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緒 書

　醸酵工業， 食品工業， 医薬工業に おい て 「殺菌」は

欠 くべ か らざる工 程で ある．こ の 重要な 「殺菌」方法

お よ び そ れに 関連す る 諸問題をとりま とめ た 成書 は意

外 に少な く　
1”4），多 くは，諸単位操作 （工 程） の 1 部

と して 扱われて い る にすぎな い ．殺菌方法に は い ろ い

ろ の 方法 が用 い られて い る 「加熱殺菌方法」 に 関連す

る諸問題 を勁力学的 な面 か ら考え て み た い ．

　 r加熱殺菌の 動力学」を定義 して
， 照井（1968）

5）
は，

「狭義で は，微生物集団 の 熱死滅 の 動力学で ある．し

か し， 殺菌とい うプロ セ ス の 実際的意味か らして
，

こ

れを 広義 に解 し，熱殺菌対象 た る微生物群 ＋ 媒体 の 系

に お け る前者の 死滅挙動 と加熱 過 程 との 関係を媒体中

に お け る熱移動 の 問題をもか みあわせ て論ず る な らば ，

こ れに 媒体 の 品質 な どに関す る 目的要素を導入 すれば

r熱殺菌工 学』とな る よ うな もの で あ る」と言 っ て い る．

　加熱殺菌 の 勁力学的研究 は ， 上 記の 狭義の 動力学よ

り始まり，広義 の 動力学に至 るが ， そ の過程 と して 2

つ の 中間的 な系が 考え られ る．す な わ ち ，

　 i）熱移動時間が無視で きない 系

　 ii）懸垂媒体 （お よ び そ こ に 懸垂 ， 溶解中の 有効成

　　 分） の 品質劣化 が無視で き な い 系

で あ る．

　i） は 熱殺菌装置の 設計との 関連で ，平井 （1968）6）
，

野 中，三 善 （1963）
7〕，C ．　R 　StumbO （1965）s），　 J，　W ．

Richards（1968）e）らの 著書 は缶詰などの 殺菌方法を材

料と して 熱移動を考慮 に入 れ た研究をまとめ て い る．

また F ．H ．　Deindoerferら1e”ls ）は，醸酵培地 の 殺菌条件

につ い て 同様 の 検討 を行 な い
， 殺 菌条 件 の 算 出 法 に つ

い て 発表 して い る． ii）の 系 に 関 して は，微生物 の 不

活性化速度よ り求めた 活性化 エ ネル ギーと，ビ タ ミン

類 な ど の そ れを比較 して，高温領域 に お け る短時間 の

殺菌が有効成分 の 品質劣化の 防止に良好で ある こ と
li＞

よ り，牛乳 に 対す る 熱処理 で は，Pasteurizationよ り

も HTST （High　temperature 　short 　tirne）法や，　 UHT

（Ultra　high　temperature ）法が 有効で ある と言われ

て い る
ls）．牛乳 の 熱処理 は Pasteurizationか らHTST

法を へ て UHT 法に 至 る転換 を 通 じて
， 前述 の 広義の

動力学に 近 い 領域まで 研究が 進んで お り， 食品工 業中

で も熱処理 の 面 で 最 も進ん だ分野で あろう．

　本綜説で は
， 問題 の 単純化 の た め に 「加熱殺菌 の 動

力学」を狭義の 意に 解 した い．

　 「芽胞」　（細菌の 内生胞子） は そ の 熱耐性の 著大さ

に よ り，熱殺菌の 研究 に おい て は，多 くの 研究者 に よ

り用 い られて い る．芽胞 の み が持つ 著大な 熱耐性を は

じめ とす る 諸性質 に 関して 多くの 研究が行な われて い

る 16A’21）．合理 的 な加熱殺菌を行 な うに は，そ の 対象物

（そ の 中で 最も問題となるもの が 「芽胞」 で ある）の

生理 的な研究を欠か す こ と がで き な い が， こ こで は取

り扱わ な い こ と とす る．

1． 微生物 の 対数死 滅則

　多 くの 微 生物の 栄養細胞や 胞子を加熱処理 した時，

処理 時間 t に 対 して，そ の 時 の 生存菌数の 対数値 lnN

を プ ロ ッ ト した 生存対数曲線 は 直線状を な す こ とが多

い．こ の 挙動 は化学反応 に おける 「1分子反 応」 の 時

間経過と類似 して おり，そ の 示式は化学反 応 に お け る

未反 応物質の 濃度の 代りに 生 存菌数N を用 い る こ とに

よ り，

　　　
一
薯一・N 　 　 　 （2ユ ）

また は 　N ・＝　Ne・e一跖 ．　　　　　　　　　 （2．2）

とな る （Fig．1 参照）．こ こで N ・ は ， 処 理 時間 t＝O

の 時の 生存菌数，k は そ の 処理 温度 に お ける 「死 滅速

度定数」 で
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Fig．1．　 Logarith皿 ic　death　of 　microorganisms ，

