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ビブリオシン現象観察用培地の基礎的研究
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Basic study on the solid media for the observation of vibriocin activity

Keizo YAMAGUCHI (Department of Bacteriology, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki

University)

Abstract: In the most part of present study, it was necessary to set a fundamental policy

that only the parallel experiment on the same day could be compared one another, because of

the insufficient reproducibility of the vibriocin phenomenon. The chequer-board experiment

in using six strains of classical and El-Tor type Vibrio cholerae respectively was applied to all

the experiments excepting the last one. Firstly, it was observed that some strains showed

the phenomenon on Anaerobe agar, but not on Tryptosoy agar (Table 1). Accordingly,

the result obtained by the experiment in adding 0.05% Na-thioglycollate or glucose to

Tryptosoy agar and by another experiment in adding two substances above instantanously

were compared (Tables 2-5), then better production was obtained by instantaneous addition,

and non-specific inhibition was observed by the use of more than 0.25% of glucose.

Further experiments (Tables 5-6) showed that, in preparing the media, non-specific

inhibition was eliminated by the use of 0.05M phosphate buffer in place of distilled water.

Secondly, applying polypepton agar to the basal medium (Tables 7-10), it was found that

the best result was obtained in the medium indicated by the remarks of Table 11.

While comparing the incubative temperature and period in the course of production on this

medium, better results were observed at 30℃ than 37℃, and much enough vibriocin was

produced within 18 hours at both temperatures. Finally, the vibriocins produced by

60 strains of classical and El-Tor type of V. cholerae respectively on the same medium at

30℃ for 18 hours were tested three times for the inhibition to the 12 indicators just the same

as mentioned above, As shown in Table 15, indicators 4, 56 and 93 were less sensitive

to the vibriocins and indicators 5', 16, 21 and 48 frequently showed doubtful inhibition.

Judging from the inhibition test to the remaining five indicators, it was revealed that four

strains were unclassifiable as shown in Table 16, and 116 others were classified into 11

patterns as shown in Table 17. These results suggest that the further study on the

present subject will make it possible to set up the vibriocin typing method which has no

relevancy with the present serotype or biotype.
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緒　　　　　言

コレラ菌が産生するバクテリオシソによってコレラ

菌の発育阻止または殺菌現象がみられることを最初に

報告したのはBhaskaran (I960)であり,そこではコ

レラ菌の性因子(P-factor)と接合に関する実験の-

部として観察されている.これに類似した現象は

Takeya and Shimodori (1969)によっても報告され

た.ビブリオシソという名称を用いた最初の報告は

Farkas-Himsley and Seyfried (1962, 1963)であり,

これはクラシック型コレラ菌の1菌株が嫌気的条件で

産生し,同株のストレプトマイシン耐性変異株に作用

することを見出したものである.

これらのビブリオシソは特定の菌株系で見出された

ものであるが, Wahba(1965)は穿刺法によって産生

菌発育後のcold shock　と指示菌塗抹後の低温処理を

適用して16株の交叉試験を行い,うち13株がビブリオ

シソを産生し,これらに対する感受性は4株に認めら

れたと述べ,ビブリオシソ産生性はコレラ菌にかなり

普遍的なものであろうと考察したN　これを支持する記

載はLang　ら(1968)の論文にみられる.一方Datta

and Prescott (1969)は各種の方法を検討し, Wahba

の方法のみが不満足ながら阻止帯を示すことを認め,

これに改変を加えた方法を提唱しビブリオシソが腸内

細菌にも作用したと報告している.　さらに

Chakrabartyら(1970)はビブリオシソの検出法に関し

て,培地成分,培地のpH, cold shockの条件など

に検討を加え　S. sonnetのコリシソ型別用指示菌お

よび民らのS. flexneri type 6の型別用指示菌の-部

にコレラ菌を加えて指示菌セットを設定し,独自のビ

ブリオシソ型別法を提唱した.

既に確立されたとみられている　S. sonnet　のコn)

シソ型別法と緑膿菌のピオシソ型別法をコレラ菌-過

用する試み3　または上記各法の追試は,我が国でも日

米医学協力研究会コレラ専門部会研究員の-部で検討

が加えられたが,いずれも満足できるものではなかっ

た(青木,那須, 1966;那須　1967;武谷, 1973参

照) .

那須(1970)はビブリオシソ検出における不安定性追

求の目的で,コレラ菌の蛋白分解酵素産生状況をゼラ

チンとカゼインを基質として試験した.その結果培養

ろ液としてみる限りその活性は特に高いものではな

く,その産生に要する培養時間を考え合せると,ビブ

リオシソが産生株により自己消化される面では関与し

得ないであろうと述べた.ついで広田(1971)はビブリ

オシソ自体が液状で得られていないため,バクテリオ

シソの代表であるコリシソを基質としてコレラ菌の培

養ろ液による不活化を検討した.またコリシソ含有ブ

イヨソにコレラ菌を培養し,翌日コリシソ活性を定量

して不括化の程度を求め,特に後者において強くしか

も多種のコ1)シソを不tfffヒする結果を得たので,ビブ

リオシソが自己消化される可能性もあると考察した.

