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腸炎ビブリオ菌体蛋白のアミノ酸組成に関する研究

高木光造*飯田 優ホ

Amino Acid Composiもionof出eCell Pro旬insof Vibrio Parα加emoly抑制

Mit呂田δTAKAGI and Atsushi IIDA 

Abstract 

Vibrio parahaerrwlyticU8 is well knownもobe晶 org岨 ismcausing food poisoning 
in Ja伊 n. 1もh品目晶pp伺 red他的もhehigh pathogenic potency 1S no色dueto the 
action of biotype 2 buもm倒も，lyto bioも，ype 1. Furもhermore，the pathogenic 
ch品，racteristics品問 presumedto be caused .by some con自由uentsof もhecellul紅
色issuesof V. parahae例olyticu8.
In order to determine色herelation of泊施 pathogenecity乱nd色hechemical 
constituen旬 of V. parα加emolytiC'lω，the auもhorsfirs七de色ermined the rel乱色ive
乱mountsof 晶mino品。idsin もhehydroly日乱闘 of the ωU proもeinof the two 
bioもypes1品nd2，品ccordingもothe following procedure. 
A conical fl乱skcontai凶ng加島liquotvolume of 3 96 sodium chloride nutrient 
broth w，側面oculat品dwiもh bacteria and incuba品edat 370C using品 m乱gnetic
前irrer. The bacteI均 breededwere centrifuged， wash町dwiぬ必luωdartificial 
sea waω，r， suspended in a sm晶namounもofwaもer，and thenもhecells were disin-
ωgrated by the freezing and thawing meもhod. Mter being he晶もedin もhe
boiling water b抗h，もhedisrup句通 cells'were w品目hedwith 7596 ethyl alcohol 
ぬoroughly，晶，bsolu加島l∞hoI，and e山町，rfinally. In this way， the solid po凶ion
ofもheω，llswωdried inぬ.edessicater晶ndused鋪 b闘もeri品lωUproteins inもhis
Bもudy.
Dried cell proteins were hydrolyzed wiもh6N hydrochloric加 idfor 22 hrs.抗
1100C and the amino acid composition w創出terminedwith晶 Hi旬。hiAmino Acid 
Analyzer Model KLA・3. The re唖ulもsm品Ybe summarizedωfollows. N 0 rem晶，rk-
able difference wωfound inもhe品凶no晶cidpatぬ，rnsofpro'飴inof the two bioもyp倒.
The m晶inωnstituen旬 ofthe proもeinwere found ωbe glu旬mic品。id，晶sp乱rもic
品。id， alanine， leucine， lysine， and valine. The detection of tryp色ophanw，品目
no色侃町iedouもinぬisstudy. Some unknown ninhydrine po自民ivesubs句nceswere 
found in both bio旬}les1畠，nd2. 

錨曾

海産物から分離される細菌のなかには海水K由来する比較的食塩濃度の高い培地に発育する菌株が

多数存在している。しかし，それら細菌の毒性，とくにヒトに対する病原性については従来余り注意

が払われなかった。

しかるに 1953年p 一群の好塩性細菌がシラス中毒の原因菌として指摘され1)2)，さらに1956年p滝

川ら3)4)Iとよりその生化学的性状が明らかにされてからp 次第に各方面より注目されるようになった。

たまたまp 太平洋沿岸各地に惹起したア設に起因した集団食中毒の原因菌が本菌群と同一であること

事 北海道太学水産学部食品化学第二講座
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が証明されとわかにその重大性が認められて着着本菌群の検索が進められた結果，本菌群は広く海

