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中酸性域pH にj:;.ける Clostrt~α'ùm1 φoroge11のの

胞子の耐熱性に関する研究

高尾彰一

(北海道大学農学部応用菌学教室)

Studies on the Heat Resistance of Clostridium sporogenes 

Spores within the Intermediate pH  Range 

緒

SHOICHI T AKAO 

(Laboratory of Applied Microbiology， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo， Japan) 

言命
しかも胞子の耐熱性がこの菌よりもはるかに大きい18)

ので，CI.学or・ogene5を死滅させ得る条件下では，Cl. 

缶詰食品はその pHの程度から，一般に低酸性食品 botulinumも完全に殺菌できる。それ故， CAMERON 

(pH5.3以上)，中酸性食品 (pH5.3-4.5)，酸性食品 (pH (1927)6)が腐敗したトウモロコシの缶詰から分離した Cl.

4.5-3.7)及び高酸性食品 (pH3.7以下)の4群に分けら ψorogene5の1菌株， P A (Putrefactive anaerobe) 3679 

れ，殺菌に際しては常にその pHが重要な因子の 1っと は，食品の殺菌条件を検討する場合の標準腐敗細菌の 1

して考慮、されている。これらの食品中， pH5.3以上の低 つとして，アメリカ缶詰協会で採用されているのである。

酸性食品は，魚介類，肉類，手L，野菜など原料の種類が しかしこの菌についても，前記の中酸性域を対象とし

非常に多いため，それらの腐敗に関与する各種有害細菌 た対熱性の研究は殆んど行なわれていない。すなわち，

の耐実初生についてはよく研究されており p 一方，酸性及 TOWNSENDら (1938)22)，STUMBO (1948)17)， STUMBO 

ひ、高酸性食品はその酸度の効果の故十こ，適切な殺菌条件 ら (1950)19)，REEDら (1951)12)，及び REYNOLDSら

の設定が容易であるとされている。 (1952)13)は，種々の植物性食品中における CI.sporogenes 

しかるに，通常“intermediatepH range"と呼ばれ PA 3679の胞子の耐熱性を見ているが，それらの食品の

ている pH5.3-4.5の中酸性食品は，主としてスープ pHは殆んどが5.3以上の低酸性に属するものであった。

ピューレ，スパゲッティなどの加工食品が包含され，比 叉， DESROSIER及び ESSELEN(1951)8)は，熱処理を繰

較的その種類が少なかったためもあって，従来これら食 返して生き残ったこの菌の胞子の耐熱性増加を調べ，天

品に関与する腐敗細菌の耐熱性については，基礎的研究 羽 (1953)1)，天羽及び坂口 (1954)4)は胞子の濃度と耐熱

が極めて少ない。それ故この群に含まれる食品の殺菌条 性との関係，各種炭水化物，蛋白質物などがこの菌の耐

件の選定は，これまでの経験をもとにして行なわれてい 熱性に及ぼす影響を試験しているが，胞子の加熱はし、ず

る場合が多い。 しかしながら，強力な毒素 botulinus れも pH7.0で行なわれている。叉， SOGNEFESTら

toxinを生産する食中毒菌，Clostridium botulinumの (1948)15)は，各種の野菜や豆のピューレの pHを酸性域

酸性域における生育限界が pH4.5である14)ため，それ からアノレカリ性域にまで調整しそれぞれの pHにおけ

以上の pHを有するこれらの食品では，当然この菌の汚 るこの菌の耐熱性を比較し，中酸性域 pHについても試

染も考慮せねばならず，従ってその殺菌に対する充分な 験しているが，それらは広汎な実験の一部として取り上

基礎的研究が肝要と思われるのである。 げられているに過ぎない。ただわずかに TSUJI(1959)24) 