　　　  圭、、

1・景 　 　 （2・・）

か ら求め られる．こ こ で ，N ・，　N2 は，処 理時fis　tr，　t2

に お ける生存菌数 で あ る．

　A ．対数死 滅則 の 発見　　自然発生 お よ び 腐敗 に関

す る L．Pasteurの 研究 に ヒ ン トを得 た 」．　Listerは，

石炭酸水 の 使用に よ る消毒法を 外科学に 導入 した．そ

の 後各方面で多くの菌株 の栄養細胞や胞子 に つ い て ，

石 炭 酸を は じめとす る各種 の 消毒薬に 関す る殺菌係数

の 測定 22）が 行 な わ れ たが，経時的な 測定 は な か っ た．

B ．Kr6ning　お よび T ．　PaUl （1897）23） は
，
　 Bacillus

anthracis の 胞子を用 い て，　 HgCl2 に よ る死 滅を経時

的 に ， か つ 定量的 に 追求 した，K 」 k〔Ula （1897）so
は，

B．KrOnig お よ び T ．　Paul （1897）2s 》 の デー
タ を 解析

して ，

　　　葺・ ÷
一

・・ns・・n ・ 　 　 （… ）

な る実験式を提出 した．こ れ は 微 生物 の 対数的死滅に

関す る初めて の 示式で ある，薬剤処理 に よ る微生物 の

対数的死滅 は，そ の 後 ，
T ．　Madsen およ び M ．　Nyman

（1go7）
15 ） や H ．　Chick （1go8）2e 〕

に よ っ て も，多 く

の 菌株 の 栄養細胞や 胞子で 確認 された．

　 T ．Madsen お よ び M ．　Neyman （1907）2s） は，　 B．

anthracis 胞子を100°C
，
110° Cで 熱処理 し，そ の 経時

変化を追求した．こ の 胞子 の熱死滅 は対数死滅 則 に し

た が うと言及 して い るが，実験方法 の 「荒 さ」 に より，

満足す るデ ータ は得 られなか っ た．H ．　Chick （1910）

は ， 熱水 （47〜54
°Cの 温度）中に供試菌を懸垂 させ て

経時的 に殺菌 ピペ ッ トで サ ン プリン グし，平板培養に

より生存菌数を測定す る とい う，現 在 わ れ わ れが行な

うと 同様の 実験方法 で，llacillus　tyPhosus ，　 Bacr
’
llus

coli　cemmune ，　 StaPhylocc”s　PPtogenes　albus ・ Ba一

cillUS 　pestisなど の 栄養細胞を用い ，熱処 理 に よ る対

数的死滅 を確認 して い る．

　 B ．対数死滅則の 解釈　　微生物の 対数死滅が 発見

されて 以倹， そ れ に対す る多 くの 解釈 が 提出 され て い

る．通 常 ， 微生物の 熱死滅は ， そ の 時刻に 生残 して い

る菌体数 に比例 した速度で お こ る．これはちょ うど各

々 の 菌体 が単
一

分 子 の ご と く振舞 っ て い る よ うに 見 え ，

こ れ よ り各々 の 菌体内の 単一感性分子 の 不活性化 が そ

の 菌体 に死滅を もた らす もの と考え られ る．もっ とも

0 ．Rahn （1934）2e ） も示す ご と く， 菌体内の 上記 の 条

件 に 合 う単
一

感性分子 の 実体は死滅機構との 関連 で 現

在なお各方面で 研究 されて い る問題 で あり， 単「 分子

と い え る もの で あ る か ど うか 不明で あ る
！9）。

　対数死滅則 に 関す る既応 の 諸解釈 を つ ぎ の 4 つ に 分

けて 説明す る，

｛司　反応速度論

　菌体 の 死滅を菌体内に お ける化学反応 の 結果 と仮定

し， 菌体内の 1 つ の 分子 の 熱不活性化過 程を考え る．

こ の 時， 熱死 滅過程 は，以下 の 理 由に よ り 1 次反応に

近似で きる．

　 i）熱 エ ネル ギーに よ る分子 の直接活性化 に よ り分

　　子結合が 破壊 され る．化学反 応論で は，こ の 種 の

　　反応は ， 1次反応で進行す る．

　 ii）菌体内の 分子 と酸素 と の 反応 乾熱殺菌 の 時な

　　 どで 酸素過剰 の条件下 で は ， 酸 化 反 応 は 1 次反 応

　　 とみ なされ る．

　 iii）菌体内の 分子 と水また は水蒸気との反応 酸化

　　反応 の 場合の よ うに 反応物 の 1 つ （こ の 場合水）

　　 が大過剰 に存在すれ ば，そ の 反 応 は 2 分子反 応で

　　 は あ るが 1次で 進行す る．

　 こ の よ うな時1 次反 応に おける未反 応分子濃度 C の

減少速度式 に おい て C の 代わ りに
，

生 残菌体数N を用

い て示式 され る こ と は す で に述 べ た 通 りで あ る，

　 ｛b｝ 確率過程論

　 死滅反応速度式 （2．2式） に おけ る死 滅速度定数 k

を，　「菌体が加熱に よ り単位時間に死滅す る確率」 と

定義す れ ば ， 死滅 は菌体の 任意 に 与え られ た状態の 現

われ る確率が，そ の 直前 の 状態の み に 直接依存す る確

率 過 程論 に おける 1種 の マ ル コ フ過程 とみ なす こ とが

で き る．こ れを 推移図式で 示す と Fig．2 の ように な

　 る．

　　こ の 時推移確率マ トリ ッ クス は

蝋 嬲 笙
へ の噸 解

舞驫
へ

噸 確率
）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2．5）

　一（
1− k 　k
O 　 1）　　　　　　 （2・6）

N 工工
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Fig．2．　 Transitien　probability　diagram　of 　micm −

