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低温 (5
0C)貯蔵中における海水中の菌叢の変化

田島 研一・絵面 良男・坂井 稔*

Variation血七heBacterial Flora in Chill S七oredSea Water 

Kenicm TAJlMA， Y osmo EZURA and Minoru SAKAI 

Abstract 

Monthly bacterial総司旬 for晶 3-monthperiod provided evidence of a vari抗ion
hぬ.ebac旬，rialfiora in chill sぬredsea wa旬，rsampled in自ummerand winter sea-
SOUB. Some evidences were 晶lsoobtained from a se品目onalvari抗ionin もhe
qualiぬもivecomposition of the fiora， genus Mierococeu8晶ppearingmore仕equent・
Iy inぬe阻 .mmerw晶旬Ir，immedia飴Ilyafter s晶，mPling，while genuB Aehromobaeter 
W晶sdomin品凶 inthe winぬIrw品加r. The rapid and gr価総錦 10BBofもheirvi油ility
occurred during chill白色o:ringofぬ.ewa旬rs，but gram negative rods もobeもhemo的
common organism圃 inthe関晶 waterwere currenも，Iyencounぬdfor晶 longperiod. 
It app郎防dth抗 thepeptone (polypep七one，Daigo) have a marked effeωonもhe
V晶riationofぬ.efior晶 wiも，hinらmonもhchill sもorageofもhe随晶 waぬIr. The fiora， 
however， af旬Irits sωrage， was similarもoぬ抗 foundat the sampling of boぬ
飢lmmer晶ndw泊もersea w品加rswith品.ndwithou七pepもone，except 也前 genus
Mieroωω制 appeared in もhesummer while genus Achromobaeter w品目 domin品川

h ぬew加もer. It w品目 found七hatmarine type (M-type) occupi吋晶 muchlarger 
proportion in the win旬Irfiora while句Irrestrialも，ype(T-type) increased inぬ.esum-
mer fiora，もhroughぬeもiypingof isola初日 by mo価 .edHidaka晶ndSak晶i'ssal旬
requirementぬst. The pepもonealso h晶ve晶 gre姉 effecもonもhev晶，riationofもhe
isola句dも'ype目 wiもhin3・monthperiod chill pre晶ervation. The旬ndencyof the 
V品，riation，however， w晶ssimilarもoth抗 de唱cribed山oveafter i飽 longerperiod 
pr'ωervation. Furもherstudy should be made to le畠m the reωon whyもhere晶，re
differences in growth旬Imperature岨 d泊随l旬 requirementin the isolaもesofぬe
S晶megenus. 

緒 富

前報1) においては主として海水中の低温細葱の分離法について検討を行ないその結果を報告したが，

本報においては海産魚介類の低温保蔵の際，魚介類あるいはその容器などの付着菌叢が低温貯蔵中に

いかに変化するかを知る基礎的研究として，まず夏期と冬期1<::採水した海水をそのまま，あるいは微

量の有機物 (0.0596の割合の polypeptone)を添加し，それぞれ 5
0CIL貯蔵し，採水時から 3カ月聞

における生菌数の消長および分離菌については genusレベルの分類，発育温度域，発育lζ対する塩類

要求性による菌型別などを検討したので，その結果について報告する。

事北海道大学水産学部微生物学講座

(Laお側ory01 Mierobio均y，F，郎官.uy01 Fi8her悶 ，Hok加必oU仰 er8Ity)
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1971] 田島外:低温WC)貯蔵中における海水中の菌叢の変佑