一方，Clostridium 5ρorogenesも中酸性食品の主要な が中酸性食品殺菌の重要性に着目しその基礎研究とし

嫌気性腐敗細菌の 1つで，毒素の生成は見られぬがその て，中酸性域の数段階の pI-Iにおける胞子形成腐敗細菌

他の生理学的諸性質が CI.hotulinumと類似しており， 数種の耐熱生を調べ，そのなかで Cl.51りorogenesPA 
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3679についても，加熱条件を種々検討しているのが注目

されるのみである o

そこで著者は，特に中酸性域 pHにおける Cl.sporo-

genes P A 3679の胞子の耐熱性を対象とししかも従来

この菌については殆んど研究されていない胞子形成の諸

条件，胞子液貯蔵条件などが，胞子の耐熱性にいかに影

響するかについて基礎的実験を行なったのでその結果を

報告する。

実験方法

1 供試菌株

Food Microbiology， D巴partmentof Food Science 

and Technology， University of Massachusettsで保存

の Clostridiumsρorogenes PA 3679
0 

2. 胞子形成用基本培地

TSUJI (1959)24)がこの菌の胞子形成に用いた Trypti幽

case 10%， (NH4)2 S04 1 %， sodium thioglycollate 0.19る

からなる培地 (pH7.2)で， Mnの効果を特に試験した

時以外は， すべて MnS04'H20 10 ppmを培地に添加

しfこo

3. 胞子形成並びに胞子液調製方法

Cl. sporogenesの胞子を得るには， Fig.lに示したよ

うに，試験管から瓶培養へと順次液量を増して 30
0

Cで

培養を続け，最後の埼養は次に述べる各試験条例二ごとに，

それぞれ接種菌液を合わせて 200meの培地の入った

80z容培養瓶30個で行ない， 3-4日間培養した後，栄

養細胞が消失し殆んど胞子のみとなったところで取り出

した。

ここに得られた各6e分の胞子含有培養液は，先ず
Servall type KSB-4の連続遠心分離機で 15，000r.p町m.，

毎分 100meの流出速度で遠沈して胞子を集め，ついで

2，000 r.p.m.で30分ずつ3回水洗した。これら洗樵ずみ

の胞子は，いずれもその濃度が meあたり 108になるよ

う少量の滅菌水で懸濁した後，貯蔵温度試験の場合以外

は50Cで保存した。

4. 胞子の耐熱性に対する試験条件

1) 胞子形成培地中の Mnの影響。 MnS04・H20を

0， 10及び50ppm添加。

2) 胞子形成培地中の燐酸塩の影響。 K2HP04を0，

M/100及び M/40添加。

3) 胞子形成温度の影響。胞子形成適温 30
0

C及び発

育適洞 37
0

Cを比較。

4) 胞子水洗の影響。遠沈して集めた胞子をi5ti篠しな
いものと 3回水洗したものを比較。

(sporula七はlonlevel of abou叫乞 90 再a也 七heend of l … ………う狗0山
72色。ヲ6hr.) 
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(apor・concen回目ion!10 ti sporea per ml) 

Fig. 1. Procedure for the preparation of spore 

crops of Clostridiumψorogenes. 

5) 胞子洗機前の lysozyme処理の影響。 Lysozyme

による残存栄養細胞処理の効果を見るため， BROWNら

(1957)5)の方法を参照し， 0.25%の lysozymeを含む

N/lO KCl液に未洗襟胞子を懸濁し， 370Cで2時間処理

した後水洗し，未処理のものと比較。

6) 胞子液保存温度の影響。水で洗襟した胞子液を 5，

10及び 250Cで保存。

7) 胞子保存液の影響。集めた胞子を水に懸濁してお

いたものと，胞子形成府養液中にそのまま保存したもの

と比較。

8) 胞子液保存期間の影響。 水に懸糊した胞子を 10

及び70日間保存。

5. 胞子の耐熱性試験法

胞子の耐熱性は NCALaboratory Manual (1956)23) 

の TDT(Thermal death time) tube methodによって

試験した。その概要は Fig.2に示す如くである。すな

わち各条件下で保存した胞子液を intermediatepI-Iであ

るpH4.7の MJ2citrate bu妊erに，meあたり 106の
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Fig. 2. Exp巴rimentalprocedure of thermal 

death rate 

TDT (thermal death time) tube method: 

NCA Lab. Manual. 1956. 