著者は1972年研究を開始し,当初は手技習熟を兼ね

て前述のWahba, Datta and Prescott, Chakrabarty

らの方法を可能な限り民らと同-の菌株を含めて追試

したが,いずれも再現性の面が不充分な結果に終っ

た.そこでビブ1)オシソ現象出現の不安定性を考慮し

て,少なくとも同-日に実施した実験成績は比較の対

象にできるとの原則をおいて,多数株を対象とするビ

ブリオシソ現象観察法の確立を目標に実験を続けてき

た.この論文では, Farkas-Himsley and Seyfriedの

意見を参考にしてビブリオシソ誘発のためチオグリコ

レ-トを導入し,さらに　Cnakrabarty　の研究に準

じてブドウ糖添加,培地のpH,産生時の培養温度に

検討を加え,ビブリオシソ観察用培地を設定するに

至った過程と,同培地の応用試験結果とについて記述

する.なお本論文の内容はその-部を第26回日本細菌

学会九州支部総会において発表した.また本研究の-

部は日米医学協力研究会からの研究費によって行われ

た.

材料　と　方法

併用菌株:当部門に継代保存されているコレラ菌の

うちクラシック型と-ルト-ル型それぞれ60株を用い

た.この12O株は那須(1970)が選定のうえ使用し,広

防(1971)も供試したもので,菌株名と由来および血

清型は那須の論文表1に示されている.今回の実験で

は同表の菌株番号をそのまま利用した.実用試験を除

いては,分離地,分離年度と追試実験時の成績を参考

に,クラシック塑No. 4, 8, 16, 21, 48, 5'3　-

ルト-ル型No. 56, 62, 71, 75, 79, 93と,それぞ

れ6株計12株を用いた.

使用培地:トリプトソイ寒天培地,アネローブ寒天

培地, --トインフユジョンブイヨンはいずれも栄研

化学製であり,特記しない限りは使用書に従って溶

解,必要に応じてpH修正後滅菌した.

ポリペプトン寒天はポリペプトン(大五栄養化学

輿)と塩化ナトリウム各1%にBacto agar 1.'　を

加え脱イオン水に加熱溶解し,水酸化ナトリウム水溶

液により　pHを修正,滅菌したものである.実験の
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途中で設定に至ったビブリオシン用ペプトン寒天は,

この組成にチオグl)コ-ル酸ナトリウム0.05%とブド

ウ糖0.5%を追加し, pH 7.6の0.05Mリン酸緩衝液

で溶解滅菌したものである.

ビブリオシン現象の観察法: Abbott and Shannon

(1958)のコリシソ型別法以来,ピオシン型別にも用い

られている画線塗抹法に準じて以下のように行った.

内径84mmのシャ-レへ目的に応じた寒天培地を約30

ml注いで平板とする.寒天平板上の直径上に被験菌

の--トイ三/フユ三)ヨ三/ブイヨン(pH8.0) 1夜培

養を径8mmの大型白金耳で塗抹, 37oC (後には3O

>C) 18時間培養する.翌日シャ-レの蓋に円形ろ紙

を置いてクロロホルム約2mlを注加して3O分放置,

スライドグラスの-端で発育菌苔をかきとり,さらに

3O分クロロホルム処理を続ける.ろ紙を取り出した後

シャ-レの蓋をやや閃いてクロロホルムの蒸散を待

ち,指示菌の--トインフユンヨンブイヨン6-8時

間培養のそれぞれ1 F]金耳を前培養と両角方向に画線

塗抹　37-C l夜培養後指示菌の発育阻止を観察し

た･成績の記録は詳細に行ったが,この論文では鮮明

な発育阻止(+) ,不)鮮明な発育阻止(±)と阻止現

象なし(-)の3種に整理して記載Lた.

実験　と　説明

Ⅰ.トリプトソイ寒天とアネロ-ブ寒天の比較

Farkas-Himsley and Seyfriend (1962, 1963)

はanaerobic conditionと称Lて,対数増殖期の液体

培養-チオy三三リコレ-トを添加してビブリオシンの誘

発を行っている･これを参考に,バクテリオシンの実

験に慣用されているトリブトソイ寒天(以下TSA)

と,チオブリコレートを含有する市販培地の一-つであ

るアネロ-ブ寒天を平板として,西根塗抹法によf)コ

レラ菌相互間で発育阻止を観察,両培地の比較を行っ

た･使用菌株の項で説明した12株すべてを産生性,感

受性の両面に剛､た.これは12株相互間で完全交叉試

験(chequer-board experiment)を行ったこととな

る･実験は同-目に両培地を併行実施し,臼を変えて

5恒仮復した･実験結果のうち指示菌12株のすベてに

発育FFL止を示さなかった場合を省略し,産生株別に実

験日ごとの成績として列記Lたのが表1である.

この実験では延6O組の成績が得られたこととなり,

表示しなかった29組では非産生として両培地での成績

が-致したこととなる.表示のうち両培地で同-成績

を示したのはNo.21の第4, 5実験のみであるが,

上記非産生の合致を含めると-応過半数で成績の-繋

があったことになる.さらに,不鮮明な発育阻止(±二

を適宜に解釈すると　No.4, 21の第1, 3実験,

No.48: 1, 2, No.56: 1, No.62: 2, 4, No.

71の第2実験の計10組も両培地問での合致例に加た

り,結局41組で-応一-致があったともみられる,残る

19阻のうちNo.4の第2, 4, 5実験と　No.21の舞

2実験では同程度またはTSA側でやや広域に作用L

ていた.しかし残る15組はすベてがアネロ-ブ寒天上

のみでの阻1Lであり,特にNo.71の第1, 3, 4実

験, No.75: 1, No.79: 1, 3, 4, 5の8組では

少なくとも3指示常に対する)[三　明な阻止が観察され

た.供試12株のうち5実験を通じてビブリオシン現象

を示した株はTSAではNo.4, 21の2株であった

のに対して,アネロ-ブ寒天上ではこの2殊のほか

No.62, 71, 79も加わった.以上を総合してアネロ-

ブ寒天ヒでは, TSA　でビブリオシソ現象を示さない

株がその現象を発現することがあるといえる.

