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低温性海洋細菌の分離培養についての検討

田島研一・絵面良男・坂井 稔*

Procedure for the Isolation of Psychrophilic Marine BacterIa 

Kenichi TAJIMA， Yoshio EZURA and Minoru SAKAI 

Abstract 

A 日もudywas m晶deto provide a procedure for the isolation of psychrophilic 
bacteria in自eawa品er. The procedure wωseasonally appliedもonearly polluもion-
合冊。oa前alse晶W晶，ter. The results obtained品，resummerized腿 follows:
(1) Diluted samples of s伺 W品切，rwere inoculated at 4000 (4 d晶ys)，3500 (4 d晶，y8)，
2500 (6 d品ys)，and 1500 (10 day自)， and the viable colony coun旬perml，晶，verage
numbers of 3 plates， were meao:u-ed according to the conventional procedure. 
On the other hand，品IIisolated colonies (about 30.-40 colonies) were picked from 
晶 definiteare晶 ofone pl抗eo凶 ofthe 3 plates， and transferredもothe m品目白，rpla加.
Microorganisms were inocula品edon the four mas旬，rpl品回 according初日ome
previously arranged position and spacing， incub抗edat the same temper抗urefor 
isolation. Then a replica plating wωm晶，defrom色hem副旬rplate for e晶chofぬe
seven daughter pl品加s，incub晶旬dat 4000 (4 d晶ys)，3500 (4 days)， 2500 (6 d晶，ys)， 
1500.(10 d可自)， 800 (14 days)， 500 (14 days)，晶nd000 (21 days) respectively， and 
growth飴mperaturer晶ng倒 weredetermined. Thereaf1句，r，the percen句geof the 
number of grouped isolates抗 acer句ingrowth temper抗urerange to that色0句I
ofisol乱t倒 W品自obtained.The percen旬gew，乱sthen referred to with the viable colony 
∞unts per ml at each incuba品ion句mperature，and calcul抗edprobable bac句，rial
count目. Furthermore， the sum toぬ1of the highesもprob晶，blebac旬討品1counts“ 
each growth temperature range resul句din a probable句切1of bac旬，rialcounts 
in働 mplesea water (T由le. 1). 
(2) The to伽 1of viable coun旬 ins伺 W乱旬ris generally constanもthrougho凶晶i
year， thoughもemperatur剖 of自eawater get high and low. 
(3) The effective incubation temperature and period for isolation of bacte巾
仕om田awater were for 10 days抗 1500or 6品y愚前 2500. In cold自回目on，how-
ever， if theもemperatureof開晶 waterwas below 1200， the prob油le句協lofviable 
count自 W制 obtainedfrom higher counts after incubating both at 1500 for 10 days 
and at 2500 for 6 d乱ys.
(4) Among伽 marinepsychrophilic ba伽，riaof which the minimum growth 
temperature is below 800，ぬosegrown at about 4000 of maximum growth tempera-
もurewere dominanもinw'晶rmwater， 3500泊 lukew晶rmw，品加，r，and 2500 in cold醐
W乱飴，r. Dominant marine psychrophilic b乱Cもeri晶 might be cl晶BBifiedinto a 
f晶cul句tivet~φe 泊 warm wa旬rand an obligate句つpein cold water. The proωdure 
described 油ovew'品目 propo飴 d もobe employed for the isolaもionof marine 
p自ychrophilicb品。ωIrIa.

