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微 生物 の 加熱 損傷 に 対 す る薬剤併 用効果 に っ い て

（第 1 報） （）andida 　utilis の 加熱損傷 とそ の 回 復

土 戸　哲 明
S ） ・中川 良勝

b） ・岡崎　光雄
゜） ・芝崎 勲

（大 阪 大学工 学部 醗 酵工 学教室 ）

Synergistic　Effect　of　Different　Chemicals　on 　the　Thermal　Injury

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of 　Microorganisms

（1 ）　 Thermal　Injury　and 　Repair　of　 Candida　utilis

Tetsuaki　Tsuchido，　Yoshikatsu　Nakagawa，　Mtsuo　Okazaki，　and 　Isao，　Shibasaki

　　　　　　　　（Department 　of 　Fe   entation 　Technolo剖 ，　Faculty　of 　Engineering，

　　　　　　　 Osaka　Unlversity，　Suita，　Osaka）

　　　This　study 　was 　undertaken 　to　investigate　the　 thermal 　 injury　 and 　repair 　 of 　 Candida

utilis　in　order 　to　elucidate 　the　mechanism 　of 　 the　effect　 of　antimicrobial 　substances 　during
thermal 　treatment　of 　 microorganisms ．　 These　substances 　 increased　 the　 damaging　 effect 　 of

heat　 treatment ．　 The 　leakage　of　 260　mp 　absorbing 　substances 　and 　 others 　 from　 heated　 cells

increased　with 　increasing　temperature ．

　　　These　resUlts 　suggested 　that　 the　 darnage　 to　 the　 cel1 皿 embrance 　 and 　degradation　of

ribonudeic 　acid 　took　place　 within 　the　 heat・treatθd　cells ，　 but　 the　 amount 　 of　 leakage　of

260　m μ absorbing 　substances 　 was 　 not 　propt）rtional 　to　the　loss　 of 　viability 　of　the　cells．

　　　After　sub −lethal　heat　treatment 　at 　45℃ for　15　minutes ，　more 　than 　90％ of　the　 viable

ce皿s　were 　unable 　to　repr （rduce　on 　rnOdified 　Czapek・1沁 x
’

s　 medium 　 with 　7％ sodium 　chloride

added ．　 When 　these　heat・treated　cells　were 　placed　in　the　culture 皿 edium ，
　phosphate　 buffer

or 　distilled　water ，
　they　were 　observed 　to 肥 cover 　their　sa ユt　tolerance　within 　a 　short 　time ．

　　　The 　time 　oourse 　 of 　macromo1   ular 　 synthesis 　 in　 the　 heated　 cells 　 and 　 the 　 effect 　of 　8．

azaadenine 　 and 　cycloheximide 　during　 the　reoovery 　of 　therrna皿y　 injured　cells　were 　also　inves．

tigated； the　resUlts 　obtained 　suggested 　that　the　resynthesis 　of　 ribOnucleic 　acid 　and 　protein

seemed 　to　be　essential 　for　the　repair 　of　thermally　injured　cells．

緒 論

　微生物 の 加熱殺菌 に おい て，薬剤 の 共存 に よ っ て 殺

菌効 果が 向上 す る現象 は数 多 く認 め られ て い る，1”s）

a ） サ ン ト リー
株式会社山崎工 場 （大阪府三 島郡島本

　　　町山崎）

b ）カ ル ピ ス 食品工 業株式会社研究所 （東京都渋谷区

　　恵比寿南）

c ）大阪大学薬学部製薬化学科 （豊中市刀 根山）

しかしそ の 作用 機構に つ い て の研究は ほ とん どな く，

わずかに 抗生物質 で あ るサ ブチ リン ， ナ イ シ ン に つ い

て の 研 究が 見 出 され るに す ぎ な い ．‘・ 5）

　著者 の
一

人芝崎 は すで に 薬剤と して 食 品 防腐剤 の 内

で 最も広範囲 に わ た っ て 利用 されて い る ソ ル ビ ン 酸を

取 りあ げ ，
こ れ が 酵母 の 加熱損傷 に 対する 併用効果 な

らびに こ れに お よぼ す諸因子の 影響に つ い て 検討した

結果を報告 した．6）

　薬剤の 併用効果 の 検討 に あた っ て は ， 微生物の 加熱
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損傷 と薬剤 自体の 作用 機構 の 両面 か らの 研究 が 必要 で

