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　　Salt　is　one 　of 　the　phySicoCliemical　factors　which 　control 　thg　growth 　of 　microor −

ganisms．　Estimation　of 　haloto】erance 　seems 　to　be   pQrta皿 t　fbr　the　ana 五ys塾 of 　effects 　of

salts．　 The 　present　paper　prop〔壻 cs　a 　method 　fbr　quandtative 　cs血 1ation 　of 　ha1QtQlerance．

　　It　was 　fbund　that 　gcneral　bactcria　could 　be　divided　into　3　groups　according 　to　their

growth 　in　the　presence　ef　10％ NaCl ： The 丘rst　compriSes 　bacteria　wh （旧 e　growth　was 　not

effected ；the 　second ，
　 bacteria　whose 　growth 　rate 　wa3 　reduccd ；and 　the　t丗 rd ，　bacteria

m （rst　of 　which 　were 　killed　but　some 　of 　which 　acquired 　llalotolerance　and 　grew．　 It　was

shown 　that 　gmwth 　rate 　could 　be　a 　standard 　fbr　haiotolerance　of 　Tetra‘o‘ctLs　sq γae ，
　which

was 　typical 　of 　the　second 　gτoup ，　 Growth　lag　t量me 　was 　a 監so 　a　standard 　fbr　B α翩 鋸 sp ．

M ，9which　was 　typical　of　the 雌 rd 　group．　 Halotolerance　 of 　Tc．　solae 　was ｛found　to　be
affccted 　by　ihitial　pH 　and 　that　of 　M −9　was 　by　osmo 虹c　pr鵬 ure 　and 　initial　pH ．

緒 言

　食塩は微生物 の 生育を支配す る 1因子 で あ るが，そ

の 微生物 に 与え る影響 は物 理 的 ， 化学的 に複雑な こ と

が考え られ る．

　従 っ て ， 微生物の 耐塩性を研究する上 で は，こ うし

た食塩の 複雑な影響を解析す る 方法を確 立 す る必要が

あ る と思 われ る．しか し，一
般 に 耐塩性 の 定義 は き わ

め て あ い ま い で あり，耐塩性 の 測定法 や研究の 対象と

す る 菌株 の 選 定 な ど ， 耐塩 性 の 研 究 上解明 され る べ き

点が 多 い ．

　本報 で は，細菌の 耐塩性 に関する研究の
一

環 と して ，

＊ 細菌の 耐塩性に 関する研究 （第 2 報）
　Studies　on 　Halotolerance　of 　Bacterh 〈II）

前報 で示 した耐塩性の BacillUS属細菌
1）と耐塩性の 乳

酸菌 Tetracoccus　sayae2，s⊃を用い て両菌の 塩に尅す る挙

動 に つ い て解析す る こ とを試み た．

実　験 　方 　法

使用菌株　 本実験に は Tetracoccus　SOIae 似 下 Tc・

selae） と Baetllas　sp ・　M −9 似 下 M −9 菌）を主 と して

供試菌株と して 用 い そ の 他 の 菌株 は すべ て 本学醸酵化

学研究室 に保存 の もの を用 い た．

　培埴および 培養法　　M −9 菌 の 培地 は Tablc 　1 に

示す YMPG 一培地，　 Tc・501as の 場合 は CMM 一培地 を

基本培地 と した．培養 は M −9菌の場合，Table　1 に 示

す FGP 一
培地で ，309q 　18時間 ，

　Tc．　selue の 場合，
　 CM 一

培 地 で 30°C ，15時間そ れ ぞ れ 振 盪 培養 した もの を 種菌
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Table　1．　 Composition　of　media ．

