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メ タ ノ ー ル 資化性細菌の 寒天培地上 で の コ ロ ニ ー の 発現

浦上 　貞 治 ・ 竜 田　洋 子

三 菱瓦斯化学  新潟研究所

Formation 　 of 　 colo 皿 ies　 of 　 methano ト矼tiUzing　 bacteria　 on 　 agar πiedium ．　 URAHAM1，　T ．

　　and 　Y ．　TATSUTA （Niigata　Labera彦ories ，
　Mitsublsbi・Gas　Chemicat 　ComPany ，　lnc ．，5，

　　Enoki・σゐo
，

ハ厂iigata　950）　 Hakkokogaku 　58 ： 63−69．1980．

　　Formatioロ of 　 colonies 　of　methanol −utilizing 　 bacteria　 on 　 agar 　 medium 　 was 　influ−

enced 　by　the　composition 　of　media ，
　 kinds　 of 　 agar 　 and 　sterilization 　time．　 Separate

steriEization 　of 　components 　of 　the　medium 　and 　agar 　had　a　good 　effect 　on 　the 　formation
of 　colonies ．　 Further ，　addition 　 Qf 　Na−thioglycollate　befoτe　sterilizatien 　 also 　had　 a　good

effect 　on 　 the　formation．

　　Viable　 collnts 　during 　preselvation 　 on 　 agar 　 medium 　or　 in　 liquid　 medium 　 were

made ．　 Preservation　on　agar 　medium 　 at 　5℃ was 　better　 than　 il　liquid　 medium 　and

viable 　 counts 　dec【eased 　in　by　half　 after 　80　days．

　細菌がメ タノ
ール を資化す る こ とは ， 比較的古 くか

ら知 られて お り，1892 年LoewU 　c・a　Bacillus　methyticus

が，また ，1914年 ， Bassalik9｝ は Bacillus　exterquens

が メ タ ノ ール を資化するこ とを 報告 して い る．そ の

後，数十年の 間，報告はみ られ な か っ た が，1959年，

Kaneda 　と　Roxburghv 　に よ り　Psewdomenas　sP ．

PRL −W4 が分離され て 以来，　 Harrington と Kallio

に：よ る Pse ＃domonas 　 methanica
，

4｝Psetidomonas 　sp ．

AM −1，

5j
　Vibrio　exterauens ，

E） Pse ％domenas 　sp ．　M −

27，7⊃ Methア’omonas 觚 8湧ン’ovora ，s｝ お よ び Pse 翼do・

menas 　methytotroPha9 〕 な ど数多 くの 細菌が 分離 され

て い る．そ して ，分離に 用い られ た培地 は ， い ろい ろ

なもの があるが ，そ れ らの 培地 に つ い て コ ロ ニ ーの 発

現 の 点か ら検討 された もの は み られ な い ，

　著者 らは，1971年 よ り数年間，日本各地 の 土壌，水

よ り メ タ ノール 資化性細菌の 分離 を 試 み，数多 くの 細

菌を 分離 し保存 して きた ．10） そ の 聞，寒天 培地上 で コ

ロ ニ ーの 発現が 不均
一

で あ っ た り，保存中に 死滅す る

こ とが た び た び 観察 さ れ た．そ こ で ，メ タ ノ ール 資 化

性細菌の 寒天培地上 の コ ロ ニ
ー

の 発現 を検討 し，コ ロ

ニ
ー

の 発現 の よ い 培地を作成した ．ま た そ の 培地を 用

い て ，細菌 の 保存中に お け る生菌数 の 変動を 調べ ，細

菌 の 保存方法を検討 し た の で そ の 結果 に つ い て 報告す

る．

実　験 　方　法

　微生物　　供試菌株 と して ，土壌 よ り分離 した メ タ

ノール 資化性細菌 BNK −84 株を用い た．　 BNK −84 株

は極鞭 毛を 有す る グ ラ ム 陰 性 桿菌 で、肉汁 に 生 育で き

ない
“

ebligate
”

