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　　 Abacterium 　 which 　was 　 able 　to　grow 　in　high　concentration 　of 　 sugar 　was …solated

from 　 contarninated 　 nlirin　 and 　 identificd　 as 　 a 　 Bacillas　 sl’う麟 5 蓋ike　slra三n．

　　 The 　strain 　showed 　halotolerance　 as 　well 　as 　osmotolerance ，　 and 　was 　 able 　to　grow
in　med 三um 　containing 　15％ NaCl　or 　60％ glucose．　 The 　growth　in　high　concentration

of　NaCl （higher　than 　8％）was 　enhanccd 　by　some 　 amino 　 acids 　Qr 　 vitamins ，　such 　as，

glutamate，　 proline，　 aspartatc ，　 methion 三ne ，　 choline 　 er　 inositol．

緒 言

　微生物 は
一

般 に高 浸透 圧 下 で は 生 育が 阻害 され る が，

醤油，み そ な ど の 醸造食品の 製造，食品 の 塩蔵 お よ び

糖蔵に関連 して 重要な働きをする高浸透圧下 で も生育

し得 る 耐浸透圧性微生物 の 存在が 知 られ て い る ．しか

し，そ の耐性 （耐塩性，耐糖性）機構は必ず し も同
一

の もの とは考え 難 く，ま だ 不明の点が多い．

　耐塩性菌 につ い て は主 と して 醤油，味唱醸造 に 関与

す る細菌
1胃7｝

， 酵母
8・9）に つ い て 研究が な され て お り，

い わゆ る耐塩因IF3・5，iO
”’n ）に つ い て 多くの 報告が ある

が，耐 塩性 の 定義，取 扱い が極め て あ い ま い で ，耐塩

性 と耐浸透圧性 の 関連性 に つ い て も不明で ある．

　本研究室で は，混濁味淋 よ り高い 耐浸透圧性を もつ

β鋭 1伽 属 細 菌を 得 たが ， こ の 菌株 が 耐塩 性 を も示す

こ とを 見出した．本報 で は ， 耐塩性機構 の 究明 の
一

端 として そ の 菌株の生育に及 ぼす因子 に つ い て 検討 し

た．

＊
細菌 の 耐塩性 に 関す る研究 （第 1報）

　Studies　on 　Halotolerance　of 　Bacteria（1）

実 験　方　法

　分 離用 培 地 及 び分 離法　　菌株の 分離源材料と して ，

混濁した 味淋を用 い た ．混濁味淋を無菌的に 遠心 し，

混濁菌を集め，殺菌した 2％ NaCl に けん濁し．　 Table

1 に 示 す YMPG 一培地 で 30ec，　24時間 平 板培養 を行 な

っ た，生育 した コ ロ ニ ーよ り釣菌 し た後 ， これ を再度

正常な味淋 に 移植し，味淋中で 生育 した菌株 に つ い て

同培地 で 平板培養を行ない ，コ ロ ニ
ーよ り釣菌して 2

％含塩 ブ イ ヨ ン 培地 で保存した．

　耐漫透圧 性 の検討法　　ペ プ トン 1 ％ ， 肉エ キ ス 1

％ か らな る基礎培地 （pH 　7．0）に 0．2〜3M の 濃度範囲

で，NaCl
，
　KCI 及 び糖を添加し ，試験管（内径 2・2　cm ）

に 10ml ずつ 分注殺菌後，0．5％　NaC1 を 含む 基礎培

地 で 30 °C
， 24時間振盪培養 した もの を 種菌 と して 0．1

ml ずつ 接種 し ， 菌 の 生育を 平沼光電光度計 EPO −B 型

を用 い 660nm にお け る濁度を測定し生育度 と した．

な お，菌 の 生育 に 及 ぼ す種 々 の 物質の 影響に つ い て の

生 育試験 は，Table　1 に示 した 種 々 の培地を用 い た．

　菌学的性質の 検討法　　菌 の 同定 は Bergey’s　Man 一
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Table 　1． （】omposition 　 of 　basal　media ．