そこでアネロ-ブ寒天の組成中酸化還元電位を低下さ

せる目的で加えられている成分のうち,チオブリコ-

ル酸ナトリウムとブドウ糖を取り上げ3　ニれをTSA

に添加した場合の影響を検討することにした.

u.トリプトソイ寒天への添加物の影響

チオグリコ-ル鰐ナトリウムとブドウ糖添加の影

響:アネロ-ブ寒天は0.03%のチオグリコ-ル酸ナト

n)ウム(以r TO　を含むが, --般にチオグl)コ-ル

酸塩培地では0.05%を用いている.そこで0.05% TG

加TSA(B培地)と3　これにアネロ-ブ寒天と同濃度

(o.3%)にブドウ糖も加えたC培地とでの比較を3

前実験と同じ方法で3回反復した.両培地での成績が

合致したのは,表2にほ省略した非産生例であるNo.

8とNo.一i8の第1実験, No.16の全実験, No.56の第

2, 3実験と,表示のうちNo.4の第3実験の8組で

あった,残る28組では, No.4の第1実験のみが　B

培地での広域作用を示しノ,他はすベてC培地上での

広域,しかも21組はC培地側のみに阻止現象を認め

た.ここで緒言にふれた成績考察の原則からは外れる

が,表1と2はそれぞれ5または3[司の反復結果であ

るので,被験株の産生性を大勢として判定し両表での

比較を行ってみる.表1のTSAと蓑2のB培地で

産生性といえるのほNo.4, 21の2株であって, TG

の添加では差がなかったこととなる.アネロ-ブ寒天

と　C培地のそれぞれで,実験を通じて産生性を示し

た株として比較すると,前者でNo.4, 21, 62, 71,
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Table 1. Chequer-board experiment on Tryptosoy and Anaerobe agar plates

Producers Exp.　Media
Indicators

4　　5'　　　　16　　21　　　　　56　　62　　71　75　　79　　93

^
f
(
｣
>
I
-
H
O
O
^
O
C
'
Q
r
-
H
I
-
O
(
J
l

,
-
H
C
^
-
^
L
O
^
D
t
>
C
-
t
>
-

o
o
o
o
o
o
o
o
o

J
J
J
｣

r
-
<
　
　
　
　
c
x
i
 
r
o
　
　
　
　
^
　
　
　
　
｢
∂
　
　
　
c
O
 
r
-
I
 
O
J
 
O
O
　
　
　
^
H
 
L
O
　
　
　
,
-
I
 
C
M
 
C
O
 
T
-
H
 
r
-
⊥
2
3
4
｢
∂
　
　
I
-
I
 
O
J
 
0
0
-
x
t
<
　
L
O
 
t
-
H
 
r
-
I
<
X
|
C
O
^
f
 
L
∂

<
<
<
<
<
<
<
<
<
<
<

c
/
}
<
c
/
3
<
!
C
/
3
<
C
/
3
<
O
T
<
<
c
/
5
<
C
/
3
<
O
!
<
C
A
5
<
;
M
<
-
<
O
T
-
<
-
-
-
<
<
-
-
<

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

r

 

J

　

三

　

　

　

　

I

 

I

 

I

+

　

+

+

　

+

十

一

+

I
 
I
 
I
一
±
±
　
±
一

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

I

,

+
+
　
+
　
　
+
+
　
　
　
　
　
　
　
　
±
±
　
J

M
 
M
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
±

I
　
+
i
 
I
 
I
　
±
　
　
i
 
H
　
;
　
i
 
i
 
h
 
i
　
±
　
I
　
)
　
l

±
　
　
　
I
　
+
±
　
十
±
一
5
　
　
±
±
　
f
　
±
　
一
+
H
　
±
±
　
　
5
　
±
　
r
　
5
　
1
　
　
±
　
　
M
 
i
 
l
 
l

1
　
(
　
±
+
　
1
　
±
　
J
　
±
　
+
+
　
+
　
±
　
J
　
+
±
　
十
+
　
+
+
　
　
十
　
　
J
　
5
　
+

+
+
　
±
+
　
±
±
　
+
±
　
+
+
　
一

一

!

　

　

l

一

　

　

　

　

　

　

　

　

I

 

I

±
+
　
1
　
1
　
1
　
±
　
　
　
　
　
　
I

一
±
　
+
　
!
　
　
I
-
J
-
!
　
!
　
I
　
十
　
i
 
I

±
±
　
i
 
l
　
十
±
　
　
　
　
　
　
I
　
　
!

+
+
　
+
+
　
+
+

±

一

+

一

±

±

　

+

十

　

+

+

　

一

三

　

　

I

 

i

　

　

!

　

I

　

　

!

　

I

 

I

+
+
　
+
+
　
　
±
　
+
+
　
+
+
　
　
I
　
　
　
　
±

I

 

I

 

I

　

!

　

　

　

　

　

　

　

　

　

三

　

一

I
 
I
　
　
±
　
1
　
5
　
　
F

I

 

I

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

仙

　

　

M

 

I

 

I

M

 

i

 

l

 

l

　

±

　

M

 

M

 

M

　

1

　

　

1

I
　
山
　
叩
　
I
 
I
 
I
　
!
　
!
　
±
±
　
+
H
　
±
　
　
I

I
 
I
 
I
 
I
 
I
 
I
 
I
 
I
 
M
 
M
　
1
　
　
1

I

 

I

 

I

 

I

 

I

 

i

 

I

 

I

　

　

叫

　

;

　

　

i

 

i

 

i

　

　

;

M
 
M
　
!