洋に分布しており， とくに近海魚の体表/L付着し，ヒトへの感染発症を起すものとしてP 多数の研

究5)6)7河川10)11)が発表され，その閑厚生省においても重点調査事項として， 1961年来，全国的な規模

のもとに発生分布の確認と臨床的，細菌学的，免疫学的調査による発生原因ならびに発生機序の究明

を行ない， 1963年，学名として Vibrioparahaemolyticus (Fujino) Sakazaki et al.， また和名とし

て“腸炎ピブリオ"と呼称する ζとに決定し，現在なお各方面で研究が続けられている。

乙とに最近，腸炎ピブリオの病原性について実験的検討がなされ，善養寺12)13)は De.t田tlのを応

用しP ζの実験範囲においては菌が腸管に定着構殖するメカニズムについての解明は出来なかったが，

少なくとも本菌群は赤痢菌などとは異なり，腸管常在菌の影響を受ける乙とが少なく，コレラ菌など

と同様に高い起病性を有するものであり，さらに De.testにおける血管透過性允進に関与する菌側の

因子として高分子物質があげられている。

すなわち，腸炎ピブリオの De.t田t陽性物質は菌体側にあり p 細胞壁構成成分である内毒素とは別

の表層成分であるとの見解がとられている。

したがって，著者らはその病原性究明の一環としてp 腸炎ピブリオの細胞壁構成成分を主体とする

菌体蛋自の研究を行ないp その一部を明らかにした結果の概要を報告するものである。

なお，腸炎ピヲリオの病原性は主i乙，息者株同様の 0，K，抗原をもら，且つ生物型1fC属する菌

株によるものと考えられ，生物型2の菌株は，患者株同様の 0，K，抗原をもっ極く一部の菌株のみ

が生物型1同様の潜在的病原性を示して，一次起炎菌となり得る場合もあるが，大部分は食中毒原因

薗となり得ないと言われている乙とから， ζれら生物型1，生物型2について比較検討を行なったも

のである。

実験方法

供献菌:供試菌株は本学部微生物学教室より分与を受けたものであり P 坂崎の分類による血清型

0-5を生物型1の代表とし，また滝川の血清型 12を生物型2の代表として，本実験11:供した。

培地:常法通り 396食塩加ブイヨン (pH7.4-7.5)を使用した。ただし，食塩耐容性試験用培

地は食塩濃度がそれぞれ 396，796， 1096のものを用いた。また，乙れら調製後の培地についてはp

培養期間中にその pH値が変動して，培地成分に由来する沈澱物が生成することも考えられるので，

このζとを確めるため， 3.596塩酸と 496苛性ソーダを加えて pHを 3.0から 10.0の聞に変動さ

せて状態を観察したがp 何ら潤濁するととなしまた沈澱の生成もみられなかった。

食塩耐容性獄験:前記2株についてp それぞれ食塩濃度が 396，796， 1096になるように調製した

食塩加ブイヨンを用いて食塩耐容性試験を行ない， 坂崎の分類による血清型 0-5株は食塩濃度 396，

796の培地に発育するが 1096の培地には発育せず，滝川の血清型 12株は3種の培地に発育する乙

とによって，前者は生物型 1，後者は生物型2である乙とを確認した。

菌の培養:接種菌は予め 396食塩加ブイヨンで 370C，24時間培養を行なった新鮮培養菌を用いた。
またp 大量培養においては，予めマグネチック・スターラーの撹祥子を容れた 21容三角フラスコ中

の 396食塩加ブイヨン 11/L，前記前婿養2白金耳を接種し， 370Cでマグネチック・スターラーに

よる携持を続げて培養を行なった。

予備試験:先ず予備試験として，供試2菌株の対数期の検索を行なった。前記の大量培養法と同一

条件で横伴培養を行ない，適宜に培地の所定量を無菌的11:採取し，乙れらの濁度を測定した。すなわちP

採取した培地を 0.8596食塩を含む 596フォルマリン液の等量とよく混合し，検体培地と同一組成の

培地と 0.8596食塩 -596フォルマリン液との等量混合液を対照として，光電比色計(日立製FPW-4

型)を用い，フィルタ-66で吸光値を測定してその値を濁度とし，菌体漕殖による培地の濁度と培養

時間との関係を求めた。 その結果，両菌株とも Fig.21ζ示す如き発育曲線が得られた。すなわち，
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対数期直後は培養24時間と判定された。