実験方法

1. 供前海水供試海水は夏期と冬期，すなわち 1968年6月下旬と 1969年 1月下旬，前報。と同

様の函館市近郊七重浜海岸より約 100m沖合f(:突出した防波堤の突端において，表面海水を容量 21

の2個の滅菌フラスコ中にそれぞれ約1lずつ採取し，アイスボックスに納め，直ちに実験室にもち

帰りその後の実験に供した。

2. 採水直後の猷水についての実験 実験室にもち帰ったそれぞれ2検体の海水について，まず前

報1) f(:準じて最適希釈培養のものから生菌動'mlを測定するとともに，その代表的平板上の全集落

(あるいは一定区画内の全集落)およそ 50個前後を釣菌し，それぞれ3回純粋培養を繰り返し，得ら

れた分離菌株を ZoBe112216 E海水斜面培地に移殖し，その後の実験に供した。なお生菌数1Jl.IJ定に

当っては，前報。の結果から 250C， 6日間培養を採用し，そのほかの培養も特記しない限り 250Cで

行なった。

3. 低温 WO)貯蔵試水についての実験前述の採水直後の実験を行なった後，各2検体の海水中

1検体には 0.05%の割合f(:polypeptoneを添加，他方は無添加のままともに 50Cの冷蔵庫中に納

め，約1.2および 3カ月後に前述同様生菌数の測定および菌株の分離を行なった。

4. 分離菌株の性状検査

(1) 形態学的性状 ZoBe11 2216 E斜面培地に培養した分離菌について形状，運動性，鞭毛の有

無，数およびその付着部位，グラム染色性，色素産生能などを検査するとともに.Kingの培地 (Aお

よび B)勾の 6日培養について暗室中，紫外線下で後光色素産生能を観察した。

(2) 生化学的性状

1) オキシダーゼ試験 (Kovacs法)め 1% (w/v) tetramethyl・p.phenylendiaminedihydr∞hloride 

水溶液に浸した温紙上!L，白金耳でかき取った斜面培養菌を塗抹し，塗抹部が紫色を呈した場合陽性

と判定した。

2) グルコースからの酸およびガスの産生 LeifsonのMOF培地のを用い，分離菌の好気的なら

びに嫌気的条件下でのグルコースからの酸およびガスの産生能を観察した。

(3) 生物学的性状

1) 海水要求性寒天を除いた ZoBe112216 E培地の各組成分を 0.5%NaCl水， 3 % NaCl水

および人工海水 (Herbstの組成，d)) を務媒として 3種の液体培地 (pH7. 8-8. 0)を調製し， ζれらに

分離菌を 5日間培養後， さらにそれぞれの 1白金耳量を同c培地1<::継代培養 (5日間)して発育の有

無を観察した。

2) 高温および低温での発育能新鮮培養薗を ZoBe112216 E斜面培地に接種し， 400C (4日

間)， 350C (4日間)， 250C (6日間)および OoC(14日間)培養後，それらの発育を観察した。

実験結果

1. 低温(5
0
0)貯蔵中における試水中生菌散の消長 polypetone無添加の海水試料を 50Cの冷蔵庫中

に貯蔵し約1カ月 Cとに生菌数/rnlを1Jl.IJ定した結果は Table1 f(:示した。夏期・冬期採水試料ともに

採水時においては，前報。で報告したごとく季節的にはほとんど差異はなく l伊個のオーダーであっ

たが，貯蔵1カ月後κは 104個のオ{ダーに増加し，その後若干増加の傾向がみられたが大きな変動は

なく 3カ月後も 104個のオーダーを維持した。 ζれに対し試水中に 0.05%の割合f(:polypeptoneを

添加し貯蔵した場合，夏期，冬期試料とも前者f(:比し生菌数の増加は大きく 1カ月後には 1()8個，

2. 3カ月後も lQd-l()8個のオーダーを維持した。

2. 低温 (5
0
0)貯蔵中における智水中薗蟻(フローラ)の変化前述の生菌数1Jl.IJ定時にそれぞれの試料

から実験方法の項で記載したCとく約 50個前後の集落を釣菌し，得られた全分離菌株 {823株)につ

いて形態学的，生化学的とよらびに生物学的性状を検査し， Shewanの分類法的 (Fig.1) f(:準拠して
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北大水産業報 [XXII， 1 

.T:乱ble1. V晶riationof the viable couna per ml in sea w品加，rduring chill s色oringWC) 

viable coun旬
sample W晶terat I viable li pepωne事

自乱mplingtimel coun旬 1・month榊 I2・month紳 I3・m叫 h柿

自ummer 5.8 X 103 wi色houも 2.4 x 10' 5.9xl0' 1.7xl0' 

自(晶1m96p8l，e6，19) 
16.00C 

6.1 x108 with 1.6x 10・ 9.6xlOd 2.4x106 

winter 3.4x108 withouも 3.3x 10' 9.4 x 10‘ 6.4xl0・
B(1a9m6p9l，e I，30) 

6.20C 
4.4xl08 wi位1 2.0xl0・ 2.5x 10・ 1.2x 10・

* polypeptone (D晶igo)，0.05%(wfv) 
*ホ periodof stゅr品ge

Isolated culture 
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peritrichous flagella 

no pigment 
fermentative in Hugh & Leifson's medium 

acid + gas from glucose at 25'C 

Ent叫 ajteriaceae

none， or 
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acid， but no gas 
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sensitive 
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Vibrio 
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from glucose 