YMPG −mcdium

y¢ ast 　extract

meat 　 cxtract

peptoneglucose

　（pH 　6．6−6．8）

FG ？−medium

Na2 ・f巳 marate

91uco8e

（NH4 ＞2HPO ‘

KqMgSO4
・7H20

MnC124H20
　（pH 　6．6−6．8）

　 　 GP・medium

glucose

（NH4 ）2HPO4

KClMgSO4
・7H 島O

MnCl 呂
・4H20

　（pH 　6．6−6．8）

0．5％
1．01
．00
．9

O，　8％
2．01
．30

．20
．050
．DO5

2％
1．30

．20
．050

．005

CMM −medlum

casamine 　acid

yeast　extract

KH2PO4

MgSO4 ・7H20

NH ‘Cl
　（pH 　7ρ）

0．05％
0．10

．20

．050

．5

　 　 GM ．
皿 od 沁 m

casamino 　add 　　　 O，5％

yeast　extract 　 　 O．1

KH 阻PO4 　 　　　　 0．2
MgSO4 ・7H20 　　　0．05
　 （pH 　7．0｝

　 　 CMG −medium

casamino 　add 　　　　　O．05％

yeast　extract 　　　　　　　　　O噸1
KH ，PO4　　　　　　 0．2

MgSO ¢ 7H20 　　　0．05
NH ，CI　 　 　 　 　 　 O．5

Glucose　　 　　　　 1．0
　（pH 　7．0）

とし， 培地の 2 ％を接種 して 試験管を用 い て 振盪培養

した．

　生 育度 の 測 定法　　菌の 生育 は通常生菌数で測定 し

たが ， 簡便 な方法と して 濁度法も用 い た・濁度 は平沼

光電光度計 EPO ・B 型を用 い，生育度を 660　nm にお

ける濁度を もっ て 示 した．生菌数の 測定法は以下の よ

うに行 っ た．すなわち，培養液を 適 当 に希釈 し M −9 菌

は YMPG 一寒天培地 ，
　 Tc．　se“ae は CM 一寒天培地（無機

塩 を 除 い たもの ） の 各平板培地 を 用い 常法に よ っ て

30°C
， 24〜48時間培養後 に 出現す る コ ロ ニ ーを計数 し，

こ の値か ら生菌数を求めた．

　生 菌 数 の 変化の 測 定法　 M −9 菌 に つ い て YMPG 一

培地 で 30CC，24時間 ，　 Tc．　seJae の 場合は CM 一
培地 で

30°（】，王5〜18時間振盪培養 しtcもの を試菌液 として 用

い た．細菌 の 細胞 の 食塩 との 接触 は M ・9 菌の 場合 は

YMPG 一培地，　 Tc．
’
sayae は カザ ミノ 酸O．　05％， 酵母エ

キ ス 0．1％を含む培地 （pH ．7．0）を用 い て， こ れに 種

々 の 物質 を 添加 した もの （pH 　6・0−7・0）4・5ml に 上 言己

の 試菌液を 05ml 加え ，30℃ で 1時間振盪す る こ と

に よ っ た．

実験結果およぴ 考察

　種 々の 細菌の 生育に及ぼす食塩 の 影響　　前報で 示

した よ うに ，

2） 細菌 の 生育 し得る限界食塩濃度 は使用

する培地 お よび培養条件で異なり， こ れを正 確 に求 め

る こ とは困難で ある．そ こ で，種 々 の 細菌 と著者 らが

耐塩性の 研究に 使用して きた M −9菌 と Tc．　 se7ae の 生

育限界食塩濃度を比較し， 細菌種族間の 食塩 に対する

挙動 の傾向を求めた．本研究 で は 充分 な栄養状態で の

生育を 比較す るた め 培地 と して YMPG 一培 地 を使用 し

て 30℃ で振盪培養した．Table　2 に示すように 多く

の Pseudemonas　ma細菌と AgrobactSrium　pa細菌は 6％ の

食塩存在下 で は生育で きな い ．しか し， 同 じグ ラ ム 陰

性菌で も EscheriChia
，　Aerobacter等 Enterebacteriaceae

に 属 す る 菌株は ，
6〜8％の 食塩存在下 で も生育可能で

あ っ た，ま た，グ ラ ム 陽牲菌で は BaciUus属 の
一

部を

除き ， すべ て 10％食塩存在下 で 生育 した （Table 　3）．

こ の よ うに ， グ ラム 陰性菌 と グ ラ ム 陽性菌 の 間に ，食

塩 濃度 10％ を境に して 明 らか な 生育 の 差 が 認 め られ た・

10％の 食塩を含む培地 に 生 育 し得 る菌株 で も，菌株間
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Tablc　2．　EH ヒct　of 　N8Cl　on 山c 区mw 恥 αf　v面 o囓 Grarn．驫聯 tivc　b露 c   ．

Strain
　 　 rOW

（｝onc 曾ofNaC 韮

6％　　 8 ％　　 10％

Type 　ofgrow

出

E5‘加 プ勲 鍛 60あ AKU 　OGO4
Escherichia‘o麗 AKU 　OOO6
Ef‘伽 勧 敢 60 あ IFO 　3301
∠4erohUtter　cioacc 　e　IAM 　1221

淫β∫oゐacter 　48γ08 召tles　IFO 　12059

盆f砂 帥毎 fiare‘σ〃o厂α IFO 　3380

Serrasia　marcescens 　IFO 　3054
Serratia　marcescens 　IFO 　3736
Proteas　z厂ulgarts 　IFO 　3167
PreteZtS　 mirabitis 　IFO 　3849

Alcaligenesfueeatis　IAM 　B−141−1
∠4‘ゐ厂omeba ‘孟8厂ρ  蜘 ψゐ AKU 　O122
Agrobac’eritem　t”mefaciens 三AM 　1037

Agreうacterium 　tumefac勧 51AM 　1525
p58励 脚 nasfragi 　IFO 　3458
Psetide脚 nas18raveolens 　AKU 　O808

p ∫6μ面 η寉o觚 5iod 島己η31FO 　3558

Psettdo脚 nas 　evalis 　AKU 　O820

P5彦吻 脚 聯 5緬 伽 AKU 　O813
P58z痂   觚 ueruginesa 　IFO 　3456

／4rt加 oわ46 館厂 o拶 伽 s　IF（） 12138

卅

柑

卅

卅

掛

昔

廿

什

廿

卅

卅

卅

構

十

＋

什

幵

ト

十

惜

＋

卅

掛

幵

什

正1

III

　　The　cudtivation 　w 邸 c蹴 ｛ed　out 　in　YMPG ・medi 覧皿 coロta遍   indicated
a皿 o顎凪tof 　NaCl ，

　at　30°G ，   a 血 とer ・The 緲pe ・of 　growth
’
was 　mrp  ained 　in

血 e 楓 跏 d 洫 Fig．1．　 Symbdls 　indic匹篤 no 　growth （一）， 9KW 出 wi 丗 n 　161症
（卅）， 8mwth 　wi 曲 32hr （紛 and 　growth　wid 血 7day5 （十）．

