝機構に違いがあり、またこの違いはアデノシンリン酸の構成の違

いおよび生育にともなうアデノシンリン酸の消長の違いをよく説明す

るもので、したがってアデノシンリン酸の構成の違いおよびアデノシ

ンリン酸の消長の違いはアデノシンリン酸の代謝速度および代謝機構

の違いによると判断された。
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第5節　中温性P麗認備0麗5のアデノシンリン酸の消長

　これまで、0℃下に貯蔵したサバから分離した低温八病塩性P5θ副omoη∂5

は、25℃以下に至適温度をもつ菌株（1型菌）とそれ以上に同温度を

もつ菌株（n型菌）に区別されることを述べた。これらのうち、H型

菌については、至適温度だけから考えると、むしろ中温性細菌と考え

られる。そこで、中華性P5θ副。η・o刀認についても生育にともなうアデノ

シンリン酸の消長をしらべ、H型菌が中温性細菌から区別されるかど

うかを検討した。

材料と方法

　供試菌の分離および分離菌の同定今回は中温性Pseudoη・oη鋸の分

離が目的であるため、供試魚のサバ5co励θrノ即。η初5は37℃の恒温機で貯

蔵し、貯：蔵後1、2、4、6、8日目に貯蔵魚の表皮、筋肉および腹腔内

壁から供試菌を分離した。供試魚は一回の実験に2尾用いた。供試菌

の分離は第2章・第1節で述べた方法と同様にして行った。

　分離菌は常法により性状試験を行ない（第2章・第1節参照）、0℃

では生育せず、非好塩性で糖を酸化的に分解するP5θ面。加。π35（40菌株）

を供試菌とした。なお、これらの供試菌を20、30、37および42℃での生

育傾向をしらべた結果、30℃に至適温度をもつ菌株が最も多かった。

　生育にともなうアデノシンリン酸の消長試験分離した中温性

P5θ副。加。η∂5より5菌株をランダムに選出し、アデノシンリン酸の消長試

験用の供試菌とした。培地は25％海水一〇．1％グルコース添加Nutrient　Broth

（BBL）を用い、20、30および37℃での消長をしらべた。アデノシ．ンリ

ン酸量の測定は第2章・第2節と同様に行った。

結　果

　中直非好塩性R蜘doη・oη85を至適温度（30℃）およびそれ以上（37℃）

と以下の温度（20℃）で培養した場合の生育にともなうアデノシンリ

　　　　　　　　　　　　　　78



ン酸の消長をFig．33、34および35に示す。中温非好塩性P50udo加。η∂5を至

適温度（Fig．33）およびそれ以下（Fig．35）と以上の温度（Fig。34）で培

養しても、いずれの菌株ともほぼ似たアデノシンリン酸の消長を示し

た。すなわち、いずれの菌株とも、培養中の各アデノシンリン酸の割

合はAMPが最も高く、ADPまたはATPがこれに次いだ。　ADPとATPの割

合については、至適温度以下の温度（20℃）ではこの両者でほとんど

差がないか、むしろATPの割合が高かったが、至適温度（30℃）およ

びそれ以上の温度（37℃）ではADPの割合が高かった。またエネルギー

充足度は、いずれの培養温度で培養した場合でも生育にともない変動

したが、いずれの菌株とも通常0．1から05の範囲にあり、すなわち通

常対数期初期でその値は最も高く、それ以降では漸減した。また、至

適温度以上の温度ではエネルギー充足度は低下した。このような傾向

は低温非好興野P5θ面。η10η35の1型菌に類似し、　H帯下の傾向からは異

なった。

考　察

　中学性P5θ副omo朋5の生育にともなうアデノシンリン酸の消長は低温

性P5鉗do加0照5の1型菌の消長とほぼ同様な消長を示し、　H型菌の消長

とは著しく異なった。すなわち、エネルギー代謝の点から考えるとH

序盤は1型菌および中土性P5θ副。π～0刀∂5とは異なる特異な菌群であるこ

と、つまりH型菌は1型菌または中温性P5θ副。η・0朋5のいずれかが、高

温環境または低温環境に適応した菌群であると推察された。

要　約

　サバより分離した四温三好塩性P5θ副。ηコ。刀85を至適温度（30℃）およ

びそれ以下（20℃）と以上の温度（370C）で培養し、生育にともなう

アデノシンリン酸の消長をしらべ、つぎの結果を得た。

　至適温度およびそれ以下と以上の温度で培養しても、供試菌のすべ
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てがほぼ同様のアデノシンリン酸の消長を示した。その消長は低温性