　 　 bial　death．

で ある． t 時間後 の 高次推移確率マ ト リ ッ ク ス は，

　　　M ・一（
（1− k）t 　 1− （1− k）t

　 O 　 　 　 　 1 〉　 （・・7）

で 示せ るの で
， 初発菌数を N 。 とす る と， t 時間後 の

生残菌数 N は

　　　N ＝No・（1− h）t　　　　　　　　　 （2．8）

　　　　≒ No・e一舵

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2、9）
とな り，対数死滅速度式が 得 られ る．

　（c ｝ 標的理 論

　先 に 述べ た ご とく，各菌体内に単
一

感性分子 （そ の

実体と して は DNA ，各種の RNA
， 蛋白質，膜な ど

が 考 え られ る ）を考え ， それ に対 して 放射線照射 に お

け る放射線粒子 の ご と き致死因子が，こ れ らの 物質 の

化学構造上 の 標的 に 衝突 し， そ の 構造 を 破壊 な い し変

化 させ る と死滅が 起 こ る とす る．熱処理 の 場合 の 致死

因子 と して は，S．　E．　Cham （1958）30） が提案す るよ

うな細胞内の 熱 エ ネル ギーに よ り励起 された水分子 の

ご と き もの を 仮想すれ ば よ い，こ の 時 の 死滅模形は，

単位時間内に標的 と致死因子 の 衝突 の 結果 ， 1 個 の 標

的がそ の 正常な機能を失 う程度の 変化を起 こ す確率を

k とす れ ば ， 細胞 数 の か わりに 標的数を考え ，
t 時間

後 の 標的数は．初期の 標的数を τ ・ とした 時，

　　　τ＝τ・
・e”At　　　　　　　　　　　 （2．10）

とな る．各細胞 内に は，た だ 1個の 標的 が存在 す る も

の とす れ ば ，
N ・＝τ

，
　N 。

＝・τ。 なる故，　 （2．10）式は ，

　　　N ＝　N ・
・e
”is

　　　　　　　　　　 （2．11）
とな る．

　 Cd｝ 最確寿命分布論

　合葉， 戸 田 （1965）al） は，大きな数 の 細胞集鬮を 考

え ， そ の 構成要素と して の細胞個体の 耐熱寿命がみ か

け上 加熱を行な う前 に 決ま っ て い る と仮定 し，最確寿

命分布 よ り，対数死滅式 を導 い た．

　 耐熱寿命を tl か ら ti まで の i 種の階級に設定し，

各階級 に 属す る細胞数を 」M ，Nt，…，Ni 個 ， また細胞

個体 が ti の 耐熱寿命を持 つ 先見的確率を 9i とす る．

こ の 時， あ る耐熱寿命分布を示す確率 W （N ・，Nz，…，

珊 ）は ，

　 w （N ・，N2，…，　Nl）

　　−
M ， 譜，1π 齢

… 9 ・
N2 ・・ガ ・ （2・・2）

とな る．こ こ で 目的とす る最 もあらわれや すい 耐熱寿

命分布 の しか た を求め る た め に
，

W （N 、，　N ，，…，
　Ni）

を 最大な ら しめ る よ うな N ・，
Nz，…，

　Ni の 組合せ を

求め る と，

　　　魏 一C 、
・eXP （一翩 　 　 　 　 　 （2．13）

とな り，
ti の 耐熱寿命を持 つ 細胞数 ATiが （2．13）

式 で あらわ される 耐熱寿命分布を示す場合に，W （N ・，

N ・，

…
，
Ni） は 極値 （最大値） と な る．

　 （2，13）式 は， 無隈 に大 きい 数 の 細胞集団に対 して

は ， 連続的 に 書 くこ とが で き，

　　　一
（
dl＞
dt）

＝・Ci・・xp （一・の 　   ・4）

積分形 に し， 係数 の 書 き変え を 行 な う と，

　　　1＞＝Nq．exp （− kt）　　　　　　　　　　　　（2．15）

が得られ る． こ の 時，k は 「反 応物質が 反 応 に あずか

る まで の 平均寿命 の 逆 蜘 と定義で き る．

　 こ の よ うに対数死滅則の 解釈 は，い ろい ろと考えら

れ るが，こ こ で は ，死 滅速度定数 々 を， 「死滅なる 事

件の 起 こ る 時間的確率密度 ［hズ 1
コゴ と考 え る こ とに

する．

　C ．熱耐性 の 計量 的表示 　　微 生物の 熱耐 性 は ， 研

究者 に よ り異な っ た表示方法が 用い られて い る．そ の

代表的な もの に つ い て 述 べ る，

　（a ） 死滅 速 度定 数 Thermal 　death　rate 　c。 nstant （k）

　死滅な る事件の 起 こ る時的確率密度を示す．H ．　Chi・

ck27 ） は ，

　　　k − 　
1 − 1。9（N ，IN、）　 　 （2．16）

　 　 　 　 　 t2− tl

よりこ れを求めた．

　通 常 こ の 値 は ， 初発菌体濃度を変化させ た一
連 の 加

熱殺菌実験で は変化す る こ と はな い が ， 天羽 （1952）s2）

は，
Bcreillus　natto の芽胞を 100℃ で 加熱殺菌 した時 ，

初発芽胞濃度 （N 。）の 変化 に よ り，死滅速度定数 （k）

が

　　　k・＝・C ・・ （−N
’

i）
n

・ 1・9 渦 　 （… 7）

とな る こ とを示 して い る．そ の 原因は明白で はな い が

， 興味あ る問題で あろう （Fig．3）．

　【b｝ 90％死滅時間　Decirnal　 reduction 　t血 e （D ）

　L ．LKatzin お よび L．　 A ．　 Sandholner（1943）ss）

は ， 所定 の 温度 に おい て 与え られた微生物集団 の 90％

を死滅 させ る に 要す る加熱処理 時間を 「D 値」 と して

用 い る こ とを提案 した．D 値 と死滅速度定数 差 との 関

係は
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Fig．3，　Survival　curve 　 of 　B ，　 natto ．s2 ）