で は生青状態がかなり異なるで あろうζ とが考え られ

た．そ C で ， 各薗株 の生育曲線を測度法で し らべ た 結

果 ， 食塩濃度 10％まで と限定 した場舎 ，
Fig・　“ c示す

よ うにそれらの生青曲線か ら3 っ の タイ プに分類でき

るこ とを見 い 出した．す な わち， 食塩濃度1qss以下で

はほ とんど生育に彰響を受けない タ イ プ （1型，5恥
haecas　e ＃reas），

　IO％食塩存在下 で は死滅する こ とは な

いが，増殖速度が低下するタ イプ （ITal．漸   四

Jtavas，
7  脚 ），　IO％食th存在下で は短時聞に

大部分が死滅し， 見かけ上 ， 誘導期 の時間が延長され ，

主 に誘導期 に影響を受けるタ イプ （II1型．β幽 8p り

M ・9菌）に 分類された．

　窩濃度雌 による翻繭の 死減　　M ・9菌が 高濃度食

塩 と接触するこ とに より死滅する こ とは先に述ぺ たが，

10％食塩存在下 で 生育可能な 他 の 細菌と比較する目的

で ，
  培地で 24時間培養 した自体を 12％食塩培

地中に移植し，1時間接触後， 生菌数の 変化を測定 し

た，Tablc　4 に 示すように ， グ ラム 陽性曠の 中で 食塩

に よ っ て 薯 しく死滅したもの lt　B．　Sめtilisの み で あっ

た． Tc．．seyat で は M 。9菌 にみ られ るよ うな高濃度食

壇存在下 で の死滅は起 こ らず， すで に食塩に対する耐

性を獲得 して おり， 同 じ耐塩性菌でも食塩 に対する挙

動が Tc．　 sgVVta と M ・9 闘で は著 しく異な っ て い る こ

とが明 らか とな っ た．M −9 薇と re．調郷 に 対する食

塩の黝 として の作用を他の無機塩と比較検討 した．

Table　5　K 示すよう．に ，　 M ・9慮の生青を阻害す る物質

の 中で ， 無機 の 塩類は殺富的な効果を示 した が ， 同 じ

浸透圧下 で もポ リエ チ レ ン グ リコ ール （？aG 　S　OOO）や，

高濃度で は 生育を阻害す る グ リセ リン や グル コ
ース は

殺菌効果を示さな か っ た． こ の こ とは ， 無機塩の 殺

菌効果が， そ の塩の作り出す浸透圧 の みに よ る もの で

は ない こ とを示して い る と考え られ る． しか し，
Ta・
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Tablc　3．　Effect　of 　Na α on 　the　growth ◎f　variOtza 　Gram賜positive　bac  a．

Strain

　 　 　 　 rowt

　 Goncn ．　of 　Na α 　　　　Type 　of

6 ％ 　 8房
冖

砺
…

9「°岫

Bacillus　Pumilus　IFO 　12086

βα6沼螂 鋤 躍 函 IFO 　3013
Ba ‘’♂」欝 躍 捌 伽 IFO 　3007

Baci〃us　5zの彦銘ゴ51FO 　3026
Ba σiltus　subtilis 　IFO 　3027

Baci〃us 銘 めtilig　IFO 　3037
β4‘磁 俗 調め躍 おva 罫。　niger　AKU 　O217
B ‘vatllus　stめtitts　IFO 　3009

Ba翩 螂 sp ，　M −9
β厩 ‘‘麗 5eircalatt ；IFO 　3329
BaOfltzas　sPhaer 泌 正FO 　3341
Ban

’
U欝 SJウhaericus　IFO 　3526

Miaocoo‘us ノ伽 粥 AKU 　O502

ル〔鈷70‘eCCttS　gtutamtCus　ATCC 　13032
M 伽 σ6  鯔 sp．　No．431　AKU 　O511
StaP妙Jo‘ρ‘cas 　aπreas 　IFO 　3340