A ： YMP −medium

　 Yeast　ext ．　　　 0．5％

　 Meat 　 ext ．　 　 1．　O

　 Pept・ ne 　 　 l．0

　 （p正16．6−6．8）

B ： YMPG −medium

Yeast　ext ，

Meat 　 ext ，

PeptoneGlucose

（pH 　6．6−6．8）

0．5％
1．OLOO

．9

C ： P−mcd 重um

　 （NH4 ）2HPO4 　1．3％
　 KGI 　　　　　 O．2

　 MgSO4 ・7H200 ．05

　 MnClz・4H20 　0．005

　 （pH 　6．6−6．8）

D ： GP −medium

　 Gluoose

　　（NH4 ）2HPO4

　 KGl

　 MgSO4 ・7H20

　 MnC12 ・4H20

　　（pH 　6，6−6．8）

E ： FGP −medium

　 Na −fumarate

　 Glucose

　 （NH4 ）2HPO4

　 KCI

　 MgSO4 ・7HzO

　 MnC12 ・4H20

　 （pl｛ 6．6−6，8）

2．O％
1．30

．2e

．　OSO

，005

0．7％
2．01
，30

．20

．050
．005

F ： Isolation　medium

PeptoneMeat

　 ext ，

KH2PO4

GlucoseCaCO3NaClAgar

（pH 　7．0）

1．0％
0．50

．13

，01

．22

．Ol

．2

ual 　Qf 　Determinative　Bacteriology　7　th　editionl3 ） に

従 っ た．

実験結果及び考察

　混 濁味淋か ら の 菌 の分離　　混濁味湫 か ら分離した

21株の うち，典型的な11株 につ い て そ の コ ロ ニ
ー

の形

状及 び若干 の 性質を 検討 した ．結果 を Table 　2 に 示

した．これ らの菌はい ずれ も比較的高濃度の 糖を含む

培地で も生育 が 可能で あ る が，同
一

の 浸透圧の 場合，

NaCI
，
　KGI は シ ョ 糖 に 比較 して よ り強 い 生育阻害を

示した （Table 　3）・これ ら11株 の 中で，　 M −9 菌は最 も

高い 耐浸透圧性 を 示した ． こ の 菌株 は 生育に 対 し ，

KCI や グ ル コ ース の 至 適濃度をもつ が，　 NaGl で は 無

添加の 場合が最も生育が 良好で あ る．しか し，
2，2M

とか な り高濃度 の 食塩存在下 に も生育 しうる，い わゆ

る 耐塩性，耐浸透圧性 の 菌で あ っ た．

　M ・9 菌の 菌学的性質　 M −9 菌 は ，
C 一培地寒天 平

板 上 で は ス ム
ー

ズ で 無色透 明 の 円型 コ ロ ニ
ーを 形成 し，

時間 の 経過 とともに 半透明か ら淡褐色不透明で ヒ ダ の

ある コ ロ ニ
ー

を形成す る．また，ポ リグル タ ミン 酸を

生成 し，コ ロ ニ
ー

は 粘性を示す．寒天平板内部で は 扁

平な レ ン ズ 状 に な りそ の 周囲 は，粘質物 の 生 成 に よ り

培地 は不透明 とな る．液体培地 で の 静置培養で は 表面

に 生育 して 皮膜 を形成 し，培養基 の 混濁は起 こ さず，

好気 的 な 細菌 で あ る こ とを 示 した．普通生育温度 は

37〜40℃ で ，振盪条件下で は非常 に よ く生育し，培

養12〜15時間で 生育 は最高に達する．細胞 は 短桿状で

0．6〜0．8 × 2．5−・3．Oμm （C 一培地で 30℃ ，24時間振盪培

養 した 場合） で あ る （Fig．　1）．運 動性は 25℃ で 培養

し た場合に の み認 め られ ，
30℃ 以 上で は認 め られな

い．内生 胞子 は ellipso 三dal
，
　central 　localizedで あるが，

形成 し難 く，C 一培地寒天培地 上で ，37℃
，

96時間以 上

培養 し た 場合の み 認め られ た．グ ラ ム 陽性で ，ゼ ラ チ

ン を液化 し．デ ン プ ン およ び ク エ ン 酸を資化 し，硝酸

塩還元 力をもち soybean 　slant 上 で 生 育 可能 で あ る．

ア セ トイ ン を形成す る が，イ ン ド
ー

ル，ス カ ト
ー

ル の

形成は な い ．ま た，7 ％食塩存在下で もよ く生育す る．

こ れ ら の 結果 か ら BacitltCS　Sttbtitts　M 縁菌 と認 め られ る

が，確認を後報 に ゆずり本報で は Baciltus　sp ．　M −9 株

と した．

　本菌 は合成培地 に よ く生育す るが，Mn2 ＋
に よ り生

育は促進される．Table 　4 に 示す よ うに ，種 々 の炭素

源 を 資化 し，炭素源 に よ っ て は ポ リグ ル タ ミ ン 酸を生

成す る．

　 M −9 菌の 生育 に及ぽす 高浸透圧環境 を 作る種 々 の

物質の 影 響　　M ・9 菌 は糖濃度 の 高 い 味淋 を 分離 源

と して い る が，こ の 特性を 明 らか に す る た め 高浸透 圧

環境を作る 種 々 の 物質 の 生育 に 及 ぼ す影響を し らべ た．

　 a，NaC1 の 影 響 ： Fig．2 に 示す様 に NaCl は 濃度

の 増加 に つ れ て 生 育を 阻害 し，誘導期を 延 長す る 効果
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Table　2，　 Some　characterBtics 　and 　features　 of 　colon 三es 　 of 　bactcria　 iSolated　f｝om