Non.green 
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Fig. 1. A おもerminativescheme' for the identmcation of certain genera of gr品m-
negative bac回 i晶 (byShewan， 1960) 
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1971] 田島外: 低温 (50C)貯蔵中における海水中の菌重量の変化

T晶ble2. V，晶，riationin色hebacもerialfl.ora in 自ummersea w晶旬，rwiぬoutpepω'ne 
during chill storing 

period of storage 
genuB 

initi晶1 1・monぬ I2・month 3・monぬ

山町四 1岬 ((m10Sj ) 9。(器o:)j Coryneforms 4 
Aehro情。baeter 2 
Flavobacterium or Cytophaga 6 
Green fl.uorescent 

NvotPbn8d-包Foedmbmn mPω868叫dspmp叫~onas spp. 
7 (12.1) 

19。01[個((盟oo、8的) ) } irj Yeast 3 ( 6. 

total 58(100%) 必(100%) 必(100%) ¥必(100%)

• number of s'七r晶ins

T品ble3. Vari抗ionin七hebaωerial fl.or晶 inwinter sea water withouも peptone
during chill B七oring

period of B句mge
genus 

initial 1・m叫¥2・mon仙 3-month

MicrocoCC1ω 

m;1(凪233 2;O(!(4iω J ) 
11値 jCoryneforms 

Achromobacter 
Fl伽 obaeter仰mor Cytophaga 
Green fl.uoresω凶

NoPnS-叫gerd@oe押nzmPzsam8dspopm. o明asspp. 3((16.61) ) 
5 U1. 

364((T120..85) ) 29((5382.00) ) 
16 

305((6100..00) ) 

Vibrio 。 。 。 。
Yeas色 。 。 。 。
色otal 45(100%) 48(100%) 50(100%) 関(100%)

* number of叫rain自

genusレペルの分類を行なった。 ζの結果から， それぞれの試料の 50C，3カ月貯蔵した聞における

フローラの変化を検討した結果を Table2および 3に示した。まず polypeptone無添加例において，

夏期試料 (Table2)では採水時ないし 1カ月後までは Micrococcus属が圧倒的に高率 (55%程度)

を占めたが. 2カ月後には急激に減少(4.2%)，3カ月後には検出きれなくなった。 ζれに対し同じく

グラム陽性菌の Coryneformsははじめ低率(約 7%)であったが(1カ月後では検出できなかっTこ).

2カ月後には相当高率(約23%)となり，その傾向は 3カ月後も維持された。そのほか一般に海水中

の常在菌と考えられるグラム陰性の Achro明 obacter，Flavobacterium. Pseudomonas. Vibrioなど

の諸菌属が検出されれめ， ζれらは Vibrioを除き貯蔵中を通じ約 20-30%程度に検出された。同じ

くpolypeptone無添加の冬期試料 (Table3)においては，前述の夏期試料の場合fc比べ Micr・ococcus

属において著しい相違が認められ.Coryneformsを含めグラム陽性菌は全般的に少なく，とれに反し

Flavobacterium属を除くグラム陰性菌が高率で，とくに採水時の Achromobacter属 (62%)，貯蔵

中の Pseudomonas属において著明で greenfluor笛 centおよび non.gr悶 1Pseudomonasの合計は 1
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北大水産業報 [XXII， 1 

Tぬle4. Growぬ旬mper.ωurer.晶，ngeof isolaも側企omぬ.esummer関 畠 wa'飴r
without pep句neduring chill sωring 

maXlmum period of s句rage
growth 
色emp. iniもial l-month 2-month 3-month 

400C Micr，∞∞側8 18* .Micrococ側 8 17 
dCocηhrmneηfoobramctsm-7 1 AcbcrhypmnenfぬOrI例n的目・7 6 

Cdocqlhrnmenfoobramdsep2 2 
Achrm仰向cter1 
Yeωも 2 Flavobαcteriu制， 3 Flav，めacterium 3 

Flr.w.めαcteri包，m 1 Green fluorescent Green fluorescent 
Green fluorescent P8euゐ mmω8 P8'側ゐ例仰協8
P8euゐ mmωs

