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静

腸 炎ピプリオの溶血因子に関する研究

1.乾燥菌体の溶血因子について

飯田優・田中豊・高木光造

Studies on the Hemolysin of V ibrio parαhαemolyticus 

1. Hemoly七icfactor of dried cell materials 

Atsushi IIDA*， Yutaka TANAKA* and MitsuzδTAKAGI事

Abstract 

In this paper，もheauthors have deもerminedthe hemolytic activiti開 ofthe 
preparation自 ofw乱shedceII， dried ceII， water soluble fraction and water insoluble 
fraction， deriving from each of the three strains of Vibrio parahαemolyticu8 (sero-
type; 09: K23， 01: K32 and 05) by the method described in Fig. 1. Hemolytic 
m晶teri乱.Iswere prep晶redby the method of S乱k乱Z品killand Sak路島kiand T品，mura2l

晶日必scribedin Fig. 2， moreover， and estimated the hemolyもic晶ctivity. Hemolytic 
activiも'ywas expressed in H.H.U.引 A summ乱巧T of the results is shown as 
foIlows. 

1) 官1epreparation直 ofthe dried ceII and the water insoluble fraction had 
hemolytic activities of about 2.0 H.H.U. and 3.0"， 5.0 H.H.U. per one mg. of 
total nitrogen respecもively，but in the preparations of the washed ceII and the 
water soluble fr品ction，hemolytic乱ctiviも'ywas not found. 

2) The existence of a thermos句blehemoly自inw制 estimatedin the prep乱ra司

tion of the w晶，terinsoluble fraction derived from the strain 05， and when being 
heated at 10000 for 60 minutes， moreもhan1.9 H.H.U. per one mg. of to句1ni旬0・

gen of hemolyもicactivity rem乱ined.
3) A thermostable hemoly日inby S晶kazakiand Tamur:品 W悶 foundto exis色

in aIl the strains，品ndto be derived from the preparation自 ofthe w品terinsoluble 
fraction， but noもfromthe w抗 ersoluble one. 

績雷

腸炎ピブリオのJ患者由来株の多くは神奈川現象検査培地上で溶血性を示し，いわゆる神奈川現象陽

性株として知られている4，5，6)0 藤野ら7，8，めは本菌の培養上滑について神奈川現象と関連する溶血現象

を種々検討して而梯性溶血因子の存在を報告し，加藤ら11乃，善養寺ら11)も本菌溶血株の培養上清中IL

マウス致死毒性を有する耐熱性の溶血物質の存在を認め，また坂崎1)，坂崎・田村めは本菌の細胞中

IL耐熱性溶血物質が存在する ζ とを認めたが， その溶血性は生菌の示す神奈川現象性とは無関係であ

ると述べている。以上のような溶血現象の機序を明らかにする乙とは本菌による食中毒病原因子の究

キ北海道大学水産学部食品作学第二講座

事 μbo側併y01 Food Hygiene， Faculty 01 Fi8heriω， Hokka似oUniversity 
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明I~関連して重要と考えられる。

著者らは今回腸炎ピブリオの神奈川現象陽性株3株について，各供試菌の低温乾燥菌体を水溶性画

分と水不溶性画分IC分画しそれぞれ務血価を測定し，それらの比較を行なった。なお供試菌中 l株の

水不溶性画分について，坂崎・田村の溶血物質との関連性や溶血能の耐熱性なども検討したので， ζ 

ζiζ得られた若干の知見を報告する。

実験方法

供試菌株:供試菌株の 09:K23および K26は北海道立衛生研究所， 01: K32は函館市立保健所，

また 05は本学部微生物学教室よりそれぞれ分与を受けたものである。下記の各検査および大量培養

には各供試菌株をまず BTB ティポ}ル寒天培地f~画線培養し，培地上f~発育した集落より S 型集落

V. parahaemolyticus (incubated preliminarily in 3 % NaCI nutrient broth) 

inoculated into a conical f1ask contained an aliquot volume of 3 % NaCl nutrient broth 

(incubated under stirring at 37'C ) 

centrifuged at 1ate-exponential-phase 

ト斗針。wingculture 1 

washed three times with Herbst's artificial sea water or the solution of 0.01 M MgCI.-

