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サメ肉腐敗の微生物化学的研究

第 2報 尿素分解細菌の分離及び共の UreaseActivity l[Cつい℃

木村喬久

(~I.:背'J;豆大学水産学部水産細菌学教主的

Studies in the Bacteriological Chemistry of Sbark Muscle Spoi1age 

II. On tbe isolation of ur回 splittingbacteria and their urea田 activity

Takahisa KIMURA 

Abstract 

In the present work， the author has i鉛 latedurea splitting bacteria from spoiling shark 
muscle， and ob相 vedtheir urea総 activityand other characters. 
The 陀sultscan民 summarizedas follows: 

1) Twenty three strains (K1-K23) were isolated by enrichment technique with media as 
shown in Table 1. 

2) Five strains (K6， 8，9， 10， 13) had stronger urease activities than the other strains. 
3) Among these 5 strains， only one (K8) was able to grow on medium using urea only as 
nitrogen source. 

4) In 3 strains (K6， 8， 10) among those 5 strains， the strength of urease activity was not 
influenced by existence of urea in medium， on the other hand， in the 2 strains (K9， 13)， the 
strength of the urease activity increaad. 

前報1)に於て著者等はサメ肉の腐敗に於ける細菌群の消長及びサメ肉抽出液のurease活性の菱化を観察し

て，サメ肉の腐敗に於ける尿素分解の大部分が細菌の酵素によるものであり，叉細菌組成の愛化とur回.se活

性との聞には密接な関係があるだろうと推論した。サメ肉の腐敗に於ける尿素分解の大部分が尿素分解細菌

によるものであろうと云う事はすでに清水内高橋3)，木俣t等によっても報告されているところであり

}D;妥当であると考えられる。然しながらサメ肉に於てどの緩な種類の細菌によりどの様な条件の時に最も活

援に尿素の分解.が行われるか，叉腐敗生3主物，防腐剤は勿論，此等細菌の生活環境の物迎的.化学的条件の

菱化がU陀ase活性叉はurease形成能力にどの様な影響を及ぼすか等の点に就ては殆んと明らかでない。著者

は以上の点を究明する事を終極の日的として，先ず本報に於ては腐敗過程に於けるサメ肉より後に述べる様

な方法で，比絞的尿素分解に関係の深いと思われる細菌20余株を分離し，各下宮のurease活性を測定比絞し，

叉二三の性質を観察して若干の結果が得られたので報告する。fi，J細菌の urease活性に関する研究は古く

Musaclusが尿中の尿素分解作用が 1kfjcrococcusureaeによる事を明らかにしてから多くの研究が報告され

ており，最近に於てもStuart等ラ及びFerguson中めによるBacillusρroteusのurease活性， Evelyn等7) によ

る Bt'ucellaのurease活性に関する研究等が報告されている。然し.之等の研究の多くは bacteriaの urease

により一定の細菌を他から区別する目的 即ち分類学上の目的で行われたものが多い様に恩われる。

I 供書式首の分離及び分離菌の=三の性質

実験方法

i)分灘方法:前報の研究の実験Eに用いた試斜について同隊の方法，即ち，鮮度の良好なホシザメ

(1kfustelus manazo BLMI!K~)R) を可及的に空中細菌の汚染を防いで調理肉挽して， lQgずつ殺菌綿栓ブラ
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スコに分け， 15-20oCに貯蔵した試料を一定日数毎に無菌 homogenizerにて乳状となし，常法に従い設菌

生理的食塩水で適当に稀釈し，次に述べる様な Enrichmenttechnique8)(こより細菌を分離した。即ち Table

1に示した3種の液体培地に上記試料乳液 A定量:を接種し 300Cで培養を続けると，通常24-48時間にて混

Table 1. Composition of media 
濁が認められるので，その一白金耳を同一組成の

培地に継代培養する。 2代目以後は菌の増殖が速

かである故10数時間毎に2回継代を繰返した後，

同一組成の固形靖地を用いて常法通り平板分離を

行った。向此の様な方法によれば殆んと大部分は

同一若しくは2種程度のコロニーとなる。叉Table

1に示す3種の培地引用いた理由は先ダ medium

I及びEに発育する細菌は一般に尿素細菌と云わ

れているものであり，叉mediummに発育する細

南は・般に nonexacting bacteriaと云われ， N源

として栄養的に厳しくない菌で，いずれも比較的

尿素分解に関係が深いと思われる事によるもので

ある。

Medium 1 

Urea 30g 

K2HP04 0.5g 

C6H507Ca3 10g 

(Agar 20g) 

