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サメ肉腐敗の徴生物化学的研究

第3報尿素分解菌の尿素分解能力に及ぼす水素イオン濃度の

影響について

木村喬久

L北海道大学水産学部細菌学教室〉

Studies in the Bacteriological Chemistry of 

Shark Muscle Spoilage 

m. On tl:e effects of pH upon the abiliti，田 of世leureaspli tting 

bacteria isolated from spoiling shark musc1e 

Takahisa KIMURA 

Abs仕aet

In the present work， the author hωo臨 rvedthe effect of pH upon the ability to d民omp崎
町eapω詑sadby K-I0 strain， which has es伊ciallystronger url鎚 seactivity than the other four 
isolated urea-喧pIittingbacteria. 

The results can be summarized as foIIows ; 
1) The multiplication of this strain has been exceIIent at the range from 6 to 8 of pH values， 
and optimum growth pH at pH 7.9. 
2) In this strain， optimum pH of urease activity lay within range of pH 7.0 to pH 8.2， and it 
changed sIightIy to the alkaIi side in aαompaniment with incr四 lentof substrate concentration 
in reaction mIKture. 
This phenomenon was remarkable below 2% of su凶trateconcentration， and in the case of 6% of 
substrate conωntration， optimum pH lay pH 7.6， and in 0.6% at pH 7.6. 
3) In this strain， the optimum pH in respect to abi1ity of decomp<渇itionof urea wiII lay near 
pH 7.9， from the results obtained as above. 

前報1)に於て，著者は腐敗進行過程中に於ける鮫肉より尿素分解に比較的調係が深いと恩われた細菌23株

を分離し，その中5株が特異的にurease活性が強く，これ等の細菌は鮫肉に於ける尿素分解に主要な役割を

なすであろうと報告した。本報に於てはその5株の中，就中活性の強いと思われた K-I0株の尿素分解能力

に及ぼす水素イオシ濃度の影響について.2. 3の実験を試みた。こ》で url閲 se活性と云わず特に尿素分解

能力としたのは菌体u問'ase活性そのものが尿素分解能力を左右することは勿論であるが，一方その菌の発育

の良否もその能力に大なる彰響を及ぼすものと考えられるからである。細菌のurぬse活性に及ぼす水素イオ

シ濃度の影響に関し内野等のは Bac.subtilis等8菌種の乾燥菌体淳遊液の ure蹴活性と水素イオシ濃度と

の関係について報告してその至適水素イオY漫度は Bac.prot，側 S‘ではpH6-7，Bac.coli及びBac.tヌthi

はpH6 -8 ， Bac. pyocyaneus及び Bac.t1・'odigiosusはpH7-8，Bac.抑制拍'.Sta.片 .aureus及びBac.
dysenther;tJe はpH8であると述べて居る。叉LyubimovめはMicroc.ureaeに於ける urlωseの至適水素イオ

シ濃度はpH7より幾分低いところにあると述べて居る。いずれにしろ菌種によりその至適水素イオシ濃度

が異る事は明らかである。叉Sumner等4)は双豆結晶u陀aseの至適水素イオγ濃度は基質尿素の濃度により

互老化すると報告している。本報に於てはこの点についても検討を行った。ff，j本実験に供試した K-I0機のー
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The effect of hydrogen ion concentration on the growth rate of K-10 strain， at 
pH5.8-7.~ with O.067M phosphate buffer鈎lution

o pH 5.8 • pH 6.4 ③ pH 6.8 () pH 7.5 @ pH 7.8 
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The effectof hydrog，釘1ioncoI悶 ntrationon the growth rate of K-10 strain， at 
pH 6.8-8.8 with O.067M KH2POけ O.034MNa2B407 buffer solution 

() pH 6.8e pH 7.2 () pH 7.5 ~ pH 7.9・pH8.40 pH8.8 
般性質は古付沿ら強力な u陀栂活性を有するとされて居る Bac.proteus， Ba，. ureae或は Psew:lom仰 QJ
ureae、とは腕らかに異った樟菌であり...本供試菌株の分類学上の位置については後報に於て報会する予定で