3% NaCI by resuspending and centrifuging 

ト→ Washed叫 11

dried at -20・c

卜→ Dried四 111

suspended in about 150 times the weight of water， stirred until the extinction had fallen 
to a constant level， centrifuged (36，600 X g， 60 min_) at 2・Cand the same procedure 

repeated twice moreover 

Water soluble fraction 

suspended in about 100 times the weight of water， stirred， centrifuged at low speed 
0，000 X g， 7 min.) at 2'C to remove the unbroken cells， and the same procedure 

repeated three or four times moreover 

Precipitate by low speed centrifuging 

centrifuged (36，600X g， 60 min.) at 2'C 

Water soluble fraction 

Water insoluble fraction 

Fig_ 1. Methods of色，heprepo.r凶onof V. para.加emolyti仰 8 andぬeωUulo.rfractioDS. 

一回一

-" 
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各1個を釣菌し， 3%食塩加ブイヨンfC接種， 370Cで一夜培養した培養液をそれぞれ供試した。なお

供試菌株のうち， K26はおもに溶血現象などの一部の実験にのみ供した。

形態単的および生化挙制金状検査:各供試菌株について常法どおり 1'，19)グラム染色性(HUCKER変法九

運動性，好塩性，食塩耐容性を観察し，ついでチトクロームオキシダ{ゼ試験， HUGH・LEIFSON試験

によるブドウ糖の酸化と陵酵，インドールの産生， MR試験による駿の生成，硝酸塩の還元， ゼラチ

ン液化， vp反応，硫化水素の産生，炭水化物の分解性， d-酒石酸塩の利用， クエン酸塩の利用など

の各性状を検査した。また神奈川現象〈溶血性)を観察するために神奈川現象検査培地(日水，我妻

変法)を用い， ζれにヒトまたはウサギの原血濃度の血球浮遊液をそれぞれ 5%(VIV)の割合に添加

して調製した培地(以下ζれを神奈川現象検査培地と記す)面に前記各供試菌培養液の 1白金耳量を

滴下し，我妻の方法5)fC準じて 370Cで 20.時間ないし 2日間培養し，発生した集落の周辺と下面

の溶血環の出現の有無を観察した。

供試菌体:菌体の培養法の概要は Fig.1 IL示すとおりである。あらかじめ?グネチック・スタ{ラ

ーの擁持子を入れた 2l三角フラスコ中の 3%食塩加ブイヨン LZlf乙，前記培養液 1mlをそれぞれ

接種し， 370Cでマグネチック・スターラ}による挽持を続けて培養を行ない，一定時間毎に培地の所

定量を無菌的に採取して，供試菌の増殖による培地の濁度を前報lA，15)と同様の方法で観察し，対数期

末期におけるそれぞれの培養液から 3，300xg，15分間の遠心分離により菌体を集め 3回の洗浄によ

って培地成分を除去して得た洗浄菌体を供試菌体として使用した。なお菌体の洗浄液には09:K23と

01: K32は HERBSTの人工海水を， 05では O_OlM塩化マグネシウム添加 3%食塩溶液を使用し

たが， ζれらの洗浄液の選択にあたっては各供試菌の菌体を 3%食塩溶液， O.OlM塩化マグネシ

Baeterial eells 

suspended in 0.05N NaOH 

heated in stea'm at 100・Cfur 20 mi凪

cooledland neutralized with addinzN Hq 

centrifuged (9， 20().x g， 30 min.) at 4".5・C 〆

adjusted the pH to 4.5 

eentrifuged (9，200Xg， 30 min.) at 4.5・c

dialyzed; II'djusted the pH to 4.5， 
centrifuged and then dried at -20・c

Fig. 2. Frepara.tion of ltemoly色icm拘 rialby伽 m凶lrodof Sakazaki a.nd Ta.mur晶.
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ウム添加 396食塩溶液およびHERBSTの人工海水にそれぞれ懸濁し，一定時間携詳して均質とし，そ