Stoψh夕lococc：tS　aurezes　IF（） 3183

TetraCOCCttS　so］ae　Ueno　et　Omata
SarCi／m ‘Utea　IFO 　3232
＆鷹 伽 砌   伽 瓰 AKU 　O543

σoワnebaeteritim 　egui 　IAM 　1038
Breviba‘terium　divaribatum　NRR ．L 　2311

β励 伽 ‘terinm伽 ’卿 翩 觚η思 AKU 　O644

卅

卅

慚

帯

卅

帯

卅

卅

惜

卅

卅

卅

卅

帯

卅

帯

卅

卅

卅

帯

卅

卅

冊

惜

丗

惜

柵

卅

丗

棔

卅

帯

卅

卅

柵

卅
”
卅

卅

辮

柑

廿

忖

廿

軒

幵

骨

朴

幵

幵

幵

幵

幵

卅

辮

幵

廾

軒

督

十

籵

IHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHI

IIIIIIIIIIIIII

IIIIII

Footnote8　are 　s塗me 　 as 丘n 　Table　1．

sepme におい て は，
　 M ・9 闘に み られ る ような死滅現象

はいずれの無機塩｝ζよっ ても認められなかう た．

　上紀の 種 々 の 塩の 阻害程匿や ， ア ニ オ ン ， カ チ オ ン

の 影響を さらに 詳細に考察するため， 定量的に 衷示 し

て ， これ らの 関係を明確icするこ とを試みた．

　耐塩性の 灘定濾 にっ い て　　食塩 に よる生胃阻害が

M ・9菌では主 として誘導期の延」乾 Tc．卿 で は対数

期の生青速度 の 減少として 現れる性質を考慮して ， 食

燈が生育 に 及 ほす影響を測定す る C とを試 み た、すな

わち，
M ・9薗で は生菌数 （また は濁圃D の対数を縦軸

IC， 培養時間を横軸に と っ て プ ロ ッ トして得た曲線の

蘆縁部分を ， ゼ ロ 時闇 の時の生薩数（濁度）まで 外挿 し

た点まで の時間を， 見か けの誘導期 TL （h「）とした．

π ，卿 で は 660  に おける濁度の蠍 を縦軸に ジ

培養時聞を横軸 に とっ て プ ロ ッ ト して 得た曲線 の 虞糠

部分を 濁rt　e．　“ c内挿した点 まで の 培養時闇を To．t

（hr）とした．ζ の ようICして 求めた値の 対数 と食嵐濃

度の間に は F壼即・2
，
3 に 示した ように ， ほ ほ直線関係

が認められた．

　食塩の轟作用につ い て　　前述した よ うに ，
M ・9菌

は Tc・SULYveと比較して高濃度の 食塩に対する耐性は

弱．く，食塩に接触させ た船 ， 高い 率で 苑減するが ，

生き残 っ た菌は や がて 適応的 に謝性を獲得 し， 堪殖で

きる ζ とが明らかとな っ た．こ の ことは，食塩が M ・9

慮IC対して 死 に 到らしめ る薬物 として の作用 をす る こ

とを示して い る・そ ζ で，ζ の作用 を さ らに 詳細に 考

察するため定量的な取り扱い を試みた．

　1933年 、
Ingrthrm4 ， は，

一般に接租菌黴 と誘導期

の 長さ との 閥に 直線閼係が 成立 し， こ の 直線 の傾斜は

添加 された薬物の濃度に よ っ て異なる こ とに注目 して ，

薬物の存在 しない場合とする場合との直線の傾斜の比

か ら隠害度を求めて い る．また，Hoffinanと RthnS，

は 騨 誘導期の長さと薬物滷度とめ閥｝ζは， ある範囲内

で直線関係 の 成立す る こ とを認めて い る，さ らに 、 田
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Fig．1．　 Effect　or 　NaGl　 on 　thc　grpwth 　of 　dL 

　　  c   typ 量  10f 血     d蹕   haloto！e・

　 　 ran   ．

　　Three 　b襯 血 （1；εψ．4膨 欄 ，
　H ： Te．脚 ，

　　m ： 」BacuatS　 5P ．　 M −9｝wc1 贈 cultivated 血

　　Y ハ五ひ（｝9路◎dium 　 oo 亘 ぬ iコ山1｝8「三ndicated 　amo ■

　　  OofN 』α1　at30 °q 　oo 轟 曲 r．　 A雌quo的

　 　 were 　tumov αi　at 睦盒c 血ne 　ind藍（mtCd 凹 d　imq
　　mediately 　subjected 　to　Vialile　oel1 　eount

　　（●）　o％　N 塾c且
，　（△）　6％ Na （麺

，　（O）　10％
　 　 Naq

宮ら
．）は ， 薬物に よ っ て 徽生物に対す る作用様式が異

な る こ とをもとに して ， 薬物阻害作用 と藁物濃度との

mOIC一つ の 函数鬨係が成立す る こ とを認め ， 薬物の 対

数期の 生育抑制 ， あるい は みかけ上 の 誘導期の瓱畏

を阻害度の指榎として （1）式 より阻害度 H を求めて い

る．

　 　 　 　 　 　 　 T
　　　H 呂 1r

貯　　　　　　　　　（1）

（T ： 薬物 の ない 場合の 7L （ある い は Te．1），
7届 薬物

の 存在 す る 場合 の Tt （ある い は To．i））　 こ の式によ

っ て求めた阻害度 H と薬物濃度 σ との 闇 に は，

一
般

に シグモ イ ド形の 関係が存在するこ とがわか っ て い る．

また ， そ の 傾斜や位ほ （F脚・4 と 5 を参照）は
一つ の

薬物と一っ の敬生物で は一定で ある．多くの実験結果

か ら，阻害度 H と薬物濃度 G との 聞に ， （2｝式IC示す

よ うな函数臠係が近似的に成立するこ とが帰納的 に導

き出されて い る．

　 　 　 　 　 　 G ”