菌体の大量培養と菌体蛋自の調製:菌体蛋自の調製法の概要は Fig.1 1と示したとおりであり p 生物

型1および生物型2について，前記の如く大量培養を行なった。対数期直後K於いて培養を止め，速

やかに培地を遠心分離 (5，000r.p.m.，20分間)し， 菌体は6倍稀釈した人工海水を用いて遠沈法で洗

百擦を7回繰返し，培地成分を完全に除いた。菌体をナス型フラスコに移し，水を加えて約 1096程度

の懸濁液とし， ドライアイスと 85.596エタノールからなる寒剤に浸して緩やかに凍結させ， つぎに

300~400C の温湯に浸して急激K融解する。 ζ の凍結一融解操作を 6 回以上反復して菌体を破嬢し，

菌体内エキス成分の完全な溶出をはかった。 さらに沸騰水浴中!L1O分間浸して加熱処理を行ない，

菌体蛋白を凝固させるとともにエキス成分の逸脱を容易ならしめた。ついでガラスフィルターを用い

てエキス成分を漉過し， 固型物は 7596エタノールで繰り返し洗糠してエキス成分を除去したのち，

少量の無水アルコールとエーテルで洗い，硫酸デシケーター中で乾燥p 恒量化したもを菌体蛋自の試

料とした。

全霊棄の測定:乾燥菌体蛋自についてケ{ルダール法で測定した。

加水分解とアミノ酸の測定:乾燥菌体蛋白 12mgを 6N塩酸 5mlとともに封管内で 1100C，22時

間加熱後，生成したフミン質を鴻別洗糠し，鴻洗液を減圧濃縮して塩酸を除去し， pH2.2のクエン酸

緩衝液で 10mlに定容化して供試液とした。アミノ酸の測定は， AmbeIlite CG-120を用い，日立ア

ミノ酸分析計 KLA-3型で行なった。

v.pfmhmmol師側

incub乱tedpreliminarily in 396 NaCl nutrient broぬ.

inooJl晶旬d句晶coni叫姐ωkωntainedan乱liquotvolume of 396 N乱cl
nuもrienもbroth.

i加n副即《巴3丸品1
and もhen巴佃噌ntrifuged.

wω:hed sevenも加eswiもh必lu飽d晶時過ci晶1se晶 water*，suspended in 
品目m晶H晶moun旬 ofdistil1ed w.晶句.rand disrupted byもhefreezing 
乱nd色hawingmethod紳.

heated inもhebo出ngwaもerfor句nminu旬自.

wωh〕羽山 7596eもhyl山 .holre凹凶y，absolu飴 alcohol，and 
then |etheran晶lly.

dried in位1edesicc乱旬，r.

Fig. 1. Outline ofもhepreparation of V. paraha側 olytic脚阻.dcell protein. 

申 Herbst's晶rも泊。ial酷awater con旬並ed(perliもer);NaC130g， KCl 0.7g， MgSO，・7H205.4g， 
MgC12.6H20 0.8 g， C柑0，・2H201.3 g: On being used， diluぬdwiもhfive volum倒 of
disti1led w晶もer.

判 M七日，rbeing frozen by immersing in the fre侃ingmixture which made of dry ice and 
85.596 ethyl晶lcohol，出品wedby warming suddenJy upもo30o~40oC. 

結果ならびに考寮

まず，食塩耐容性を検査し，坂崎の血清型 0-5，滝川の血清型12がそれぞれ生物型1および2で

ある乙とを確認した上，本試験に供した。

比濁法によって得られた生物型1(生物型2も同様の結果が得られた)の増殖曲線を Fig.2 K示し

たが，その結果，培養24時間後を対数期直後と判定し得られた。
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10 20 30 

Incubated time (hrs.) 

Fig. 2. Relation beも，weenもhegrowth of the bioも'ype1 of V. parahaemoly抑制 h
396 N品。1nutrier凶 brothand incub抗ionperiod "'. 