　 　 infected　mirin，

StrainShapeM ・・m ・・ Sp … C… 1・・e 纛 譜。 n

458　
　

ロ
　

ロ

MMM

M −9

M −10

M −13

M −15M
・17

M −18M
−20

M −21

rodrodrod

rod

rod

sphere

rodsphere

rodsphere

rod

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

÷

十

十

lactate

lactatc

lactate

lactatelactatc

　　　 CQIonial　molphology

circular
，
　entire ，

　raised
，
　gray

Circular
，

  tire
，
　convex

，
　gray

circu 夏ar
，
　entire

，
　pulvinate，

yenow 量sh 　brown

circular ，　entire ，　convex 　or

pulvinat¢ ，
　transparent

circular
，
　endre ，　convex ，　yellowish

white ，　resinous

circular，　entire ，
　capitate，　nacreous ，

whitecircular

，　undulate ，　ra 孟sed ，　dul1，　gray
circular，　entire ，　pulvinate ，　sebaceous ，
whitecircular

，
　endre ，

　convex ，
　brown，　dull

drcular
，
　undulate

，
　capitate

，
　white

，

ceracOUS

circular
，
　entire

，
　pulvinate，

transparen ら Vltreous

Gultivadon　was 　carried 　out 　using 　C−medium 　agar 　plate　at 　30℃ for　72　hr．

Table　3．　 Osmotolerance 　 Qf 　bacteriaおolated 　from　infected　 mirin ．

　 　 　 Strain

Osmotorelance

　　　　Optimal

NaCl
　 　 　 　 Sub 國lethal

M −4　 M −5　 M −8　 M −9　 M −10M −13　 M −15　 M −17　 M −18　 M −20　 M −21

Q．35M 　 O．35　 0

（1．7）

1．7　 　 　 1．4

（85）　　　　　（70）

0

2．2　 　 2．6

（109）　　（129）

0．5

（24）

2．6

0

0．35　 0

KCI

0 0．35　 0

1．7 　　 1．7　　 2．2 　　 1．7

Optimal

Sllb＿旦etha 韮

0。3

（15）

L3

（65）

0．7

（35）

0．35

2サ2　

）

　

41鬥

0

「

−

つ
0

（

0．3 　　0．3 　　0．4 　　0

　　　　　　　 （20）

2．7　　　2．7　　　2．4

（134）　　　　　　　　（119）

0　 　 　 0　 　 　 0 0 0

1．3　　　1．3　　　3．1　　　1，7　　　3．3　　　 2唱0

（65）　　　　　　　　（154）　　（85）　　　（164）　　　（99）

GlucoseOptimal

Sub−1ethal

0．6　 　 　 0．7

（15）　　　　　（17）

2．8　 　 　 3．2

（70）　　　　（80）

1．0

（25）

2．8

1．1

（27）

3．3

（82）

0．4

（10）

2．9

（72）

0．4 　　1．0　　0．6

2．2 　　3．2 　　3．0

（65）　　　　　　　　　（75）

0．3　 　0．4

（7）

2．5　　 3．3

（62）

O．1−1．1

（2−27）

3．2

aultivation　was 　carried 　out 　at 　30℃ 正br　72　hr　with 　shaking 　in　medium 　containing 　1％ peptone ，
1％

meat 　ext ．　 and 　indicated　 concentrations 　 of 　NaG1
，
　KGI

，
　 or 　glucosc．　 Figures　in　parentheses　 show 　the

・ smotic 　pressure　in　atm 　of　the 　medium

を示 した ．こ の NaC1 に よ る生育阻害は ， 天 然 の 有機

窒素源を 含む YMP 一
培地 よ り合成培地 で あ る GP一培

地で の 方が よ り顕著に認 め られ た．

　b．KCI の 影響 ： Fig．3 に 示す様 に，KCI は NaCl と

ほ ぼ 同様 な 生育阻害を 示 し，こ の 場合で も YMP 一
培地

中で は GP一培地 よ り生育阻害は 低い こ とが 認 め られ た．

N 工工
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　a 　グル コ ー
ス の 影響 ： NaGl と KC1 の場合と同様