な菌株で あ る．10 ｝

　寒 天　　Cl）和光純薬製寒天，｛2〕栄研化学製寒天，｛3｝

純正 化学製寒天，（4）国産 化学製寒天，〔5）Difco　Bacto

Agar ，   Difco　Agar　Purified
， 〔7｝Difco　Agar 　Noble

を 用い た。

　培地組成　　Table　1 に 示す 6 種類 の 培地 を 用い た．

寒天培地は，各 々 の 培地 に 寒天を 1．5％ 添加 して 作成

した ．

　培地の 滅菌　　液体培地 の 滅菌は ， 蒸気吹き込 み型

オートク レ ープで ，120℃ で 15分間行 っ た．なお ， 寒

天 培 地 の 滅 菌 は，寒 天 を溶 か さな い ま ま上 記 オ ート ク

レ
ープ に 入 れ て 行 い，滅菌後は で き るだ け短時間で 取

り出 し，寒天培 地 を作成 した．滅菌時間 は，オ ート ク

レ ープ 内 が 120℃ に な っ て か らの 時間で 示 した ．

　培養 　振 とう培養 ， およ び静置培養を行 っ た．培

養温度は，使用菌株 BNK −84 株の 最適温度で あ る 37℃

と し，種培養 はすべ て A 培地 で 1 日液体培養した細胞

を 用い た．

　 コ ロ ニ ー計測　　培養液あ るい は 寒天培地 上 の 細菌
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Table　 1，　 Composition　 of 　media ，

Components

（NH4）tSO4

（NH4 ）gHPO4

KH2PO4

KtHPO4

NaHzPO ‘

Na2HPOd

MgSO ‘
・7H20

FeCeHeO7 ・XH20

CaCi3 ・2H20

MnClt ・4H20

ZnSO4 ・7H20

CuSO4 ・5H20

CHeOH ＊

Distilled　 water

　　（pH ）＊
＊

Medium 　A 　 Medium 　B　 Mediilm 　C 　 Medium 　D 　 Medium 　E　 Medium 　F

3，094
．09

O．29

　 30mg

　 30　rng

　 smg

　 5mgO

．5mg

　1091000g

（7．0）

3・09

1．49

2．190

。29

　30mg

　30 皿 9

　 5mg

　 5mgO

・5mg

　1091000

　g
（7．0）

3．09

0・992
，19029

　 30mg

　 30mg

　 5mg

　 5 皿 90

・5mg

　 1091000g

（7．0）

3．09

1．093

．09

0．29

　30
’
mg

　 3Gmg

　 5mg

　 5mgO

．5mg

　 1091000g

　（7．0）

3、09

3．09

0・29

　30mg

　30mg

　 5mg

　 5mgO

．5mg

　 1091000g

（7．0）

3．09

2．097
。09

0・29

　30mg

　30mg

　 5mg

　 5mgO

．5mg

　1091000g

（7．0）

＊ Methanol 　 wtis 　 added 　 after 　 sterilization 　by　autoclave ，
＊＊ pH 　 was 　 adjusted 　 with 　1　N 　HCl　 or 　 1　N 　NaOH ．

細胞を生理食塩水 に 懸濁 ， 希釈 し ， そ の 希釈液 0．1ml

を寒天平板培地に 塗抹 し ， 3 日 間培養し た．コ ロ ニ ー

数は ，
コ ロ ニ ーカ ウ ン ターで 計測 した，

　 メ タ ノール の 定量　　培養液中の メ タ ノール 濃度は，

TCD 型 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで 定量 した ．

寞験結果お よ び考察

　培地 上 で の コ ロ ニ ーの 発現

　1）培地組成　　和光純薬製寒天 ある い は Difco　Ba・

ctQ　Agar を 1．5％ 含有す る囚〜 ｛F｝の 6種類 の 寒天培

地 を作成 し， 培地組成 の 影響を調べ た．オートク レ ー

プ時間は 15分とした．

　Table 　2 に 示 す よ うに ，コ ロ ＝ 一の 発現 は A ，　 F 培

地で極端に悪 く，コ ロ ニ ーの 発現 の 良好で あ っ た他 の

培地 に 比較 して 約 10−t （和光純薬製寒天）， お よび約

le
−1

（Difco　Bacto　Agar ）の 発現 しか み られ な か っ た ・

　2）寒天　　A 培地 ，
B 培地 に 7 種類の 寒天 を各々

1，5％ 加 え，寒天培地を 作成し，寒天の 影響を調べ た．

オートク レープ時間は 15分とした ．

　Table　3 に示す よ うに ， コ ロ ニ ーの 発現は和光純薬

製寒天 ， 栄研化学製寒天 で特 に 悪 く，他 の 寒天 を使用

Table 　2．　 Effect　 of 　 oomposition 　of　media 　and 　kinds 　of 　 agar 　 on 　 formation　 of ◎o艮onies ．