　　　1）＝2．203／k　　　　　　　　　　　　　　　　　（2．18）
で あ る．微 生物学者 は死 滅 所 要 時間 を 決 定す る た め だ

け の 目的で D 値 を 用 い ， 技術者 は主 と して 反 応速度に

関心をもつ た め ゑを採用 す る こ とが 多 い 。

　 こ の D 値 の 概 念 を 拡 大 させ た もの に 「加 熱 減 少時

間 」Thermal 　 reduction 　ti皿 e （TRT ） が あ る．これ は

与え られ た微生物集団を そ の 10
『n

倍 ま で 減少 させ る に

要す る時間 （TR 　Tn） を も っ て 定義 す る n ＝1 の 時 D

値と一致す る．

　　　 TR 　T ，
　＝・D 　　　　　　　　　　　（2．19）

　（c ） 加 熱 致死 時 間 Thermal 　death　time （TDT ）

　一定条件下で与え られた微生物集団の すべ て を 死滅

させ る に要す る加熱時間　（TDT ） を加熱致死時間 と

い う．D ．　Bigelow お よ び J．　R 　Esty （1920）：4
は，小

試験管を用 い る方法で 耐熱性菌の 芽胞 の加熱致死時間

を測定 し， 供試菌体数が 等 しい 時，
TDT が 温度の 関

数 とな る こ とを示 して い る．加熱処現温度 に 対 し て

Log　TDT （また は Log　D）を プ ロ ッ ト して 得 られ る

図を TDT 曲線 とい う．

　TDT 曲線 の 勾配を Z 値 とい い ，後で 述 べ る温度係

数 9 且・ と

　　　　　Z ＝10／109　Qio（oC
）　　　　　　　　　（2．20）

　ま た は 　Z ＝18／log　 QiO（°F）　　　　　 （2．21）

な る関 係が あ り，缶詰殺菌 な
．
どで は殺菌条件算出の 重

要な パ ラメ
ーターと な っ て い る 。 ま た ，

250° F （12L

11℃ ）に お け る TDT を もっ て 「F 値」 と い い， こ

の F ， Z 値 に よ り TDT 曲 線を 特徴づ け る こ とが で き

る。

　TDT 曲線 は ， 湿熱殺菌
31”’s6 ）

， 乾熱殺菌
s7

・
ss ）共に 多

くの 菌株で 直線 にな る と言わ れ て い る．しか し， J．　L ．

Edward 　 et　 al ．s9｝ は B．　 subtilis の胞子を用 い ， 高温

域 で は下 に 凸の 折線状 に な る と報告 して い る （Fig．4．）

また D ．Wang 　 et　al．iO） は B．　stearothermoPhilzas

の 胞子 の TDT 曲線 は ， 高温域で は直線状を示 さない

と発表 して い る （Fig．5）．

iOO
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Fig．4，　 TDT 　curve 　of　J．　L．　Edward　et　al．鋤
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Fig．5．　 TDT 　curve 　of 　D ．　Wang 　et α1．io）

　高温域 に お ける熱処理 に お い て は，低温域 の 場合と

くらべ て，殺菌対象 の 胞子等を所定の 温度まで 上昇 さ

せ た り，冷却 さ せ た りす る 時間 が ， 純粋の 殺菌時間 と

比較 した時，無視で きない 程大きくな る．こ の 熱処理

時 間 に関す る誤差をうまく処理 す る方法がなか っ た こ

と に よ り，TDT 曲線 を か な りの 高 温域 ま で 直線 状で

あ る と判断 して い た の で は なかろうか．

　（d｝ 加熱致死温度　Themmal 　death　point

　供試菌体を10分間加熱処 理 して 死滅 させ うる 最低温

度を加熱致死温度とい う．こ れは も ち ろ ん供試菌体 の
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量 に よ り異 な る値 で あ る．

　 こ こ に述 べ た 熱耐性の 計量的表示法の う ち ， R と D

は供試菌体数 に通常無関係で あるが，TDT や TDP

は供試菌体数 の 大小 に よ り変化す る 値 で あ る．故 に，

前 2者 は， 熱殺菌 の 理 論的検討に 向 い て おり，後者は，

現実的な殺菌方法の 設定時に便利 で あろう．

　上 記 の 4 方法以外 に も熱耐性の 計量的表示 は ， 色々

考え られて い る が ， あ ま り一
般的に は使われ て い な い．

2．　非 対数的死滅曲線

　微生物 の 生残対数曲線 は一般に対数死滅則 に従 うも

の が多い が，実際 に は実験 誤 差 で 説 明 で き な い よ うな

対数死滅則 に 従わない 結果も多数報告 されて い る，生

残対数曲線を そ の 形 の みで 分類す る と Fig．6 の よ う

に な る，

　 D ．死滅速度定数と温度との関係　　S．Arrhenius
41） は ， 化学反応に お ける反応速度定数 と 温度 と の 関

係式

　　　響 一轟 　 　 　 （・・22）

を 提出 した．熱死滅速度定数に 関 して もま っ た く同 じ

関係式が 成立す る．上式を積分 して 次式を得 る．

　　　k ＝＝ A ・e （
−
s ／ne ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　（2。23）
こ こ で ， A は頻度因子 ，

　 E は反応の 活発化 エ ネル ギー

で あ る．

　H ．Eyring42） らは，活性 錯 合体 の 概 念 を 用 い て 絶対

反 応速度論 よ り反応速度係数 と温度 の 関係を導 い た。

　　　k ＿ kn　T ， FX
　　　　　　　　　　　 e （

−reo／Rr ）　　　　　　（2．24）
　 　 　 　 　 　 h　 　 　 　 　 　 　 　 　FAFB

（2．23）式 と比較す る時， 頻度因子 A に 当 る部分 に 温

度の 項が入 っ て おり，広 い 温度範囲 に おい て は （2，23）

式の A の 値 が 変化す る と考え られ る．

　 （2．24）式 は ， また

　　　k ＿ kn　T ．e
−
“ebe ／HT

　 　 　 　 　 　 ん

　　　　　＿血 ヱ．．e
−au “

・fHT ．e・s
“
・
／コ

　 　 　 　 　 　 　 h

とも変形 され る．
一

，
dH 雫 は活性化熱，

で ある．

＼」
…

。

Z

三

　
　
Z

三
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筆
房
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」

セ
≡ 　、
2 ＼ 「2）

三

Z
⊆ ド

三
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三

　
Z
匚

O　　t「me 　　 t

（2．25）

（2．26）

　　　　　　　　こ こ に dF キ は活性化 自由エ ネ ル ギ

　　　　　　　　　　　 dS ≒ は活性化 エ ン トロ ピー

　　　　 こ れ ら熱力学的諸量の 推定 は細胞 の 死滅の 原

因 と な る 生体内反応を理 解す る
一

つ の 助 け とな る。

　死滅速度定数 と温度 の 関係を示す最 も簡単な方法は

温度係数 T   perature　qUQtl  t （Ω〃 。） で あ る，通

常 t な る 温度に お け る ke と ，
　 t よ り 10QK 低 い 温度

（t　− 10）に お け る kt　lo の 比

　　　QiO＝＝kt／ke＿10　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2．27）
で も っ て 示す．こ の 値 は温度と共に変化す るが ， 狭 い