に YMP −
，　P・培地を基礎培地とし、ζ れ に グル コ

ー
ス

を添加し，そ の濃度と生育 の 関係を驪ぺ ，F忽 4 に 示

す結果を得た．YM 糾培地を基礎培地とした場合には，

30°C ， 37°C で は 3M の グル コ ー
ス 存在下で 生育可能

で ある が，25°C で は もは や 3M の グ ル コ
ー

ス 申 で

は生育し裾ない ．こ の場合に も，
　Na （　E

，
　KC 　1の 存在下

と同様に温度依存性が綛め られた．P一培地を華礎培地

とした場合， グル コ
ー

ス に よ る生青 阻腐は著 し く，2

M の グル コ
ー

ス 存在下 で は 30°C で の み 生育可能で

あっ た．ま た ， シ e 糖はグル コ
ー

ス より低い濃度で 生

育を阻害し，
2M 濃度 （68．5％）で 本菌は生育し得な

か っ た （Fig．5），

　d， グ リセ ロ ール お よ び ポ リエ チ レ ン グラ イ コ
ー

ル

（PEG 　400）の 影響 に つ い て ： グリセ ロ ール は比較的生

育阻害が低 く， 本菌は 3・3M 濃度で もよ く生育した

が ，
4M 濃度で は生青が著しく阻害され た．一

方，
ポ リエ チ レ ン グラ イ コ

ー
ル は著 しく生育 阻害を 示 し，

0・5M 濃度で すで に生育を阻害した （Fig．　6）．

　以上の様に ， 同
一

浸透圧 で もそれを作る培地に よ っ

て 生青阻害作用は 異な り，NaCl や KC の 方が，グル

コ
ー

ス や シ 贋 糖より低い浸透圧 で 強い 毒性を示した．

また，非電解質で もポ リエ チ レ ン グラ イ コ
ー

ル は こ の

生青阻害作用 が 強か っ た ．大 西 10 は酵母の 生青が同
一一

浸透圧下 で も， それを作る培地 の 種類に よ り異なり，

塩より糖 の方が毒性が少ない こ とを示し，そ の 理 由と

して酵母の生育が 浸透圧 の み で なく，培地 自体の轟作

用あるい は イ オ ン として の固有の 作用が関与して い る

の で あろうと指摘して い る．ま た ， 高浸透圧糖培地に

生育す る一つ の 理 由として、糖が 急速 に資化 され ， 培

地中の濃度低下 に ともなう浸透圧の低下が起C る こ と

に あ る と説明 して い る， しか し，本菌で は次に 示す

osmotic 　8h   k 耐性が誘導期に 適応的に 獲得 され る と

考え られ，そ の時期｝ζは糖の消費は少なく， 浸透圧の

低下は無視で きる と考えられる．また ， 非電解質 で あ

るポリエ チ レ ン グラ イ コ
ー

ル （PEG 　400）が非常に低い

濃度で 本菌 の生育を阻害する こ とか ら，本菌 の 生育に

は 浸透圧 と ともに 培地固有の性賀が 影響を 及 ぼ す e と

が 推画 され る．

Tablc　4．　 Ut眦 ation　Of　varicms 　suga 路 and 　organic 　aCidS 　as　a　sole　carbOn 　nvce 　by　s甑 n 　M −9．

Gu董tivatiC駄 wa 購 c 剛 rrjed 　out 　at　30°C 　fbr　72hr （w 蓋th　8h 園ki塞鞫曜）i江 脚ゆ己匠uコ隠  ta辷臨i」叫巳1．3％ （］N囗饉4）81訌PC ｝
も

0。2％ K8HPO 砺 0．05％ MgSO 娼
・7H ♂〔） 魯nd 　O．005％　1幽 C 』・4恥 O 　be3idcs止 o 鱈bσ v鱈 ca 伽 範 soraroes

（1％）．
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Fig．2。　 Effect　of　NaCI　concentration 　on 　growth 　of　strain 　M −9　at 　various 　ternperatures ．