錨冨

低温細菌は生物学分野において分類学，生理学，生化学などに多くの興味ある問題を提供するのみ

ならず自然界，すなわち海洋，極地，冬期間の陸地などにおいて種々な物質循環Ir重要な役割を演じ

*北海道大学水産学部微生物学講座

(Laboratory 01 Microbiology， Fac叫I勿01Fisheries， Hok加仙 U叫versity)
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ていることは明らかであり， さらに最近に至っては一般食品工業あるいは食品衛生分野においても重

要関心事となってきている。低温細菌は，その性質上タン白および脂質分解性の強いものが多く 1-6入

食品の変質あるいは腐敗に大きく関与する ζとから，冷凍・冷蔵食品の品質保持および貯蔵期聞に大

きい影響力をもっている民 しかるに低温細菌の研究における過去の知見は主として酪農微生物の分

野において得られたものでめ， ζれらを直ちに魚介類に適用する ζとには若干の疑義がもたれる。 乙

の点から魚介類に即した低温細菌IC関する基礎的研究は動物性タン臼資源を主として海産魚介類に依

存するわが国においては目下の急務と考えられる。

本報においては， ζのような見地から海水中の低温細菌の分離培養法について検討すべく，比較的

清浄と考えられる沿岸水を対象に基礎的研究を行なったので，その結果について報告する。

実験方法

1. 供試潟水供試海水は 1968年6月上旬より翌年6月中旬に至る約1カ年聞に，前後24固に亘

って函館市近郊七重浜の海岸から約100m沖合まで突出している防波堤の突端において無菌的に表面

海水を約50ml採取し，アイスボックスに納め，直ちに実験室にもち帰り実験IC供した。

2. 分離培養法，生菌致および分離菌の発育温度域の測定法 供試海水を適宜滅菌人工海水(Hぽbstの

人工海水，9))で希釈した後，各希釈海水の0.2mlずつを ZoBell2216 E海水培地めの平板面に滅菌コ

T品，ble1. A procedure forもheωlculationof the旬旬1viable coun色sin船島 W品卸，r.

Probable Toも品.1Bacteri晶1Count目Iml: 38，000 

itpneeCmruipobd .M組indg 15.C， 10 d晶ys 25.C， 6 d品y自 350C， 4 d晶，ys 40.C， 4 days 

vi油le∞unt 22，000 25，000 5，800 2，400 
Iml 

N∞o.loo凶fpeiscked 33 40 30 25 

growぬ句mp. B/A C B/A C B/A C B/A C 
E晶nge
40-00C 8/40=20.0965，O00 3/25=12.096 290 
-5 1/33= 3.096 660 7/30=23.396 1.400 3/25=12.0 290 
-8 5/30=16.7 ー否702/25= 8.0 200 
-15 13/30=43. 3 2.500 13/25=52.0 1，200 
-25 1/30= 3.3 1否。 2/25= 8.0 200 
-35 1/30= 3.3 190 2/25= 8.0 初D

35-0.C 8/33=24.2 5，300 12/40=30.0 7，500 
-5 5/33=15.2 3，300 7/40=17.5 互認U
-8 2/30= 6.6 380 
-15 1/30= 3.3 190 

25-O.。1/33= 3.0 660 1/40= 2.5 630 
-5 10/33=30.0 6万而 1/40= 2.5 

6，69030 0 -8 7/33=21.2 ζ干而11/40=27.5 
-15 1/33= 3.0 660 

no句:D晶ughterpl晶，teswere incubated抗 400C(4 d晶ys)，350C (4 d晶ys)，250C (6 days) 150C (10 
days) ， 80C (14 days)， 50C (14 days) ， and OOC (21 days). 
A: No. of picked∞loniωB: No. of grown colonies C: prob油levi油lecoun旬
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ンラ-~棒で塗抹， 400C (4日間).350C (4日間)， 250C (6日間)および 150C (10日間)の4通.