ある。
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a)使用培地

実験工 K-l0株の発育に及ぼす培勉水素イオン漫度の彫響

普通濃度の倍の濃度に調製した3%pepton7Kに， pH5.8-7.8では終末0.067Mの燐酸ソーダ・燐酸カリ守

緩衝液， pH6.8-8.8では終末0.067M燐酸カ九 O.034M蘭砂嘱衝液を等量混合し.15ポY ド20分間の加

熱による少量の沈践を漉別し，之を光学的に均→な比色用試験管に10α宛分注して使用した。

b)発育速度の測定逮

上記培地に培養した供試菌の48時間培養液を適宣浦釈し，そのO.lcc宛を上記培地に接種し， 350Cの恒温

器中で発育せしめ， 6 時間毎にその~濁状態を A.K.A. 光電比色計で750m~7 イルターを使用して吸光度を

測定する事により直接測定した。向予備実験によればこの波長では培地自体による光吸収はほとんどみとめ

られず宮濁度と吸光度は直線的関係にあった。

。実験結果

以上の如き方法によりpH5.8-7.8及び6.8-8.8に於けるK-10株の発育を比綾測定した結果は.Fig.1及

びFig.2に示す通りである。即ち0.067M燐酸カリ・燐酸ソーダ緩衝液を用いたpH5.8-7.8の実験では

Fig.1に示すま日くいずれのpHに於ても約6時間のlagphaseの後に発育を始め培地のp}基がアルカり性に

傾くにつれてその発育が駐盛となり， pH 7.8で最も旺盛な発育を示し， pHR18に於てはRtんどこの測定
操作では測定し得る程度の発育を示さなかった。同様に0.067M燐酸カ 9.:0..084M翻砂嘱街液で行ったpH

6.8-8.8の実験ではFig.2に示す如くいずれのpHに於ても約24時間のlagpl'laseの後に発育を始め， Fig.1 

の場合と同様に， pH 7.9に於ては他の pHより幾分
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lagphaseが長いが，最も急速な発育を示し更にアルカ

リ度が高まり pH8.4となると酸性側同様にほとんど

発育が見受けられなかった。即ち木菌種は約6-8の

pH領域で発育良好にして，特にpH7.9附近に於て最

も旺盛なる発育が認められた。

実敵11 K-l0榛の薗~遜液 urease 活性

に2iぽす水嚢イオン.度の'惨事

及び&，質2健康&の関係

a)図表濃の郡観

前報1}の結果によれば，本菌株の発育の際に於ける

培地中の尿素の存否は菌体urease活性にほとんど影響

をあたえなかったので，本実験に於ては常法のま日〈普

遜肉汁寒天斜面培地に於ける 300C約24時間の培養菌

を集菌し洗糠後調製せる冷水漂滋液を酵素液として供

試した。予備実験に於て，菌体漂海液及び凍結乾燥菌

体を夫々 +50C以下の冷糟所及び室温に放置せる場合

杯準滋液の場合では急速に不活性化するに反し乾燥菌

体の場合は冷暗所に保存すれば約5ヶ月後に於ても最Fig. 3 The effect of hydrogen ion ∞n<淀川ra-
tionandsu凶tratecom澗 trationon the ur凶 seac-
tivity of intact偲l1sω:pensionof K-10 strain， pH、・初のyz程度の活性を示し，相当の安定度を有すること
5・会-9.0，substrate聞 lcentration2男~-10% ホ が判ったので本実験に於ては発育の際の条件差による
o su凶trate 109百⑥ su凶trate 6グョ
⑨ " 2% ・F 8d 影曹を除くためドあらかじめ凍結乾燥し +5旬以下

~ " 4% に保存した菌体を用に臨み5mg/ccの濃度に冷水に漂

6.0 8.0 
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滋せしめて供試した。

b) 11索活性の測定主主
上記酵素液を用い Ambr0se51の方法を若干改良した N蝿 ler比色法により測定した。即ち各濃度の基質尿

素液0.5∞と終末M/S各の pH値を有する燐酸緩衝液1cc宛を試験管にとり300Cの恒温に保ち10分後に酵素

波乱5∞宛を添加し20分間反応せしめた後更にN/1HCl1cc宛を添加して反応をとめ，瀦過した後瀦液1削こ水

18ccを加え之にNessler試薬を 1cc宛添加して10分後に430mflフィルターを用いA.K.A光電比色計により

吸光度を測定しこの吸光度から0時の吸光度を差引いたものを酵素活性度として表わした。

。実験結果

以上の如き方法により菌体浮滋液のurease活性と水素イオシ濃度及び基質濃度の影響を観察した結果は，

Fig.3，Fig.4及びFig.5に示す通りである。即ち基質濃度が比駿的高い2男ぎから10%で.pH5.2から9.0

の場合での活性はFig.5に示す如くで最適水素イオシ濃度はいずれの基質濃度の場合も pH7-8にあるよ

うであるが，基質濃度がうすくなるにしたがいpH8の方に幾分移動を示した。次に基質濃度を2%以下と

した場合の活性はFig.4に示す如くで明らかに基質濃度が滋少するにしたがって最適水素イオシ濃度はpH
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Fig 5 The vari~tioIl. in optimum hydrogen 
. ion concentratiott;of K-10 strain's ，intact celI 
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pH 