一

一

一

一

5

一

一

一

一

一

:

　

㌻

　

l

　

:

　

∴

i

 

k

一

一

一

∴

　

m

m

 

㍗

I
　
+
1
　
1
　
i
 
l
　
　
±
　
　
　
　
I
 
I

5
　
±
　
I
 
l
 
l
　
　
+
　
　
I
 
I
 
I
 
I
 
I

I
 
I
　
　
　
+
　
　
I
　
　
士
0
一

I
　
+
+
±
　
+
　
+
±
±
±
±

I
　
+
+
　
I
　
　
+
　
十
　
　
+
　
I

+
+
　
　
　
　
　
　
　
±
+
+
+

十
　
)
　
十
±
十
　
十
一
十
十
十
　
+
　
十
+
十
十
+

I
　
!
　
I
 
I
 
I
 
I
　
!
　
±
　
1
　
I
　
　
+
　
　
±
　
l
 
I
 
I

5
　
±
　
　
　
　
　
+
　
1
　
+
　
1

±
　
I
　
+
　
I
 
I

+3　± : Growth inhibition to indicator strains.

- : No growth inhibition to indicator strains.
The cases of no inhibition to all indicators are omitted.

Remarks are effective to the most of tables.
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79と5抹であるのに対して,後古では_三vo.5′,75,93

の3株も加わって8株となる.LかしC培地では指

示菌のすベてまたは大多数を阻LLする例が多くみら

れ,この非特異的と思われる現象がビブリオシンによ

るものか,糖加による培地pHの低下が指示蔚発育

に関係しているのかを明らかにする必要が生t:た.

そこでAqo/u.6/｡ブドウ糖加TSA(D培地)とC培地

のブドウ糖を半量(0.15%)としたE培地との比

較,翌日E培地とB培地を対比して実験を行い,

その結果を表3とした.TGの克を含むB培地で産

生性を示したのはNo.4,21の2株であって,これ

は表2の株数と---･致していた.ブドウ三指0.3%のみを

涼如したD培地では,表示し/｣かった-三so.16, No.

-i8と表示株のうibNo. 8を除く9株は産生性を示L,

こ,1tは表2o C培地でNo.16を除く11株に産生性を

認,i)たcj)よりやや少fi:い.さらにD培地o)場合No.

71の第1実験では指示菌のすべてに, No.62, 75, 93

♂)第1実験では指示菌の大多数　　'11株)に阻止が

あった.これは表2co場合3回の実験とはいいながら

全指示菌阻止13件,大多数の指示菌阻止が11件であっ

たのより低頻度である.この所見は,非特異的と克ら

れるj3i象はブドウ糖単独加でも現われるが, TGの共

存によって増強されることを示すものである.

ところがブドウ糖を半量とし　TGを含有するE培

Table 2. Chequer-board experiment on supplemented TSA ( ∫ )

Prod.　　　　Exp.　　　Med.　　　　　　　　　　　Patterns

No.　4

No.　/

No.　8

No. 21

No. 48

No. 56

No. 62

No. 71

No. 75

No. 79

No. 93

1
　
　
　
2
　
　
　
リ
J
　
　
　
;
　
　
ワ
.
]
O
O
　
　
　
*
-
<
　
　
　
C
M
 
O
O
　
　
　
ワ
】
0
0
　
　
r
-
H
 
r
^
C
三
三
�
"
]
c
o
　
.
-
H
 
c
x
i
 
c
o
　
　
^
-
<
t
>
]
c
o
 
r
-
<
c
v
i
 
c
o
　
　
‖
‖

a

 

a

w
o
 
w
o
 
w
o
 
o
 
o
o
 
w
o
 
w
o
 
w
o
 
o
o
 
o
 
o
o
o
 
o
o
o
 
o
o
o
 
o
o
o
 
o

F

　

,

+

一

5

十
　
　
　
　
　
　
+
+

一

【

　

一

+

一

一

+
+
　
+
+
　
+
+

+
+
　
+
+
　
+
+

I
 
I
 
I
　
+
　
I
 
I

一

一

±

十

　

+

+

:

　

十

　

　

に

　

E

:

　

部

　

に

i

　

部

　

　

に

　

4

　

　

:

'

+
+

+
　
【
　
+
+
　
+
十

;

　

|

　

　

!

　

⊥

　

"

.

I

十
　
　
)
E
　
十
　
　
j
 
j
一

+
　
+
+
　
+
+
　
¶
　
+
　
十
十
　
　
】
　
+

十
　
十
+

+
　
+
十

+
　
十
十

十
　
+
十

+
　
　
【
　
+

+
　
　
!
　
+

+
　
+
+

十
　
+
十

+
　
+
+

十
　
十
+

叩
　
十
　
r
　
+
　
f
　
十
　
+
+

｢

　

十

　

…

　

　

I

 

I

　

　

�

"

'

+
十
　
±
十
　
十
+
　
　
山
　
+

i
　
≠
　
　
I
　
+
　
I
 
I
　
　
十
+

+
十
　
+
+
　
+

i
 
F
 
u
　
十
　
】
　
F
 
i
　
十

E

　

±

一

十

　

　

+

　

+

+

十
十
　
　
　
　
　
　
　
+
+
　
十

¶
　
F
　
±
十
　
】
　
+
　
　
5
　
+
　
　
仙

I
 
I
 
I
　
+
　
]
　
十
　
　
J
　
十
　
　
5

+

　

l

　

Ⅶ

+
+
+

+
+
+

+
+
+

十
　
+
　
十

+
+
+

+
+
十

+

一

±

十
十
±

十
+
±

+

+

一

+
+

【
　
+
　
【

十
+
十

十
+
+

+
+
+

一

+

　

+

±

+

一

+
+
十

+
+
+

十
+
+

+
+
+

+
+
+

十
十
十

十
+
+

+
+
+

十
+
十

+
+
+

+
+
+

+
+
+

+
+
+

+
+
+

+
+
+

+
+
+

一

+

+

I
　
+
+

【

　

+

一

+
+
+

+
十
十

+
+
+

十
+
十

一

+

一

+
+
+

+
十
+

+
+
+

十
+
+

±
+
+

柑
岳
I
K
!