あ るが ， 前者につ い て C ．utilis を 供 試 して 検討 し た

と こ ろ，Staphylococcπ s　aureus ，
7 ）5グψ ∫θ‘〔κccus 　fae−

calis ，s ） Salmonella　tyPhimurium9 ・1°tll ＞な どで 得 られ

て い る知 見と比較 して 興味あ る結果を得た の で こ こ に

そ の 概要を報告す る．

実．験　方　法

1． 供試菌株およ び薬剤　　　供試菌 と して は教室保

存 の C．utilis を用 い，加熱損傷 回 復 の 阻 害剤 として

は ，
シ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド （半井化学薬品），

8一ア ザ ア

デ ニ ン ， DL −5一フ ル オ ロ ト リプ トプ ア ン （Sigma 　Che −

micals ）， ク ロ ラ ム フ エ ニ コ ール （三 共），5一メ チ ル ト

リプ トフ ア ン （半井化学薬品）を用 い た．

2． 加熱処 理 条件　　　C ．utilis の 培養 に は Czapek・

Dox 培 地 に ポ リペ プ トン お よ び 酵母 エ キ ス を そ れぞ

れ0．25％添加 した培地 （以下 CPY と略称す る）を用

い た．こ の 寒天培地で 30°C， 2 日 間培養 した 細胞を前

培養培地 20ml を含む 100　ml 容マ イ ヤーフ ラ ス コ に

一
白金耳接種 し，

30℃ で 16時間あ るい は 20 時間振盪

培養 した．得 られた 細胞 は 3000rpm ，5 分間遠心分離

し，生理 的食塩水で 2 回 洗滌後，同 食塩水 に 懸濁 させ

た．pH 　4．　o の M ／lo リ ン 酸緩衝 液 99　ml を 含 む 300

ml 容 マ イ ヤ
ー

フ ラ ス コ を あらか じめ 所定の 温度に加

温 し，こ れに 上 記 の ご とく諷製 した 細胞浮游液を 1ml
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加 え，一定 時 間 ご とに 試 料 を 採 取 し，生菌数 を 測．定 し