Agar
Cり10ny　（counts ノ皿 1）

Medium 　A 　 Medium 　B 　 Medium 　C

L5 × leT　　 1．8 × IO9　　 3．9x109

1．Ox109　　 8．8× 109　　 5，8xlO9

Medium 　 D 　 Medium 　E 　 Medium 　F

Agar 　powder （Wako ）

Bacto　 agar （Difco）

1．7 × IO9　　　2．0 × IO9

9．9xlos 　　 9．4 × IO91

．OXlOT

4．4xlos

Table 　3．　Effect　 of 　kinds 　 of 　 agar 　 on 　forrnation　 of 　cQlonies ．

＼ Ki ロds　of

　 ＼ ＼　agar

　　　
＼ ・．，

　 　 　 　 x
Medium 丶＼、

Colony （counts ／ml ）．　　@．　@　　　　　　　　一　@　　　D　．　．@　　　一@　　　．　　@　　　D　　一　@　　　@　　　．　

　 　　一　　　 一　　　

　　 　　．　　 ．　． Ag

　　 　 Agar （Wako ）　（Eiken ） ・…　

c　B ・…ag・・ A監、f、 。dA ・・口 ・・1・ （Junse 孟）　（Kokusan ）　　（

fco ）　 　 　（

foo ）　　 　 （

fco ） Medium 　AMedium 　 B 　 ＜10

@　　＜ 10t　　2．1XIOs 　　1，3× IOs4 ．OXIOs 　

2．OxIOs

　2 ．6 ×10@

　　2 ．1×1094 ． 0×1

2， 3×
1093 ．8× 108

　　 4．1 × 1082 ．0 ×IO9 　 　 　 　2．
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した もの に 比べ て A 培地で 約 10’2 以 下， B 培地 で 約

10
‘1

の 発現しかみ られ なか っ た．Difco　Bacto 　Agar
，

Difco　Agar　Purified，　Difco　Agar　Noble， 純正 化学

製寒天，国産化学製寒天で の コ ロ ニ ーの 発現 たは差 は

み られな か っ た，

　3）メ タ ノ ール 濃度の 影響　　Difco　Bacto　Agar を

1．5％ 添加した 培地 B を用 い ，
メ タ ノ ール 濃度を 0．125，

O．25 ， 0．5， LO ， 1．5， 2．Owt ％ と して メ タ ノ
ー

ル 濃

度の 影響を検討 した．

　Fig ．1 に示すよ うに， メ タ ノール 濃度 1 ％ まで コ

ロ ニ
ー

の 発現は ほ ぼ等し く，以後，濃度の 増加と共 に

減少 し，2 ％ で は 1 ％ の 場合 の Y2ぐ らい で あ っ た・

　4）滅菌時間　　 A 培地 tB 培地 に つ い て 和光純薬製

寒天，Difco　Bacto　Agar を そ れ ぞ れ 1．5％ 加え，10

分，20分，30分，40分，60分間滅菌 し， 寒天培地一Lで

の コ ロ ニ ー
の 発現を 調べ た．

　結果を Table 　4 に 示 した．寒 天 と して 和 光 純薬製

寒天を用い た 場合，A 培地で は滅菌時間に 関係な くほ

ぼ 一
定で あ っ たが ， そ の コ ロ ニ

ー
の 発現は B 培地 の 約

10ii

　

　

　

10

　

　

　

10

【
目

＼

沼

葺
8

　

　

り

　

　