胞子濃度になるように接種しその 3meずつを殺菌ず

みの TDTtubeに注入した後，先端を熔封し， 1100C 

の oilbathに浸漬加熱後，一定時間ごとに tubeを取

り出し，直ちに icewater bath中で冷却してからその

内容を滅菌試験管に移した。ここで生き残っている胞子

数の算定は colonyを形成させて行なったが，それには

Fig.3の如く，予備実験で得た計数に好都合な 3段階の

濃度に前記加熱胞子液を稀釈しその 1meずつを，予
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Fig. 3. Anaerobic colony counting method 

(Spinning method). 

Table 1. Recovery medium (Pea.pork 

trypticase medium). 

Pork infusion ......... ・・・・・・・・ ・ ・・ 800me 

Pea infusion ・...田・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 200 me 

Trypticase .... ………一回目…・・ ... ……・・ 1.5% 

K2HP04 ・・・"....ー…・・・・ ..................... 0.125% 

Soluble starch ・・・・ H ・H ・・・・・・・・ 0.1% 

Na.thioglycollate .............……....... 0.05% 

Agar ......…・……………・………… 3~も

め太い試験管内で溶かし， 45
0
Cに保つである recovery の発生による寒天の亀裂も起らないなどの利点がある。

medium (Table 1)24)に接種した後 Spinningtube appa司 6. TDR curveの作製及び D valueの算出

ratus24) (Photo. 1)にかけ， ice water bath中で急速に 横軸に 1100Cで胞子液を加熱した時聞を分で、表わし，

回転させると，培地は試験管の内壁に薄層となって固化 縦軸に前記の colony数から得た，各加熱時間に相当す

する。その後，押し込めた綿栓上に，嫌気培養のためピ る生存胞子数の対数をとり，その回帰直線を求めた。こ

ロガローノレ粉末 19と20%NaOH 1meを添加し，直ち の直線は TDR(Thermal destruction rate) curveと呼

にゴム栓で密封し，逆さに立て 37
0
Cで7日間 colonyが ばれ，その傾斜がゆるやかな程，耐熱U生が大きいことを

充分形成されるまで培養した。従来，嫌気菌の colony 示している。叉生存胞子数を90%減ずるに要する時聞

を簡便に且つ適確に形成させる方法は殆んどなかった (分)を次式により算出したが，これは D(Death rate) 

が，この Spinningtube methodは操作も簡単でしかも valueと呼ばれ，この値が大きい程，耐熱性も大きいこ

colonyの出現も容易であり，培地が薄層となるためガス とを意味している。
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Photo. 1. Spinning tube apparatus. 

ここで U:加害!¥時間 l夕刊

D=~ 土石訂コ両b r句、
a:始めの胞子数

b: U分1m熱後の生存fJ81子数

結果及び考察

1. 胞子形成培地中の Mnの影響

Fig.4に， MnS04・H20を10及び50ppm含む培地

から得た各!胞子液を 50Cで 10日間保存した場合の結果

を示したが，これら 2種の Mn濃度では， )]包子のIllrJ熱性

に対する影響i二差が見られなかった。しかし Mn無添加

培地と 10ppm添加1)音地からの胞子七 50Cで70日間保

存した Fig.5の結果から， Mnをど情}也に少量添加するこ

とによって，胞子の前Ijj熱I'E¥土Ilfjらかに増大することが認

められた。

従来，好気性有!胞子細菌の!胞子形成には Mnが著しい

促進効果を有し2，7)， しかも胞子形成培地に Mnを加え

ることによって，胞子の耐熱性がi同大する例も見られて

いる3)。

しかるに Cl.sρorogenω などの!i.l~気扇では，好気菌の

場合よりも一般に栄養要求が複雑で，純合成借地を調製

することが困難なためもあって，胞子形成に対する金属

イオンの影響は今後の問題として残され10)，Cl. storoge-

nesの胞子形成府地にもこれまで Mnを特に添加するこ

5

4

3

 