た．生 菌数 測 定 に は CPY 寒大 培地 を 用 い
，
30℃， 2

日擠養後 の 生成 コ m 二

7数 よ り生菌数壷算 Ilt11した．

3， 細胞内成分の 漏 えい 　　　加熱 に よ る 細胞内成分

の 漏 え い は 次の 方法 に よ っ て 定量 した．す な わ ち加熱

処 1毘試料 を
一

定時間 ご と に 5ml つ つ 遠心分離管 に採

取 し，3000rpm
，
10分間還 心 分離 し，そ の 上 澄 液 に つ

い て，260m μ 吸収物質， オ ル シ ノール 法 に よ る RNA

様物質，
12 ） ア ン ス ロ ン 法 に よ る全糖

13）
を定量 した．

4． 加熱損傷細胞 の 回復　　　加熱損｛島細胞 の 回 復実

験 に は，30
°

C，16時間培養した細胞をた だ ちに 20ml の

新鮮培地に 10％ 接 麺 し，660m μ で の 吸 光度（OD6fiO． ” ）

が 含な い し 3 に 到達 した細胞を採 り加熱処理 した．そ

して こ れ を M ／10・リン 酸緩衝液またはCPY 培地 ，　 SIC

培 地 （シ ョ 糖5，KEI ，PO4 　O．1，KCI　O．　OS，　MgSO ，　O．05，

カ ザア ミノ va　1％ ，
　 pH 　5，5）に 浮游 させ ， 適温 で 静置

あ る い は 振盪 し，経時的 に試料を採取 し， CPY 寒天

培地 お よ び こ れ に 食塩 7 ％添加 した 寒天培地を用 い て ，

30℃ ， 4〜5 口後の 生成 コ ロ ニ ー
数 よ り生菌数を算出

した．加熱損傷回復 に 対す る阻害剤 の 影響は ， 濃厚 な

沖過 除菌 した 阻 害 剤 水溶液を つ くっ て お き，所定濃度

とな るよ う に回復用培地あ る い は 生菌数 測定培地 に 添

加 した．

5．　細胞 内高分子物質の 合成 とそ の 分 画 　　　損傷細

胞 の 回復期間中に おける細胞内高分子物質の合成経過
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Fig．1．　 Effect　of 　temperature　on 　the 　viability 　of 　and 　leakage　of 　260　mp 　absorbing 　materials

　 　 from　C．　u 彦ili5　 cells ．

　　　The　 cells 　were 　heated　in　M ／10　phosphate 　buffer　at　pH 　4．0，　plate−co 岨 ted　ou 　Czapek・

　　Dox’s　mediu 皿 十 polypeptone　O，25％ ＋ yeast　extract 　O．25％（CPY ）．
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F1g．2．　 Leakage　 of 　 260　 mp 　 absorbing 　 materials ，

　　　　　 reaction 　positive　materials ，　 and 　totalorcinoicarlx

⊃hydrate　 from　 heated　 cells　 in　M ／10　phos−

phate 　bu 旺er 　（pH 　4．0）　at 　55
°
C ．

　1 ： RNA 　　2 ： carbohydrate （as 　glu   ose ）

　3 ：　260m μ　absorbi 皿9　：ロatelials
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F嬉．3．　 Leakage　and 　degradation　of 　260 　m μ　absorb 冒

　　lng　materials 　of 　the　heated　cells 　in　M ／10　 phos・

　　phate　 buffer　at　pH 　4．0．

　　　1 ； remaining 　RNA 　in　the　heated　cells　at　50℃

　　　2 ： remainillg 　RNA 　in　the　heated   lls　at　60
°
C

　 　 　 3 ： RNA 　released 　from　the　heatedi　 cells 　at 　50℃

　 　 　 4 ； RNA 　released 　from　the　heated  Us　at　60℃

を，14C 一
ア デニ ン （2　pCi／培養） の 核酸区分 へ の 取 り

込 み，
“ G 一ク ロ レ ラ ア ミノ 酸 （4 μCi／培養） の 蛋白区

分 へ の 取 り込 み に よ っ て 調 べ た．驚
℃
一

ア デ ニ ン の 場合

は Czapek恥 x 培地 十 酵母 エ キ ス O．　1％， 1‘C一ア ミノ

酸 の ときは Czapek−Dox 培地 ＋ 添ザ ア ミノ 酸 0．4％添

．加培地を用 い た ．RNA ，　DNA および 蛋白区分 の 分画

は SChmidt・　［hanhauser・Schneiderの方法
14 》 に準 じて

行な う た． そ して分画 した各 区 分 の 試料 O．2ml を エ

タ ノ ール 3 皿 1 と共 に バ イ ル に 入 れ，Nuclear・Chicago

製 の 液体シ ン チ レ ーシ ョ ン カ ウ ン ターを 用 い て 放射能

を測定 した．

実　験　結　果

1．　 加熱処理 と 細胞成分 の漏 え い　　　供試した C，

ittitisは 50℃以上の 加熱処 理 に よ っ て 急激に 生菌数 の

低下を きた す が，そ の 死滅経過 は Fig．　la）の ごとくで

あつ て
， 加熱30分以降で は著し く死滅速度が 低下す る

傾向に あ っ た．細胞 の 死 滅と併行 して処 理細胞よ り漏

え い して くる物質量を検討 した 結果が Fig，1b）およ

び F三g．2，3 で あ る．加熱温度 が 上 昇す る に つ れて 漏

え い して くる物質量が 増加 して くる の で ， 加熱 に よ っ

て 細胞膜損傷 ，
RNA 分 解の お こ っ て い る こ とが 考 え

られ るが ， そ の 経過は 必ず し も死滅経過 と は併行 して

い る とは い え な い ．と くに50QCに お い て 生菌数 は30分
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Fig．4．　Effect　 of　 sodiumL 　 chlQride 　on 　the　survivors