りの分離培養を行ない，それぞれ最適希釈平板を選ぴ，常法ll)1とより 1ml中の生菌数を測定すると

ともに，それぞれの代表的平板について一定区画中のすべての集落 (30-40個前後)を釣菌し，それ

らを一旦 ZoBe11平板面lと配列を正して点滴移殖し，それぞれの分離温度で培養した後， それらを基

1<::各7枚ずつの ZoBe11平板にレプリカ向し，それぞれ 40oC，350C， Z50C， 150C， 80C， 50Cおよび

。oCの7温度で培養，その間Z，4， 6， 7， 10， 14およびZ1日自に集落発生の有無を観察して，各分離
菌の発育温度域を観察した。

3. 海水中の推定生菌数ならびに推定総生菌数の算出法 試水中IL存在する ζとが予想される歪適発

育温度の異なるすべての細菌の生菌数の総和を算出する方法として，著者らはつぎのごとき方法を採

用したのでその方法について1例をあげて説明することとする (Table1参照)。前述のごとく同一

試料を 150C，Z50C， 350Cおよび 400Cの4通りの温度で塗抹培養を行ない， それぞれ生菌数/ml

を求めるとともに， それらの平板の一定区画中のすべての集落を釣菌し，各集落の発育温度域を前述

のCときレプリカ法により決め，各発育温度域Cとに群別して全釣菌集落数1<::対する比率(%)を求め，

ζの比率(%)と常法tとより求めた生菌数から各発育温度域ごとの推定生菌数を算出し，ついで4通り
の分離温度を通じ各発育温度域における推定生菌数の最高値 (Table1アンダ{ラインで示じた数

値)の総和をもって，試水中の推定総生菌数/mlと考えた。すなわち Table1 1<::示した例では，海

水1ml中の推定総生菌数は 38，000である。

実験結果

1. 場整温度の測定菌数におよlます影醤と水温の関係 海水試料採水時の水温ならびに実験方法の項

で述べた 4培養温度で算出した試水中の生菌数の消長は Fig.1 IL示すごとくである。 まず水温の最

高は8月下旬-9月中旬の ZZoC，最低は2月下旬-3月上旬の 50C前後で，およそ7月から 1Z月

上旬に至る聞は 1ZoC以上，その後5月頃までは 1ZoC以下で，以後徐々に上昇した。つぎに前記の

方法で算出した推定総生菌数は季節に関係なく年聞を通じほとんど大きな変動は認められないが，異

なる培養温度tとより求められた生菌数については，温水期 (1Z0C以上)と冷水期 (1Z0C以下)の間

E 
i 
、、、

a g s 

主ー'

('68)Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. ('69)Ja孔 Feb. Mar. Apr. May Jun. 

Fig. 1. Temperature of s帥 waterat samplingもimeand variation ofも，heviぬlecounts in 
飴a.w乱terealouIMed，Mvariousincub晶，tingtemperaturω. 
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にきわめて特徴的危差異が認められた。低温培養は高温培養より常に生菌数は大きく， その差異は温

水期においては比較的小きいが，冷水期ではきわめて大きい。すなわち 150Cあるいは 250Cのごと

き低温培養によって得られる生菌数は温水期，冷水期を通じ，推定総生菌数lとほぼ一致し著者ちの考

案した推定総生菌数算出法の妥当性を肯定するCとき結果を示した。また 35
0
Cあるいはそれ以上の

高温培養は，特lと冷水期における場合，生菌数の7JlIJ定K大きな誤差を招来する乙とが確認された。

2. 推定総生菌数と培聾温度の関係 150C， Z50C， 350Cおよび 400Cの4培養温度で得られる各生菌

数の推定総生菌数fC対する比率(96)をFig.Z IC示した。すなわち 400Cあるいは 350CのCとき高温

培養で得られる生菌数の推定総生菌数に対する比率 (96)は温水期においては若干高いが，水温の低下

とともに急激fC低下し，冷水期fC至っては両者の比率はほとんど認められるべき数値を示さなくなる

に反し， 150C培養ではその比率はきわめて高く，さらに 1969年2月かち 5月の聞に見られるような

場合のごとく， 150C培養でも両者の比率の低下するような際も， もし Z50C培養を併用するならば，

推定総生菌数民対する比率はほとんど 90-10096に達するととが明らかにされた。

報業産水大ゴ色
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3. 低温細菌の発育よ限温度の季節的変動 150C分離菌のうち発育下限温度が80C以下にあるもの，