1
H
o
b
H
h
p
h
づ
m
h
o
h
e
ρ
色
づ
ロ

門n，50 ppm 
D: 3.90 

M 
O 
ぃ1

1 1 1.....-..幽晶司ι鍋E司自由品A
10 15 20 25 30 35 40 

Ti百9in m1nuむ。s

Fig. 4. Effect of Mn in medium on heat 
resistance of Cl. 51りorogene5spores 

(storage at 50C for 10 days) 

とはなく，むしろ主として借地の有機成分が検討されて

来た11，24，お)。

しかし今回の実験から，胞子形成i部也に対する少誌の

Mnの添加は，先の好気琵iの場合と同様，Cl. sρorogenes 

の胞子のjlijj熱性I削日にも効果のあることが立証された訳

である。

2. 胞子形成培地中の燐酸塩の影響

胞子淡を 5
0Cで10日間保存した場合の結果な Fig.6

に示したが， K2HP04卵、〔添加培地方、ら得た胞子の D
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valueが3.71であるのに比べ， Mj100添加で4.01，Mj40 混度の範囲内では菌の地養温度を高めるに従い，形成さ

では4.57と上昇し培地に対する燐酸塩の添加が胞子の れた胞子の耐熱性も高まるという Bac.anthracis25)， 

耐熱性を幾分増進することが認められた。 Bac. subtilis26)， Bac. stearothermophilus27)， Bac. 

ちなみに Bacillussubtilis 26)， Baιωagulans var. c印oagul.μdω仰n削t“sva訂r.t幼her川 O仰ac口iduωtr叩-官dωn削2口S9幻)などの様相とはミ著寄し
the門 Jloaci，μduげr叩d仰仰ns点ω3め)， Cα1. b向ot似ul必din削uf川111問6的)などでは，:1'培音地に く異なるものである。 従つてこの ClψO仰1"<百ogeJ削ne白5の場

燐酸塩類を添加することによって胞子の耐熱性の増すこ 合はむしろ，練乳から分離された Bacillussp.21)や Cl.

とがま口られているが，Cl. sporogenesについては，従来 botulinum20)の胞子で認められている現象，すなわち最

このような燐酸塩の効果は報告されていなかったので 大の耐熱性を示す胞子形成温度があって，その前後の培

ある。 養温度では，いずれも胞子の耐熱性が減ずるとL、う結果

3. 胞子形成温度の影響 に類似しているものと思われる。

Fig.7から明らかなように，この菌の発育適温 370C 4. 胞子水洗の影響

よりも胞子形成適温 30
0

Cで培養して得た胞子の方が， 耐熱性に対する胞子水洗の効果を見た結果はFig.8の

はるかに耐熱性が大きかった。この結果は，発育可能な 如くで，胞子の水洗いかんはその耐熱性に殆んど影響の

ないことが分った。
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5. 胞子洗練前の lysozyme加里の影響 7. 胞子保存液の影響

Fig.9に比較したように，椛養液から集めた胞子を Fig.11に，これまでの実験条件通り胞子を洗獄後，

lysozymeで処理したものと未処理のものとでは，耐熱 水に懸渇して保存したものと，胞子形成後そのまま埼養

性に差異が認められなかった。 淡9:11こ保存したものについて耐熱性を比較した結果を示

したが，これら両保存淡の問には大差は見られなかった。
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Fig， 9， E妊ectof lysozyme treatment in washing 

spore crops on heat resistance of Cl. 

sporogenes spores (storage in cultured 

medium at 50C for 70 days). 