温度範囲で は一定 とみ な して さ しつ か え ない の で よ く

使われて い る．Z 値との 関係は さ きに示 した通 りで あ

る．一
般 の 化学反応 で は こ の 値 は 2 〜 3で あ るが ， 微

生物の死滅や蛋白の 熱変性などで は 10に近 い 値を示す

こ とが 知 られて い る．

O　　tjme　　 t

｛ご区一   陛
O　　tim巳　　 t　 　 　 　 　 　 　 OtTmet 　　　 O　 「ime　　 t

Fig．6．　Type 　of　survival 　curves ．

　〔1｝ 対数的死滅型

　  　菌数増加型

　（3〕 上 に 凸型

　（4） 下 に 凸型

　（5） 〔6｝ 複合型

　 こ れ らの 内 1型 に つ い て は先 に述べ た． 2〜4 型 に

つ い て は ， そ の 理 由付や動力学的な解析が 若干行 な わ

れて い る．

　A ．非対数的死滅を 示す理 由　　H ．Chick27） は ，

5‘αρ勿 Joα 肋 配 5　 Prvogeneses　 aurettS の熱死 滅を解析

し， そ の 生残対数曲線 が ， 対数的死滅 （1 型）を呈 し

た り，非対的死滅 （3 また は 4型 ）を 呈 した りす る こ

とを報告 し，
こ の 原因 は使 用菌の 前培養歴な ど に よ る

の だろうが，一
般的 に は新 しい もの で は 3型 ， 古い も

の で は 1 また は 4 型を示す と して い る．0 ．Rahn2s）
も

同様の 事 実を 確認 して い る 。

　F．H ．　Johnsonな ど （1954）ls） に よ れ ば ， 対数死

滅則 の 例外 は使用 菌 の 形態 や実験条件に よ り任意 の 処

理 時間 に お け る 個々 の 生残菌 数 を正 確 に 測 定 で き な い

こ と に よ る と して い る．特 に 使用菌株が 塊状をな して
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い た り （Staphylococciな ど），鎖状 に連結して い る

時 （Streptococciな ど），ま た は他 の 理 由で 塊状 に な

っ て い る時に は， 平板培養法で は正確な生残菌数が計

測 で きな い こ と に よ る．しか しなが ら， 実験誤差 の み

が そ の 原 因で は な く， 菌体 自身の 死 に 対す る 感受性 の

差，培養の 新旧等 が問題に なると論 じ，結論として 次

の 5 因子をあげて い る．

　 i）生残菌数の 測定精度

　 ii）生菌を死菌 に する時，細胞内で破壊され ね ば な

　　　らな い 分子 の 数 （後で の べ る多分子的模型 の n ）

　iii） そ の よ うな 分子 の 細胞内で の 全数 （同上 の m ）

　iv）そ の破壊が死をもた らす分子の 異な っ た種類 の

　　　数

　 v ）個 々の 菌の 感受性 の 不均一一tr
　C ．R ．　Stumbo （1965）“ ） は別の観点か ら こ の 問題を

論 じ， 次 の よ うな影響因子をあげて い る．

　 i）細菌胞子発芽 に対する加熱活性化

　 ii）熱耐性 の 相違す る集団の 混合

　iii）塊状を な した細胞群 の存在

　 三V ）加熱中の 細胞凝集

　 v ）加熱中の 解凝集

　 vi ）生残菌数計測用培地の 諸条件

　 こ れ ら諸 理 由の 内，操作上 の 原因 に よ らず異種集団

や 塊状等 が考 え られな時に見 られ る非対数 的 熱死滅 に

つ い て つ ぎ に 述べ る．

　B ．非対数的 死滅の 動力学的解析　　Fig．6　に 示

す 2 ， 3 ，
4 型 の 死滅挙動 を説明す る各種 の 死滅模型

が 提出されて い る．それらの い くつ か に は導かれた値

と実験結果が
一

致 しない もの や，仮定 さ れた パ ラメ ー

タの 生理 的意味が 不明瞭なもの もある が，
つ ぎに 現在

まで に示されて い る模型を示す．

　〔司　多分 子 的模型

　 こ の 模型 に よ り2 型 の 死滅挙動が 解析 で きる．す べ

て の細胞の 死が細胞内の 1種類 の分子 の 破壊 に よ っ て

起 り，そ の よ うな分子 は細胞内に m 個あ る と し，こ の

m 個の 分子中 n 掴が 破壊 された 時 ， 死滅が起 る系を考

え る．こ の 時 P を m 個 の 分子中の 任意 の 分子が任意 の

時間 t で 破壊 され る確率と し q を それ が こ わ れな い で

残 っ て い る確率 とす る と，

一
般的 に 次式 が 成 り立 つ ．

・一 （P ・q）・ 一 〆 切
働

・＋
m （m

− 12）P ・m −・la・＋

　　
・一一＋

（嵩 1！。 ！
〆 ・

一
＋ …・ q

・

　 （3・・）

　死滅 の 速度 は m ， n の 数 と分子 の 破壊反応の 速度定

数 k に依存して い る．分子 の 破壊される確率 は

1，0

⊥
 

0」

　 00t
　　　　　　 1　　 2　　 3　　 4　　 5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 kt

　Fig．7．　Theoretical　curves 逓1ustrating　the　rate

　　　of 　death　on 　multiple 　hit　mode1 ．

　　　p＝1− g＝（1− e
−it

）　　　　　　　　（3．2）
一方 ， 分子 の 破壊 されな い 確率 は

　　　9＝θ

一iS
　　　　　　　　　　　　　 （3，3）

で あ る．一般に m 個 の 分子中 n 個の 分子 の 破壊 に よ り

死滅が起 る （m ， n ）系 に おい て は， （m ＋ 1 ）項あ

る （3．1）式の うち， 最後 の n 項が生残確率を与え る

（Fig．7）．すなわち，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 n − 1

　 （m ，
n ） ： N ／N ・

＝＝Σ 辮 C 」（8
呻
毒
り

m −‘
（1− 6

一
轟
り

‘
（3．4）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 i＝o
こ こ に mCi は二 項係数で ある．　（3．4）式の 特別な場