NPosSpnEp-也gIゐ明mnmωs 

2 

NPossnpep-uF. ゐ明mnmωs 
1 

spp. 1 

spp. 2 日pp. s 
350C Achromobacter 3 

Nposn側-Fdもomeamω8 
MicrlωωCU8 1 

dCocrhyrmnenfoobnancrBeT2 5 Flav必acter仰m 3 
FCotarty7omhfdoromitsMn2 I Green fluorescen色 自pp. 1 Green fluo民間ent

P8eudm附句仰 Green fluoresω凶 P8e包ゐmonas
spp. 2 P8e旬ゐ仰併協8

NPo自8np6p-旬g.drmee悌n仰協8

1 

No自pnp-g.T哩en
3 

P8e叫do1九仰協8 spp. 1 
自:pp. 2 

250C Achromobacter 1 I Micro∞∞伽 1 I Micr，ωωCU8 1 I Fla暫めαcterium 2 
Flωobacteri1必制 2 Achromo初cter3 Achromobacter 3 

NPosn側-gゐre備en制ω8
Green fluorescent Y倒瓜 1 Flavぬacteri叫骨~ 4 
P8eWUJmo1ω8 Green fluores郎副 spp. 5 
spp. 3 P8eudo冊。叫α8

Vibrio 1 spp. 4 

NPo8n8-叫gゐremeno閣制

spp. 7 

400C M icrococcu8 13 Micro∞m糊 6 Flavobacterium 1 Achro冊。bacter 1 

cvotrbyT4n0 efomB 2 Fl即 obacteri包ml Flavobacterium 2 
1 

350。 Micr，ωoc側 8 1 Achrm施。加cter 1 
Achr，併協めacter1 

250C MicroωCCU8 1 
dCocqbnomefoobmadB eT 

3 I Achromobacter 1 
Achromobacter 3 1 I Flavめacterium 1 
Flavめαcterium9 |恥PEsnptp包m. め monas

1 

* number of strains 

カ月後から 3カ月後まで 70-9096におよび. green fluores倒 ltPseudomonasと non.gr悶 1Pseu-

dommwsの聞では一方の減少時11:他方が増加する傾向がみられた.

以上の polyp句tone無添加タijlr.対し.polypeptoneを0.0596の割合K添加した例においては，前述

のCとき夏期と冬期聞の試料聞における相違は認められでも，傾向としてはそれぞれ polypeptone無

添加例の結果tとほぼ一致した。ただ冬期試料における Vibrio属において若干貯蔵中Ir.検出率の高く

なる傾向が認められた。

3. 低温 (50C)貯蔵潟水からの分雌菌の発育温度域 採水時および低温貯蔵中の各試水から分離した
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1971] 田島外: 低温 WC)貯蔵中における海水中の薗叢の変佑

g 
+司昌

i 

~ 
‘喧" 

a 
自

T晶，ble5. Grow也飴mpraturerange of i紛 l晶もe8企om色hewin句，rse晶wa旬，rwiぬo凶
pepωne during chill Btoring 

m畠XlDlum period of Bもora伊
growth 
もemp. initial 1・monぬ 2・month 3・month

400C Ach，.Q1偽めacte，. 2ホ Achromめacter3 Micrococc制 2 Microc側側 1 

NPo8n6-叫gdmmenzmlza8 
Green :tluore日関前 Achromobacte，. 4 
P8e叫 ゐmo1ω8 Flavobacteバum 1 

Bpp. 10 自pp. 8 G民地n:tluorescent 

NPo8nm-gdreomen 抑制
P8e旬 ゐmo1協 8

Nosnpp-p. eon 
2 

Bpp. 12 
P8e'旬d仰 ωna8

Bpp. 26 

350C Achr，開 ωbacter 1 Achromobacter 1 Green :tluorωcen色 Achr，仰回加cte，. 1 
Green :tluorescenも Green :tluorescent P8ωゐ mo1ωs NPOmIl-ugdr四mnE抑I制
P8eudo情。飽as P8e也domo1ωe 自pp. 6 
spp. 2 

NPo日snpmp-gd.rmee別n協aa2 
Non.green Bpp. 1 
P8eudo冊 目ωs
日Ipp. 3 

目Ipp. 14 

250C Achromobacter 3 Achromobαcter 3 Achromobacter 1 Achr，仰 ωbact切 3 
Green :tluore自ω帥 Green :tluorescen Green :tluorescent. Groon fluor倒 cent
P8eudo慨併協8 P8euゐ例仰協8 P8eudQ1問符倒 P8eud仰剛as
Bpp. 1 Bpp. 4 Bpp. 8 日'Pp. 1 