++十十十+十+十十十+

Media B : TSA + 0.05% Na-thiogiycollate,

C : Medium B　十　0.3% glucose.

Patterns : The same arrangement as Table 1 (This is effective to the most of tables).
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地で産生性を示したのはNo.4,8,21,62の4株で

あi),前表C培地の場合11株であったのより少な

く,さらに広域阻止現象も全くみられなかった.この

結果はブドウ糖濃度がこのような非特異的現象の発現

に関与していることを示している.第2実験の成績に

より,E培地を評価してみると,表示しなかったNo.

16とNo.48,表示株のうちNo.5,56,71,75,79,93

では両培地ともに陰性で比較の対象にはならない.残

る4株のうちNo.4はほぼ同程度であるが,No.21に

はE培地でのやや広域作用の傾向があり,No.8,

62はE培地のみで産生性を示している.これはTG

加TSAに対する0.15%ブドウ糖追加の有効性を示す

ものである.しかしnqoxu.o/oブドウ糖加の場合TGの

有無にかかわらず,培地のpHによる指示菌発育阻

止が加味されているものと思われた.

培地pHの検討:以上の実験では,添加物を単に既

製培地に加えたまま使用したので,そのpHは7.0-

7.4の範開にあった.そこで培地調製時のpHを高め

ることによって,糖分解による酸性化が指示菌の発育

に及ぼす影響を軽減できるか否かを試験した.すなわ

ち表3と同じ培地を,調製時に水酸化ナトリウム水溶

液でpHを8.0として12株の交叉試験を行った.表4

に示したように, B培地と　E培地ではNo.4, 21に

陽性結果がみられ,その作用域も表3の成績と特に異

なるものではなかった.しかしD培地では予想に反

して,表示のうちNo｡4, 5′, 21を除く6殊に既述の

非特異現象が現われ,しかもこれは表3で4株であっ

たのより多く理解に苦しむものであった.

既述のように　0.3%にブドウ糖を含有するTG加

TSAでは非特異現象がみられたが(表2),ブド

ウ糖量を半減させるとその消失をみた(表3).そこ

でブドウ糖量を0.25%としたTG加TSAを水酸化

ナトリウム水溶液でpHS.OとしたF培地とアネロ-

ブ寒天を対比させた実験を行ってみた.表5に第1

実験として示したように,この糖濃度でも表示株のう

ちやはりNo. 4, 21を除くすべてに非特異現象がみら

れ,ブドウ糖量0.15%であった表4のE培地と比較

して対照的であった.

緩衝液の利用価値検討:以上の実験でビブリオシソ

現象の観察に培地のpHが関与することは明らかと

なったので,培地調製に0.05M i;ン酸緩衝液(以下

PB)の利用を試みた.表5に第2実験として結果を

示したのが,第1実験に引き続いて行ったPB　導入

の初実験である.これは0.3%にブドウ糖も含むTG

Table 3. Chequer-board experiment on supplemented TSA ( I )

Prod.　　　　Exp.　　Med.　　　　　　　　　　　Patterns

No.　4

No.　5ノ

No.　8

No. 21

No. 56

No. 62

No. 71

No. 75

No. 79
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Media B : TSA + 0.05% Na-thioglycollate,

D : TSA + 0.3% glucose,
E : Medium B + 0.15% glucose.
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加TSAをpH7.1のPB　で溶解調製したC'培碓

とアネロ-ブ寒天との対比実験である. C′　培地でビ

ブリオシソ現象を示したのはNo.4, 21の2株であ

り,アネロ-ブ寒天との間にNo.21では阻止城の差J})三三

あったがNo. 4では完全に----致していた.この結果か

らブドウ糖が0.3%であっても緩衝液の利川で非特異

現象が消失したものと考えられた.

そこで同じ組成o)培地をpH7.0と8.0のPBで調製

し2[叫の実験を行った.その結果ビブリオシソ現象を

示したのは表6に掲げたNo.4, 21に限られていた･

この如こよると, T三To.21の第1実験を除いてはpHS.O

でそれぞn l指;lJ三一菌に対する阻1Lが加わ-)ているが,

ニの程度ではpHによる差があるとはいえない･ム7

回と同じ絶域である表2のC培地で,非特異現象が多

Table 4. Chequer-board experiment on the same media as Table 3 at pH 8.0

Prod.　　　　　Med.　　　　　　　　　　　　　　Patterns
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The pH of media were adjusted by NaOH solution.

Table 5. Chequer-board experiment on different media

Prod.　　　Exp.　　　Med.　　　　　　　　　　　Patterns

No.　4
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Media A : Anaerobe agar,

F : Medium B + 0.2o% glucose adjusted to pH 8.0 by NaOH solution,

C′　Medium B + 0.3% glucose in .OoM phosphate buffer (pH 7.6).
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発していたのに対して,今回皆無であったことは　PB

の利用を支持するものである.