6. 胞子液保存温度の影響

胞子液を 5，10及び 250Cに 10日間保存した場合の結

果を Fig.lOに示したが，図から明らかな如く， 5ない

し10
0

Cの低温に保存したよりも 250Cに保存した方が

著しく耐熱性が大きかった。 この傾向は Table2の70

日間保存の場合の Dvalueを比較しでも全く同じであ

る。従来このような，耐熱性に及ぼす胞子液の保存温度

の影響を試験した報告は見当らず，従ってこの点につい

ては今後更に詳細な倹討が必要と考えられる。
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Fig. 10. Effect of storage temperature of spore 

crops on heat resistance of Cl. SP01-0・

genes spores (storage for 10 days) 
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Fig. 11. Storage in spore suspension and in 

cultured medium for 70 days at 50C. 

8 胞子液保存期間の影響

Table 2に，各種の条件で得られた胞子液を， 10及び

70日間保存した場合の Dvalueを対比して示したが，

70日間保存のものは，胞子形成条件などのいかんにかか

わらず，いずれも 10日間保存に比べ耐熱性が多少減じ

ていることが認められた。

Table 2. D values of Cl. ，torogenes spores 
stored for 10 and 70 days. 

Conditions D values 
1 ~~ Ilncub也tionlStoralre 11 ，~ ， Mn I POA l "，- u~~_~_~~lUU 斗UW!!，C 11 10 davs 1 70 davs 
-1remp・remp. 11 

5
0

C 11 3.71 3.46 

1 3.90 3.38 

10 ppm 0 30
0

C 

50ppm 0 

10 ppm M/100 

M/40 

4.01 3.34 

4.57 3.63 

10
0

C 4.14 3.53 

25
0

C 8.33 5.32 

37
0

C 5
0

C 2.54 2.38 
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究に当って有益な御助言と御鞭縫を賜わった Dr.H.M 

EL-BISIに厚く御礼申し上げると共に，終始実験に御協
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要 括

胞子形成条件， H包子液保存条件が， '=1=1自主性J或pHにお
ける Clostridiu川町ψorogenesP A 3679の胞子の耐熱性

に，いかに影響を及ぼすかについて実験した結果，

l 胞子形成埼地に少量の Mnや燐酸塩を添加する

と，無添加の場合に比べて胞子の耐熱性が増大した。

2 胞子形成の温度は耐熱性と深い関係があり，胞子

形成適温30
0

Cで得た胞子は，発育適温37
0

Cで得たもの

より，はるかに耐熱性が大きかった。

3. 胞子の水洗， lysozyme処理のいかんは耐熱性に

影響なく，叉胞子を水に懸渇して保存しても胞子形成府

養液中にそのまま保存しでも，耐熱性に差異は見られな

かった。

4 胞子液は 50や 100Cの低温においたものよりも，

250Cに保存した方が耐熱性は大であった。

5 胞子の形成条件，保存方法のいかんにかかわらず‘

胞子淡を 70日間保存すると， 10日間保存した場合に比

べいずれも耐熱性が多少減少したD
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Summary 

E妊ectsof the sporulation condition for Clostridium 

ψorogenes PA 3679 and the storage condition of spore 

crops on the heat resistanc巴 ofthese spores within 

the intermediate pH range were investigated to esta-

blish a scienti五cbasis for the thermal process of 

semi-acid foods. The results obtained are as follows 

1. The addition of small amounts of manganese 
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or phosphate to the sporulation medium， caused an kept in water and in the culture solution in which 

increased heat resistance of spores. the spores were produced 

2. The spores produced at an optimum sporula- 4. The spores stored at 250C were much mor巴

tion temperature， 30oC， had a greater heat resistance resistant to heat than those kept at lower tempera-

than those obtained at an optimum growth tempera- tures， 5 and 100C 

ture， 370C. 5. With every kind of spore crop produced under 

3. Washing or lysozyme treatment of spore crops various conditions， the storag巴 for70 days reduced 

had no e妊ecton the heat resistance. No dほerence the heat resistance to some extent compared with the 

was found between the resistance of both spore crops results of 10 days' storage 