10
首
。【
8

一
〇
卩O− 0『一隔 O − O

＼

　　　　　　　　　　　　　 ＼

0　　　　0曾5　　　1．0　　　1．5　　　2・⊂》　　　2．5　
1

　　　　 Methanol　conc ，（wt ％）

Fig．　L 　Effect　of 　methanol 　concentration

　 　 on 　formation　 of 　 colonies ，

10
−s

で あ っ た．B 培地 で は 滅菌時間30分以上 で コ ロ ニ

ーの 発現が若干低下 し，40分で 約％ に 低下した．

　寒 天 と して Difco　Bacto　Agar を用い た場合 ，
　 A 培

地 で は 滅菌時間20分 を超え る とコ ロ ニ ーの 発現は 著 し

く低下し， 60分で は20分の コ ロ ニ ーの 発現 に比べ て約

10
−5

以下 とな っ た．B 培地で は，滅菌時間60分まで あ

ま り大 きな差は み られ な か っ た．A 培地 ，
　 B 培地 の コ

ロ ニ ー
の 発現の 最大値を比較す る と，B 培地がA 培地

の 約2 倍の 値を 示 した ．

　 こ れ らの こ と か ら コ ロ ニ
ー

の 発現 は ， 寒天，培地組

成 ， 滅菌時間 に よ り影響 を うけ る こ とが 明 らか とな っ

た．寒天として は 和光純薬製寒天，国産化学製寒天が

悪 く，培地組成 は A 培地，F 培地が特に 悪か っ た．し

か し，A 培地，　 F 培地 の どの 成分が悪い 影響を与えて

い るの か 明 らか で は な い ．滅菌時間は30分以内が良好

で あ っ た ．メ タ ノ ール 濃度 は 2wt ％ 以上 で は、コ ロ

ニ ーの 発現に 悪影響を及 ぽ すが ， 通常の 培地組成で あ

る メ タ ノール 1wt ％ で は影響 を及 ぼ さな い の で ，以

後 の 実験 に は メ タ ノ ール 濃度 1wt ％ を 用 い た．

　5）寒天培地の 作成方法　　 B培地 に 比較 して ，A 培

地 で コ ロ ニ ーの 発現が著し く悪 く，ま た滅菌時間が長

い と コ ロ ニ ーの 発現が 悪 い こ とか ら，寒天培地の 作成

方法を検討 した。培地 と して，A 培地，　 B 培地を用い ，

寒 天 は Difco　Bacto　Agar 　1．5％ を用 い た．

　次 の （a ）〜 （c）の 方法 を用 い て 寒天 培地を 作成し た．

　ia）フ ィ ル ターろ過　 寒天 以外 の 培地成分を施 量の

水に溶解 し，O．22μm の メ ン ブ ラ ン フ 4 ル ター （ミ リ

ポ ァ
ー

製）で 除菌した．一
方，寒天 は 施 量 の 水に 溶

解し，
15分間オートク レ ープ で 加熱滅菌 した．こ れ ら

の 両成分を等量混合 し，寒天培地 を 作成 した，

　｛b｝別滅菌　　寒天 と寒天以外 の 培地成分 を別 々 ic　Y2

量の 水に 溶解し， 15分間オート ク レ ープで 加熱滅菌 し，

こ れ らの 両成分 を等量混合 し ， 寒天培地 を作成し た．

　lc洞 時滅菌　　全培地成分 を溶解 し，15分間 オート

Tab蓋e　 4．　 Effect　 of　 sterilization 　 time　 on 　 formation　 of　 colenies ，

Colony （counts ／m1 ）

　　　　　Agar 　　　　　　 Medium

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Medium 　 A 　 1．8xloe
lAgar 　powder （Wako ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mediu皿 B　 　 1．0× 10iO

　 Time　of 　steril セation （min ）
　 20　　　　　　　 30　　　　　　　 40　　　　　　　 60

1．5× 103　　 L8 × 108　　 1．3x10 巳　　 1．3 × 108

1．0× 10皿0
　　7．5× 109　　　5．0 × 109　　　4．5 × 109

2　Bacto　agar （Difco）
Medium 　A 　　　5．4× IOe　　 4．7× IO9　　 8．7× 107　　 9．7 × 106　　　　く 104

Medium 　B 　 1．4x1010 　 LOxlo ：0
　 1．2x1010 　 6．9× IO9 　 8．0 × 109
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Table 　5．　Effect　 of 　procedures 　for　preparation　 of 　 agar 　plate　media