NPo8n8-叫gdrmee九n仰協8 NPOsInl-gdrC田mnmms 

日pp. 10 8pp. 1 

400C Micr∞occ制 2 
Flavobacterium 1 

350C MicrωωCU8 1 Green :tluor倒 ωM
00ηneformB 1 P8e也ゐmo1ω8

Bpp. 2 

250C 
ACocηhTEomdoobmactBo22 I 

Achromobacte，. 1 

Flavobacteri句協 2 

NPoSnE-包gd-me旬n併協8

Bpp. 5 

• number of stra品a

全菌株について.OOC (14日間)， Z50C (6日間)， 350C (4日間)および 400C(4日間)の培養を行な

い，分離菌株の発育温度域を観察した結果は Table4 -7 11:示した通りである。まず polypeptone

無添加の夏期献料の 50C貯蔵中におげるフローラとその発育温度減の関係 (Table4)をみると，

採水時においてフローラの主体を占めていた発育上限温度の高い (400C)Micrococcus属は漸減し，

2カ月以降においては一般に海水中の常在菌と考えられているグラム陰性棒菌の誇菌属と coヴne.

formsが主体を占めるに至り，また 3カ月 11:至っても OOCで発育しないものが若干残存した。同様に

polyp句旬ne無添加の冬期試料 (Table5)においては， 採水時においてフローラの主体を占めていた

。OCで発育せずかつ発育上限温度の低い (Z50C)Achromobacter属が低温貯蔵中IL急減し， ζれに代

ってOOCで発育する各種の発育上限温度を持つ non.gr佃 1Pseudomonas.とれにつぎgreen:tluor倒:ent

Pseudomonasが増加し 3カ月後11:1まとくに発育上限温度の高い non.greenPseudo例 onasが高率と
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北大水産業報 [XXII， 1 

Table 6. Growthぬmperaturerange of isola品開 fromぬesummer Bea w，品加rwiもh
peptone during chill storing 

1嘘1 period of自torage

initial l-month 2-month 3-month 

400C 
Microcoω2ー…一∞∞制 I

Microωω叫s 3 
Achro骨wbαcter 2 I Pse叫do隅 O叫α8 I Flavobacteri'世 間 4 Coryneform日 10
Green fluorescent t spp. 34 t Non-green Ach1・0冊。bacter 6 
P8e'叫do刑仰協8 Vibrio 2 P8eudo情。叫as Flavobacter仰.m 7 
spp. 1 spp. 17 NPosne-ugゐr町mIo1抑制

自pp. 2 

350C M icrococcus 1 I Green fluorescent Flavobacteriu.刑 2
CAocqhmnmefoobnam der 

1 
Pse叫do悦抑制 Non-green 3 
spp. 9 P8e叫dmπmω8 Flavobacteri包明 5 

日pp. 4 
NPo8n8-包gゐre例en。仰S

spp. 4 

250C Micrococc制 1 I Green fluor，日目centFlavobacter仰m 1 Flavobacterium 7 
Green fluore自問泊 P8eudom01ω8 Non-gr凹 n