　　　
丑
「 両 「

．
　　　　　　　 （2）

こ こ に 示された n およびφは恒数で ，
こ の 値は薬物の

種類 供試菌の種贖そ の 他の 実験条件 に よ o て 決まる

もの で ある．φは Hn・・O．5く阻害度50％）の と きの 薬物

濃度 ， n は正 の 数で薬物の濃度 に対す る微生物の 感受

性を示す値である．式 （2）は

1  （弼 ）一 ・ ・  ・一・ 1  φ （3）

T諷 e4 。　 E 臨 啣 一   飆 o 皿 輔 脚     励 ．

Stra量n
ラ繍り廳mUU 聡めM丗葡W

野鷲
琺

沁
d鴛 C

 棚 G

動 ‘伽 勧 ia　eoti 　AKU 　OOO4
Aerob囗tter　acregenes 　IF（） 12059
Serratia　PotLpmuthicttm　AKU 　0062
Alacaligenesfae‘α爾 IAM 　B−141・1
Pseudo脚 naseuerese 鋸 AKU 　O821
Basiilus　sp ．　M ・9

Bacitltcs　subt ”ts　var ．η‘887　AKU 　O217

8 α6”‘螂 qウゐα8 伽 IFO 　3527
SarCine纏 8β IFO 　3232

Brevibacterium　sp ．　P145　AKU 　O643
磁 ψ妙’o‘曜 螂 醐 r鄭 夏FO 　3340

Coワ祕 α 繍 鰡 egui 　IAM 　1038
7珈 切‘eccus 　selae 　Ueno 　et 　Ornata

÷

十

十

十

十

牽

十

十

4．6× 108

3．8× 10s
3．8× 10s

3．5× 10B

4．7× 10s
3．2× 108
3．1× 10B

3．8× 10s

4．8× 10s

4．2x　los
2．3× 108
3．Oxlos

3．0× 10s

3．2x108

3，6× ios

2．7x108

1．6× 108

2．8× 10s

8．4xlos
7．6× 106
2．6× 108

3．9 × 10s
4，1× 王08

2．5× 108

2．2× 108

2．5× los

Bacterial　ccils 　were 　exp ｛壻 ed 　to　2　M 　Na α in　YMPG −me 磁   at 　30°（】fbr　1　hr　on 　a 　shaker ，
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Tab 夏c　5．　 E｛悔ct　of　v語   5   n 鵬 on 　thc 畷ab丗ty　of　S廿ain 　M ・9　a 【恩 Tc．　seint．

一
GontrolNa

（】1

KCI

LiCI

Mg （】12

NaaSO4PEG

＃200

Glycero三

Glucose

1212121211224235。

995

。

995

。

99
佑

姶

％

％

5。

5。
995

。

篇

　

　

　

　

　

　

　

1

3．2× 108

9．6 × 10s

8．5× los
1．7× loe

4，0× los

2．0 × ユ07

2，0x105
7．0 × 103
2．0 × 10s

8．9× 104
2．0＞く108
5．2× 10？

4．0 × 108
1．9 × 10s

1．5× 10s
1．3× 10s

3．Ox108

3．8 × 108

3．Ox108
3．9× 10＆

3．0× 108

2，2× 108

2，0× ｝os

2，8× 108
2．7× 10呂

3．0× 108

3．0× 10s

3．0× 108

2，5× 108

Assay　of 　viabllity 　was 　carried 　out 　acoord 呈11g　to　the　Ine 血 od 　describcd　in　the　tc翼t．