　　of 　C ．　utitis 　heated　at　45°C　in　M ／10　 phosphate

　　buffer　at　pH 　4．　O．

　　　1： survivor 　curve 　plate−counted 　on 　CPY 　agar

　 　 　 　 medium ．

　　　2 ： survivor 　curve 　plate・counted 　on 　CPY 　 aga 匸

　　　　 medlum 　plus　 NaC1，
7％ stationary 　 phase

　 　 　 　 cells 　 used ．

　　　3 ： survivor 　curve 　plate−counted 　on 　CPY 　 agar

　　　　 medium 　plus　NaC17％，　logarithmic　phase
　 　 　 　 cells 　 used ．
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Eig．6．　Recovery　of　heat−1血 jured　ceUs 　incubated　in
　　CPY 　 medium ．
　　　The 　 cells 　were 　heated　in　CPY 　medium 　at　45℃

　　for　15min ，　incubated　at　30℃ in　CPY 皿 edium ．

　　　1 ： plate・counted 　on 　CPY 　agar 　medium ．

　　　2 ： incubated　with 　shaking ，　plate−counted 　on

　　　　 CPY 　agar 　 m 磁 i  plus　NaCl 　7％．

　　　3 ：
　 incubatθd　without 　shaking ，　plate−counted 　on

　　　　 CPY 　agar 　medium 　plus　Na α 7％．

No．

1234

Med 三u 斑

・・… 曲 ・i・nl … p1・te−・・un ・・

　 　 CPY 　　　　　　　　　CPY 　agar

　　 CPY 　　　　CPY 　plus　NaCl 　7％ agar

Phosphate 　buffer　　　　　CPY 　 agar

Phosphate　buffer　CPY 　plus　NaCl 　7％ agar

程度 の 加熱 で 10−3 低下 して い る に か か わ らず，漏 え

い 物質量 は ほ とん ど45℃ の 場合 と か わらな い．Fig．2

の 55℃処理 で の 例を み て も生菌数 の 低下 の 激 しい 時期

（10 〜20分 ） に く らべ て そ れ 以 降 の 漏え い 速度が著し

く増加して い る し，細胞内の RNA の 漏えい の状態も

Fig．　3 の よ うで あ っ て 全 く伺 じよ うな 傾向に あ る．

　以 上 の 実験結果 よ り， 加熱 に よ る細胞 の 損傷部位を

決め る こ とは困難で あ るが ， 加熱処理 に よ っ て 細胞膜

の 損傷およ び RNA の 分解 の 起 こ っ て い る こ とは明ら

か で あ る．

2．　加熱処理 に よ る食塩耐性の 低下　　　微生物細胞

の 加熱損傷 を 知 る方法 と して は通 常最少培地 や選択培

地 を 利用す るが ， 無胞子細菌 で 利用され て きた 食塩添

加培地を 試 み た ． そ の 結果 C ．utilis に お い て も，

Fig，4 に 示 した よ うに 加熱処理 に よ る 食塩 耐性の 低 下

が 認め られ ，
45℃ の加熱処理 に よ っ て ， 7％食塩添加

CPY 寒天培 地 上 で の 生菌 数 は，工5〜30分で 10
”i〜IO”2

あ る い は そ れ 以下 に 低下す る こ とを 認 め た．す な わ ち

こ の ような温和な加熱処理 に よ っ て も，
90％以上 の 細

胞 が 加熱損傷 を うけ ， 食 塩 耐 性 が低 下 した こ とに な る．

3． 加熱損傷の 回復　　　上記 の よ うな加熱処理 細胞

の 食 塩 耐性 の 低下 は 細胞齢 に よ っ て 大 き く変動す るが，

以 下 の 実験 で は よ り低下率の 大きい 対数期 の 細胞を用

い た．F三g．5 には，
45℃

，
15分加熱処理する こ と に よ

っ て 99％以 上 の 細胞 が 7 ％食塩 の 存在 に よ っ て コ ロ ニ

ー形成能 を失 っ た が，こ れを CPY 培地 あ る い は M ／10

リン 酸緩衝液 に 浮游 させ る と き，数時間で 全 く細胞 の

増殖なしに食塩耐性の 回復す る結果 を 示 した．こ の 回