NPo8n8-也gゐr回怖nmω8 
P8eudo例仰協8 spp. 3 P8eudo叫 O叫ω
Bpp. 2 spp. 25 spp. 2 

' 
400C Microωω:U8 19 

Achromobacetr 1 

350C 

250C Green fluore呂田nt Fla世obacter仰隅 3 

PB8p6p也，do冊。叩s1 I 

* number of str品ins

なったが，全般的には結局採水時lとみられた諸菌属が出揃って， OOCで発育しない菌属はみられなく

なった。

ζれに対し polypeptone添加例において，まず夏期試料 (Table6)では，前述の polypeptone無添

加例同様発育上限温度の高い Micrococcus属が急激に消失し，とれに代り 1カ月後には OOCで発育

し，各種の発育上限温度をもっ gr田 nfluor田 centPseudomonasが主体を占め. 2カ月後には non-

green PseudomonasおよびFlavobacterium属がとれに代り，きら1L3カ月後では non-greenPseudo-

monasはむしろ若干減少して，発育上限温度の高い coηneforms，各種の上限温度をもっ Flavo・

bacteriumあるいは Achromobacter属，そのほかの菌属が一様fC出揃った。また polypeptone添加

の冬期試料 (Table7) においては，前述のごとく採水時には OOCで発育しないが.発育上限温度の

低い (250C)Achromobacter属あるいは greenfluor田centPseudomonasなどがフローラの主体を

占めていたが，貯蔵中漸時各種の上限温度をもっ greenfluorescent Pseudomonasが主体を占めるに

至るとともに OOCで発育しないものが消失した。

4. 低温(50C)貯議中の海水からの分離菌の塩類要求性による型別 採水時および低温貯蔵中の各試水

から分離した全菌株について，それらの発育に対する海水中の主要無機塩の要求性を日高・坂井の

法ト11) を簡易化した方法で 3型K分類した。すなわち発育のために海水を要求する海洋型 (M-

型)， 3% NaClを要求する好塩型 (H一型)，培地中fC0.5%NaClの存在のみで，他種塩の添加を必

要としない陸棲型 {T-型)の 3型である。その結果は Table8 fC示した。まず polyp句 tone無添加の
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T山le7. Growth temperature range of isolates from the winter sea w品偽，rwith 
peptone during chill storing 

maXlmum period of storage 
growth 
色emp. initial l.mon七h 2.month 3・month

4000 Aehromobaeter 3 Gre唱nfl.uore自白en七 Aehromobaeter 10 
Gre唱n貧uore目cent P8e也dom肘 協S Green fluorescent 
P8四 d01加 叫ω spp. 17 P8e叫d初n01ω8
spp. 23 Non-green 

I NPossnpep-旬g.dreme叫n仰 仰S 12 P8eudomo叫仰

spp. 
spp. 12 

Vibrio 2 

350。Aehromobaeter 11* Aehromobaeter 1 Green fl.uorescent Green fl.uoresωM 
Green fl.uore自cenも Green fl.uorescent P8e叫do怖仰協8 P8e'叫d即時回開8
P8e也dom抑制 P8e也dom併協8 spp. 3 spp. 2 
spp. 2 spp. 5 

Nposne-ugdroe怖en仰協8

spp. 1 

250。Aehromo加eter 5 Aehro刑 obaeter4 Aehro情。baeter 2 AeT，・omobαeter 6 
Green ftuorescent Green fl.uore日centGreen ftuorescent Flavobaeterium 2 
P8e也伽no叩 8 P8eud01η仰 協8 P8e叫dom肘 協8 Green fl.uorescenも
自pp. 2 spp. 14 spp. 23 P8e叫 omo脚 8

Vibrio 1 
NPo8n側-pd唱mennmms 

自pp. 2 

Npoun-叫groemenonω 
spp. 1 

Vibrio 2 spp. 3 
Vibrio 3 

400。白 ηneforms 5 

3500 

2500 Mieroeoce制 1 
Aehr仰冗obaeter 15 
Fla仰 bαeter伽m 3 
Green fl.uorescent 
P8e叫do怖仰協8
spp. 21 

Non-green 
P8eudomo叫制

spp. 3 

* number of strains 

夏期試料についてみると，採水時の分離菌中 68.5%が T型に属し.H型 24.1%で.M型は 7.4%

に過ぎなかった。なおとの T型は，その大部分 (75.7%)が Micrococcus属であった。 しかしなが

ら前述のごとく乙のような T型の Micrococcus属は急激に減少し， ζれに対して採水時!L低率であ

った M型が貯蔵1カ月後かち急速に増加して 2.3カ月後にはそれぞれ分離菌の過半数を占めるに至

り，そのフローラは non-greenPseudomonas. Achromobacterあるいは Flavobacterium属などで

あった。同じく polypeptone無添加の冬期試料では採水時から分離菌の大部分 (71.4%)が M型に

属し.1-3カ月の貯蔵期間中を通じ 80-90%を維持した。なお ζの採水時のフロ{ラの主体は前

述のCとく発育上限温度の低い Achromobacter属である。 H型は採水時 20.4%であったが.1. 2 

カ月後まで残存したものは greenfl.uor田centPseudomonasのみであったが， ζれも 3カ月後には消
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Tぬle8. Typing of isol勧 ωfromthe summer and the winter齢晶 waterduring chiU 
storing by modified Hid晶ka乱ndSakai's s晶I旬 requirementtesも