'" A conical fI.品目kscontaining 200 ml of色hemedium w品目 inocula旬dand incubated under 
前irringwiもhamagneもicstirrer抗 3700，some品，moun旬 eachof the medium were derived 
from i色川乱dequateinωrv，品Is，品ddedto乱nequ品，Jvolume of 0.8596 NaCl solution in 596 
formaline，品ndもhenoptical density of the mixture was m倒 suredusing a m飴r66 ofぬe
Phoも曲lectricphoωmeter (Hitachi model FPW.4). 

トー一一一AmberliteCG-120 150cm column 50'C一一一一-.，continuedbelow 

CySO.H' 
申

~fO.5 
..0 ... 
o 
回

，且

.:r: ~0.1 

Asp Ser Pro GJy AJa Val 
Thr Glu 

Effluent ml 60 120 18024o  300 
|←一一一-pH3.25 0.2N Na らitrate >iE2PH 4.25 0.2N Na-citrate 

Met Leu 

I1e 

トAmberliteCGー 12015cm column 50・c→
Tyr Phe bl.O 

0.5 

Lys NH3 
His 

Arg 

E ff1uent ml 400 460 60 120 180 
キ -pH5.28 O.15N Na-I'itl'atc→ 

Fig. 3. Amino acid阻乱，lysisof出ebiotype 1 of V. parahaemoly抑制 cellprotein hydrolysates. 
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Table 1. The amino acid composition of the two biotypes of V. 
parahaemo砂ticus.(grams of amino acid in hydrolysates per 
100g. of prepared cell protein) 

Amino acid Bio(tov-D5) eI I(T~制kikamwae'S212) 
Cysteic acid 0.16 0.19 

Aspartic acid 7.18 8.73 

τnreonine 2.29 3.94 

Serine 2.01 2.78 

Glutamic acid 7.94 10.62 

Proline 1.01 1.27 

Glycine 2.88 3.88 

Alanine 4.99 6.23 

Valine 3.44 5.26 

Methionine 0.30 0.33 

Isoleucine 2.54 4.06 

Leucine 4.84 6.18 

Tyrosine 1.38 2.10 

phenylalanine 2.15 2.92 

Lysine 4.19 5.48 

Histidine 0.67 1.24 

Arginine 2.96 3.69 

NHs 1.20 0.90 

τotal-N g per 1∞g of dried matter 11.44 12.85 

N recovered (96) 70.54 79.93 

つぎに， 24時間培養の菌体について菌体蛋白構成アミノ酸の測定を行なったが，その結果はそれぞ

れ Fig.3と Table1 IC示した。

Table 1によると生物型別によるアミノ酸組成のいちじるしい差はみられずp 両菌株の組成は類似

していたが，生物型2は全窒素および各アミノ酸含量が僅かに多かった。各アミノ酸のうちでP グル

タミン酸が最も多く，全アミノ酸の 8~1l 96，アスパラギン酸は 7---9 96 ， アラニンは 5--696，つい

でロイシン，リラン，パリンの順になっており，今回はトリプトファンは定量しなかった。また未詳

のニンヒドリン陽性物質が生物型111:4種，生物型21C5種認められた。アミノ酸分析による窒素回

収率は7l~8096 であり，貝類などの動物蛋白川に比べて低い値を示したが， 乙れは，菌体蛋白を

加水分解した際11:フミン質が生成した ζ と，また，一般に菌体細胞墜においてはアミノ糖，糖蛋白，

多糖類が多い乙とから容易に推察できる。

要約

1) 腸炎ピブリオの生物型lおよび生物型2の各1株について，菌体蛋白のアミノ酸組成を比較検

討した。

2) 全窒素は乾物に対して生物型1が約 11.596，生物型2は約 1396で僅かに後者が多かった。ま

た，菌体蛋自のアミノ酸組成についても， 生物型2は各アミノ酸含量が生物型1に比べて僅かに多か

ったが，生物型によるいちじるしい差はみられず，グルタミン酸， アスパラギン酸，アラニン，ロイ

シンP リランp パリンの順に多く含有されていた。
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終わりに終始御指導を賜わった本学部村田喜一教授，試料の菌株を分与下さった微生物学教室なら

びに，実験に協力された藤回線君に厚く御礼申し上げる。
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