　　The 　culture 　medium 　contained 圭ndicated 　amount 　of 　NaCI　in　YMP −medium （a
−c）

　　and 　GP −medium （dイ ），
　 and 　 cultivation 　 was 　 carried 　out 　 at 　indicated　temperature

　　with 　 shaking ．

　　■ ；OM
， ○；0．5M
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Fig．3，　 Effect　of 　concentration 　of 　KCI 　on 　growth
　　of 　strain 　M −9　at 　various 　tcmperature ．
　 　 The 　 culture 　 Inedium 　 contained 　 indicated

　　 amount 　 of 　KCI 　in　YMP −medium （a 　and 　c）

　　and 　GP −mcdium （b　and 　d＞，
　 and 　cultivation

　　was 　 carried 　 out 　 at 洫 dicated　 temperature

　　 with 　shaking ．
　　■ ； OM ， ○ ；0．5M ，

　 O ；1．OM ， × 31 ．5
　　 M

， O ；2．OM ．

／

●

℃03

℃73

b

d

　

　

　

　
●．

℃

丶／

03α

蛤75C

　Osmetic 　sheck に よ る生菌数の 変化に つ い て，本菌

を 食 塩 濃 度 0 と 12％ （約 2．5M ）の 二 種 類 の 培地 で ，

Scheme　1 に 従 っ て 遂次移植 し，夫 々 の 区分 につ い て

希釈法に よ り生菌数の 変化を 調べ た．そ の 結果 Table

5 に 示す様に本菌 の os ・notic 　shock 耐性は 食塩無添加

の培地に植 え 継 ぐこ とに よ り，徐々 に低下す るこ とが

み られ た．す な わ ち，高張液か ら低張液 へ 移植 した 際

の生菌数の 減少は わずか で あ るが ， 逆に，低張液か ら

高張液に移植した際，生菌数の 減少 は大き く，そ の 減

少度は 低 張液で 植 え 継い だ ほ ど大 き い こ とが 認 め られ

た．また ，
Fig・7 は Scheme　1 に示した各区分 の 10％

の食塩存在下に お ける生育曲線を示 したが，こ の グラ

フ か ら，食塩 環境下に 植え つ ぐ こ と に よ り生 育 の誘導

期の 時間が 短縮され る こ とが 認 め られ，本菌の NaCl

に対す る耐性が生育の 誘導期 に適応的 に獲得 され る こ

とが 推測 された．

　 e，耐塩性の 因子 につ い て ； Fig．2 に示 した 様 に，

GP 一
培地 で の 食塩 に よ る 生育阻害は ，

　 YMP 一培地 で の

そ れ に 比べ 著 しい ．こ れ は培地 中 の 栄 養 源 に 影 響 され

て い る もの と考え られ た の で，耐塩性に関与す る物質

を 検索した．

　（i）　クエ ン 酸 と フ マ ル 酸の 効果 ： 種 々 の 有機源 の

効果を検討 した が，クエ ン 酸 と フ マ ル 酸が 特 に 効果 的

で あ っ た （Fig．　8）．すなわち，両者 は本菌 の 食塩環境

下 で の 生育を 促進 し，10％食塩存在下 で グル コ
ース の
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Fig, 4. Eflect of  glucose concentration  on  growth  of  strain  M-9  at  various  temperatures.

   The culture  medium  contained  indicated amount  of  glucose in YMP-mediurn  (a-c)
   and  GP-medium  (d-f), and  cultivation  was  carried  out  at  indicated temperature

   with  shaking,

   e;OM,  O;O,5M, O;1.0M,  × ;1,5M,  O;2.0M, O;3.0M.
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Fig. 5. Eflbct ofsucrose  conccntration  on  growth
   of  strain  M-9  at  300C.
   The  culture  medium  contained  indicated
   amount  of  sucrose  in YMP-medium  (a) and
   P-rnedium  (b), and  cultivation  was  cat'ried

   out  at  30"C.
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Fig. 6. Effect of  glycerel and  polyethyleneglycol
   (PEG #400) concentration  on  growth  of

   strain  M-9.
   The culture  medium  contained  indicated
   amount  of  glycerel  in P-medium (a> or  PEa
   "40e in FGP-medium  <b>. Cultivatien was

   carried  out  at  30"C on  shaking.

   O; OM,  X; O.2 M, O; O.5M, O;  1.0
   M,  0;2M,  O;3,3M, × ;4.0M.
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Table　5．　 Acquisition　of 　salt　tolerance 　of　strain 　M −9　depending　upon 　cultural 　environment ．

Cell　numberlml
Fraction　No ，

1 Ila Ilb　 　 　 IIIaIIIb 　　　　IIIcIIId

NaCI 　conc ．　in
plating　med 五um

　 a ）　　O％ 　　　　　　2．5× IO7　3．0× los

b） 10％

　　12％

4．6× IO7　2．3x10s 　2．8x107　4，5× 108　2．9× 107

8．7x107　6．5×106　1．5× IOs　1．3x 工05　9．3x107 　5．3× 104　1．8× 108
　 　 0　 　 　 　 0　 　 　 　 0　 　 　 　 0　 　 　 　 0　 　 　 　 0　 　 　 　 0