れぞれの懸濁液について濁度，レフレル染色性，遠心上清の紫外部吸収スペクトルなどを比較検討し

て，溶菌現象の起り難いものを洗浄液として用いた。 また各供試菌株とも 10-14回培養を行なって

供試した。

乾燥菌体の調製:前記の各供試菌体を硫酸デシケーターに移して吸引し減圧にしたのち， _2Q
oC 

K保たれたストッカーに 20日ないし 40日間納置し， ζの間適宜デシケ{ターを室温lととり出して硫

酸の更新と吸引を反復して菌体の低温における乾燥を促進した。乾燥した菌体は粉砕したのち上記同

様IC低温減圧乾燥を行なって恒量化し，得られた乾燥物を乾燥菌体として供試した。

菌体の分画:各画分の調製法は Fig.1 IC合わせて示したとおりである。まず前記の各乾燥菌体を

約 1印倍重量の水11:懸濁したのち，室温でマグネチック・スターラーによる揖伴を続けて菌体の浸透

溶解を促進し，一定時間毎に液の少量をとり光電比色計(目立製 EPW-4型)を用い， フィルター

66で吸光値を測定しつつ吸光値が減少しないで一定になるまで携持を行なった。得られた懸濁液を

36， 600 x g， 60分間， 20Cで遠心分離し，沈澱について前記同様の浸透溶解と遠心分離をさらに 2回

反復し，得られた上清をそれぞれ水溶性画分1， 2および 3とした。他方沈澱は室温で 100倍程度の

水IC懸濁し，スターラーで撹持して均質とし， 1，000xg， 7分間， 20Cで低速遠心分離して上層部と

下層部に分け，上層部についてさらに同様の遠心分離を 3-4回繰り返したのち，下層部を集めて ζれ

を低速遠心沈澱画分として供試した。また上層部は 36，印Oxg， 60分間， 20Cで遠心分離して沈澱を

集め，得られた上清を水溶性画分4とし，また沈澱を水不溶性画分としてそれぞれ供試した。

坂崎・田村の耐燃性溶血物質の分陸:坂崎1)，坂崎・田村~)の耐熱性溶血物質の分離方法は Fig.2 IC 

示したとおりである。洗浄菌体または乾燥菌体を三角フラスコにとり適量の水に懸濁したのち，それ

と同容量の 0.1N苛性ソーダを加えて揖伴し， 1000Cの蒸気中で 20分間加熱した。加熱後速やかに

水道水で冷却し， N塩酸を加えて中和したのち， 9， 200 x g， 30分間， 4.50Cで遠心分離して沈澱を

捨て，坂崎・田村の Flfと相当する上清1を得た。ついでその一部をとり，揚子学しつつ 0.1N塩酸

を加えて pHを 4.5に調節すると‘沈澱が生成するので，上記同様の条件で 30分間遠心分離して上清

2と坂崎・田村の F2fL相当する沈澱を得た。さらにζの沈澱の一部を透析膜にとり， OOCの氷室中

で塩素イオンが検出きれなくなるまで透析を行ない，再ぴ pHを4.5IC調節し，生成した沈澱を遠心

分離し，硫酸デシケーター中に入れて 200Cで減圧乾燥して恒量化し， ζれを坂崎・田村の F2の

乾燥物として供試した。

血価の測定:各試料をマグネシウム{食塩水防に溶解または懸濁させて適宜に段階希釈液を調製

し，またヒト洗浄血球も試料の場合と同様のマグネシウム 食塩水fL懸濁させて 296血球浮遊液とし

た。各試料の希釈液 4mlと血球浮遊液 4mlとを中型試験管にとり， 370C IC保持された恒温水槽に

浸漬し，振濯しつつ反応液の温度が 3rcIC達してから 30分間納置したのち速やかに1O-150Cに

冷却し，約 20，OOOxgで 20分間遠心分離を行ない，各上清の 550mμ における吸光値を測定して所

定の方法で 5096溶血単位置)(以下ζれを H.H.U.と記す)あたりの希釈度を求め，各試料の最低希

釈の全窒素量より H.H.U.あたりの全窒素量と全窒素 1mgあたりの H.H.U.を算出した。えよお吸

光値は日立製光電分光光度計 EPU-2A型を用いてiJlJ定した。

全宣3憶の測定:各試料について全窒素をケルダール法で測定した。

紫外部吸収スペクトルの測定:各供試菌の水溶性画分 1-4について日立製光電分光光度計 EPU-2A

型を用いて 235-300mμ の吸光値を測定し，吸光値を供試乾燥菌体重量と抽出液量で補正して

EIK20ml曲線を求めた。

結果ならびに考察

供試菌の形態学的および生化学的性状検査の結果は Table1 fL示したとおりで，供試菌3株の各性

-94-
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T油le1. Morphological and biological characteristiωof the straInB旬sted.