　 6

　 5

羣4K5

2

9

　 　 　 O　　 Q2 　　 α4 　　α 6　　α 8　　
广
1．O

　 　 　 　 　 　 　 　 N αOl 〔M ｝

F…＆ 2．　Re   tion山 ip　bctwcen　7乞and 　oαn   ntra ．

　　t三〇皿 d「Na （コiロ thc　8πowth 　of　Strain　M ，9　and

　 　EsdUrimhitt　ceti．

　　7t　is　defined　as ¢ eu1t肛 e　time （hτ＞calculated

　　  皿 erttrapolat 三〇腿 of 　thc 嚀t面 9bt   o 　in　cu1 ・

　　軌Ere 伽 Iogarithm　of　viab 艮C 　Cεn　oount （or

　　OD ．60）plotω lq麟 止 m 　of 血 ble α 』1　cou ロt

　　（or　OD6 ‘o）at 　timc 罵 ro．

　　（○）E ・　ceti， （●）BabUkts　sP ．　M −9

と書き換え られ る．すな わち，（3｝式が成立す るた め

に は，log一
蔔 『 の 値と log　G との間に直線関係 が

存在す る．そ して ， こ の 直線の 傾斜か らn 値が ， 直線

と 1・g・6 軸（1昭 缶 一・）との 交鮃 ら轍 が求め ら

れる．上 に示した こ とを参考に して ，Tc．・SOLJueと M ・9

菌の生育に 及ぼ す各種の 塩の 影響を しらべ るため， 上

述 の 2菌株 それ ぞ れの耐塩度の測定法に よ っ て求めた

【oo

50

一
　20

差

諢 1。

5 ・

2

　 o

●

o

　 　 　 t
　 　 　 　 O　　　　l　　　 2　　　　3　　　 4

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 吋oC 恐｛M ，

Fig．3．　R．e1ationship 　bctwvecn　7b．1　and 　N ＆（麺

　　conc 　cntzatiOn 　 on 止 e　growth αf　Te‘r＃coaeus
　 　 5劬 躍・・

　　To。1　i昂dc矗ncd 　a8　culture 　t量皿1c （hr）calq 二  tcd

　　fro皿 洫 tゆ 1atめ n σ f　5t面 91塞t ！ine　in　cu 艮ture

　　血 Lひ 1090D 鱒 o　plot　to　O。10D 　unit ．

値 To．1 およ び γL 値を用 い て，塩 に よ る生育阻害度を

上式から求め ， 各種の カ チ オ ン や ア ニ オ ン の 作用 につ

い て検肘した （Fig，4）．　 M ・9 菌に対する Nacn ，　K （コ，

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1− H
Na 亀SO4 ，　NaB τ

，　KI の阻害 は，　log　 H　　　　　　　　　　　　　　　　　 と10gG の プ

ロ 7 トが直線になり （3｝式が成り立つ こ とがわか っ た，
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Fig．4．　 Effect　of 　variou 部 gL色墨on 　the　growth　of　Strain　M ・9．
　　　 culthration　was 　carried 　qut　in　YMPG −rncdium 　co 漁 ining　indicated　amevunts 　of

幽 3… 一 曲 舳 d・姻 痴 ・・ − H − ・」 借一・一ゐ ・ ・…

　　TG　and 　7 　are 　TL　in　the　presence　and 　in　the　ab3ence コ
respectivcly

，
　of　5al艪： （1＞Naα ，

　　（2）KC1 ， （3）N 恥 SO4 ， （4）LiC1
， （5）NaB ち （6）KBr ， （7）K ら（8）Mg α 3， （9》CaCl2．

しか し，
UC 且，　KBr で は，濃度 に よ っ て 阻害作用が異

な っ て い るか の よ うICプ ロ ッ トが屈曲し，　MgC ！s で は，

低濃度で は生青促進 ， 高濃度で 生育阻害を示す こ とが

見出された。Table　6　｝C　M −9菌に対す る租々 の無機塩

の 生育阻害の指標とな る値，n とφを示 した．こ の 衰か

ら，
NaCl，　KCI は M ・9菌に対 し比較的弱い 毒性を示

すこ と ， 塩の生育阻害が滲透圧と直接関係を もたない

こ とが うかが われた．また ，
NasSO4 は 1分子中に 2

っ の Na＋ イオ ン を含むが，　n およびφの 値が NaCL の

ほ ぼ 1／2で あり，
NasSO ‘ の 阻害が主 として Na ＋ イ オ

ン に よるもの で あ る と考え れば理瞼的に よ く一致す る．

こ の Table　6 を さ らに 明確に す るた め ，
　 Table　7 に カ

チ オ ン とア ニ オ ン の 組み合わせ の 関係 と，
π お よ び φ

の値を示 した．こQ結果か ら C 卜
，
Br

，　SO41
一

と Na ＋

の 塩 で は nJ φ の敏 が か な りよ く合致す る． しか し，

C1一の 種 々 の 塩 で は カ チ オ ン 部分が異な る こ とによ っ

て n
， φの値は全く異なり，

Nacn の 毒作用が Na ＋ イ

オ ン の 影響を強く受けて い る こ とが考え られた．一
方，

Tc・sepae の 生育に 対 して NaCl の 及ぼ す阻害は，　 M ・9

菌 と比較して φの 値が大きい ζ とか ら，
M −9菌に比べ

Tablc　6． 1【1hibition 　pararneters　of 　tarious 　saltS　ag 血 8t　S贓 n 　M ・9．

Lethalconcn
．

（M ）

φ
＊＊

Salt n＊ Concn ．

（M ）

Os孤 otic

．P「essu 「e

　（a 雌n ）

NaClK

（】1LiClMgCl2GaCl2NaBrKBrKINaaSO4

2．52

．50

．90
．70

．52

，02

．e1
．21
．7

2．110

．890
．301

．900

．742
．500

．　995

．401
．10

0．660

．250

，180

．320

，060
．860

．360

．560

．36

32．812

．49

．023
．94

．641

．717

．827

．826

．8

串n ： 8：0pe 　o『inhibi樋on   ・
申＊φ： OCn 　centration αf　8alt　at　50％ h止dbition　of 　the　growth・
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Table　7．　互nh 孟b三tion　parameters　of 　various 　salts 　aga 三nst 　Stra加 M ・9　by　cat 量ons 觚 d　anio 重ls・

Anion

Cation Cl』 Br 正
胛 SO42一

n　　　 φ　　　 n φ n 　　　 φ　　　 n φ

Na ＋

K ＋

Li’1』

2．ユ10

．890

．30

Mg2 ＋
　 1．　90

GaS＋ 0．74

0．660

．250

．250

．32

 ，06

、2。500

．990

．860

．365 ．400 ．561

．100 ．36

　　Data　descr｛bed　in　Table　6　are 　rearranged 　so 　that　inhibitory　effect 　of 　salt 　is
expresscd 　as 　combination 　of