Each 　fraction　 was 　 cultivated 　on 　YMPG −medium 　agar 　plate　supplemented 　w 正th 　O， 100r
12％ NaCI 　and 　cultivatien 　was 　carried 　eut 　at 　30°C 　for　l8　hr （a ）and 　36　hr （b）．

　　 宕
　 　 　 匚 ［．0
　　 8
　　 9
　　 8
　　 9Q5
　 　 よ

　　 琶
　 　 6
　 　 　 　 Q
　 　 　 　 　 Q 　　IO　　2Q 　　30 　　40 　　50　　6Q

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time ｛hr）

F三g．7．Growth 　 curves 　for　 strain 　M −9　in　 each

　 　 fructien　in　Sdheme 　1．

み を 炭素源 と した 場合に は，ほ とん ど生育し得な い が，

こ れ に フ マ ル 酸ある い は クエ ン 酸を添加す る と生育が

認め られ た．特 に フ マ ル 酸が有効で あ っ た．

　（ii） 酵母 エ キ ス の 影響 ： GP 一培地 に 炭素源 と して

フ マ ル 酸を加えた培地 で の本菌 の生育が，酵母エ キス

の 添加 に よ っ て 著 し く促進 さ れ る こ とを見 出 した．そ

こ で，酵母 エ キ ス 中の 有効成分の 検索を試 み た．すな

わ ち，酵母 エ キ ス の 主 成 分 をア ミノ 酸群，ビ タ ミ ン群，

核酸塩 基群 の 3 グ ル
ー

プ に 分 け，夫 々 の 添加効果を 調

ぺ た．こ の 場合，ア ミ ノ酸混合物 と して は，カザ ミノ

酸 （vitarnin −free）0．5％， ビ タ ミン ，核酸塩 基 は 夫 々

酵母 エ キ ス 1％中 の 含量 に 相当す る様 に 調製した．

Fig・9 に 示 し た様 に ，ビ タ ミ ン 混液，ア ミノ 酸混 液 に

よ り高濃度食塩存在下で の 生育が 促進され た い ．

　（iii） ア ミノ 酸の 効果 ： 高濃度食塩存在下 で の 本菌

の 生 育が，ア ミノ 酸 混 合物 の 添加 に よ っ て 促進 され る

こ とが 明 らか とな っ た が，酵母 エ キス 中 の ア ミ ノ 酸 を

グル タ ミン 酸族，ア ス パ ラギ ン 酸族，ピル ビ ン 酸族，

芳香族ア ミノ 酸族， 含硫 ア ミノ 酸族に大別 し ，
そ れら

の 添加効果 を検討 した 結果 ， グ ル タ ミン 酸族 お よ び ア

ス パ ラ ギ ン 酸族の ア ミノ 酸 の うち，グル タ ミ ン 酸，プ

ロ リン，ア ス パ ラギ ン酸，メ チ オ ニ ンが有効で ある こ

0
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〔
E
匚

O
 

 
←
OOO

》
‘←
ヌ
O」
O

　 　 　 0
　 　 　 　 0　　　　1QO　　　　　　　200 　　　　　　　30Q 　　　　　　　400

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　丁ime　｛hr ｝

F重g．＆　Effect　 of 　Citvate　and 　fUmarate　on 　growth　of 　 strain 　M −9　in　saline 　 environm ¢ nt ．
　　The 　culture 　medium 　contained 　10％ NaCl 　and 　indicated　amount 　of　citrate 　or 　fima −

　　ratc 　in　GP ・medium ．　 Cultivation　was 　carried 　out 　at 　30℃ with 　shak 量ng ．
　　● ； 50mM 　Fumarate 　 addition ， ○ ； 33．4mM 　 Citrate　 addition

， △ ； 50　n1M
　　Fumatate 　 and 　33．4mM 　Citratc　additien

，
× ； No 　addition ．
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Fig．9．　 E偸 ct　of 　yeast　extract 　and 　their　component 　on 　growth 　of 　strain 　M −9　in　saline

　 　 enVlronment ．

　　The 　 culture 　 lnedium 　 contained 　 indicated　 substances 　 and 　10％ NaCI 　 in　 FGP −

　　medium ．　 Cultivation　was 　carried 　out 　at 　30°C 　with 　shakin
騒

　　Addition ；Y ： Yeast　ext ．，　A ：Am 玉no 　acids 　mix ．
，
　V ； Vitamin　mix ，，　B ：Base　m 三x．，　N ：