合と して 次式が 得 られ る．

　　　（m ，m ）：　遅！No＝＝（1− eri り
m

　　　　　　　（3．5）

　　　（m ，
1）： N／N ・

　＝・　eFmlt 　　　　　　 （3．6）

　　　（1，1）　：　N ／No＝
θ
薗it

　　　　　　　　　　　　（3．7）

　 W ．A ．　Moats（1971）45 ） は ， ヱ〉個 め critical 　site の

うち，X ． 個の 不活性化 に よ っ て 死滅が起 こ る と仮定

し， 個 々 の site の 不活性化が ラ ン ダム に 起 こ り， 1

次反応 に従うが ，
critica1 ［site は全 く同

一
の 熱耐性を

持 つ とともに ， 細菌集団が熱耐性に 関 して 均
一

で あ る

よ うな 系 に お い て はそ の 死滅 は多分 子 的死滅模型 に従

うこ とを示 した．ま た そ の 時の 諸パ ラメ
ータ値（k，

N
，

X 』）を算出す る方法を述 べ ， Psettdomonas魎 5ω 5α

と Salmonella　anatum に お ける諸パ ラ メータ値を求

めて い る．

　 こ の 理 論に は先に も指滴 した如 く，m と n の 値が ，

菌 の 培養分 に よ っ て 変化 した りすると，死滅速度はた

とえ 死滅速度定数 k が
一

定値を保 とうとも変化す る こ

とで あ る
4e ）．　A ．　Ane11isなど （1965）i7｝ は，　 Clostri−

dium　botalinttm胞子 の放射線殺菌 （最も標的理論が

当て は ま る と考 え る）に おい て
， （3．5）式を適用 し，

m の 値 を 算出して い るが，そ の 値は胞子 の 懸垂媒体 の

牲状に よ っ て さえ変化 して い る．さらに， 1種類以上
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の 分子の 破壊 の 有無 が死滅 に 関係す る 時 に は こ の 理 論