P6oE4f 吋 number wi色hou色peptone
1 山stmofhbes r 

wiも，hpep句，ne
of 

前orage 日も，rains T H M T H M 

ii 
iniもi晶1 1111 68.1196 24.196 7.496 61 73.796 17.11 8.896 
1・month 411 113.3 4.4 42.2 49 。91.7 8.3 
2・month 45 24.4 24.4 111. ~ 53 13.2 1.9 84.9 
3・month 42 42.9 4.8 52.3 50 36.0 18.0 46.0 

i? 
initial 44 8.2 20.4 71.4 49 20.4 34.7 44.9 
l-month 48 2.1 6.4 91.11 111 5.9 92.2 2.0 
2-month 53 9.3 11.6 79.1 49 6.1 811.7 8.1 
3-month 47 10.6 。89.4 116 23.2 19.6 57.1 

T:句町田佐ial色，ype H: halophili白色'ype M: marine色ype

失した。またT型は大体貯蔵期間中を通じ大体 1096以下であった。 M型で3カ月後まで残存したフ

ローラは non-gr倒 1Pseudomonasが圧倒的で， ζれについで Achromobacter属と若干の green

fluor白畑ltPseudomonasであった。

以上の polypeptone然添加例に対し添加例の夏期試料では採水時は無添加例の場合とほぼ同様の傾

向で1 1カ月後では H型が 91.796の高率を占め，そのほとんどが gr田nfluor，国間ltPseudomonasで

あったが 2カ月後には検出きれなかった。とれに対し M型が2カ月後には約 8596に達し， そのフ

ローラはすべてが non.gr，田nPseudomonasであったが， ζれも 3カ月後には僅かに残存するに過ぎ

ず，結局 M型は 4696に減少し，そのフローラは Flavo'Jacterium属，ついで Achromobacterお

よび若干の non-gr田nPseudomonasとCorynefonnsであった。 また T型で 3カ月後まで残存した

ものは 3696で1 Cor戸 eforms，Flavobacterium属であった。同じく polyp句 tone添加の冬期試料に

おいては，採水時M型が約 4596を占め， その主体は前述の無添加例と同様に発育上限温度の低い

Achromobacter属であるが， ζれらは 1，2カ月後には急減し， ζれに代り H型の greenfluor田cent

Pseudomonasが急増したが 3カ月後には再ぴ M型の .4.chromobacter属が増加し， non-green 

Pseudomonasとともに M型のフローラの主体を占めるに至り， 5796に達した。また T型は H型の

gちenfluor田centPseudomonasの急増Iとより， 1， 2カ月後には比率としては減少したが 3カ月後

には 23.296に上昇した。

総括および考察

著者は前報。において，低温性海洋細菌の分離温度，培養日数，海水中の生菌数の算出法，分離菌

の発育温度域などについて年聞を通じ季節的に検討を行なった。本報においては夏期と冬期Ir.採水し

た海水を低温 (50C)IL貯蔵し，採水時かち約1カ月ごとに 3カ月間， それぞれ微量の有機物 (poly-

pept，叩e，0.0596の割合)を添加したものと無添加のものとに分け，海水試料中のフローラの変化の

様相を検討した。実験から得られた結果を総括し若寸の考察を加えてみると，前報。において海水の

生菌数は年聞を通cほとんど変化なく一定であると報告したCとし夏期と冬期における採水時の生

菌数はともに lrnl中 IOS個のオーダーでほとんど差異はなく，とれらを 50Cで貯蔵した場合，約 1

カ月後には lQ4個のオ{ダーに増加し，その後若干の変動はあっても 3カ月後においても 10'個のオー

ダーを維持した。またま式水中に微量の有機物を添加した場合， 当然前者IL比し菌数の増加は著明であ

った。すなわち海水細菌の低温 (50C)貯蔵中における場殖は緩慢ながら相当長期にわたり持続される
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乙とが推察された。