Water l000ml 

pH 7 

Medium II Medium 1 II 

Urea 20g NH.Cl 6g 

CaCI. O.lg MgS04 0.2g 

Beef ext. 5g KH2P04 3g 

NaCl O.lg Na2HPOi 6g 

K2HP04 19 Gluco崎 4g 

叫 O叫 |(Agar2附

MgS04 0.3g I Water 1000ml 
(Agar 20g): pH 7 

Water 1000ml 

pH 7 

ii)分離閣の二三の性質としては先ず各閣の形態を常法により観察し，叉各I宥の上記3培地及び普通寒天

培地に対する発育を斜間培養法により観察した。

実験結果

以上の様な方法により分離した細菌は Table2に示す如く Bacilli12株， Cccci 11株の計'23:株で，此の中

mediumIにより分敵したものがKI-K3の3株， mediumIIにより分離したものがK4-K16の13株， medium 

lIJにより分離したものがK17-K23までの7株である。以上23株の細菌は Table2に示した様にいずれも普

通寒天培地に良く発育し，前記3培地に対する発育を観察した結果を同じく Table2に示した。即ちN源と

して尿素のみ含有する medium1にはK1，2， 3， 5， 8， 12及びK22の7株より発育し得なかったが， N源

として尿素の外に Eeefextractをも含む mediumrrには若干の例外を除いて大部分が発育し得る，叉N源

として NH4Clのみを含む rnediummには約字数の細菌が発育した。

i)特殊培地による定性的測定:

E 分離細菌のurease活性

実験方法

実験1に於て分離した細菌K1-K23の23株をScheider的の方法に従ぃ，指示薬として， metacresol sulfon-

phthaleinを含む字国体の尿素含有特殊培養基に接種し， 3QoCにて24時間及び48時間培養し，尿素の分解

による指示薬の変化からurea釘活性を観察した。即ち，指示薬の愛色が表面から培地の字分目までを越える

ものを(H)，変色が字分目まで及ばぬものをく+)，表面だけのものをく土)， ~化のないものをく一〉とする。

街尿素のみを除外した同一培地を用いて培養せるものを対照とした。

ii) Warburg検圧計による洗様商体浮滋液 ureaa活性の定量的測定:

各分離細菌をbnuillon-agar及び2%尿素添加boui1lon-也garに接種し，3QOCで22-24時間培養を行い常法

に従い集菌し冷水にて3回洗糠後光宜上ヒ色計により目立(C)フィルターをJ用いて水を blankとし透過率が

30%となる様冷水に懸濁せしめ，これを酵素液として下記の如き条件で尿素の分解により生ずる CO2の量を

Warburg検圧計により一定時間俸に測定し，此の量を urease活性とした。測定条件は，温度3QOCで
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主室 洗糠菌体穆滋液0.5m!，終末濃度0.067M，phosphate buffer pH 6.9， 1.1m! 

側室 2M 尿素溶液く終末濃度0.4M，約2%)0.4m! 

副室 2O%KOH， 0.4m!くO.測定用〉

であり，すべての測定は自家呼吸によるOょの消費及びC02の増加を補正した。倫個々の細菌u陀aseの最適

反応条件カ1同一であると考えられず，現に内野等[0、の報告によれば数種の純白百ureaseの最適反tD;pHを測定

し，少しずつのずれが認められたと述べているが，分離細菌23株の個々の最適反応条件をあらかじめ測定す

る事は技術上困難であり，叉木研究の現段階に於てはそれまで厳密な測定を必要としないと恩われたので，

木実験に於ては上記の如く Sumner等[1)が得た万豆結品ureaseの最適条件である終末尿素濃度2.5，9五， phos-

])hate buffer pH 6.9をすべての菌株に適用した。叉予備実験によれば各菌株により多少の相違があったが，

450m，μフィルター.10mmキューペットで，透過率30%の漆遊液は1m!中に drycell1.8mgを含み，此の濃

度の前後に於て湾滋液中の dryal1重量周1ち濁度と吸光度とは直線的関係にあり Beerの法則が成立した。

Table 2. Ge江町alcharacters of the isolated bacteria 

K 1 C I 3 

2 C I 3 

3 C I 3 

4 B II 1 

5 C II 5 

6 C II 5 

7 C II 5 

8 B II 15 

9 C II 11 

10 B II 11 

11 C II 21 

12 C 11 24 

13 B 11 24 

14 B II 24 

15 B II 21 

16 B 11 5 

17 B III 1 

18 B III 17 

19 B 111 17 

20 B 111 28 

C 111 28 

C III 1 

B III 2 

くA) Form， B-Bacilli' C-Coαi 
(B) Used medium for the iso!ation 

r 

1m I Boui11on 

ーーー ー『曙 -一・ 一 -〉48hr. 24ahgrJar 4811r. 