P5釧do加0η認の1型菌とほぼ同様の消長を示し、　H型菌の消長とは著し

く異なった。すなわち、アデノシンリン酸代謝から考えるとH型菌は

1型菌または中温性P5側do加0刀a5が高温環境または低温環境に適応した

菌群であると推察された。
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第4章r珊アデニンの核酸および核酸関連物質への取込み

　低温非命塩性P鋤do加。朋5は至適温度および生育傾向の違いにより2

っの菌群に分けられた。これらの菌群はアデノシンリン酸の構成およ

び生育にともなうアデノシンリン酸の消長を異にした。これらの違い

はアデノシンリン酸代謝の違いに基づくことが、要因の1つとして考

えられた。ところでアデノシンリン酸代謝は核酸代謝とも密接に関連

する。そこで今回は3Hアデニンを用い3Hアデニンの各アデノシンリン

酸および核酸（DNAとRNA）への取込みを培養齢の異なる細胞を用い

てしらべた。

　なお、現在知られている、微生物におけるRNAおよびDNAへの細胞

外アデニンの一連の代謝経路を次に示す。

　　　　　3dc皿責罰e

　　　　　　　セ
　　　／＼
　　ADP　　－　 ATP　→　RNA
　　↓

裂de随蓋聡e

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぞ　　　　　　　　　　　　　　　　／＼
　　　　　　　　　　　　　　　AゆP　－　 ATP　→　 R駕A
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　αA夏）P　　一一　　d【ATP　→　　D国A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dATP　→　亙）NA

Fig．36．　　　Known　pathways　of　thc　cxogcnous　adcnine　into　RNA　and　DNA　ofmicroorganisms．

材料と方法

　供試菌至適温度を20℃にもつ1型菌と30℃にもつH型菌の各1菌

株を供試菌とした。

　P：珊アデニンの取込み実験至適温度で培養した1型菌とH型菌

の対数期初期、対数期中期、定常期および死滅期の培養液［培地とし

て25％海水一〇．1％グルコース添加Nutrient　Broth（BBL）を用いた］中に〔2－

3：H］アデニン（10μCim14）を加え混ぜ合わせ、一定時間3Hアデニンを

取込ませた。取込み終了後その半：量（05m1）を煮沸したトリス塩酸緩
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衝液（45m1）中に入れ、取込みを停止し（アデノシンリン酸分析用試