は さ ら｝こ複雑に な る．

　｛b｝　 2直線近 似模型

　 H ．Chick27） は 3． 4型 の 生残対数曲線 に， 2 直線

を 近似 させ
， 前期と後期で 異 な っ た 死滅速度定数を 求

めて い る．M ．　Amaha およ び Z．　J．　Ordal（1957）4s ）
も，

Bacillus　 coagttlans の 胞子を用い 3 型 の 生残対数曲

線を え て，こ れを 2 直線 に 近似 して前期と後期の Dl
，

Dz を求め て い る．

　 A ．E．　Humphrey14） や J．　W ．　Richards4D）
は，初発

微 生物集団が 純粋 に 均
一

で な く熱 耐性の 異 な る 混合集

団の 時，そ れぞ れの 集団が直線的に死滅して の 生 残対

数曲線は 4 型 に な るζとを示 して い る．

　 先 の 2 例 で は 完全 に 異な る 2 種 の 混合試料 を 用 い て

い る と は 考え られ な い の で
，

2 直線近 似 は簡便 な 方法

で は あ るが 適切 な解析法で あ っ た とは 思 わ れな い ．

　（c ）初発菌数換算模型

　 胞子 の 発芽 に 熱活性化が 必要 な時，2 ，3 型 の 生残

曲線が よ く得 られ る．Fig，6 の 2 ，3 型 に お い て
， 加

熱殺菌後期 の対数的死滅直線を t＝O に 外挿して得 ら

れ る 値 N 。
＊ を 用い て

　　　 N ＝＝No ＊ ・e■lt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．8）

と して ， 生残曲線 の 後期対数的死滅を表示 しよ うとす

る模型 で あ る．

　 こ の 模型 に お い て は，‘＝0 （無加熱処理 ） の 平板培

養 に よ る生菌数 N 。（viable ） と，顕微鏡観察 に よ る 全

菌数 N 。（Total） を計測 した時， 明らか に

　　　圸（viable ）＜ N ・（t・tal）

で あ る．もし も熱活性化 の み が初期の 非対数的挙動の

原因で あれば

　　　N 。
＊− N 。（total）キ N ・（viable ）

と な らね ばな らな い はず で あ る が
，

　　　 No＊
＞ No（total）

となる こ とが しば しば起 こ り，N ・
＊

の 具体的意味付け

が あ い ま い で 問題 の 多 い 模型 で あ る．

　｛d｝ 活性化胞子模型

　A ．E，　Humphreyi4） は胞子 の 熱死滅に際し， 加熱初

期 に お こ る死滅遅延 現象 に 関連 し， 3型 の 生残対数 曲

線の 解析 に 言及 し て い る．す な わ ち 胞子 （N ） が 発 芽

状態 に あ る胞子 （N ＊） に至 る速 度定数 を k1
， さ らに

死滅に至 る速度定数を k・ とす れば ，

　　　N ＝；f（eLllt ，θ
哨 2り　　　　　　　　　　　　　　　（3．9）

の 関係を用 い て ， 3 型 の 生残対数曲線 が 近似的 に 解析

可 能 で あ る．

　J．J．　Shu皿 など
so ・51） は 同様 の 考 え をさらに詳細に

Fig．8．　 Activated　spores 　 model 　 by　J．　 J．　 Shull
　 　 e 彦 α 乙．5且）

　　　
一
dt

＝− kAe＋ α N ・
・e
一
α t

　　　 dLo
　　　　　　＝・　− kAt

とな る，

　αキ ん の時 （3，12）式の解は

　　　A ，
＝＝A 。

．
。

一
馳 ＋

αN ・

　　　　　　　　　　　　 （e
“om − e

’lt
）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 k一α

また α 一k の 時

　　　L ・・
− L ・1　一　一一k∫：IA・dr

で 示 され る。

　J．」．Shull らSl） は，

検討 して い る （Fig．8）．い ま初発 胞 子 集団を 活性化胞

子 （適当な培地 で コ ロ ニ ー形成可能なもの ） A ・ と，

非活性化 胞子 （加熱 に よ り活性化状態へ 可逆的 に持 っ

て 行 ける もの ） No と の 混合集団 と仮 定 し，活 性化 胞

子 は加熱 に よ り速度定数 k で死滅 に至 る が，非活性化

胞子 は
一

度活性化胞子状態 に変化 した 後 （そ の 熱活性

化 の 速度定数を α とす る）．k で 死 滅す る模型 （Fig．8）
を 考 え る．

　時間 t に お け る生菌胞子数 Le は

　　　Lt＝Nc ＋ At　　　　　　　　　 （3．10）
こ こで ，

Nb は時間 t に お ける非活性化胞子数 で ，

　　　N ，
＝No ・e

−
at
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．11）

で 減少す る．一
方 As は時間 t に おけ る活性化胞 子数

で あ り，こ の 内初 発 集団か ら残存して い る A の 量 は

A 。
・e”ie で あ る，

　微小時間 に お け る At および 翫 の変化 は

　　　 dAc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．12）

（3．13）

（3ユ 4）

（3．15）

　　　　　　　　　　 B．stearothermoPhilus に よ

る実験結果と理論式の 比較を行な い，曲線 の 形 は 類似

して い るが 若干 の 差が あり，こ の 差を是正 しよ うとす

る と熱活性化 が 1 次 反応 に 従わな くな っ た と報告 して

い る．

（e〕歴 史系模型

　照 井 （1966）
s2 ） は細胞の 熱感性 が殺菌時の 加熱歴 に

よ っ て 変化す るか ど うか で，熱殺菌系を

　 i）非歴史牲体系 Nonhistoriα U　 syst   （殺菌時の

　　加熱前歴 が ， 生 残細胞 の 熱感性 に 影響を与えな い

　　もの ）
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　 ii）歴史性体系　Hist。 rical 　system （殺菌時の加熱