’
effect 　of 　cations 　and 　aniohs ・

て 酎塩柱が 強く， また ，
n の 値か ら食塩濃度 1M 以 上

で は生育に 及ほ す食塩 の影響が敏感 に現われ ると考え

られ た （Flg．5，　Table　8）．　 Kcn ，　KBr ，
　NaBr で は ， あ

る濃度 で グ ラ フ が 屈曲す る ζ とが 認め られ る こ と よ り，

低濃度域 と高濃度域で は 阻害様式が異なる こ とも考え

られた，さらに ，．ア ニ オ ン ，、カ チオ ン の影響を しらべ

るため ，
Tablc 　8 を Table　9 の よ うに蜂理 した・こ の

表に 示すように ，
Na ち Cト の どちらの イオ ン が生育

ic影響を 及 ぼ して い るの か は 明らか で はな く， 坑 に よ

る生育阻害が Na   C ト の 両方の 影響を受けて い る ζ

とが推測 さ れた．

　食塩存寂下の 生胃に 及 ぽす物堰的因子につ い て

　1．　 グル コ ース と食塩 の 共同影響 ： 耐塩 性 と耐糖

性 （抗滲透圧性） の関係 につ い て 検討した． M −9 菌

は YMP 一
およ び GP・培地 ，　 Tc・5り耀 は CMM ・培地を

基 本培地 と して そ れ ぞれ ｝ζ食塩とグル コ ース を共存さ

せ た場合の 生育を検討 した．M −9 菌 で は グル コ ース

濃度を
一

定 に し食塩濃度を変化させ た時， ある 食塩渥

度を越え る と誘導期 の 艮 さ 7’L が急激に 伸び るくFig．

6B）．この 食塩濃度の 変曲点に おけるグル コ   λ 濃度

（臨界濃農りを食塩濃度に 対して プ ロ ッ トす る と， ほぼ

直線的 と な り グ ル コ ース と食塩 の 間IC一定の 関係が存

在す る こ とが 認 め られた （F婚 6C｝．また，　 Ta．：卿
にっ い て は Fig．　6A の結果を褐た．すなわ ち，　T“i が

1．o

q5

〇

＋

　

　

0
婚．

三
。一

　 　 　 　 　 　
一
［

　 　 　 　 　 　 　 　 − i　　　 o　　　刊 　　一l　　　 O　　　噸 1　 −1　　　 ◎　　　列

　　　　　　　　　　　　　　 L   ｛f　rmolarity 　Of　salt
F姆 5．　Ef『ヒct　of　various 　sa己的 on 　tho　9 ：舳 ⊂  Tc・5りUbe・
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Fig．6．　 Effect　of 　NaCl 　and 　gluc・ se　on 　the　halo−

　　tolerance 　 of 　Tc．5卿 6　and 　Strain　M −9．
　　Tc．　 soJas （A ） and 　Strain　M −9 （B ）were 　 res −

　　peα ively　cuhivated 　at 　30°C 　on 　a　shaker 　in
　　CMM − and 　YMPG −media 　 con ヒaining 　 vari −

　　 ous 　 concentrations 　 of 　Na α and 　g正ucose 　 as

　　ind三cated ．　Te．land 　TL
，
　 respectively

，
　 were

　　plotted 　 against 　NaCl 　 cencentration ．　 Na α

　　concentrat 量on （C ）at 　bending　Po三nt 　of 　NaCl
　　 concentration ・TL 　curve 　in　figuT¢ Bwas 　plot。

　　ted　against 　glucosc　concentration ・

　 　 Glucose
　　　O 　O （M ），●　0．5，　 ●　1，
　　　●　2

，　　   　2，5

Table 　8．　Inhibition　parameters　 Qf 　various

　　 salts 　against 　Tc，5qツne・

Lcthalconcn
．

〔M ）

φ

衂 Concn．　 Osrnotic

（M ）
P
髑

e

NaClKCILiClMgC12CaCl2NaBrKBrKINa2SO4＞ 4

＞ 4

＞ 2

　 1，0
　 LO

＞ 3

＞ 3

　 1．5

＞ 2

　