復は 0℃ で は全 く起 こ らず，30
°
C 付近 の温度が最適で

あ る こ とを認 め，さ らに Fig．6 に示 した よ うに 静置

す る よ り振盪 した 方 が速 か に 回 復 の 起 こ る こ と が 明 ら

か とな っ た．Staph．　aure ” s，　StrePt．　faecalisな どで

も同様 に 食塩耐性 の 回復す る こ とが 報告され て い る

が ，7
−’11） C ，utilis の 場 合 に は CPY 培 地 ば か りで は な

く，リン 酸緩衝液だ けで もほ ぽ 同じ速度 で 回復が 起 こ

っ て い る こ とは注目すべ き現象で あ る．さ らに また 別

の 実験 で は蒸留 水 だ け で も同 じよ う に 回復す る こ と も

認めた，こ れは 損傷細胞 が細胞内プール よ りの 素材を
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o 2

1

・そ・踊 ・・1・ 6

　 　 ・ 1T
編 ，S，，556

　　　　 1a｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 〔b｝

The 　 cells 　were 　heated　hΣ the 　following　 medium 　 at 　45℃ for　l5　 min ．
　　 a ） CPY 　 medium

　　b，c）　Czapek−Dox ’

s　medium 十 yeast　extract 　O。25％

　　d）　Czapek −1fOx’s　medium 一トyeast　extract 　O．25％ 十casaminQ 　acid 　O．4％
　The　hea卜 treated 　cells 　in　above 　medium 　we 【e　added 　 14C −adenlne （2 μ Ci／culture ）（b，

　c ），

or 　
1 ‘C −amino 　 acid （4 μ Ci／culture）（d） and 　incubated　 at　30℃ under 　 sh 昌ke　condition ．

　　　　　　　 1 ； unheated 　 ceils 　　　　　　2 ： ｝1eat
−treateてl　 cells

用 い て 損傷部位を修復 して い る もの と考え られ，こ の

こ とは細胞を加熱前に 3 時間飢餓培養す る こ とに よ っ

て 回復 の 抑制 され る こ と か ら も確認 された ．

4．　加熱損傷の 回復機構　　加熱損傷 の 回 復機構を 解

明す る 目的をも っ て まつ
， 回 復経過 中の 細胞内高分壬

Table　 1．

物質 の 合成経過 に つ い て 検 討 した。そ の 結果 が Fig。7

で あ っ て，こ の 実験条件の も とで は，RNA 合成 が 回

復初期 の 段階 で 起 こ り， 少 しお くれて DNA 合成 が 開

始せ られ ， 蛋白合成 は 約 3 時間 の 誘導期の 後 に 始ま っ

て おり，ODfi6。 mn で 測定 し た 増殖経 過 とほ ぼ
一

致 して

Eff  t　of 　8−azaadenine 　and 　cycloheximide 　on 　the　recovery 　of 　heat・injured　cells．

Medium

・… − b・t・・ nl

YYYPPPCCCYYPPCC

for　plate・counts

　 　 　　 SIC
SIC ｝8AA 　O．3mg ／ml

SIC 十 8AA 　O．　2　rng ／ml

　　 　 CPY
CPY 十 CI15 戸9／m 至

Plate　counts 　per皿 I　after 　incubation　for

0 1 3 5hr

1．5 × 10T1 ．6 × 107

1．3xlos

8．Ox ユ05

　 　一　 　　　　1．7× 107

　9 × ユ05　　 8．5 × 10fi

1．35x106　　　L1 × 107

L2 × 1071 ．2 × 107

1．2 × 10e7 × 1052

．0× 10T

7．5 × los

SIC ； sucrose ，5％ ； KH2P （．）4，〔1．1％ ；KC 且，　O．　05％ ；MgSO ‘，0．05％ ； casamino 　acid
，
1％ ；

　　　 pH 　 5．5．
8AA ： 8・azaadenine 　　　CH ； cycloheximide
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