　 　 on 　formation　of 　 colonies ．

Medium
（a）Filtratien

　 1．6 × 10m

　 2．0× 1010

　　　 Colony （counts ／m1 ）

（b）Sterilization　 of　 each 　 （c）SteriliZatiOn　 of　com ・

　　 COmponent 　 separately 　　　　　ponents 　tegether

Medium 　 A

Medium 　B

L8xloio

1．5xloiC

1．0× 10ia

1．6XIOlo

ク レ ープで 加熱滅菌 し ， 寒天培地 を 作成した．そ の 結

果を Table　5 に 示 した ．

　A 培地で は，（a）フ ィ ル ターろ過，｛b｝別滅菌，が コ ロ

ニ ーの 発現 が よ く，（c｝同時滅菌， の 約loz倍の コ ロ ニ

ーの発現がみ られ た・B 培地で は ， （aMb ）（c｝の い ず れ の

作成方法で も，コ ロ ニ
ー

の 発現は ほ ぼ 同じ値 で あ っ た．

A 培地の 〔a｝（b）で の 値 は ， B 培地 で の 値 と ほ ぼ等 しか っ

た．また ，
A 培地 お よび B 培地で の （a ）フ ィ ル ターろ過 ，

〔b〕別滅菌，お よ び B 培地で の （c ）同時滅菌，で作成した

寒天培地 は 褐色 に 着色 しな か っ た が ， A 培地で の （c］同

時滅菌 ， で 作成 した寒 天培地 は 褐色に 着色した ．

　 A 培 地 を用 い て も培 地成分と寒天とを 混合 して ，同

時滅菌を行わなけれ ば ，
コ ロ ニ ーの 発現 の よ い 寒天 培

地 を作成す る こ とがで きた．こ の こ と か ら ， 寒天と培

地成分を 混合して 加熱滅菌す る こ とに よ り，コ ロ ニ ー

の 発現を抑制す る物質が生成す る もの と考え られ る．

こ の 場合寒 天培 地 は 褐色 に 着色して くる．

　 6）チ オ グ リコ ール 酸 ナ トリウ ム の 添加効果　　チ オ

グ リコ
ール 酸 ナ ト リウム は，酸化還元電位 を 低位に 保

つ の で 主 と して 嫌気性細菌の 培養に 用い られ て い る．

培地成分と寒天 を加熱す る こ とに よ っ て 生 じ る物質 の

生成が，チ オ グ リコ
ール 酸 ナ ト リウ ム を加え る こ とに

よ り，抑制 され るの で はな い か と考 え，チ オ グ リコ
ー

ル 酸 ナ ト リウ ム の 添加効果を調べ た ．

　 ｛i）A 培地へ の 添加効果　　寒天 として Difco　Bacto

Agar を用 い，以 下 に 示 す よ うな 寒天培地｛a ｝，｛b｝，｛c ｝，

｛d｝，ie）を作成 し，
コ ロ ニ ー

の 発現 を比較 した ，

　 ｛a）A 培地 に チオグリコ ール 酸ナ トリウ ム を 0．1， 0．5

g〃 添加し，寒天 と混合 し た後，120℃ で 60分間オー

　トク レ ープ で加熱 滅菌 し ， 寒天培地を 作成した．

　 〔b｝A 培地 に 寒天を混合 し，120℃ で 60分間 オートク

　レ ープで 加熱滅菌した 後，約 50℃ に 冷 却 し，無菌 ろ

過 した チ オ グ リコ ール 酸 ナ トリウ ム 溶液を無菌的 に 添

加し，寒天培地を作成した．

　　〔c）A 培地に 寒天 を混合 した後，120℃ で 15分間オ
ー

　トク レ ープで 加熱滅菌 し ， 寒天培地 を作成 した ．

　｛d）A 培地 の 培地成分と寒天 と を 別 々 ｝C　Y2量 の 水に

溶解 し，120℃ で 15分間オートク レ ープで 加熱滅菌し

た．こ れ らの 両培地を 等量混合 し，寒 天 培 地 を 作成 し

　 た．

　〔e｝対照 と して ，B 培地 に寒天を混合 して ，120℃ で

15分聞オ ートク レ ープで加熱滅菌し，作成 した 寒天 培

地 を用 い た．

　A 培 地 を オート ク レ ープで 加熱滅菌した後に チ オ グ

リコ
ール 酸 ナ ト リウ ム を 添加 し た〔b）寒天培地 ， お よ び

チ オ グ リコ
ール 酸ナ トリウ ム を添加 しなか っ た A 培地

の ｛c 腺 天培地は，褐 色 に 着色 した．チオ グ リコ ール 酸

ナ トリウ ム を， 加熱滅菌前に添加し た（a ）寒天培地 の う

ち，チ オ グ リコ
ー

ル 酸 ナ トリウ ム 0．5g 〃添加 で は，

寒天培地 は 褐色に 着色 しな か っ た が，o．　1　g ／l 添加で

は 褐色に 着色した．また ， 寒天 と寒天以外の 培地成分

を別 々 に 加熱滅 菌 した〔d膿天培地，お よ び対照と して

用 い た （e ｝の B 培地の 寒天培地 は 褐色に 着色 しな か っ た．

　寒天培地 の 着色と コ ロ ニ ーの 発現との 問 に ， あ る種

の 関係 が み ら れ ，褐色 に 着 色 した 寒 天培地
一

同の チ

オ グ V コ ール 酸 ナ ト リウ ム 0．19 ／’添加した 寒天培地

お よ び｛b］，〔c ）の 寒天培地
一

は，コ ロ ユ
ー

の 発現が著し

く悪 か っ たが，培地が 褐色化 しな か っ た 寒天 培地一

（a ）の チ オ グ リコ
ール 酸ナ ト リウ ム を O．5g ／l　as加 し，

オ ート ク レ L ブで 加熱滅菌 した 寒天培地 お よ び｛d），｛e ）

寒天培地
一

で は1 コ ロ ニ ーの 発現が 良好 で あ っ た ．