|++|土|土
士+土士 一+ + 

+ 1 +士士 士 土 ++1++

一-1 +. 1 + + ++1+十++
十 + 1++ I +十

十 十 士 ± + 十+

士士 + + 十 + ++ ++ 

+ 士 十 + + 

士 十 十 →ー + 

士 →ー + :t: 1 + 

士 + ++ 十 十 十十 十十

± + 十 + 十 + ++ ++ 
} →ー + + 十

+ 十十 十 + 十十 ++ 

土 ± 十 十 十 十 +十 ++ 

→ー + →- + 

+ + ++ ++ ++ 十+

1 = I = 1 士土

+ 十 十 十

+ + + 十

→ー 十|十 + 

士 →ー 十 + 十 十 ++ 十十

± 十 + 十 + + 十+ 十十

土 + 十 十 + + 

くC) Days of iso!ation 

+ + abundant， + moderate，士slight，-negative 
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以上の方法により各分離菌のurease.活性を定性的に観察

した結果は Table3に示した様に.u陀ase活性が(+1-)と判

定されるものはK9の1株のみで.(+)と判定されるもの

は3株.(土〉と判定されるものが若干認められた。然し此

の結果のみでは確実な判定が困難の如く思われたので，前

述の方法により各菌の bouillon-agar 及び2%尿素添加

bouillon-agar上に発育せる菌体の u陀ase活性を定量的に

測定した結果は Fig.1に示す如くである。 Enrichment

mediumとして mediumIIを用いて分離したK6.8. 9. 

10. 13の5株は特異的に活性が強く，他の菌株に於ては特

に注目すべき活性が認められなかった。叉この結果から見

て明らかな如く二三の例外を除き一般に尿素添加培地に発

育した国体は普通培地に発育したものに比し若干活性度が

増大しており，特にK9及び13の2菌株に於ては顕著であ

る。以上の事実は各菌の QC()2(dry ce111 mgが1時間反

応して生ずる CO2の量，本実験に於ては最初の10分間の反

応により生じたCO2の量から計算により求めた〉を求めて

みれば更に明らかに観察されるくFig.2)次に対照として

当教室保存菌種の中一般に腐敗細菌と呼ばれている Bac.

mesentericus ruber及ひ:Ps，邸時間onasfluoresens MlGUよA

叉古くから尿素細菌の代表的菌株と云われている Bac.

tasteur;; (MfQU JiJl)及び Galel2)が相直 ureaseの研究

に用いた M;crococcuslysodeikticusの尿素添加培地に発

育した国体のurease活性を前同様の方法により測定した結

果は Fig.3に示す如くである。即ち Microcoauslysode-

ikticusのみは中程度の活性を示したが，他の3菌は殆んと

注目さるべき活性を示さなかった。然し此の活性度も前述

の5菌株の中比較的活性の低かったK9株に相当する程度

であった。 #1Bac.μsteuriiの間生が弱いと云う事は意外

な事実であるが木市は東大応用後生物研究所より分譲され

たもので分類学上玉しい菌株であるにもかかわらず尿素添

加培地に数度前培養を行っても活性の増大が認められず，

分譲を受けた以前に既に酵素活性が変異したものではないかと考えられる。

果結験

E 

実

サメ肉の徴生物化学的研究

Strain 
No. 

++ 

十

+ー

Scheider test of the isolated 
bact巴rialur，聞記

Urea 
free 

士

+ 

+ 
++ 

木村:

Urea 
cont. 

1956J 

Table 3. 

21 

22 

23 

+ + colorimetric reaction (yel1ow to purple) 
diffusing from the surfaωand beyond 
half the length of the medium 
diffusion from surface and not beyond 
half the Jength 
coJorimetric change at surface 
no change 

土
十
一
士

十

士

察

以上の実験結果から明らかな如く比較的尿素分解に関係が深いのではなv、かと云う予想のもとに分離した

細菌.23株の中特にurease活性の強かったものは5株のみで他は殆んど注目すべき活性が認められず，此等5

株はすべて Enrichrnentrnediumとして mediumIIにより分離されたものでK師長を除く他の4株はN源とし

て尿素のみの medium1には殆んど発育を示さなかった事と，叉Enrichrnentmediumとして medium工に

より分離された3株及び他のmediumにより分離されたものの中 mediumIに発育可能だった4株の計7株
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The urea田 activityof cell suspention of the i田latedbacteria that 
was estimated at 10 minuts intervals in reaction by Warburg's 
apparatus at pH 7.1 and 300C 

• the ceJl grew 00 2% urea containing bouillon agar 
o the cell grew on u陀a-freebouilIon agar 
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則
一
即
一
回
一
則
一
同
一
同
一
附

200 

80 

A 

160 

if: 
一一-4

-唱

え
120 
同

Oυ
凶

B 

c 
D 

30 60 90 120 150 

Time min. 