前歴 が ， 生残細胞 の 熱感性 に 影響を与 え る もの ）

　とに 2 大別 し，3 ， 4 型 の 生残対数曲線 に 対 して 加

熱歴 に よ りそ の k が 変化す る 歴史性体系に属す る模型

（Fig．9）を用 い て 解析 で きる こ とを示 した．

　最 も簡単な 歴史系1 分子反応型 で，感性分子が加熱

に よ り低感性分子 （R ） か ら高感性分子 （S ）に 変化

す るか ， また は そ の 逆 に 変化 し，い ずれも変 性 分 子

（D ） とな り得 る模型 で あ る．

　Fig．9 の 模型 に おい て，加熱条件下 3型 で は ∠F 丑 ÷ s

『辷ラR
　　　　　D

　上記 の 解析で は γ s ， γn をそ れぞれ 1 とおい て 解析

を行な っ て い るが，こ の 模型 で は初発胞子 に S，R が

共存す る 場合に も同様 の 解 析 が 行な え る．

　〔f｝ 熱損傷胞子模型

　K ．Toda （1970）5s ） は加熱処 理 過程 に おい て ， 無損

傷胞子の 中間的存在 と して 熱損傷胞 子 を 仮定 し，こ れ

ら各 々 の 状態の 胞子数 の 変化 を追求 した，

　熱損傷胞子模型 の
一

般型 と して Fig．10 の 模型を考

え，活性化状態 が
“i”の 胞子数の 変化率 を求 め る と，

N幽 ＿
λ

以 N 、
ム ．．越 」N

ω

k k k

D

Fig．10．　 Schematic　diagram　of 　thermal 　ilactiva−
　 　 tion．56）

Fig．9．　 M （雇el　of　 simple 　historical　 system ．s2 ）

《0，4 型で は dFs “ n 《 0 で あ る．　 k をD に向っ て の

速度定数，λ を S，R 間 の 変化の 速度定 数 添 字を 反

応 の 出発が そ れぞ れ で あ る こ とを 示 して い る．

　 こ の 模型 に従 っ て 速度論的に 定式化す る と次の 式 が

得 られ る．

　　　NIN 。
＝＝Kse−（is’；s ）t＋ （1− Ks）e

−kRt
　（3．16）

　　　N ，
ノNe＝KHe’（鳶丑＋よR）c十 （1− K 五）e

’kst
　（3．17）

　　　1（s＝7s （ks− kコ）ノ（ks十 λs
− k丑 ）　　　　（3．18）

　　　Kn ＝＝− 7R （ks− kn）／（々丑 十 λR
− ks）　　（3．19）

　　　7 ・
一・・一・・

− N ・／N ・
一・一醤　　（・2 ・）

た だ し，Ns，　N 祝 は そ れぞ れ初発 の S，　 R 胞 子 数，

7s，7n は S，　R の 初発存在率とす る．また
， （3．16）

式 は 4型 ，　 （3．17）式 は 3 型 に 対応す る．

　本模型 を 用 い て 3 ， 4 型 の 生残対数曲線を示す B．

szabtilis 　 var ．　 niger お よ び B ．　Pumitus の 胞 子 の 熱死

滅挙動の 解析が行なわれて い る
35−55 ＞．興味あ る点 は ，

推定 した 活性化 エ ネ ル ギ ー
値 に よれ ば，X 段階 の 反応

の 性質で あ る．B ．　PumilUS 胞 子 の λs 段階は，熱 に

対 して 保護的反 応 （S→ R）を起 こ し，
そ の活性化エ ネ

ル ギ
ー

は約 25kcal／mole で あ る．一
方 B．　 Sttbtilis

var．　 niger 胞子の 場合は，　 Xn 段階は熱活 性 化 反 応

（R → S）で あ り， そ の 活性化 エ ネ ル ギ ーは 約 63kcal／
mole を示 して お り， そ の 大 き さは 蛋白質熱変性 の そ

れ に 対応 して おり，B．　PttmilUSの λ 段階と異な っ て

い る．

　　　dNi／（セ＝一（k＋ λi）　Ni＋ λiLINi
・＿1

た だ し，　　　 λ 。
・＝Xw ．、

＝O

Ni の 解は

　 　 　 　 　 r

　　　Ni一Σ　AJ・θ
一

（i ’ ai）：

　 　 　 　 　 』i1

こ こ で 係数 Aj は ，

　　　蝋 ム謡 ）｛，皇・轟 （1，

（321 ）

（3．22）

（3．　23＞

　　　　　　　　　　　　　　　　in：βtt｝tlil；）｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．　24）

ま た （3．24）式中の 係数 Baフ は ， 符号表示関数 で ，

　　　B
・J −÷［（

一
・）… ｛・一（一・）〇＋ （一・）

P
｛・

＋ （− 1）・｝］ （3．25）

で あ る．時間 t に お け る全生菌数は Ni の 合計で あり，
　　　　　り
　　　1丶厂一Σ】　ヱ〉）

’
＝ 　Ne・e

−iε　　　　　　　　　　　　　（3，26）
　 　 　 　 　 f耳1

とな る．

　 こ の
一

般論よ り導かれ る よ り簡単な模型 で ，
B ．　Stt−

btilis胞子 の 熱死 滅 過 程 を 説 明 で き る 模型 と して Fig．

11 に 示す もの を考え る． こ の 模型で は 初発 胞 子 は

N ， と N ， の 2 つ の 状態を と っ て い る が ，
こ れは B ．

subtilis 胞子の 生残胞子総数 （N ＝N ・＋ N ・＋ Ns）は 対

数 的死滅 を 示すが
， 無損傷胞子数 （N ＊− N ・＋ N ・）は．

4 型 の 生残対数曲線 を 示すの に 対応す る．時間 t に お

ける N お よ び N ＊
の 値 は 次式で 与え られ る．

　　　N ＝ 　N ，十 Ns 十 Ns ＝Noe−it　　　　　　　　（3．27）

N 工工
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Fig．1L　Schematic　d1agram　of 　simpler 　mode1 ．56 ）

　　　N ＊ 罵从 ＋ N2＝　
λ2　 从 。e

−
（at・i）t

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 λ 2一λ 1

　　　　　・ N ・・
一

、葺．；
N ・・押 ’‘

（・・28）

こ こ で 　　 No＝Ni・＋ N2e，　N ，o＝・O 　 で ある ，

　 こ の 模型 に おい て は，胞子 の加熱処理過程は，

　 i）未熱処理胞子集団内に少な くと も 2 種の 活性分

　　布 が存在 し，

　 ii）熱損胞子 を加 え た 3 種の 生胞子活性状態間の 逐

　　次不活性化反 応 を 含み，

　iii）各活性状態か ら死滅反 応 を 伴 う 「複合 反 応 」 と

　　 して 取 り扱う こ とが で きる．

　 （9） そ の 他

　以上現在 ま で に発表 され微生物 の 死滅に 適用 されて

来 た若千 の 模型 を 示 した が，単 に 模型 と して 考え る な

ら ば色 々 の 模型が考え られ る．

　K ．J．　Laidler（1958）s7 ） ｛ま蛋 白の 変性 に 関 して 多 く

の 模型を示 して い る．そ れ らの 多 くは微生 物熱死滅 の

模型 と して も妥 当 で ある、

　Fig．10 の 模型は 複合反応を仮定 して い るが，死滅

へ の 中間段階 を 考え る 「逐 次反 応 模型 」や．多種類の

感性分子を考 え ， どの 感性分子 の 破壊も死滅 に 至 る

「multisite 模型 」 等も考え られる． どちらにせ よ今

後考えねばならな い 事 は死滅 の key　 reactien を 明 白

に しそ の 反 応を 中心 に した 模 型 を 作 らね ば な らな い．
こ の 点か ら も死滅 の 原因，熱耐性 の原因等の 追求の 重

要 な こ とを痛感す る もの で あ る．

　 C ．熱活性化

　細菌胞子を熱殺菌実験の 材料 に 用 い る 時熱活性化 の

現 象を よ く見 る．細菌胞子 の 発芽 に 熱活性化が 必要な

い し重 要 な役割を 演 じて い る こ と は ，
A 、　Keynan お

よ び Z．Evenchick （1969）58 ） や R．　W ，　Berk および

W ．E．　Sandine（1970）59 ）
らの 綜説 に 詳 しく示 されて

い る が，こ の 為 に生 残対数曲線が 真 の姿を表わ さず熱

活性化 に よ る コ ロ ニ ー
形成細胞数 の 増加 と熱死滅数と

の 差が，初期 の 見かけ生残対数曲線 と して 現われ，見

か け生菌数 の 増加をみ たり， あ る い は 上 に 凸型 の 生残

対数曲線を と る こ とが あ る．

　死 滅挙 動 の 解析 に は 上記の よ うな活性化を死滅を伴

わ な い予備加熱条件 の 検討 に よ り取 り除 く必要が ある．
こ れ は凝塊や フ ロ ッ ク形成 に よ る計 数 上 の 誤差を適当

な 方法 で 除 くの と 同様 で あり， 正 しい 生残曲線を得 る

こ とが必要 で あ る．

　発芽 へ 向 っ て の 熱活性化と，死滅 に 向 っ て の 熱 活性

化との 関係 に つ い て は ， 将来 に 残 され た興 味あ る問題

を 含 ん で い る．後者は熱感受性化 へ の 反応 で あ っ て k
の 変化 に相当す る．発芽 の 活性化 エ ネ ル ギー

は，約

20kcal／mole6
° ） 程度で ある が ，発芽 へ の 熱 活性化に

つ い て は 蛋白質熱変性 と同程度 の 値 （約 72kcal／mole ）

が，B．　megaterium 胞子 で 認められて い る
61 ）．死滅

へ の 熱活性化 に つ い て は，約 63kcal／mole と報告
s5）

され て い るが
，

こ れ ら両者の 熱活性化が 同一過 程 で あ

る か ど うか に つ い て は 明白で は な い ．

　終 りに 臨み，御 助言い ただ きま し た　大 阪大学工 学 部　照

井堯造 ，芝 崎勲両 教授 および 大 阪大 学 薬学 部　三 浦喜 温 教授

に 深謝 します．
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