　 〔d｝の A 培地 の 培地成分と寒天 を別 々 に 加熱滅菌 した

寒天培地と，〔e｝の 対照 の B 培地 の 寒天培地 で は ，
コ ロ

ニ ーの 発現 は ほ ぼ
一

致 した．しか し，［a ）の チ オ グ リコ

ール 酸ナ ト i）ウ ム を O．5g μ添加 した後に，オートク

レ ープで 加熱滅 菌 した寒天培地 で は ，コ ロ ニ ーの 発現

が さ らに よ く，｛d）， （e ］の 寒天培地の 約 2 倍の 値で あ っ

た （Table 　6）．

　 ｛iil　Bag 地 へ の 添加効果　　寒天と して Difco　Bacto

Agar を 用い ，
　 B 培地 に チ オ グ リコ

ール 酸ナ ト リウ ム

を無添加， お よ び o．1， 0．25，0．5，0．75，1．o　g／i　aS

加 し た後15分間加熱滅菌し，寒天培地 を作成 した．
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Table 　6．　 Effect　 of 　Na −thioglycollate 　 on 　format 孟on 　 of 　 colonies 　 on 　 medium 　A ．

　　　　 Agar　plate　medium

Medium 　A （sterilization 　for　60　 min ）

　 addition 　of 　Na−thioglycollate　before　 ster 孟lization
　　　　　　　　　　　　　　Na −thioglyco1Iate 　o．19 〃

　　　　　　　　　　　　　　 Na −thioglycollate　O．59 ／1

Medium 　A （sterilization 　for　60　min ）

　add1tion 　of 　Na −thioglycollate 　 after 　 sterilization

　　　　　　　　　　　　　　Na−thioglycollate　O．19 ／J
　　　　　　　　　　　　　　Na −thio91ycollate　O，59 ／1

Medium 　A （sterilizatio旦 for　 15　 min ）

　 no 　addition 　of 　Na −・thioglycollate

Medium 　A （sterilization 　for　 151nin ）

　 no 　addition 　of 　Na −thio91ycollate
　 sePa 「ate 　sterilization 　of　components 　of　medium 　and 　agar

Medium 　B （sterilization 　 for　15　 min ）

　 no 　additionof 　Na −thioglycollate

Colony （counts ／m1 ）

（a ）

（b）

（c ）

（d）

（e ）

　 〈 1046
．7× 10e

＜ 104
＜ 104

4．0× 108

2．OxIO9

2．7× 109

　 チオグ リ コ
ール 酸 ナ 1・リウ ム 添加寒天培地 は，O．1

g／t添加で も無添加の 約2 倍の コ ロ ニ ーの 発現が み ら

れ た （Table 　7）．

　7）チ オ グ リコ ール 酸 ナ ト リウ ム 添加B 培地 の 滅 菌時

間 の 影響　　最 もコ ロ ニ ーの 発現 の よ い 培地で ある チ

オグ リ コ ール 酸 ナ ト リウ ム を 0，5g 〃添加 した B 培地

を 15〜120 分 加熱滅菌 し， 滅菌時間の 影響を 検討 し

た．寒天 と して Difco　Bacto　 Agar を用 い た．

　 チ オ グ リ コ
ール 酸 ナ トリウ ム 添加培地で は，滅菌時

間15〜 120分で コ ロ ニ ーの 発 現 は ほ ぼ 等 し く，滅 菌時

間に よ る影響は み られ な か っ た （Table 　8）．

　 これまで ， コ ロ ニ
ー

の 発現 が よ い と 思わ れて い た

Difco　Bacto　Agar を 用い た B 培地 で も，チ オ グ リコ

ール 酸 ナ ト リウム を 0，5g ／’添加す る こ とに よ り， さ

らに 約 2倍 の コ n ニ ーを発現させ る こ とがで きた．ま

た，培地組成お よび 滅菌時間な ど の 点で コ ロ ニ ーの発

現が著し く悪 い場合一 た と えば，A 培地で 培地成分

と寒天 を 混合して 加熱滅菌す る 場合
一

で もチ オ グ リ

コ ール 酸 ナ ト リウ ム を o．59 ／’添加 して 加熱滅菌す る

こ とに よ り， B培地 ヘ チ オグ リコ
ール 酸 ナ トリウ ム を

o．59 ／1添加して 作成 し た 寒天培地 と ほ ぼ 同じ コ ロ ニ

ーの 発現 を させ る こ とが で き た．

　寒天 お よ び培地成分 を混 合し，加熱滅菌す る こ とに

よ り生 じ る コ ロ ニ ー
の 発現 を抑 制す る物質は，チ オ グ

リコ
ール ．酸ナ ト リウ ム を添加す る こ とに よ り抑制され ，

寒天 培地 は 褐色 とな らな くな る もの と考 え られ る・

　以上 の こ とか ら，メ タ ノール 資化性細菌の 寒天培地

として は ， 培地組成およ び寒天 の 種類 に かか わ らず，

Table　7．　 Effect　of　Na ・thioglycollate　on 　formation　 of 　colonies 　on 　medium 　B ．