98 土戸哲珪月・ヰ】）Ii良）US・』1τ司庇奇）kZ刻E・芝二崎　　勲　　　　　　　〔酉發］二　　第50巻 ，　1972年

い た．

　加熱処理 に より細胞膜の 瑣傷 が 予想 さtLるの で ，ク

ロ ラ ム フ エ ＝ コ
ー

ル ，5一メ チ ル トリプ ト フ ァ ン ，5−・フ

ル オ ロ ト 屮プ トア ン （こ れ らの 薬剤 は加熱処理 しな い

C ．utilis 細胞の 増殖は 阻害 しな い ） を 回復培地 に 300

μg／ml 添加 した が，食塩耐性の 回復に は 顕吾な影響 は

なか っ た． 8一ア ザ ア デ ニ ン
＼
（300 μg／ml ） お よ び シ ク

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
’も　　　　　　　　　　　　　　　し

ロ ヘ キ シ ミ ド （5 μg／ml ） の 添 加 実験 で け，後者に よ

っ て かなり食塩耐性の 回復 が 阻害 され る こ と 齢 鋤

た，

　・一
般 に加熱処理 に よ っ て 薬剤感受性が 矢き くなる と

い わ れ て い る
Lぷ， C．　utilis の 場合に は ， 生 菌数瀏定培

地 に 8一ア ザ ァ デ ニ ン や シ ク 卩 ヘ キ シ ミ ドを加え る と，

Table　1 に 示 した よ う、に ， 形成す る コ ロ ニ ー数 は 10
．1

ない し 10−2 低卞した 示
， 回復 培 地中での時間経過 と

共に そ の 数 は 増加す る 傾向が 認め られ起
’
しかし回

復培 地 に 8 一ア ザ ア 弛 ・ が 佛 1す る 齢
．
（2・°・3°°

μg／ml ）， 彑 菌 数 測定培地 に シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドを 添 加

す る ど き，そめ 濃度が 31pg／ml で は生菌数の 増加を示

し た が，5μg／ml ．で は数 時間処理 後で む全 く生菌数 の

増加 は 認 め られ な

’
か っ た

』
（Fig．8 参照 ）．

　 以 上 い ま だ r・備 試験 の 域を 出 な い が，C．　utilis の
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Fig．8，　Effeet　of　cyclohexlmide 　and 　8−azaadenine ．　on