　 　None．
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Flg，10．　 Effect　of 　amino 　acidS　on 　growth 　of 　strain 　M −9，
　　Besides　indicated　subStances 　the　cuhure 　medium 　conta ｛ned 　10％ NaC1 （a ＞or 　O％
　　NaC1 （b）in　FGP ・medium ，　and 　cultivation 　was 　carricd 　out 　at　30℃ with 　shaking

とが 明 らか とな っ た （Fig．10）．

　（iv）　ビ タ ミ ン類 の 効果 ： ビ タ ミ ン 類 の 効果を検討

した と ころ JTable
　6 に示す様に，本菌 の 高濃度食塩

存在下 で の 生育が，コ リン に よ り著し く促進され，イ

ノ シ トール
，

ニ コ チ ン 酸 に も生育促進効果 が 認め られ

た ．さ らに，コ リ ン 類似 の 物質で あ る ベ タ イ ン
，

エ タ

ノ
ー

ル ア ミ ン ，効果に つ い て 検討 した が ，Fig，11 に

示す様 にベ タイ ン に コ リ ン と同様の 効果が 認め られ た

が，エ タ ノ
ー

ル ァ ミ ンは効果を示 さな か っ た．コ リン ，
ベ タ イ ン は食塩 の 無添加の 場合に は，生育促進作用 は

な く，高濃度 の 添加に よ っ て ， む しろ生育を 阻害 し

た．

　（v ） 含硫 ア ミノ 酸 の 効果 ： メ チ オ ニ ン が 本菌の 高

濃度食塩存在下 で の 生育を 促進す る こ とを認めた が，

他 の 含硫 ア ミノ 酸，例え ば シ ス テ イ ン ，シ ス チ ン は食

塩無添加の 場合に は 影響を及 ぼ さない 帆 高濃度食塩

存在下で は比較的低濃度の 添加で 生 育を 阻害 した．こ

の 生育阻害 は，コ リン あ るい は プ ロ リ ン に よ り回復 さ

れ た ．メ チ オ ニ ン は ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ りホ モ セ リン を

経て 生成 され る．ま た ， こ の 経路を経ない で ア ス パ ラ

ギ ン 酸より生成 され る リジ ン ，ス レ オ ニ ン ，イ ソ ロ イ シ

ン が 耐塩因子とな らな い こ とか ら，ア ス パ ラギ ン 酸 や

ホ モ セ リン の耐塩因子 と して の 効果は ， メ チ オ ニ ン と

な っ て 作用する とも考え られ る．プ ロ リン が 耐塩性 に
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Table　6．　 Effect　of 　vitamins 　en 　growth　of 　strain 　M −9．

GrQwth （OD 　at　660nm ）

Vitaminadded Concent ．
（μM ）

Na α 10％ Na α 0％
48hra｝ 72　hra） 12hr　　　 24　hr

S．A ．h）　　 S．O ．b， S．A ．b） S．0 ．b） S．A．b＞　　 S．A ．b）

　 　Vit．　Bl

　　Vit．　B2

　 　Vit．　B6
Ga −pantothcnate

　 　 Biotin

Nicotinic　acid

　 　 Inositol

Choline

Vit．　B12BetaineNone

　 0．79

　 0．84

　 2，2

　 1．08
　 5．4

　 0．05

　 0．43200100050eo

　 lO100500

　 0．005500

000000000000

．0600

．　40100

．1000

0．1560

．2880

．3070
．214

0．2410

．0270

0、320

OOOoO

．360（120hr）
000

．210（120hr）

0．2800

．290〔120hr）

0．020Q

．4930

．9200

．321（120hr）

O．5300

0．6670

。8860
．8860
．806

0．7960

．3370

．198

0．870

0．050　　　0，690

0．057　　　　0．760

0．059　　　0．808
0．070　　　　0．910

0．039　　　0．741

0，134　　　　1，025

0．038　　　　0．692

0．029　　　 0．340

0．040　　 0．802

0．040　　　0。520

0．075　　　 0．908

Thc 　culture 　 medium 　 contained 　indicated　 vitamins 　in　FG ？−medium 　with 　indicated　amount 　 Qf 　NaCl ，
and 　cultivation 　was 　carricd 　out 　at 　30DC 　fbr　indicated　period　w 三th　shaking ．
a ） cUlture 　period （hr＞；b）S．A ．： single 　addition ；S．0 ．； single 　omission ．
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Fig．　IL 　Effect　of 　choline
，
　betaine　and 三nositol

　　on 　growth 　 of 　 strain 　 M −9　 in　 saline 　 cnvi −
　 　 ronment ．

　　The 　 cUlture 　 medium 　 contained 　 10％ NaCl
　 　 and 　 indicated　 substances 　 in　 FGP −medium ．