U.ポリペプトン寒天を基礎とLた培地の検討

トリプトソイ寒天,アネロ5プ寒天との比較:比較

的単純な組成の基礎培地としてポリペプトン寒天(以

下PA)を検討する　ことにし,　アネローブ寒天と

TSA,ついでTSA　と　PA, PA　とアネローブ寒天

と対比させた3組の実験を日を変えて実施した.この

際いずれの培地も　pH7.6のPB　で調製し,やはり12

株を交叉的に使用した.その結果産生性を示したのは

表7に示す4株であったが,比較できるのはNo.75を

除く3株であるo　この実験の主目的であった　PA　の

成績をみると, No.4の第2, 3実験, No.21と56の

第3実験では対照培地に比してPA Jr.での広域作用

を認め,さらにNo.56の第2実験では両成績が-致し

ていた.これに反するのはNo.21の第2実験のみであ

り,しかもこれでは1指示菌に対する±と-の差で

あった.これらの所見は,供試3培地のうち最も組成の

簡単なPAが,バクテリオシソの研究に常用される

TSA　に劣らないことを示したものである･

ポリペプトン寒天への添加物の影響: TSA -の添

加物検討の経過を参考にして,まず0.05% TG　の有

無とブドウ糖添加量との関係を検討した･特に表7の

成績を参考に産生株としてNo. 4, 21, 56を選び,非

産生株としてNo.79を加えた4株を産射ffiiに利用,脂

示菌は12株すべてを用いて同-日に実験を行った･そ

の結果非産生対照株No.79のほかにNo▲56も非産生を

示したので,残るNo.4, 21での成績を表8に示し

た.これによるとNo.4の場合TGなしでは第2,

Table 6. Chequer-board experiment on TSA containing 0.05% thioglycollate
and 0.3% glucose in O｡05M phosphate buffer

Prod.　　　Exp.　　　pH Patterns
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Table 7. Chequer-board experiment on different media disolved in 0.05M

phosphate buffer (pH 7.6)

Prod.　　　Exp.　　　Med.　　　　　　　　　　　　Patterns

No.　4
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No. 56

No. 75
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4,6指示菌に対して糖添加0.3%以卜で阻LE現象が

あり,TG加では第2,4指示常に対して0-15%以卜

で,第6指示菌では無糖の場合にも阻止がみられてい

る.No.21ではTGなLでほ第2,3,4指示菌に

o.5%以ヒで発現し,第8指示菌でも同じく0.5%&

Lで発現とみてよいのに対Lて,TG加では第3指ホ

菌ほ0.15%,第8指示菌でnq<Vu.o/｡以上に阻止がある.

この所見はPAに対するブドウ糖の添加のみでも産

生ビブ.)オシン01)作)ij城拡大がみられTG存在下で

はブドウ糖がよ;,低源空でも拡人が起ることを示Lて

いる.またNo.21の場合TGのすA無にかかわらず1.0

''.付j'J‖R二=1｣l-tll.二i;･一�"Mμ∴.∴∴∴･H;i,<!*,';4i:ト

ドウ糖量を0.5%として以後の実験に移ることにし

}..`ー｢
次に基礎培地であるPA,これにTGを0.05%ま

たほブドウ糖を0.5%加えた2種,両者を添加した場

合と4種の培地をそれぞれpH6.0,7.0,8.0のPB

で調製し,前実験と同じ4産生株での比較を実施し

た.まずPAとTG加培地を並行,翌日ブドウ糖加

と両者添加の場合について実験した.今｢目｣はNo.79の

みがすべてに非産生を示したのでこれを省略,残る3

二�"�"HAiVi-d!一}.-!-.�"ユニ;�">�";.;,J;il発ニ･

り糖添加の実験成績を通覧すると非特異現象はみらわ

ず,緩衝液を使用する限り前実験の結果定&らた0.5%

のブドウ糖添加に支障がないことがわか一'た･ついて

pHの差として或源二検討を加えると, PA -f-fi地J,と

TC加ではともにNo.4の第8指示島　ブトウ析加で

はNo.56の第11指示島　両攻分加でN〇.56の第2指

.｣--HいKKIV--1りj.'i;･二こl十ヒ.･:　　:).,',　　∴.,

μ.-iWl'V-l1∴ I)LlニR･　･..･　μ�",")�"-'へ

にまでは影響が及は,i:いといえる.そこでブドウ糖涼

加で得られた各産生株についての成績から人勢として

のハターンを想定し,無糖の場合のそれと比較すると

前者の作用域が広いことがわかる･ニれはL実験日の輿

>｣る伐績の比較であるので頃則から外わるれ　前実験

とともにブトウ特恭力川こよる荏'I:.Iエ.'ブリナシンo'｢,f3

〔二i); I�".:.-. Li･l.j･ト:.'ォf ^-∴=, 1μて..

二h i -: 'H';'!!:i ∴　り十∴. I:｢lエ:lTμ!>:'μe;.ミ　　生;.I-wと

特こPBを利川することを支持する･そこで　PB

の緩衝能とコレラ淫.lμの発育至適pH　を考え合せて,

pH 7.6での試験を行うこととし同時にpH 6.6を併

試することにした･ブ'｢,り糖を0.5%含むTG加ホリ

へナトン寒天をpH 6.6と7.6のPB　で調製し,やば

り産生側に4株を用いて比較を行つた.その結果ほ去

10にみられるようで,表8と同じくNo.56が非産生の

態度をとり,非産生対照株としてのNo･79がpH 6･6

で非特異現象を示した. No.4は全く　致Lた域続て

L 11ノ.μ..,こ　　Ijij i二　　･　ノ,1t∴I"]I�"∴:･  :

が, No.21は既述のNo.79とともにpH6･6で全指′JIA

蘭;I1止の種立を/Tこ.し, pH7.(では前実験と｢｢3j ir-クー

Table 8. Effect of Na-thioglycollate and glucose to polypepton agar

prod.　　　　T Glucose Patterns

No.　4

No. 21

十

+

りCo¥¥o'0.15
0.3
〇%5
l.u

O(%)
1.15
("I∴ミ
0.o
l.o

.I(′｡">
0.15
0.3
(I..1
l.0

0(%)
11.1,1
0.3
(I.,1
1.0

-4-一一.,一±二
1一ト十
-++±ー+Rー+ー+L
=+++-+一一+-+1
,十+±R±一-±-

ー一+--±-一+-4--
.,二十一一十
,.一..二三二-し一11-†,
-++±...十-一十一+.
.++±-+=一+.+一

-i4-4--j-|
-±+++-
一一R.-ー+++-
=十++一..±+.ト+-
+一l十++++十++++

一)二二宴ト1..
一-,1-1,一μ十,--1
一て⊥.⊥1
-±+±-=R±±十十一
十.十++

T : 0.05% Na-thiogly℃o】late.