つぎに海水中のフロ{ラは採水時においては，夏期と冬期ではその組成は相当に異なり，夏期では

Micrococcus属，冬期は Achromobacter属が圧倒的に高率であったが，これらはいずれも低温貯蔵

中に急速に消滅あるいは減少し，結局は一般に海水中の常在菌と考えられているグラム陰性の誇菌属

および Coryneforms'.t.どが一様に長く残存し， ζれらは発育上限温度は種々であってもその大部分

は OoCで発育した。しかも Vibrio属については栄養素の少ない海水中での生存は比較的短期間で

あろう ζとが推察された。なお全般的には polypepωne添加例は無添加例n::比し，貯蔵中のフローラ

の変化がやや著明な傾向がみられるが，乙れは菌属による栄養素の選択性あるいは低温環境への適応

性の相違がやや明瞭に現われるためと推察される。

つぎに採水時および低温貯蔵中の海水から分離した菌株の発育温度域を観察した結果，前報1}で報

告したごとく夏期に採水した海水からの分離菌は発育上限温度の高いものが高率で，冬期分離菌はそ

の低いものが高率であった。また全般を通じ，低温貯蔵中Ir.OoC (14日間)で発育しない菌株は漸減

する傾向が認められた。なお夏期と冬期試料の採水時のフローラの組成は呉なるが，結局貯蔵3カ月

後においてはいづれの試料のフロ{ラも海水常在菌のグラム陰性捧菌およびCoryneformsなどが主

体を占めるに至り，それらの発育上限温度は菌属のいかんにかかわらず種々なものが混在するように

なった。 ζのような同一菌属中に発育温度差の存在する点については， さらに sp民 iesレベルでの同

定が実施きれないと明確にされない。

つぎに分離菌の塩類要求性による型別の結果については，夏期試料では前述のごとく Micrococcus

属が採水時分離菌の大部分を占め，かつそれらのほとんどが陸棲型菌 (T型)であるため採水時の T
型の占める比率は高率であるが， ζのととは夏期の沿岸海水は陸からの汚染のはなはだしい乙とを

示すものと考えられる。 しかし乙の Micrococcus属は低温貯蔵中に急速に減少し， 乙れに代り採水

時低率であった海洋型菌 (M型)は 1カ月後から海水常在菌の各種のグラム陰性菌およびCoryneforms

の増加により急速に場加し， Z，3カ月後には分離菌の過半数を占めるに至り， 好塩型菌 (H型)は

Pseudomonas属の増減IL大きく左右された。 乙れに対し冬期試料では採水時から 3カ月間の貯蔵期

聞を通じ M型が70-9096の高率を占めた。 ζれは前述のごとく採水時高率に分離された Achromo-

bacterの大部分が M型で，この Achromobacter属が貯蔵中急速に減少する際も， M型の non-gr個 I

Pseudomo骨asあるいは gre四畳uor，国centPseudomonasなどが増加する ζ とによるものである。 H

型では Achromobacter属の減少とともに低下し Zカ月後までは gr，開1fluore悶 ntPseudomonas 

により 1096 前後の比率を占めていたが 3 カ月後には消失した。また T型は全期聞を通~ 1096以

下であった。つぎに polypeptone添加例において，夏期試料は前述のごとく Micrococcus属の貯蔵

中における急減による T型の減少 1カ月後における gr悶 fluoreseentPseudomonasの急増により

H型の増加， M型における 2カ月後の non-gr田 nPseudomonasの急増による上昇などによる特異的

な現象がみられたが 3カ月後には前述の polypeptone無添加例とほぼ一致した結果となり，また冬

期試料では 1，Zカ月後の greenfluor，即entPseudo明 onasの急増およびその 3カ月後までの残存によ

るH型の増加， M型における Z，3カ月後における Achromobacter属の急減， T型におけるCoryne-

formsの貯蔵中における消失など特異的で，全般を通じ polypeptone無添加例IL比し， H型およびM

型における型別比率の変動が大きい傾向がみられた。

要 約

夏期と冬期における沿岸海水について，低温 CSOC)貯蔵中における海水中のフローラの変化を検討

し，つぎのごとき結果を得た。

1. 採水時における海水中の菌叢は夏期では Micrococcus属，冬期では Achromobacter属が圧
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倒的に高率であるが， ζれらは低温貯蔵中K急速に減少ないし消失し，結局は一般に海水中の常在菌

と考えられているグラム陰性拝菌が長期にわたり残存する。なお低温貯蔵中における菌叢の変化は有

機物無添加の場合に比し微量添加例で著明な傾向がみられるが 3カ月後tとおいては(上記のごとき

夏期の Micrococcus属，冬期の Achromobacter属の圧倒的状態は別として)，微量有機物の添加，

無添加あるいは夏期，冬期海水にかかわらず，大体採水時の状態tζ復す傾向がみられた。

2. 分離菌の塩類要求性による型別分類では海洋型は冬期採水の海水中K，陸棲型は夏期採水の海

水中に高率に検出された。低温貯蔵中における分離菌の型別消長は polypeptone添加例においてその

変化が著明であるが 3カ月後においてはとの場合も上記 1と同様に大体採水時の状態K復す傾向が

みられた。

3. 同一菌属 (genus)で発育温度域の異なるもの，あるいは塩類要求性の異なるものの存在する ζ

とについては speci回レペルの分類を実施しないと明確にされない。
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