　　the 爬 covery 　of 　heaレ玉【ljured 　cells・

　　　The　 cells 　 were 、heated　 in　 M ／10　 phosphate

　　buffer　at　45
°
C　for　15　min 　and 　in〔皿 bated　in　SIC

　　mediu 皿 plus　O．3rng／ml 　of 　8−azaa （leni【le・

　　　1 ・ pl・ t・ ・cgunt ・d ・ n 　GPY ・ga・ m ・dium・

　　　2 ・ pl・t・・c・・ nt ・d 。 n　CPY ・g・・ m ・dium　pl・・

　　　　 cyclohexi 面 de，3 μ9／mL

　　　3 ； I」laしe・counted 　on 　CPY 　 agar 　 medium 　 plus

　　　　 cycloheximide ，5pg 〆mL

加熱損傷す なわち食塩耐性 お よ び 薬剤耐性 の 低 下 の 同

復 に は，蛋白合成 が直接関 与して い る こ と は確か で あ

ろ う し，さ らに RNA の 分 解，漏 え い ，8　一一ア ザ ァ デ

ニ ン の 影響 よ り核 酸 喬成も何 らか の 形 で 関 与 して い る

こ とが示唆 され る．　　　 k．

　　　　　　　　　　　　
買
昏」｝

　　　　　　　　考 　　
 

馨
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

t
／t

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
’
／L　　　　　　　　　　

　加熱殺菌に おける 殺 菌効果の 増逓ρた めゼあ るい は

ま た 薬剤殺繭 の 効 果 を 向 上 さ せ る 目鰐でよ り高泓で ，

薬剤 の 利脚 那よ卿 姥 ナ・．とくに赭 醐 題 に つ

い てぼ，細菌断 ，鞭
．
珊噛

．
かび瀞 母鮒 象と

して ，殺 菌 剤，防腐剤 ， 抗生物質，そ の 他紅 々 の 化学

薬 剤 の 共存 の もと で の 加熱殺菌効果が 検討 され，多 く

の もの に併用効果の あ る 喬と が 確か め られ t；．
1 −3 ） しか

・・ れ ら・ 輛 鰥 ・ついkの 黼 に つ ・て 幽 され

た 例 は ほ とん ど 見 出す こ とh｛k’きな い．こφ併月］効果

の 詳細 な研究は加熱殺菌 の 機構解明 に 役 立 つ と共 に，

実用 面 に おい て も多 くの 有用 な知見 が得 られ る もの と
　 　 　 　 　 　 　 　 　 ，　　　　　　　　tt　　　　　　　　／t

考 え られ る．　　　　　　
・．．

　 本研 究を進め るた 8）ICはまφ撒 生 物 の 加 熱 に よ る 損

傷 に つ い て 検討 しなければな らな い．無胞子細菌 につ

い て は1966年麻 多 くの 購 己が蓄積され て きた が・酵

母 に つ い て は ほ とん どみ る べ き も の は な い ．

　 加 熱 処理 に よ っ て 細胞 よ り生理 的 に 重要な 成分 が 漏

え い して くる こ とに つ い て は，Sta♪h，　aureus7
｝

の 他

に， E ・伽 ’晦 餌 ・ ！，／
11 ’・低 況 性 Vib ・i・・’6 ’ 低 i：IWI

C 、 nivatisi7 ｝ に つ い て 検討 され て い て ，生 菌
．
数 の 低 下

と漏え い とが か なり併行的な 例もある が，死鹹 が先行

　して 漏 え い が は な は だ し く遅 れ る 例も多C丶 Fig．1，2，

3 よ り明 らかな ようた C ．utilis に お い て は死滅速度

の 大 きい 加熱初期に お い そ，漏え い が 比纐 抄 ない 結

果 が え られ た ．こ れ らの 点 よ り加 熱処塵に よ っ て 細胞

膜の 損傷はあ るが ， 漏えい が 直接死滅 の 原因と断定す

　る こ とは で きない ．む しろ漏え い が起 こ る以前に 致命

　的 な損傷 を う け て い る もの と考 え る の が 妥当で あろう．

　　C．tttil
・is の 場合に お い て も，45℃

，
15 分 と い うよ

　うな 温 和 な加熱処理 に よ り多数 の 細 胞 が 損傷をうけて

　い る こ とが ， 生 菌 数 測定培地 に 食塩を添加す る こ とに

　よ っ て 明らか とな っ た が （Fig．4）， こ れ は Sta♪h．

au ・・u … ，5ご糊 ム 忽 ・1｝
’
ss・9・，・Sa 〜・螺 ・んimuriu ・n

’°・11 ）・

　E ．　c／oli ＊
で 認 め られ て い る現象で あ っ て，少なくとも

　栄養 細胞 で の加 熱 損 傷酵）ユつ の 共 通 1駒 な現 象で あ る と

　い う こ と が で き る、こ の 食塩耐性の 回復に つ い て は ．

・ 芝1［［奄， 富永，榊 1；II召和 46年度 日 本醗 酵二〔学会大会

　　講演
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細菌の 場合 と は 相異 し て ，CPY 培 地 は も ち ろん，　リ