関与 して い る事実 に つ い て は，すで に 杉森 らが 耐塩性

乳酸菌 TetraceCCtLS　No ．100 の 高濃度食塩存在下 で の

生育が ，
L一プ ロ リン に よ っ て 促進 され る こ とを 認 め 4）

，

こ れ は 主 要酵素の 塩阻害が プ ロ リ ン に よ っ て 回復され

る こ と，あ る い は，菌 の 生理 学上重要な 乳酸脱 水酵素

の 活性 を増 大 させ る こ となどに あ る と 報 告 し て い

る．15，16）本菌 で は こ の 様な現象は 認め られなか っ た が，

本研究室 で 分離 され た 耐塩性乳酸菌 TetraceCCUS　SOJae

に お い て も高濃度食塩下 で の 生育 が，セ リン と少量 の

プロ リン の 添加に よ っ て 助長 され，17） こ の 時，少量 の

プ ロ リン の 添加で セ リ ン の 取 込 みが 増大す る こ とを認

め た．1s）

　コ リ ン の 耐塩性因子 と して の 報告は多 く，佐藤 ら
19）

は，Saecharom）ces　 rOttxii の 耐塩性が コ リン ，イ ノ シ ト

ー
ル で 増大す る と報告して い る． また ， 上野

3）は ，

Tetrac・CCUS　sayae の 高濃度食塩存在下 で の 生育が ，
コ リ

ン，ベ タ イ ン に よ っ て 促進 さ れ る と報含 して い る，し

か し，そ の 作用機作は全 く不明で あ る．コ リン は脂質

の 構成 々分 と して ，ま た ，メ チ ル 基供与体 と して 重 要

な 物質 で あ り，メ チ ル 化 反 応 を 通 じて メ チ オ ニ ン と密

接な関係を も っ て い る と考え られ て い る．従 っ て ，
コ

リ ン あ る い は ベ タ イ ン の 効果は，メ チ オ ＝ ン の 前駆体

と して の 効果 と も理 解 で きる．しか し，本菌 の 高濃度

食塩存在下 で の 生育が ， シ ス テ イ ン （ある い は シ ス チ

ン ） に よ っ て 阻害 され，こ の 阻害 は コ リ ン ある い は プ
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ロ リン に よ っ て の み 回復 され，ペ タ イ ン ，メ チ オ ニ ン

で は 回復されない こ とか ら考察す る と ，
コ リ ン 自体 の

作用 と も考 え られ る．この 点 に つ い て は，今後検討す

べ き問題 で ある．

要 約

　混濁味淋よ り，高い 耐浸透圧性を もち，しかも耐塩

性を示 す
一

菌株 BaciUus　sp ・を分離 し，そ の 性質を検討

し， 次 の 結果を 得た．

1） 分離菌 は，15％ NaCl 環境下及 び60％グル コ
ース

環境下 で 生 育可能な 耐塩性及 び耐浸透圧性を 有す る こ

とが特徴的で あ っ た．

2） 本菌 の 生育に及 ぼす NaCl，　KCl，グル コ
ー

ス ，ポ

リエ チ レ ン グ ラ イ コ
ール

，
シ ・糖及 び グ リセ ロ ール の

影響を調べ た 結果，同
一

浸透圧 で もそれ を作 る培地に

よ っ て 生育阻害は異な り，NaCI や KC1 の 方 が グル コ

ー
ス や シ ョ 糖よ り強い毒性を示す こ とが明らかとな っ

た．

3） 本菌 の NaCl に対す る 耐 性は，適応的に 獲得 され，

そ の 獲得は誘導期で行 な わ れ る こ とが 認め られた．

4） NaCl に よ る生育阻害が培地中の 栄養源 に 影響さ

れ る こ とが わ か った の で ，耐 塩性 に 関す る物質を検索

した と こ ろ，フ マ
ー

ル 酸，酵母エ キ ス 中の ア ミノ酸群

（グル タ ミン 酸，プロ リン ，ア ス パ ラギ ン 酸，メ チ オ

ニ ン ） と ビ タ ミン 類 （コ リ ン ，イ ノ シ 5一ル ，ニ コ チ

ン 酸）が 有効 な物質とし て認 め られた．

　 　本報の 要旨の
一

部は農芸化学会48年度大会で 報告した ．
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