Sodium　thioglycollate（9／1）

0．00　　　　　 0．10 0．25 0，50 0．75 1．oo

Colony （counts ／mD 2．7x109　　 5．0 × 109　　 5．1× 109　　 5．5 × IO9　　 5．6x109 　　 5．2x109

Table 　8．　 Effect　of　 sterilization 　time 　on

　 　 Na −thioglycollate 　on 　medium 　B ．
formation　 of　 colonies 　 with 　 addition 　 of

Colony （counts ／m1 ）

Medium 　　　　Time　of　 sterilization （min ）
15　　　　　　　30　　　　　　　60

Addition 　 of 　o．59 ／’Na −thioglycollate　　　　　　1．1× 10lo

No 　 addition 　of 　Na−thioglycollate 　　　　　　　4．3× IO9

1．3xlOiO1 ．0× 10ie

　 1201

．1× 10iO
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チ オ グ リコ ール 酸 ナ ト リウ ム を o。5g 〃添加 した 培地

が好ま し い こ とが 明らかとな 6た．

　保存中の 生菌数の 測 定　　寒天 培 地，液体培地 い ず

れ の 場合 も， 長時間放置する と細菌は死滅す る の で ，

こ れ ら培 地 に お け る 保存中の 死滅速度を測定した．

　1）寒天培 地で の 死滅速度　　培地 B に チ オ グ リコ
ー

ル 酸 ナ トリウ ム 0．5g ／1お よ び Difco　Bacto　Agar　1．5

％ を加 え，加熱滅菌して 平板 寒天培地を 作成した ．

　一
つ の 平板寒天培地へ 、 メ タ ノ

ール 資化性細菌 BN

K −84株を約 lox個接種し，37℃ で 48時間培養 した も

の を そ れ ぞ れ 5℃ ，37℃ に 保存 した．そ の 1 コ ロ ニ ー

を各日 ご とに 切り取 っ て ， 生理食塩水 に 懸濁 し，
610

nm の 吸光度お よ び生菌数を測定し，生菌数／0DeiO。m

値 を 比較 した （Fig．2）．な お ，
こ の 結果は 五 つ の コ ロ

ニ ーで の データの 平均値で ある．

　5℃ 保存で は，約 2 か 月間ほ ぼ 同 じ生菌数を維持し，

半減期 （生菌数 が ％ に な る 日数）は約80日で あ っ た．

37℃ 保存で は，初期 に 生菌数は急激に 減少 し，そ の 後

の 減少 は 緩 や か で あ り，20 日保存 で 約 10
−s

に 減少し

た．

　2）液体培地 で の 死滅速度　　液体培地 （培 地 B ）ヘ

メ タ ノ
ール 資化性細菌 BNK −84 株を接種し， 37℃ で

48時間培養した もの を 5℃，37℃ で 静置保存し， 各 日

ご とに そ の 培養液 の ODSi ・。m と 生菌数を前述 の 寒天

培地を用い て 測定 し た，

　 5℃ 保存 で は ODfiiO。 m の 変化は あま りみ られ な か っ

た が ， 37℃ 保存で は OD6tO。m の 急激な減少が み られ

た （Table 　9）．

　 生 菌数 と 日時 を対数 目盛 りに プ ロ ッ トす る と直線関
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Fig ．2 ．　Change 　of　viable 　counts 　during 　preserva・

　　tion　on 　agar 　plate　 medium ．
　　

・一一
〇
− Viable　 oounts 　 on 　preservation　 at　 5℃ ，

　　一
●
− Viable　counts 　on 　preservation　 at 　37℃．

係が 得 られ，死滅速度の 半減期 は 5℃ で 約 12．5 日，

37℃ で 約 0．5日で あ っ た．また ， 生菌数 と ODfiiO。m の

比 の 値 と日時 を対数目盛りに プ ロ
ッ トす る と直線関係

が 得 られ，5℃ で の 半減期は 生 菌数か ら算 出 した値 と

ほ ぼ等し く，37℃ で の半減期は 生菌数か ら算出 した値

よ り若
＝

［
，

短 い 値 （約 0．6日） と な っ たが， そ の 差は ご

く少 な か った （Fig．3）．

　 C れらの 結果か ら， 菌 の 保存 に は寒天培地で 5℃ 保

存が 好まし く， 約 2 か 月間 は十分保存 が可能で あ る こ

とが わ か っ た．

Tab1e 　9．　 Cha ロge　 of 　ODfitonm　 and 　 viable 　 counts 　du【ing　preservation　in　 liquid　medium ．