ン 酸緩衝液あ るい は 蒸溜水 だ け で の 処理 で も短時間 に

回復 す る こ と を 認 め た．こ の 事実は 細胞内 プール よ り

の 素 材 が 修復 に 貞献 して い る こ とを 示 して い る．こ の

回復は 0℃ で は 行な わ れ な い で，30℃ 付近 が 最適 で あ

む，好 気的 な 条 件の 方が よ り有効 な こ とよ り，あ る種

の 好気的な代謝に よ っ て 損傷部位の 修復 が 行な わ れ て

い るもの と考えられ る．しか し Penicillium　 exPan −

Stt
・
m の 胞子 で 示 され て い る 事実 と は こ とな り， リ ン

酸緩衝液，GPY 培地で もか わ りな く高率 に 回復す る

点 は 特異的 で あ る （か び の 場合は 栄蹙素の 存在す る と

き は 回 復 は起 こ らな い し， 全 体と して の 回 復率 が 少 な

く，回復に 要す る 時間 も著 し く長 い ）．IS ）
加熱損傷回

復 に おける細菌， 酵母， かびの 相違点 の詳細に つ い て

は今後さらに 検討を要す る課題で ある．

　加熱損傷 の 回 復機構に 関 す る研 究 に お い て ，食塩耐

性 の 外，化学薬剤の 影響を検討す る こ とは興味深 い こ

とで あ る が，本報告 で は 予備的 な 研究 と して 2 ，3 の

阻 害剤 につ い て 検討 した結果を 示 した．そ の 結果 ，
シ

ク ロ ヘ キ シ ミ ドに よ っ て 食塩耐性 の 回復の 阻害が 起 こ

る こ とが わ か り，細胞内で の 蛋白合成 が こ の 回 復 に

関 与 して い る こ とを 示 唆 して い る、一方 Flg．7 に 示 し

た結 果 よ り，RNA の 合成 が 先行 した 後，　 DNA
， 蛋自

合成 へ と連 結 して 増 殖を 閉始 して い る こ と よ り，RNA

合成 も加熱損傷回復に お い て 重要な 役割を演じて い る

こ とが明 らか で あ る．さ らに 薬剤耐性 の 回復か らも，

す な わ ち 8一ア ザ ア デ ニ ン お よ び シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドと

の 組 み 合せ 効果を示す結果からも，蛋白合成 お よ び

RNA 合成の 関与 に つ い て の 推定を よ り確実 に す る も

の とい え よ う．

　さらに 加熱損傷 として の 食塩耐性 と薬斉ll耐性の 低下

の 機構を比較検討す る こ と も今後に 残 され た 興味あ る

問題 と考え られ る．

総 括

　微生物の 加熱損傷に 対す る薬剤の 併 用 効果 の 機構を

研 究す る 国 的で ，まず C ，tftitis を供試 して それ 臼体

の 加熱損傷 に つ い て 検討を 加 え た ，

1．　 種 々 の 温度条件の もとで 処 遡 す る とき，温度上昇

と共 に 細胞内よ b の 260 毋μ 吸 収 物質 な ど の 漏え い 量

が増 加 し，綱 胞 膜損 傷，RNA の 分 解 の 起 こ っ て い る

こ とが 認め られた、しか し漏え い 量 と コ ロ ニ
ー

形成能

の 消失 とは必 ず し も併行 的 で は な か っ た．

2， 生 菌数 の 低 卜
’
の ほ とん どな い 温和 な加熱条件 （例

え ば 45℃，15分） に よ 一
⊃ て ，食塩 耐 性 の 低 ド， 阻害剤

の 感受性の 増大が認められ た．こ の 損傷細胞 を発 育培

地 ， リン 酸緩 衝 液 あ るい は水中に 放置す る と き短時間

の うち に 全生菌数 の 増加 な しに 回復す る こ とを示 した．

3．　 こ の 加熱損揚回復経過 中で の 細胞 内高分 」
二物質 の

合成 経 過，8一ア ザ ア デ ニ ン や シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドの 影響

を 総合す る こ とに よ っ て
，

こ の 回 復に．IS　RNA 合成 お

よ び蛋白合成が関与 して い る もの と考え られ る．
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