Str晶inste日旬d 09 :K23 I 01 :K32 05 

Gram 
Motility + + + 
H晶lophilic曲目印句r 3%N晶，01 + + + 
CHyutgohch-Lroeimfhe on OEmideMdiiuom n + + + 

Open Acid Acid Acid 
010se Acid Acid Acid 
Gas 

Indole production + + + 
MR tes色 品色 2200 + + + 

品色 3700 一 + + 
KNOs reduction + + + 
Gelatin liquefi乱ction + + + 
H2S production 
T晶吋晶，rateutilization + + + 
Oitrate utilization 土-+ + + 
Tolerance for NaOl 7% + + + 

10% 
VP reaction 
01帥 vageof carbohydrate 

Sucrose 
Arabinose 
Oellobiose 

Kanag晶W晶phenomenon
Human blood品gar* + + + 
Rabbit blood ag乱r* + + + 

ホ S乱lineBuspension of red blood cells was added to modified W，時前日um晶畠gar
up to品 conωntrationof 5 % (v/v). 

状は完全に一致し，神奈川現象はヒト血球，ウサギ血球のいずれの場合も陽性であることが認められ

Tこ。

また各供試菌の培養液の 1白金耳量を，ウサギ洗浄血球を添加した神奈川現象検査培地に滴下して

370C に 35時間納置し，その結果を Plate1 に示した。 ζれによると溶血環の状態は菌株間で多少の

差はあったが，どの供試菌でも明瞭な β型溶血が認められ，また Plate1 K合わせて示した K26は

狭塩型の菌株であるが，同様に明瞭な溶血環が認められた。

各供試菌の菌体の分画方法はすでに Fig.1/<::示したとおりで，前記のCとく乾燥菌体の水懸濁液に

ついて浸透溶解による菌体細胞の破壊を 3回反復し，その際K得られた水抽出液をそれぞれ水溶性画

分1， 2および 3とし，ついで沈澱について分画遠心操作を繰り返して低速遠心沈澱画分，水溶性画

分4および水不溶性画分の 3つに分画した。 これらの各画分について全窒素を測定し， その結果を

Table 2に示したが，乾燥菌体の全窒素は約 10-1296で，菌株によって多少の差がみられた。また

各乾燥菌体の全窒素を 100として， ζれに対する各画分中の全窒素の比を求めると，乾燥菌体中の水

溶性全窒素は 40-50で 1回目の浸透溶解によって得られた水溶性画分1は， その水溶性全窒素の

それぞれ 9096以上を占め，画分2あるいは 3においては若干残存したが，画分4においてはまった

く乙れを認めなかった。また水不溶性画分の全窒素は1.0-1.796と菌株によって差があり，低速遠

心沈澱画分Kは 4.3-4.996と乾燥菌体中の 35-5096の全窒素が含まれていた。

水溶性画分 1-4の 235-300mμ における Elg/I00mlを Fig.3K示した。各測定液の pHは 6.0
lcm 

-6.7の範囲にあり，いずれの菌株も水溶性画分1はそれぞれ 255mμ 付近に顕著な極大吸収を示し
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日 :ble2. .Am;lysI8.of 句協1mtrogenof事ihe台回悦0DIl.

Str晶inste目ted 09:ns 01:K32 05 

TN*(%) Ratio TN*(%) Ratio 四*(%) Ratio 

Dried cell 9.7 100.0 11. 2 '1.00.0 i1.1. 9 100.0 
Wat唱r日olublefraction.l 3.5 36.5 4.6 41. 2 5.1 43.0 ， fraction-2 0.3 3.0 0.8 .5.5 0.5 4.5 

" fr品。七ion-3 0.0 0.0 0.3 2.2 
， fr晶ction-4 0.0 0.0 0.0 

W品，terinsoluble fraction 1.0 10.3 1.3 11. S il..7 14.5 
Precipit晶もeby low speed 4.9 50.2 4.7 42.0 4.3 35.8 

centrif~ing 

本 Tot乱l凶trogenw，畠sabbreviatedもoTN. 

20.0 

18.0 09:K23 

16.0 

14.0 

12.0 

10.0 

l~ 8.0 

同 6.0

4.0 

2.0 

。。 ZCZご\\I~\\~I ~世征E込ーよ
m ~ ~ ~ m ~ ~ ~ m ~ ~ ~ 

¥¥.今a¥'elength(mlt) 

Fig. 3. E-value of water soluble fraction自 (1ωml)from dried cells (1 g). 