料）、残り半量には等量の10％トリクロル酢酸を加え取込みを停止し

た（核酸分析用試料）。

　アデノシンリン酸へ取込まれた圧3：瑚アデニン量の測定3Hアデニ

ンを添加した培養液とトリス塩酸緩衝液の混合液を40℃で減圧乾燥し、

これにATP、　ADP、　AMPの等量混合酒（各1mM）を0。05　m1添加する。蒸

留水の0．15m1で再懸濁した溶液をTLC分析に供した。TLC分析は0．25　mm

の微結晶セルロースの薄層を用い、0．75M－K：H2PO4（p：H　3．4）の展開溶媒

で行った。展開後、紫外線（235nm）で各アデノシンリン酸のスポッ

トを確認し、0・7M－MgC12溶液を吹き付け、スポットをかき取った。こ

れを05m1のMgC12溶液でアデノシンリン酸を溶出し、45　m1の液体シン

チレターを加え、シンチレーションカウンターで3Hアデニン量を測定

した。

　核酸に取込まれた13瑚アデニン量：の測定3Hアデニンを添加し

た培養液とトリクロル酢酸との混合液（1。O　m1）にDNAおよびRNAの

各LOmgを加え4℃下に1時間放置し、核酸を抽出した。これを15300x

8で5分間遠心沈澱した。得られた沈殿物を5％の血忌トリクロル酢酸

で洗浄、同様に遠心沈澱し、この操作を2回繰り返す。この沈殿物を

さらに氷冷95％エタノールで洗浄、同様に遠心沈澱し、この操作を2

回繰り返す。これに1N－NaOH：の0、4　m1を加え37℃で1時間放置し、その

後氷霧で急冷し15分間放置する。6N－H：C15％一TCAの0．1　m1を加え10～15

分放置し、再度同様に遠心分離を行い、この上澄液をRNA試料とした。

沈殿物は氷冷5％トリクロル酢酸で洗浄、同様に遠心沈澱し、この操

作を2回繰り返す。氷冷95％エタノールで洗浄、同様に遠心沈澱し、こ

の操作を2回繰り返し、40℃下で減圧乾燥を行った。これに沸騰水中

で加熱した5％トリクロル酢酸05m1を加え、沸騰水中で30分間加熱す

る。再度、同様にして遠心分離を行い、この上澄液をDNAとした。両

核酸試料に液体シンチレーターを加え、シンチレーションカウンター

で3H：アデニン量を測定した。
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結　果

　培養齢の異なる1型菌における、2－3Hアデニンの各アデノシンリン

酸および各核酸への取込み結果をFig．37に示す。1型菌では、3Hアデ

ニンのアデノシンリン酸への取込みは、対数期初期（A）ではADPへ

のその取込み量はAMPおよびATPへの取込み量に比べて極めて高く、

またAMPとATPとではその取込み：量に著しい違いはみられなかった。

また、いずれのアデノシンリン酸への取込み量とも、反応時間の延長

にともなう違いはほとんどみられず、反応時間が長くなっても取込み

量はほぼ一定であった。対数期中期（B）では、ADPへの取込み量がAMP

およびATPへの取込み量より高いことについては、対数期初期の場合

と同様であったが、反応時間の延長にともないAMPおよびATPへの取

込み量が増加した点で異なった（ADPへの取込み量については反応時

間が長くなってもその値にはほとんど違いがみられなかった）。定常

期（C）および死滅期（D）では、各アデノシンリン酸ともその取込み

量に著しい違いはみられず、しかもいずれのアデノシンリン酸とも反

応時間の延長にともない、その取込み量は増加した。

　一方、1型菌における3Hアデニンの核酸への取込みについては、い

ずれの培養齢の細胞でも、RNAおよびDNAへの取込み量は反応時間の

延長にともない増加した。また、RNAへの取込みに関しては、培養齢

が増すにつれ、細胞数量は増加したが、RNAへの取込み量は減少した。

DNAへの取込み量に関しては、細胞数を考慮に入れると培養齢による

違いはないと言えた。なお、RNAへの取込み量はDNAへの取込み量よ

り著しく高い値を示した。

　培養齢の異なるH三二における、2－3Hアデニンの各アデノシンリン

酸および各核酸への取込み結果をFig．38に示す。　H型菌では、3Hアデ

ニンのアデノシンリン酸への取込みは、対数期初期（A）では1型菌

と同様に、ADPへの取込み量がAMPおよびATPへの取込み量に比べ極

めて高く、またAMPとATPの取込み量：には著しい違いはみられず、さ

らにいずれのアデノシンリン酸への取込み量も反応時間の違いによる

86