Preserved
　 time
　（days）

Preserved 　 at 　 5℃ Preserved　 at 　 37℃

・D … ntn 　
V’able 　 c°unt

溢1Viable
　 counts ／

　 　 　 　 OD “ enm
・D・… mV

’ablec ° un ‘s

孟i　
V ’ablec

騰 ！m
0123579552　

　

　

　

　

　

123

2，7G

2．70

2．70

2，702
．702

．682

．68

7．1× 109

5．5×109

4、6x109

4．3 × 1De
2．6× 109

正．7× los

5．6× 108

2，6× 109

2．0× IO9

1，7× 109

1．6x109
9，6× 108

6．3× 10日

2．1× IDS

2．702

，602

，502
．161

．801
．400

，67

7．1x109

2，6 × 10s

3．7xIO7
3．e× 106

L3 × 10s

1，7× 10 ‘

2．6xle9

1．0 × 108

1．5xIO7
1．4 × 10s

7．2 × 10‘

1．2 × 10 ‘
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Fig．3．　Change 　of　viable 　oounts 　during　preserva・

　　tion 　iロ liquid　medium ．

　　一〇− Viable　counts 　 on 　preservation　 at 　5℃ ，

　　
一

△
− Ratio　of 　v ね ble　counts ／OD6m 。m 　on

　　　　　 preservation 　 at 　5°C ，

　　
一

●
− Viable　cou 且ts　on 　preservation　at　37

°C ，

　　
一▲

− Ratio　 of 　 viable 　 counts ／OD 伽 。m 　 on

　 　 　 　 　 preservation 　at　37°C ．

　〔c ｝寒天培地 に チ オ グ リコ
ール 酸ナ ト リウム 0．5g ／1

添加した後滅菌する と，培地組成，寒天およ び滅菌時

間に 関係な くコ ロ 」 一の 発現抑制物質 の 生成 は抑制さ

れ，コ ロ ニ ーの 発現は最 も良好とな っ た．こ の場合，

チ オ グ リコ ール 酸 ナ トリウ ム 無添加で ，コ ロ ニ ーの 発

現 の 最も良好で あ っ た寒天培地に 比較して 約 2 倍 の コ

ロ ニ
ーの発現がみ られた．また，寒天培地 の 褐色化も

抑制された．

　｛d｝コ ロ ニ ーの 発現 に と っ て 良好な寒天培地を用い て ，

菌株 の 保存中 icおける生菌数の 変化を測定 した．細菌

の 保存中に お け る死滅速度 は ， 37℃ の 方が 5℃ よ りも

速 く，また，液体培地の 方が寒天培地 よ りも速か っ た。

寒天培地 5℃ 保存で は ， 細菌の 死滅速度は半減期約80

日で J 約 2 か月間の 保存が 十分可能で あ っ た．

要 約

　メ タ ノール 資化性細菌 BNK −84株を用 い て ，寒天培

地 上 で の コ ロ ニ ーの 発現 お よ び 保存中に おける 細菌 の

死滅速度を検討 し， 以下の 結果を得た．

　｛a 廉天培地上 で の コ ロ ニ ーの 発現は，A 培地，　 F 培

地 で 特に 悪 く，B ，　 C ，　 D ，　 E 培地 で は 良好 な結果が

得 られ た．寒天 は和光純薬製，栄研化学製が特に 悪 く，

純 正 化学製，国産化学製，Difco 製が 良好で あ っ た ．

ま た ， 滅菌時問も コ ロ ニ ーの 発現 に 影響を及ぽ し ， 30

分以内が 良好で あ っ た．寒 天培地上 で の コ ロ ニ ーの 発

現 は，培地組成，寒天，オート ク レ ープで の 滅菌時間

を選ぷ こ と に より， 比較的良娃な値を得 る こ とが で き

た．

　〔b｝寒天培地上 の コ ロ ニ ーの 発現が 悪 い 条件で も培地

成分 と寒天 を別 々 に 滅菌後混合す る こ とに よ り，
コ ロ

ニ ーの発現が良姫とな っ た．こ の こ とか ら， 培地成分

と寒天 を 混合 し た後加熱滅菌す る と，
コ ロ ニ ーの 発現

を抑制す る物質が生成す る もの と考え られ る．こ の 場

合 ， 寒天培地 は 褐色 に着色す る．

　終わ りに ，本研究の 遂行に あ た り，ご懇 篤な る tr指導 とご 鞭撻 を

賜 りま した東京大学応用微生物 研究所駒形和男 教授に 心から感謝 い

た します．また，終始直接の C 指導を賜 りま した 岐阜大学工 学部倉
石迪夫教授 （前 ， 三菱瓦斯化学新潟研究所長）IC深 く感謝い た し ま

す．
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