Fig. 3. The urea舘 activity
of cell of 4 speci回 of
preserved cultures which 
grew on 2%町田 con-
taining bouillon agar 

民22

K23 

These results were estimated 
in Fig. 1. 

くA)Micrococcus lysoaeikticus 
(B) Bac. mesentericus ruber 
くC)Bac.向steurii(MIQU ~JL) 
(D) Pse臨加nonasiluorescens 
Ml(}ULA 

1 00 200 300 400 5on 600 700 

QC02 (Urease) 

Fig. 2. The QCO. (urea記)of the isolated bacteria 

These were calculated from the initial 10 minutes reaction. 
• the ceII grew on 2% urea containing bouilIon agar 
o the ceII grew on urea-free bouiIIon agar 

の中K8株を除く他のI若株には殆んど活性が認められなかった事からN源として尿素のみを含む培地に発育

し得る細菌と云えども必ずしもurease活性が強いとは限らず大多数は尿素を増殖に利用する際分解と云う過

程を取らず他の方法により直接利用するものではないかと考えられる。木俣等13)及びZobeII等14)は海洋に於

ける尿素分解細菌に関する研究を行い尿素分解細菌は次の3型に分類されると指摘している。即ち

a) N源として尿素のみでも充分発育を遂げるが強力なる尿素分解作用を営まぬもの

b) N源として尿素のみでも充分発育し且つ旺盛な尿素分解を行うもの

c) N源として尿素のみが存在する場合には全〈叉は殆んど発育しないが他の有機分解物が共存すれば充

分発育し一旺つ旺盛な尿素分解を行うもの，等である。

併し著者等の分離した前述の5株の中K8株はめに属するものと恩われ叉K6，9， 10， 13の4株はのに

又 K1，2， 3， 5， 14， 22はめに属するものではないかと考えられる。然し前記5株はいずれも全然尿素を

含まぬ培地に発育した菌体でも相当のU陀ase活性が認められ，特にK6，8， 10の3株は尿素を含む培地に発

育した菌体も，含まぬ培地に発育した菌体も殆んど同程度の活性を示し発育の際の存在には殆んど無関係の

← 3仔ー
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如くであり，此等の菌株に於てはureaseは構成酵素的に生産されるものではないかと考えられる。一方K9，

13の2株に於ては尿素を含む培地に発育した菌体は明らかに活性が増大を示しており特にK9株に於ては著

しく，此等2菌株に於てU陀aseが適応的に増大されたものであろうと考えられるO いずれにしろ腐敗過程に

於げるサメ肉から特異的にu犯ase活性の強い細菌5株を分離する事が出来，此等の活性はFig.3に示す様な

他の一般腐敗細菌のそれに比しはるかに強力であると云う事実から考えて此等の細菌がサメ肉の腐敗に於け

る尿素分解に主要な役割をなしているだらうと云う事は当然考えられる事で，今後此等の細菌のureaseの特

異性並びに生活環境の物理化学的条件がurease生産にどの様な影響を及ぼすかを究明する事により板鰍類魚

肉の ammonia発生機構解明の一助となり得ると考えられる。

要 約

前報に引続き腐敗進行過程に於けるザメ肉より Table1に示す3磁の培地をJHv、.Enrichment technique 
により比較的尿素分解に関係の深いと思われる細菌23株を分続し.そのU陀ase活性を観察せるに23株の細菌

の中K6，8， 9， 10， 13の計5株が特異的tこ活性が強く，此の5種の中N源として尿素のみの培地に発育し

得たものはK8の1株のみであった。叉K6，8， 10の3株に於ては培地中の尿素の存在にその活性度は殆ん

と影響されず此の3株に於てはureaseは構成酵素的に形成され，叉K9，13の2株に於ては培地に尿素を添

加する事により活性度が増大し，此等に於ては適応的に形成するものと考えられる。いずれにしろ此の様な

活性度の高い菌種はサメ肉腐敗に於ける尿素分解の主要な役割をなすであらうと推察した。

終りに臨み，i$:報告の御校関を賜った本学谷川教授，直接実験の御指導を賜った本学故長尾助教唆，菌株

(Bac.μsteu1'ii MIQUFL)の分識を賜った東京大学応用微生物研究所飯塚助教授並びに実験の一部を担当

された本学学生川村善迭の諸氏に深甚の謝意を表する次第である。

fl.j木研究費の一部は文部省科学研究助成金に依るものであり，教に感謝の意を表する。
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