差異はみられなかった。また培養齢が対数期中期（B）、定常期（C）

および死滅期（D）と進んでもADPとATPへの取込み量、および反応時

間の延長にともなう取込み量にもほとんど違いがみられなかった。し

かし、AMPへの取込み量に関しては、対数期中期以降の細胞では、反

応時間の延長にともないAMPへの取込み量は増加し、また定常期以降

の細胞では、反応時間の延長にともなうAMPへの取込み量の顕著な増

加が認められた。

　一方、3Hアデニンの核酸への取込みは、1型菌と同様に、いずれの

培養齢の細胞においても、反応時間の延長にともなうRNAおよびDNA

への取込み量はともに漸増した。またRNAへの取込み量は、培養齢が

進むにつれて減少した。しかし、DNAの取込み量に関しては、細胞数

を考慮すると、培養齢による違いは認められなかった。なお、RNAへ

の取込み量はDNAへの取込み量より著しく高い値を示した。

考　察

　1型菌では、対数期初期から中期にかけてはADPへの取込み量がAMP

およびATPへの取込み量より極めて高く、したがって取込まれた3Hア

デニンはAMPを経由し、アデノシンリン酸としては主としてADPとし

て保持されると考えられる。

　また、1型菌では対数期初期から中期にかけては、ADPは反応時間

が延長されても取込み量はほぼ一定であったことから、これらの時期

ではADPは細胞内には貯蔵されず、直ちに代謝されると考えられる。

ところが、AMPとATPに関しては反応時間の延長にともない、取込み

量は増加し、したがってこれらのアデノシンリン酸は細胞内に貯蔵さ

れると考えられる。定常期と死滅期ではいずれのアデノシンリン酸と

も、取込み量にほとんど違いがみられず、また反応時間の延長にとも

ない取込み量も増加した。これらのことは、この時期では3Hアデニン

がAMP、　ADP、　ATPに等しく取込まれ、しかも等しく貯：蔵されているこ

とを示唆する。すなわち、対数期初期から減速期にかけてはアデノシ
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ンリン酸代謝は変動が大きく、それ以降では変動が少ない代謝をして

いることを示す。ところで、生育にともなうアデノシンリン酸の消長

も、対数期初期から減速期にかけては複雑な消長を示し、それ以降で

は変動が少なく、この点今回の結果とよく一致する。

　ところで、玉型菌での減速期以降の生育にともなうアデノシンリン

酸の消長では、アデノシンリン酸量：はAMP、　ADP、　ATPの順に高く、今

回の取込みの結果ではAMP、　ADP、　ATPが等しく貯蔵されるとする結果

とは異なった。これについては、今回の実験では生成直後は等しく貯

蔵されたアデノシンリン酸は生命維持のために、利用率の高いものあ

るいは安定度の低いものから利用・分解され、利用率の低いものある

いは安定度の高いものが多く貯蔵された結果と考えられる。

　一方、1型菌のいずれの培養齢の細胞とも、RNAおよびDNAへのア

デノシンリン酸の取込み量は、反応時間の延長にともない増加し、す

なわち、アデノシンリン酸として取込まれ、3：Hアデニンは主としてATP

を経由してRNAおよびDNAへ保持されていることがわかる。とくに、

RNAへの取込みに関しては、培養齢が増すにつれて取込み量は減じ、

一方いずれのアデノシンリン酸への取込み量とも培養齢が増すにつれ

て増加し、したがってこれらのアデノシンリン酸への取込み量の増加

についてはRNAの生成量：の減少と関連すること、つまり過剰のATPが

AMPおよびADPに転換した結果に基づくと考えられる。これについて

は、第3章・第4節の実験で、細胞内にATPを取り込むことで、　AMP

およびADP量が著しく増加すること、またその増加：量がほぼ同じであ

ることからも支持される。

　H型菌については、対数期初期では、ADPへの3Hアデニンの取込み

量がAMPおよびATPの取込み量より極めて高く、したがって3B：アデニ

ンはアデノシンリン酸としては、主としてADPとして保持されると考

えられる。また、この時期では反応時間が延長しても取込み量はほと

んど変わらず、すなわちこの時期ではアデノシンリン酸はそのほぼす

べてが代謝され、細胞内にはほとんど貯蔵されないと考えられる。以
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上のことは1型菌と全く同様で、したがって1型菌とII型菌ではアデ