Fig. 4 The efCect of hydrogen ion ∞ncentra-
tion and su凶trate∞iscentrationon the urease 
activity of intact celI suspension of K-10 strain， 
pH5.2-9.0. su凶trate∞iscentration0.6%-'2.0%‘ 
o substrate 0.6% Qsubstrate 1.6% 
. " 1.0% の" 2.0% 

9.0 8.0 6.0 5.0 
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8.2の側に移動しpH7.0での活性とpH8.2での活性の差は基質濃度の被少と平行して大きくなった。叉pH

7.0から pH8.2の聞に於ける活性度を見るためにその聞を更に細分して基質濃度 6%及び0;6%の際の宝適

水素濃度をよりこまかく検討した結果は.Fig.5に示す通りである。即ち，基質濃度が高い時はその活性は

pH7.6附近で，叉低濃度の場合はpH7..9で最大となり，且ついずれの絵巣から見ても基質濃度が滋少するに

つれて活性も低下を示した。叉Fig.3及びFig.4に見る如く pH5以下の酸性城tこ於ては極端に活性は被少

し，ほとんど之が認められなくなった。

lJt察

実験Z の結果によればK-1()換の発育至適水素イオシ濃度は pH7.9~付近にあり， pH5.8以下の酸性領械又

はpH8.4以上のアルカリ領域に於ては発育が阻害され叉実験Eの結果によればurea..oe活性の至適水素イオシ

濃度は， Sumner等:4)が提唱する如く基質濃度の影響を受けるがpH7-8にあり，基質濃度終末 2%以下に

於てその彰響は特に著しかった。即ち基質濃度を低くするにつれ至適水素イオシ濃度は幾分アルカリ性側に

移動した。又酸性側に於てその彰響は大であった。叉基質濃度が終末6%ではpH7.6前後， 0.6%では pH

7.9前後に於てそれぞれ最大の活性を示し，須山等~)1i8)が報告している鮫肉の尿素含量2%もしくはそれ以

下に於てはpH7.6から pH7.9の前後で最も活性が大である。以上の結果から考察するに本菌株の尿素分解

能力はpH7.0から pH8.2の聞に於て最も大きく，特に鮫肉中の尿素濃度く2%前後〉の点から考えて至適

水素イオY濃度はpH7.9附近にあるのではなかろうかと思考される。叉pH5程度の酸性になると尿素分解

能力は著しく阻害を受けるのであるが，大石町の研究からも明らかな如く極めて新鮮な鮫肉に於ては其の水

素イオシ濃度はpH5.6位の酸性域にあり，鮮度の低下にともない急速にアルカり性に移動するので，先に著

者の提唱した如く若しこの K-10株の如き細菌が鮫肉に於ける尿素の分解に主要な役割をなしているとすれ

ば可及的新鮮な時期に於て，換言すれば鮫肉の水素イオシ湧度が pH5附近にある時期に伺らかの手段を用

いて，この種の細菌の発育を阻止するならば相当効果的に尿素分解を阻止し得ることが考えられ，叉過に鮮

度低下による皇室肉pHのアルカり性への移動はこれ等細菌による尿素の分解に対し好条件を与える結果とな

るものと考えらおる。、

震 約

前報1)Iこ於いて報告した鮫肉より分離せる尿素分解菌中，就中山ea鎗活性の強いと思われるK-10株の尿

素分解能力に及ぼす水素イオシ濃度の影響についで観察し次の如き結果を得た。

1) K-10株はpH6から pH8の聞に於て発育が笹盛で，発脊の歪遣水素イオシ濃度はpH7.9前後にある。

2) K-10株のurease潤全の至適水素イオシ濃度はpH7.0から pH8.2の間にあり，反応時の基質濃度が大

となるにつれアルカリ世側に幾分移動する。この現象は基質濃度終末2%以下で著しく 6%ではpH7.6.0.6

%ではpH7.9附近で最も活性が大である。

3) 1)， 2)の結果からK-10株やu1素分解能力の至適水素イオシ濃度はpH7.9前後にあるものと考えられ
る。

終りに臨み，本報告の御校閲及び御指導を賜った本学谷)11教凌並びに坂井助教授に深甚の謝意を表する。

〈本論文の要旨は昭和31年度日本水産学会年会， 19弱年4月，に於て報告した。〉
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