て，核酸または核蛋白などの物質が多く溶出された ζ とを裏づけているが，水溶性画分2ではそれ

らの値はいちじるしく小きくなり，水溶性画分3および4では特異的な吸収帯がほとんど認められな

かった。 ζれらの結果から核酸または核蛋白などの物質も前記の全窒素量においてみられたと同様，

浸透溶解1回目の各水溶性画分111:集中的に溶出されている乙とがわかった。

また水不溶性函分は前記のごとく浸透溶解によって破壊された細胞を含むものであるが， ζのζ と

を観察するため各函分の菌体細胞についてレフレル染色を行ない，鏡検によって比較検討した。その

一例として 05の各画分の 500倍レフレル染色像を Plat坦 IIに示した。 PlateIIの Fig.1は培養

菌を ο.00M塩化マグネシウム添加 3%食塩溶液で3回洗浄を繰り返した正常な細胞像， Fig.2は

洗浄菌体の破壊を促進するために水による浸透溶解を 3回行なった細胞像である。 Fig.2は一般に商

体細胞が膨潤し，染色性の低下，染色性の不平等などがみられる。 Fig.3は水不溶性画分の細胞像で，

乾燥菌体を前記同様の浸透溶解によって処理したのち，分画遠心を行なって得られた破壊された細胞

であり，染色性はいちじるしく低下して正常な細胞はほとんど残っていない ζ とがわかる。また ζの

水不溶性画分について 3%食塩加ブイヨン， 4%食塩力日ペブトン水， BTBティポ戸ル寒天平板橋地

および W A寒天平板培地などに接種培養し，生死検定を行なった結果，各供試菌とも生存は認めら
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T山le3. A腿乱y of hemolyticactivity of the fractioll8. 

S七rains旬目ted 09 :K23 01: K32 05 
H.H. TN柿 TN H.H. TN柿 TN H.lI. TN*事 TN

i1Im31e.gr *tN柿p(meErg).E.Um(m.mdgi)ml柿n.• * 
U.*(mg)m (mmg)I判n.権

pmegr TN紳pe廷r且 U.di1n. 

U.*(mg)1{n mgn)u柿n.砂

mpgetr Tq榊 HpB.Hr.U.ain-

W踊 hedcell 一ーキ*** 3.19 4.37 
Dried cell 2.28 0.04 1. 97 2. 17 O. 46 2. 28 I 1. 92 0.52 2.42 
W蜘 r80luble fraotion-l ーー*.++ 1. 04 ー柿紳 1.48 ー紳紳 1. 92 

" fr品otion-2 一ー+... 0.08 -*柿* 0.20 一-*... 官.1<1;

" fr晶ction-3 ..キ* 0.00 ーー..キ* 0.00 ーーキ宇*家 0.08 

" fraction-4 ー一中..+ 0.00 ..+* 0.00 一-.+キ* 0.00 
W時五rinsoluble fraciton 3.77 0.27 1. 08 5.05 0.20 1.52 2.87 0.35 2.08 
" heated， 650C， 15min. 2.29 0.44 2.08 

" 80 30 >1.89 <0.53 2.08 

" 80 -00 >1.89 <0.'53 2.08 

" 100 加 >1.89 く0.53 2.08 

" 100 60 >1.89 <0.53 2.08 

* Hemolytic 帥，ivityw乱I!I expre関 edin H.H瓜別

料 ToもaJ nitrogen was 品，bbreviatedもoTN. 
林 水 Showingぬe品moun色ofto旬lniもrogenper four ml ofも.heminimum dilution one in 

品目eriesof the 晶nalyzingte白色ーもubes.
場榊ゆ Showing出品も hemσ'lyticactivity w品目 no色foundinも.hisexperiment. 

Tゆle4. A日目ayof hemolytic activity of the fractions prepared byもhemethodof 
Sakazaki阻 dTam旧晶.

Strains tes旬d 09: K23 01: K32 05 
H.H. TN帥 τ'N IH.H. TN紳 TN I H.H. TN紳 TN
U.ホ (mg) (mg)料ホIU.* (mg) (mg)榊事1 U.* (mg) (mg)紳 e
per per m mlll. I per per m mm. I per Pぽ mmm.
mgTN紳 H.H.U.diln. ImgTN紳 H.H.U.必ln.1 mgTN林 H.H.U. diln. 