ノシンリン酸は同様にして代謝されると考えられる。

　U型菌ではADPとATPへの取込み量は培養齢が異なっても著しい変

化はみられず、またいずれの培養齢の細胞でも反応時間の違いによる

取込み量の違いもみられず、したがってADPおよびATPに関しては、

培養齢に関係なく、生成されるこれらのアデノシンリン酸は貯蔵され

ることなく、そのすべてが代謝されると考えられる。それ故、生育に

ともなうアデノシンリン酸の消長試験でも、ADPおよびATPはともに

認められなかったと考えられる。なお、本実験でADPおよびATPが認

められたことについては、必要量以上のアデニンが添加され、必要以

上のADPおよびAMPが生成されていることに因ると考えられる。

　H型菌でのAMPへの取込みは対数期初期を除き、いずれの培養齢の

細胞でも反応時間の延長にともなう取込み量の増加傾向が認められた。

すなわち、対数期初期を除く細胞では、アデノシンリン酸をAMPとし

て貯蔵することを示す。それ故、生育にともなうアデノシンリン酸の

消長試験でもAMPが認められたと考えられる。

　一方、n型菌でのRNAおよびDNAへの取込みは、いずれの培養齢の

細胞とも反応時間の延長にともない取込み量は増加し、したがってア

デノシンリン酸として取込まれた3Hアデニンは、主としてATPを経由

してRNAおよびDNAとして保持されることがわかる。とくにRNAへの

取込み量は定常期以降に減少し、一方AMPへの取込み量は定常期以降

に激増し、すなわちこれについては活動の衰えた定常期以降にRNAへ

の取込みが減じたことで、過剰のATPがAMPとして貯蔵したことによ

ると考えられる。この考えは、第3章・第4節で述べたように、細胞

中にATPを取込むことでAMP量が激増することからも支持される。

　なお、n型菌での生育にともなうアデノシンリン酸の消長試験では、

活動が活発な対数期だけにAMPが認められた。これについては、通常

の培養では対数期では異化作用が活発で、したがってこの時期では過

剰のATPが生成されることでAMPとして貯蔵されたと考えられる。一
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方、異化作用が衰え、同化作用が優：先ずる定常期以降では過剰のATP

もなく、直ちに代謝されるためAMPの貯蔵もないと考えられるゼ

　以上のように、1型菌とH型菌では、生成されたアデノシンリン酸

は同様にして代謝されるが、アデノシンリン酸の貯蔵機構は両者で異

なると判断された。また両者間の生育にともなうアデノシンリン酸の

消長の違いも、この貯蔵機構の違いでよく説明され、したがってこの

消長の違いは貯蔵機構の違いがその一因と結論される。

要　約

　低温性P5θμdo加。刀∂8の1型菌（至適温度20℃）とH型菌（至適温度30

℃）の異なる培養齢の細胞における［2－3Hlアデニンのアデノシンリン

酸への取込みをしらべ、つぎの結果を得た。

　1）3H：アデニンのアデノシンリン酸への取込みは、1およびH型菌と

も対数期初期の細胞では、ほぼ同じ傾向を示した。すなわちADPへの

取込みがAMPおよびATPへの取込みに比べて著しく高く、またAMPと

ATPへの取込み量にはほとんど違いがみられず、また両者とも反応時

間による取込み量の違いもみられなかった。これらの結果は、1型菌

とH型菌では生成されたアデノシンリン酸は同様にして代謝されるこ

と、またいずれの菌株とも対数期初期では生成されるいずれのアデノ

シンリン酸とも直ちに代謝されることを示唆する。

　2）1型菌では、培養齢が進むにつれて、3：Hアデニンの各アデノシン

リン酸への取込み量に差がなくなり、また反応時間にともなう取込み

量は漸増した。これらの結果は、H型菌では培養齢が進むにつれて、

生成されるアデノシンリン酸はそのいずれも等しく貯蔵されるように

なることを示唆する。

　3）三型菌では、培養齢が進んでも、ADPとATPについては反応時間

による取込み量に違いはみられず、すなわちH型菌ではADPとATPは

細胞内には貯蔵されず、直ちに代謝されることを示唆する。一方、AMP

については培養齢が進むにつれて、反応時間にともなう取込み量は増
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加し、したがってAMPについては培養齢が進むにつれて細胞内に貯蔵