Nos. 56 and 79 were negative in the allcases.
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ンであった.この成績はpH7.6としたPBの使用を

支持するとともに, PB　の使用によっても,少なくと

も　pH 6.6では非特異現象を示す場合があることを示

したものである.

ここに至って本論文使用培地の項に既にその調製法

を記したビブリオシソ用ペプトン寒天が設定された.

f三/.培養温度と時間の検討

産生時培養温度の比較: Gillies and Govan (1969)

は,緑膿菌の自己消化によるとみられる産生ピオシソ

の不活化現象を防ぐため,ピオシソ産生時の培養温度

を32-C　としている.コレラ菌の場合にもこの点を検

討するため,産生時の培養温度を30oCと370C　にして

比較した.ビブリオシソ用ペプトン寒天上で常用12株

Table 9. Effect of O.ObM phosphate buffer to simple or supplemented pepton agar

Prod.　　Media pH Patterns

No.　4

No. 21

No. 56
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PA : Pepton agar,　T : 0.05% Na-thioglycollate, G : 0.5% glucose.

No. 79 was negative in all conditions.

Table 10. Effect of pH to the pepton agar containing 0.05% thioglycollate
and 0.5% glucose in phosphate buffer

Prod.　　　　pH Patterns

No.　4

No. 21

No. 79

6.6

7.6

6.6

7.6

6.6

7.6

-++一-+--++
++-

++++++++++
-I--f一十+-

+++++++十+No. 56 was negati＼�"e in all.



,i.,)

の完全交叉試験とLて,両温度同特こ5[H]の実験を反

復した.産生性を示したのほNo･4, 21の2株であ-,

たので,その成績を実験日ことに'Jに-したのが表11で

ある.両温度での阻止域が..,･致していたのは, No.21

の成績のうち第4実験を除く4恒lの実験である,残る

6蛆のうちNo.4の第4, 5実験でほ30oC側で,さ

らに残る4組でほ37-C側で阻止城が広いが　　37-C

側での広域ほほとんどが1指示菌に対する差であるの

に対して　30-C側での広域は2絶とも同じ3指示菌

への追加となつている･しかし全成績を総合すると特

に温度による差はなかったというほかはない.

産生時間の比較:産生菌側にほこ才tまでの.実験結果

を参考に選んだNo.4, 5'  , 21, 71, 93の6株を

用い, 37-C　で12, 18, 24, 30,　時間培養(第1実

験) ,同18, 24, 48時間(第2実験) , 30-C18,24,

30, 48時間(第3, 4実験)と各実験ほ目を変えて実

施し,培養温度別にその成績を表示した.なお第1実

験12時間培養でほ菌発育が不充分なものが多く,阻止

がみられても弱度または作用域が狭かったので省略L

た二.

表12は37oC培養で得た成績を示した　No. 5',

, 71, 93の第2実験ほいずれも第1実験と比較する

とその成績の一部が再現されたともみられる.また

No.21の第1実験ほ本表中最も不.一致部分が多く,第

3, 10, 11指示特こ発,jしてそれが認められるが,第2

実験を参照すると第3指示菌に対する1回の阻止ほ特

に理解に苦しむものである.そこでこれら5組の成績

を除外して比較してみる.残る或績のうち第1実験

No.8, 93,第2実験のNo.4は経過を通じて変化が

たi.く,第1実験のNo.4, 5′, 71,第2実験のNo.21

.l .�"i^肘1,J<H;-V 'トー:;.uこ,1-v.'ノ　三,i1,し　　μ､.

勢としては差がない.

.一方30〇Cの成績を示した表13を通覧すると　No.

5', 8, 71, 93の4株ではほとんどが不鮮明な阻止で

か,,しかもNo.の第3実験を除いてほ感受性を示

した指ホ蔚が異なる場合が多かつた.そこで培養時間

の経過を追って成績を考察できるのはNo.4, 21の2

株となる. No. 4では2L目Iの実験を通じて培養時間に

ょる差ほ全くなかった. No.21でほ第3実験で析義時

間による阻止域の拡大を思わせる部分もあるが,第4

実験では18, 24, 48時間に4指示菌を限止しているの

で,培養時間による差があるともいえない.

結局両温度を通じて18時間培養でまず充分な阻止発

現がみられ,培義時問を延長しても指示菌に対する阻

止域にほ著明な変化ほなかつたといえる･

温度別による再現性の比較:ここでほ産生歯として

No.4, 8, 21, 71の4株を用い,ニれを同時にそか

ぞれ6牧のビブリオシソ開-プトン寒天に塗比　3牧

Tahlp. ll -　Influenc-　nf in℃ubative temoerature t〇 cheauer-board experiment

Prod.　　　Exp.　　　Temp ･　　　　　　　　　　　Patterns

No.　4

No. 21

1
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;;o
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こ3 ()
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-　+　+　ー　R　+　ノ　-　+　十　+　+

,1一　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　.　　十　　-i-　　　　　　一1

一--　+　　十　,　一..1　十　　　　一　十　+　　ネ　　-.