すなわち一応低温細菌のカテゴリーに入ると考えられるもののみについて発育上限温度を検討し， ζ 

れちが試水中の生菌数 (150C培養における)に占める比率 (96)を求め，その結果を Fig.3 K示した。

すなわち7月中旬より 9月中旬のごとき高水温期においては，低温細菌といえども発育上限温度の高

いもの (40
0Cあるいはそれ以上)が試水生菌数中の 8096前後の高率を占め. 9月中旬より 10月下

旬のごとき水温の低下しはじめる時期には発育上限温度のやや低いもの (350C)が高率となり， ζれ

に反して上限温度の低いもの (Z50C)は，高水温期においてはきわめて低率であるが， 10月下旬以降

のCとく水温が低下し，発育上限温度の高いものがほとんど検出きれなくなるにつれて急激に高率と

なり，冷水期K至ってはほとんど 90-10096を占めた。 ζのような傾向は Z50C分離菌においても同

様である。また 350Cおよび 400C分離菌についても同様の検討を行なったが， ζの場合発育上限温

度の低いものは当然検出きれないが，温水期においては発育上限温度の高いものが，ほぽ低温矯養の

場合IC匹敵した。とれに対し，冷水期では高温培養での分離菌株数が極端に少なくなるため一定の傾

向はみられなかった。
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Fig.3. The perωI陶 geof色heisol品加 growat OOC， 50C and 80C晶mongthe iBOI晶も倒的 150C
and 250C色oもhe吋山leooun飽.

4. 発育上限温度を異にする低温細菌の季節的変動 150Cおよび250C分離菌中， 一応低温細菌と考

えられる発育下限温度が8
0
C以下のものを，それらの発育上限温度差tとより細区分し，まずそれぞれ

の推定生菌数を算出し，つぎにそれちの推定総生菌数に対する比率(%)を求め，ぞれらの比率の総和

と推定総生菌数中IC占める低温細菌(発育下限温度の 80C以下のもの)の比率の関係、を検討し，その

結果を Fig.4 I~示した。すとZわち Fig. 41~示すごとく温水期においては発育上限温度のいかんにかか

_0 ...6 

--ーー -----q五:4~戸J企
('68)Ju.. JuJ. Aug. Sep. 0.1. Nov. D田. ('69)J皿. Feb. Mar. Apr. May Jun. 

Dotted Iioe: isolates at 25・c

Fig. 4. The peroenぬ，geof色hevi油le∞un旬 ofisolates with different maximum growth 
初Imperaturewhioh grow below 80C among色，heisola'閥的 150Cand 25句色othe pro・
b油leωωIviable印 un旬.
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わらず，それらの比率 (96)の総和は推定総生菌数中に占める低温細菌の比率とほぼ一致するが， ζれ