されることを示唆する。

　以上2）と3）より、1型菌とH型菌ではアデノシンリン酸の貯蔵機

構に違いがあること、一方生育にともなうアデノシンリン酸の消長が

この貯蔵機構の違いでよく説明され、したがって両者の消長の違いは

この貯蔵機構の違いがその一因と結論された。

　4）3HアデニンのRNAおよびDNAへの取込みは、1型菌とH型菌で類

似の傾向を示した。すなわち、両者のいずれの培養齢の細胞とも、反

応時間にともなう取込み量はRNAおよびDNAの両者とも漸増し、した

がって3H：アデニンはRNAおよびDNAとして保持されていることが示唆

された。なおRNAへの取込み：量はDNAへの取込み量に比べて著しく高

かった。

　5）3H：アデニンのRNAの取込み量は培養齢が進むにつれて低下し、逆

にアデノシンリン酸への取込み量：は増加し、すなわちこのアデノシン

リン酸への取込み量の増加はRNAへの取込み量の低下、すなわち過剰

のATPの貯蔵と関連すると考えられた。
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Fig　37．　　互鷺coκp◎ratio麹of　l2－3H｝adeni簸e轍。　ade謡簸e難cle◎往ides（AMP，　ADP，躍d

　　　　　　ATP）a翻難deic　acid（DNA　a磁RNA）imhe　cell　of　differe翻蓬。蝋鵬e　ages　of　Type

　　　　　　Is雛i簸（S往rain　237）：A，1ag　phase；B，　logπi塩mic　phase；C，　s窪a施naκy　phase；D，　dea朧

　　　　　　phase．

　　　　　　　　　　Symbols：圃，　ATP；㊥，　ADP；、A，　AMP；□，　DNA；△，　RNA．
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第5章総　括

　微生物は基本的温度の違いにより、慣習的に低温・中温・高温微生

物の3つに区分され、これらはさらに細分化される。この基本的温度

は遺伝的に有している形質であるとの前提は一般に受け入れられてい

る。しかし、低温細菌の細区分に関しては現在に至るまで様々な見解

が出されているが、これは遺伝的根拠に基づいていないことにある。

本研究は低温性P3θ〃d‘）η70η35の基本的温度に基づく区分と、この区分が

遺伝的に有している形質の違いに基づくか否かをアデノシンリン酸代

謝の研究を通して明らかにしょうとするものである。

　まず0℃下に貯蔵したサバの細菌フローラをしらべたところ、P3θ副。ηコ。刀a5

またはy伽foが優回する場合があったが、　y伽ゴ。が優占する場合でも最

終的にはP5θudo加。η∂8が優：占した。これらP5θ〃dom　o朋5のうち、0℃下で生

育できるP5側d伽0朋5（以下低温性P5θ副。加0η35と言う）の至適生育温度を

しらべたところ、非好塩性菌では至適温度は15～30℃の範囲にあり、

好塩性菌では30℃に同温度をもつ菌株はみられなかった。これら低温

性P5θ副。加。朋5の至適温度下での生育曲線を求めたところ、三好塩性菌

については、至適温度を25℃以下と以上にもつ菌群で生育傾向を異に

した。そこで、25℃以下に至適温度をもち、生育傾向を同じくする低

温三好塩性P5θ面。η10η∂5を1型菌、他方25℃以上に至適温度をもち、生

育傾向を同じくする同P5θ〃domoη認をH型菌とし、以下の研究を行った。

　まず、1型菌とH型菌の生理学的性状をしらべた。その結果、1型

菌とn型菌ではグルコースの利用能、糖からの生酸能、ピルビン酸・

コハク酸・イヌリン・吉草酸などの単一炭素源としての利用能および

生育P：Hなどを異にし、両菌群は異なる物質代謝の機構をもつこと、お

よびエネルギー代謝の機構にも違いがあることが示唆された。

　そこで次に、エネルギー代謝に最も重要な役割を演じるアデノシン

リン酸の生育にともなう消長をしらべた。その結果、至適温度での培

養中のアデノシンリン酸量は、1型菌ではAMPが最大値を示し、ADP

がこれに次ぎ、ATPは最も少なかった。他方、　H型菌ではADPとATP
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はほとんど検出されず、そのほぼすべてがAMPで占められた。また生