5564830511

3021010111．781

．160

．320
．360

．631

．01

．161

．00
．63

88．557

．615

．926
．847

．049
．757

．149

．747

。0

食塩濃度 の 増大とともに 長 くな るが，グ ル コ
ース 添加

に よ る影響 は ほ とん ど 認め られ な か っ た．

　2， 初発 pH の 影響 ： M ・9 菌 に は YMP 一
培地，　Tc・

SOJae に は CMM 一培地 を 用 い て 高濃度食塩存在下で の

生育に 及ぼ す初発 pH の 影響に つ いて 検討した．その

結果，M ・9菌は Fig．7A に示すよ うに 食塩 の 存在 し

な い 場合 に は pH 　5〜9 の 広い 範囲 で よく生育 し，　 TL

値も小 さか っ た が，12％食塩存在下で は pH 　6 付近で

最 小の TL 値 を示した．一
方，　Tc．　SOIae で は pH 　4〜9

の 範囲 で よ く生育す る が，15％食塩存在下 で は pH
4〜6 の 間で の み 生育が 認 め られ ， 酸性側で Te．1 値が

や や 小 さ くな る こ とが認 め られ た （Fig．7B）．従 っ て ，

M −9菌， Tc．　 seコae ともに 高濃度食塩存在下で の 生育

は無塩下 で の 生育 に 比 べ か な り狭 い pH 領域 に 限定 さ

れ る こ とが 明 らか とな っ た．

　3． 培養温度 の 影響 ：Fig．8A に 示す よ うに ，M ・9 菌

の TL は培養温度 に よっ て 影響され ， 無塩下 で も食塩

12％存在下で も25〜37℃ の 間で は温度 が 高い 方が TL

Table　9，　 Inhibit正on 　parameters　of 　various 　sa 藍ts　against 　Tc．　So7ae　by　cations 　and 　anions ．

Anion

Cation C 卜 Br 1一 SO42 噌

φ　　　 n 　　　 φ φ n φ

Na ＋

K ＋

工三＋

Mga ＋

Ca2 ＋

3．51 ，78

O．　65　　 1．16

2，41

．80

．3

0．320

．360

．63

1．00

．5

1．01

．16 ユ．1 1．0

1．1O ，63

　　Data 　dcsα ibed　in　TAblc　8　are 　rearranged 　so 　that 辻血 ibitory　eH ヒct　of 　salt 　is
expressed 　as 　combination 　of 　effect 　of 　cations 　and 　anions ．
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Fig．7．　Effect　of 　in重t三al　pH 　on 　the 　ha1〔⊃tolerance

　　 of 　Strain　M ・9　and 　Tc．　so？as．
　 　 The　bacteria　were 　cultivated 　at 　the　indlcated
　　initial　pH 　in　 the 　presence　or 圭n　the　 absence

　　of 　 12％ （Strain　M −9）or 　 15％ （Tc．5卿 の
　　NaC1，　respectively ，　at 　30℃ ，　on 　a　shaker ．

　　（●）with 　NaCl ，（○）without 　NaCl

　　A ： Stra｛n 　M −9，　B ： Tc．　sayae

は小 さ くな り， また，各温度で の TL の 比 が一
定 で あ

る こ とか ら，培養温 度 は 食塩存在下 で の 生育 に 直接関

与す る 因子と は な らな い こ とが 明 らか とな っ た．一
方，

Tc．　 s・Jae で も M −9 菌 と同様の 傾向を 示す こ とが認 め

られ た （Fig．8B）．

　食塩 に よ る生育阻 害を定量的 に 示す試み は少 な く，

一・般に，生 育 度，生育速度，増殖曲線の 追 跡 に よ っ て

表 され て い るが，松山
7・s ｝は Escherichia　celi の 食塩存

在下で の 生育 に及 ぼ す因子を誘導期 の 時間 ， 最高生育

度 ， 生育速度 な ど を指標に して 検討 して い る．先 に 示

した よ うに ，食塩 は細菌の 対数期 の 増殖速度 ， あ るい

は誘導期 の 長 さの い ずれか に 影響を与え る と考え られ ，

使用する菌株 に よ っ て 対数増殖期 の 生青速度，あ るい

は誘導期 の 長 さを指標 と して 耐塩性の 程 度を示す こ と

が適当 と考えられ る．

要 約

　細菌の 耐塩性 に 関 して検討 し次の 結果を得 た．

　L 　 一般の 細菌は 10％食塩存在下 で の 生育 に よ っ て

〔a ）食塩 に よ っ て 影響を受けな い ， （b）増殖速度 に 影

響を受 ける，（C ）大部分の菌が死滅し，一部が適応的

に 耐塩性を獲得す る，の 少 な くと も3つ の タ イ プ に分

類 し得 る こ とが 明 らか と な っ た．
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Fig，8．　 Effect　 of 　temperature 　 on 　 the　 halotole−

　　rance 　of 　Strain　M −9　 and 　Tc．　SOJae ．
　 　 The 　bacterb　were 　cult 三vated 　at　the　indicated

　　temperature 三n 　lhe　presence　or 　in　the 　absence

　　of 　 12％ （Strain　M −9） or 　15％ （Tc．5qγσの
　 　 NaC1 。

　　（●）with 　NaC1 ， （○＞without 　NaCl

　　A ： Strain　M −9，　B ： Tc．　sePtae

　2． 細菌 の 耐塩性 の 程 度を 食 塩 に 対 す る挙動を も と

に して，増殖期の 生育速度 （TetraCOCCUS　SO7ue ）ある い は

誘導期の 長 さ （Bacitlus　sp ．　M −9）を 指標に して 定量的

に 示 しうる こ とを 明 らか icした．

　3． Bacillzas　sp ・M −9 で は滲透圧 ， 初発 pH ，
　 Tetra−

eeCCttS．soyae で は初発 pH が耐塩性 に影響を及 ぼ す こ と

を 認 めた．
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