に反し冷水期においては必ずしも両者の一致はみられなかった。また 350Cおよび 400C分離菌中同

様に発育下限温度が 80C以下のものについてのみ同様の検討を試みたが， 高水温期では， 発育上限

温度の異なるものの推定総生菌数に対する各比率は若干ながら高い{直を示したが，水温の低下ととも

に低下し，冷水期においては， 乙のような高温培養では発育下限温度の低いものはほとんど検出きれ

なくとEり，各比率の総和と推定総生菌数中K占める低温細菌の比率の比較はほとんど期待し得られな

くなった。

総括および考察

1968年7月より翌年6月までの聞に低温性海洋細菌の分離培養温度を検討する目的で，まず試料と

して採取した海水の採水時の水温測定および各種の培養温度で?JIJ定した試水中の生菌数の季節的消長，

さらにそれらから著者らの考案した方法 (Table1)で算出した推定総生菌数に対するそれぞれの比

率 (96)を求めた結果.150Cあるいは 250Cのごとき低温培養によって得られる生菌数は温水期，冷

水期を通じて推定総生菌数とほとんど一致し，乙れに対し高温培養によって得られる生菌数は水温の

変化に大きく左右される ζとが確認された。またそれぞれの培養温度により得られる生菌数の推定総

生菌数に対する比率 (96)は.150C. 10日間培養の場合はきわめて高く，さらに冷水期において 150C

培養での分離率が若干低下する際も， もし 250C. 6日間培養法を併用すればほとんど 90-10096の

分離率が得られる ζとが判明した。他方 400C あるいは 350CのCとき高温培養は高水温期において

は比較的高い比率で生菌数をiIllJ定し得るが，冷水期ではほとんど期待されるような結果は得られなか

った。以上の点から海水中の生菌数iIliJ定には年間を通じ 150Cあるいは 250C. さらに冷水期において

は特に 150Cおよび 250C培養の併用を行なうべきである ζとがJ思考された。

つぎに 150C (10日間).250C (6日間).350C (4日間)および 400C (4日間)の各培養法で分

離したもののうち，一応低温細菌のカテゴリ{に入るものと考えられる，すなわち発育下限温度が80C

以下にあるもののみについて，それぞれ上限温度別にそれらの生菌数中に占める比率 (96)を求めた結

果，高水温期においては低温培養 (150C.250C)の場合でさえ上限温度の高い 400Cあるいはそれ以

上のものが 8096前後の高率を占め，水温の低下とともにそれらが急激に低下し，反対に上限温度の低

いものが徐々に増加する傾向を示し，水温の低下の初期においては上限温度のやや低い 350Cのもの，

冷水期に至るとさらに上限温度の低い 25
0
Cのものが高率 (90-10096)となって上限温度の高いもの

はほとんど検出きれなくなる ζとが確認された。とれに反し高温培養 (350C.400C)では勿論上限温

度の低いものは検出されず，温水期においてのみ上限温度の高いものが低温培養の場合とほぼ同様に

分離される傾向がみられた。

以上のととから未だ低温細菌 (PsychrophU，田)についての定義は確立されていないが，一応発育下

限温度の80C以下のものを低温細菌と考えるならば，海水については温水期ではいわゆる.faωltative

Psychrophil田が高率を占め，冷水期においては obligatePsychrophilesが高率を占める ζとが推察さ

れた。 また発育下限温度の 80C以下のもののみについて， それらの発育上限温度により， すなわち

400Cあるいはそれ以上. 350Cおよび 250CIL分類し， それぞれの推定生菌数を求め， それらの推定

総生菌数に対する比率(96)の総和と，推定総生菌数中，同様IL発育下限温度の 80C以下にあるものの

占める比率 (96)との関係、について検討を行なった結果，低温培養の場合，温水期では両者はほとんど

一致したが，冷水期においては必ずしも一致をみなかった。しかしながら Fig.2で指摘したように，

海水試料中の低温細菌の分離や生菌数?JIJ定には，冷水期においては 150C培養のみならず.250C培養

を併用し，何れか生菌数の多い方を採用する ζとにより，その目的が達せられ得る ζとが推察された。
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1971] 田島外:低温性海洋細菌の分離培養についての検討

要約

1. 海水中に存在する発育温度域を異にするすべての細菌数(推定総生菌数)を算出する方法とし

てー私案 (Tab1e1)を提案した。

2. 海水中の総生菌数は，温水期，冷水期にかかわらず年聞を通じ大体一定である。

3. 海水からの生菌数測定や細菌分離法としては 150C (10日開)， 250C (6日間)，特に冷水期に

おいては両法の併用が最適である。

4. 低温性海洋細菌(発育下限温度が 80C以下のもの)の発育上限温度は，高水温期においては400C

程度のもの，水温の低下期においてはやや低い 350Cのもの，冷水期においてはさらに低い 250Cの

ものがそれぞれ高率を占め，温水期ではいわゆる fa∞ltativePsychrophi1田が，冷水期には obligate
Psychrophil田が高率を占める。したがって海水中の低温細菌を対象とする場合，特K上記3K示した

培養法が必要である。
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