育にともなうアデノシンリン酸の消長は、1型菌ではAMPは生育曲線

と比例的に上昇し、ADPは定常期付近までは上昇し、以降ほぼ一定と

なり、ATPは対数期のある時期まで上昇し、以降漸減した。他方、　H

型菌のAMPは対数期に極大となり以降急減し、定常期には消滅した。

以上の傾向は、物理的および化学的環境条件を異にしても根本的な違

いはみられなかった。なお、培養上澄下中には各アデノシンリン酸と

も少量にしか認められず、したがって培養中のアデノシンリン酸の大

半は細胞内のアデノシンリン酸であると判断された。すなわち、1型

菌とH三二ではエネルギー代謝を異にし、したがってこの両菌群の異

なる形質は遺伝的に有していると判断された。

　以上のように、1型菌とH型菌ではアデノシンリン酸の構成および

生育にともなうその消長に違いがみられた。この違いは両者のアデノ

シンリン酸の代謝速度および代謝機構の違いに起因すると考えた。そ

こで次に、アデノシンリン酸の前駆物質であるアデニンおよび各アデ

ノシンリン酸の両者による利用状況と、またこの利用で細胞内のアデ

ノシンリン酸の構成および生育にともなうその消長がどのように異な

るかをしらべた。その結果、1およびH型菌ともアデニンの添加では

アデノシンリン酸の構成および生育にともなうその消長にはほとんど

影響を及ぼさなかった。一方1型菌のAMP添加培養では、加えたAMP

は利用されなかったがAMPおよびADP量は増加し、とくにAMP量の増

加は顕著で、またATP量：は変化しなかった。1型菌のADP添加培養で

は、加えたADPは徐々に利用され、またこの利用にともないAMPおよ

びADPが増加し、とくにAMPの増加は顕著であった。1型菌のATP添

加培養では、加えたATPは徐々に利用され、またこの利用にともない

AMPとADPがほぼ同程度増加した。他方、　H型菌では、加えた各アデ

ノシンリン酸はともに急速に利用された。また、いずれのアデノシン

リン酸を添加しても細胞内にADPおよびATPの存在は認められず、　AMP

の消長にだけ影響を与えた。すなわちH型菌のAMP添加培養では、　AMP
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量が多かった菌株ではその量は減少し、逆にAMP量が少なかった菌株