Washedcell ..キ* 3.19 町一...キ 3.04 ーー....ド 4.37 
Dried cell 2.28 0.44 1. 97 2.17 0.46 2.28 1.92 0.52 2.42 

SFu2poef ITSI乱at，ka畠nztad2ki a，nd 
一ー命... 0.08 一一*市.. 0.19 一一.... 0.11 
2.lj6 0.39 2.16 2.311 0.42 2.56 2.63 0.38 1.95 

Tamura 
Dried material of F2 2.15 0.47 2.45 1.18 2.66 一一命*キ* 2.57 
F2 of S乱k乱zaki 品nd
Tamur晶 fromwa句r 0.85 一-+キキ* 0.14 
soluble fr晶 叫ion

F2 of Sak乱zakiand 
Tamur乱 fromwater 12.29 0.08 1. 44 
insoluble fraotion 

*，紳p 紳*.紳紳 Showingthe s乱mepropertiesωdescribed in Table 3. 

れず，また神奈川現象検査培地面にもまったく発育せず溶血現象は認められなかった。

各画分について溶血価を測定し，全窒素 lmgあたりの H.H. U. (H. H. U. !mg TN)で表わして，

その結果を Table3 fr.示した。なお表中の横線は，前記の実験条件下では 50%溶血が認められなか

ったζ とむ示すものである。また H.H.U. あたりの全窒素量(TNmg/H.H. U. ) .溶血価測定にあ

fこってW{t~した段階希釈液の最低希釈の全窒素量も合わせて Table3 に示した。すなわち洗浄菌体は
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段階希釈液の最低希釈の全窒素量を 3.0-4.4mg程度として測定した場合，いずれの菌株にも 5096

溶血がみられなかったが，一方乾燥菌体は全窒素量 O.4-0. 5mg相当の希釈で 5096溶血を認め，洗

浄菌体と異なりいちじるしい溶血能を示した。乾燥菌体の溶血価は菌株間で大差がなく， いずれも

2. OH.H. U./mg TN前後の値であった。とのように洗浄菌体では 5096溶血が認められないが乾燥

菌体では溶血能が認められるととは低温乾燥操作によって菌体細胞が何らかの物理化学的変化を被っ

た結果と推察されるが，その機序は目下不明であり，今後継続して検討を加えたいと考えている。ま

た乾燥菌体から調製された水溶性画分1-4にはいずれも溶血能が認められなかったが，乾燥菌体から

同様11:調製された水不溶性画分は，その各最低希釈の全窒素量を各水溶性画分1の場合とそれぞれほ

とんど同c程度になるように調製し， 1-2mgとして測定した結果，それぞれ 09:K23は約 3.8

H. H. U. /mg TN， 01 : K32は約 5.1H. H. U. /mg TN， 05は約 2.9H. H. U. /mgTNという値が

得られ，各菌株とも乾燥菌体K比較してそれぞれ溶血活性の高い ζとが知られた。なお， ζの溶血因

子の熱抵抗性を 05の水不溶性画分について検討した結果は同じく Table31とみられるごとし 650C，

15分間の加熱によって溶血価は約 2.9H. H. U. /mg TNから約 2.3H. H. U. /mg TNへ若干下がる

が活性は喪失する ζ となく，さらに 1000C，60分の加熱によっても活性は失われず，溶血価は約1.9

H. H. U. /mg TN以上の{直を示した。

乙れらの結果から供試菌3株の乾燥菌体における溶血因子は，菌体細胞の水溶性画分にではぼく水

不務性画分にあるものと推定され，耐熱性試験の結果によって溶血因子には易熱性のもののほかに耐

熱性のものがかなり含まれていると考えられるので，ついで ζの溶血因子と坂崎町坂崎・田村勾の耐

熱性溶血物質との関連性を検討した。坂崎らは腸炎ピブリオの菌体を 0.05N苛性ソ{ダカ日食塩溶液11:

浮遊させ， 1∞。Cの蒸気中で20分間加熱， N塩酸でpH7.0として遠心した上清はヒト血球に対して著

明な溶血作用を示し， ζの物質は pH4.5で沈澱し， 中性で水K溶ける性状を持つと述べ乙の可溶物

をF2と呼んでいる。著者ちは供試菌3株の乾燥菌体より，坂崎らの方法を追試して F2を調製して溶

血価を測定し，その結果を Table41と示した。坂崎らの F2はいずれの菌株についても溶血能をもっ

て 2.5H. H. U. /mg TN程度の活性を示し， また F2を沈澱させた上清にはまったく溶血能が認め

られなかった。 さらに坂崎ちの F2を透析し， -20oCで低温乾燥した乾燥物はそれぞれ 09:K23 

は約 2.2H. H. U. /mg TN， 01 : K 32は約1.2H.H. U./mgTNとF2K比べて活性が低下し， 05 

では溶血能は認められなかった。 ζれらのζ とから坂崎ちの F2は透析と低温乾燥に対して幾分不安

定なものではないかと推察される。さらに 05について水溶性画分から坂崎らの F2を分離してその

溶血価の比較を行なった結果，水溶性画分由来の F21とは溶血能がみられず，一方水不溶性画分由来

の F2は 12.3H. H. U. /mg TNという高い溶血活性を示した。 ζれらの結果から，坂崎らの耐熱性

溶血物質は本実験の水不溶性画分に由来するものと推察され，また水不溶性画分は坂崎らのアルカリ

処理によって活性を増すものと考えられる。

以上の実験結果から，供試菌3株の乾燥菌体，水不溶性画分中の耐熱性溶血因子は，坂崎ちの耐熱

性溶血物質と関係あると息われるが，藤野ら1，8，9)，加藤ち10)および善養寺ら叫が指摘している本菌溶

血株培養上清中の各耐熱性溶血因子と同じものか否かについては現在何もわかっていないので， さら

に水不溶性画分について溶血因子の分画精製を行ない，乙れら不明の点を明らかにしたい考えである。

要 約

腸炎ピプリオについて神奈川現象など溶血現象の機序を明らかにする ζとは，本菌による食中毒病

原因子の究明K関連して重要と考えられるが，著者らは本菌の神奈川現象陽性株3株の乾燥菌体を水

溶性および水不溶性画分に分画して，それぞれの溶血能を検討し，次の結果を得た。

1. 洗浄菌体，乾燥菌体，水溶性画分および水不溶性画分の溶血価を測定した結果，いずれの供試
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菌株も洗浄菌体には務血飽が認められなかったが，乾燥菌体は 2.OH. H. U. /rog TN前後の溶血価を

示した。 ζれは低温乾燥操作によって菌体細胞が何らかの物理化学的変化を受けた結果と考えられる

がその機序は不明である。また水不溶性画分は 3.0-5.OH. H. U. /rog TNを示したが，水溶性画分

ILは落血能が認められなかった。

2. 供試菌のうち 05の水不溶性画分について耐熱性を検討したと ζろ， 100oC， 60分間の加熱に

よっても活性は失われず，なお1.9 H. H. U. /rog TN以上の値を示し，乙れらの結果から水不溶性商

分に耐熱性溶血因子の存在する ζ とが認められた。

3. 坂崎らのアルカリ処理ILよる耐熱性溶血物質はいずれの供試菌においても存在が確認された。

またその溶血物質は本実験の水不溶性画分Ir.由来し，水不溶性画分は坂崎らのアルカリ処理ILよって

溶血活性を噌す乙とが認められた。

終りに本研究の遂行にあたっていろいろ御助言を賜わり， また本稿を御校閲下された本学部微生物

学講座坂井稔教授に心から謝意を表する。
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Explanation of Plates 

PLATE 1 

Kanagaw，品 phenomenonby the日七rainsof V. para加E脚 lytil7lJ:lI明色helIurf晶悌

of modified W;晶gatsum品昭島r晶，ddedwith rabbiも redblood cells. 
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Bull. Fac. Fish目，Hokkaido Univ.， XXII， 1 PLATE 1 



PLATE II 

Phoもomicrographsof the cells of V. parahaemolyticu8 (serotype; 05) stained 
with Loeffier's品lkalinemethy¥ene blue s.s 

Fig. 1. Showing cells washedもhree七imeswiぬもheso¥ution of O.OlM MgCl.・3見NaCI.
x500 

Fig. 2. Showing cells washedωdescribed in Fig. 1 and thenもreatedby the method 01 
osmotic lysis. x 500 

Fig.:3. Showing cells dried at -200C andもhenもrea品edbyもhemethod of osmotic lysis. 
戸 500



Bull. Fac. Fish.， Hokkaido Univ.， XXIl， 1 PLATE II 
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