ではその量は増加した。H型菌のADP添加培養では、AMP量が多かっ

た菌株ではその量は増加し、逆にAMP量が少なかった菌株ではその量

を減じた。H型菌のATP量添加培養では、いずれの菌株ともAMP量は

著しく増加した。以上より、1型菌とII型菌ではアデノシンリン酸の

代謝速度および代謝機構に違いがあり、またこの違いは両菌群間のア

デノシンリン酸の構成および生育にともなうその消長の違いをよく説

明するもので、したがって両菌群間のアデノシンリン酸の構成および

生育にともなうその消長の違いはアデノシンリン酸の代謝速度および

代謝機構の違いに因ると判断された。

　以上のように、1型菌とH型菌のアデノシンリン酸の構成および生

育にともなうその消長の違いについてはアデノシンリン酸の代謝機構

の違いが要因の1つと考えられた。そこで次に、両菌群の培養齢の異

なる細胞を用い、3Hアデニンのアデノシンリン酸および核酸（鼠NAお

よびDNA）への取込みを検討した。その結果、1およびII型菌とも対

数期初期の細胞では3HアデニンのADPへの取込みがAMPおよびATPへ

の取込みに比べて極めて高く、AMPとATPへの取込み量には違いがみ

られず、またこれらアデノシンリン酸のいずれもこの時期では貯蔵さ

れずに代謝され、両者は生成したアデノシンリン酸を同様にして代謝

していると考えられた。

　一方、1型菌では培養齢が進むにつれて、3Hアデニンはいずれのア

デノシンリン酸にも等しく取り込まれ、これらのいずれも細胞内に貯

蔵されたのに対し、II型菌では培養齢が進んでもADPおよびATPには

取込まれるがこれらは貯蔵されず、またAMPへ取込まれた3：Hアデニン

は貯蔵された。これらの結果は、1型菌とH型菌のアデノシンリン酸

の構成および生育にともなうその消長の違いをよく説明した。したがっ

て、両菌群間でみられたアデノシンリン酸の構成および生育にともな

うその消長の違いは生成されたアデノシンリン酸の貯蔵機構の違いが

その一因と判断された。
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　3HアデニンのRNAおよびDNAへの取込みは、1型菌とH型菌で類似

の傾向を示した。すなわち、両者のいずれの培養齢の細胞とも、3Hア

デニンはRNAおよびDNAとして取込まれたが、その取込み量はDNAに

比べRNAの方が極めて高かった。また、両菌株ともRNAへの取込み量

は培養齢が増すにつれて低下し、反而アデノシンリン酸への取込み量

は増加し、すなわちこのアデノシンリン酸への取込み量の増加はRNA

への取込み量の低下、すなわち過剰のATPの貯蔵と関連すると考えら

れた。

　ところで、微生物進化的には、まず高温細菌が発生し、続いて中温

細菌、そして低温細菌が発生してきたものと考えられている。34）今回、

中温性P5θ副。刀20朋5の生育にともなうアデノシンリン酸の消長をしらべ

たところ、中温性P5θ〃doη10ηa5のその消長は低温性P5θ〃do刀10ηa5の1型菌と

ほぼ同様の消長を示した。したがって、n型菌は中温性P5θ副。加。刀a5が

低温環境に適応した菌群と考えられる。ところが、H型菌では構成さ

れるアデノシンリン酸のほぼすべてが安定度の高いAMPであること、

1型菌に比べH型菌のアデノシンリン酸の代謝速度は極めて速いこと、

20℃に至適温度をもつ1型菌を30℃で培養するとII型菌と類似のアデ

ノシンリン酸の消長を示すこと、30℃に至適温度をもつH型菌を至適

温度以下の温度で培養するとアデノシンリン酸量（AMP量）は増加す

ること、30℃に至適温度をもつH型菌を20℃で培養しても生育量に違

いがみられないこと、逆に20℃に至適温度をもつ1型菌を30℃で培養

すると生育量は著しく減少すること、好塩性（おそらく海洋性）P5θ囲。η10刀認

では30℃に至適温度をもつ菌群は認められないことなどから考えると、

H型菌はむしろ低温性P5θ副。η20孤5が高温環境に適応した菌群であると

考えた方が妥当である。

　以上、1型菌とn型菌で異なる基本的温度（至適生育温度）は遺伝

的に有している形質であると結論した。また、H型菌は低温菌が高温

環境に適応した菌群であると推察された。

　ところで、エネルギー充足度は、生育中の細胞では0，8で、05以下

では生命維持ができないとする考えが一般的に受け入れられているが、
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今回の結果では、1型菌については生育中の細胞で0．1～05の範囲に

あり、またH型菌については限りなく0に近い値を示し、従来の結果

からは極めて異なった。
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第6章後　記

　本研究の遂行にあたり、ご懇切なご指導とこ鞭捲を賜りました長

崎大学海洋生産科学研究科教授森井秀昭博士に厚く御礼申し上げま

す。また、本論分の執筆にあたり、ご懇切なご助言をいただきました

長崎大学海洋生産科学研究科教授村松毅博士、同藤田雄二博士、同

青柳東彦博士に厚く御礼申し上げます。また、本研究の遂行にあた

り、貴重な御意見と多大なるご支援をいただきました長崎大学水産学

部講師笠間憲太郎先生に厚く御礼申し上げます。
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