一　±　+　+　.　一

一　±　十　+　+　一

=一　R　-　..　--　+　+　+　+　-

.　R　　-.　一　　　　-.　j-　4-　-　l

.･　l
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Medium : ¥% polypepton, ¥% NaCl, 0.5% glucose, 0.05% Na-thioglycollate,

agar in 〇.05M phosphate buffer (pH 7.6).

This medium was applied to further experiment.
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Table 12. Effect of the incubative period at 370C
μ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 .

Prod.　　　Exp.　　Hours Patterns

No.

2

No. 5′　　1

2

No. 8　　1
2

1

No. 21

2

No. 71　　　　1

2

No. 93
2

18

24

3〇
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Table 13. Effect of the incubative neriod at 30oC

Prod.　　　Exp ･　　Hours Patterns

No.　4
4
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No.　8
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No. 21

L皇

No. 71
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ずつを37oC　と3〇.℃　に18時間培養し,産生されたビ

ブリオシンが指示菌12株の発育を阻止する′ぺターンを

観察した.菌株別,温度別に各平板上での成績を示し

たのが表14である.同時に実施した3枚の間に差がみ

られたのほ37℃培養に限ら才^, No.4, 21でそれぞ

れ第2, 8指示菌t/に対する部分であつた. No.21の37

℃培養で大勢として4指示菌に作fflLているのに対

して30-C　でこれを認めないのほ高温による広域化と

の見方も生じるが,その部分が不μ鮮明な阻止であるこ

ともあつて確言ほできない.また本実験全体として不

鮮明な阻止の発現が30-CではLか所であるのに対し

て, 37℃　でほ9か所に達していた.これらを総合L

て　30-C　の方が再現性と鮮明度iこ富む阻止を示すの

ではないかと考えられた.そこで以後の実験にほ

3OOC培養を採用することにした.

V.実用試験

ビブリオシソ用-フトン寒天の実用性を検討する目

的で,供試コレラ菌120株の30oC 18時間培養による

ビブリオシン産生性を調べた.指示菌にはこれまでと

同じ12株を剛,約1か月間隔で3何の実験を行つた･

実験結果の記源こ際してほ阻止の有無を判定するのが

困難な場合があり,初回ほその一部を再実験したが,

再び同様の態度を示すことが多かったので以後はその

上ま∴ill.-‡≡�"KiV >いR;.二.

供試120株が各指示菌に対して示した3回の成績を

不鮮明な阻止(±)はビブ')オシソ現象陽性とみなし,

その組合せ別に同じ態度を示した株数として表15に示

した.表中その他の欄はこの判定不能が1, 2または

3回含まれた株数を示している.判定不能の出現率は

指示菌によつて差があり,特にNo.5', 16, 21, 48

Reproducibility-test using 3 plates on the same day

Prod.　　　Temp ･　　　　　　　　　　　Patterns

37

No.　4

30

37

No. 21

3〇

-±++.ーーー+++-
-++±.----+11-j--j-
--++----+++一

-+++-一-1
=±+十-一--+十+一
一I一..一+十+一

一一ノ･㈹+十+一
±++±-
-ニ｣ネー

ーー11一て一1十一.1一
-.,--十,l.て
+N〇s. 8 and 71 were negative in all.

Table 15. Frequency of the inhibition patterns for each indicator observed by

tripli℃ated test of 12〇 producers

Indi℃ators

patterns　　　　　　′　　16　　　　　　　62　71　　79

+　　+　　+

十　　+　　-

+　　-　　+

-　　十　　+

+　　一　　-

-　　+

-　　　.　　　十

others*

15　　　　　　　　　　　　24　11　　　　11　　〇

〇　　2　　6　　2　　0　　4　　〇　13　　　　　　　　　　　　〇

o　　〇　　8　　2　　0　　2　　〇　　8　　1　　0　1　　〇

18　　　　　　　　　　　15　　　　　　〇　　1　1

o　　〇　16　　4　　〇　　　　　　　13　　　　　　　　　　　　〇

o　　4　　4　　6　1　0　1　22　　7　　4　　3　　2

10　　〇　　1　　3　　1　　4　　4　　0　　4　　1

117　　　　　　　37　　　　　　113　19　　　　　　　　　115

31

･ unclassifiable to the pattern because of doubtful results.

produ℃ers were incubated at 30℃ for 18 hours on the same medium as Table ll.
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では高率(1-　　　　　′)であって,この4株は指示

菌として不適当と考えた. -方No.4, 56, 93の3

指示菌は極めて低感受性であって,指示菌としての利

用価値は認められない)

そこで_L記7株に対する成績を除外し, 3回または

2回-致した成績を被験株の各指示菌に対する態度と

みなした.その際表16に示すような,判定困難の記録

が残りこの4株を型別不能と整理した.

残る116株を,　5指示菌に対する阻止パタ-ン別

i)こ,それぞれの所属株数として示したのが表17であ

る.型別できた116株のうちビブリオシソ非産生が52

株あり,残る64株が表示のように全指示菌阻止, 3種

の4指示菌阻止, 3種の3指示菌阻止, 1種の2指示

菌阻止と2種の1指示菌阻止にわかれ,全体として非

産生を含めた11種のビブリオシソ型にわけられた.し

かし, 4または3指示菌狙止を示す7株は, 2株が所

属する/くタI-/を除いては各パタ-三/1株であるの

Table 16. Unclassifiable patterns observed

in the triplicated test of 120

producers

Str.
Indicators

71　　　　　　　　79

32　　XXX　--±　-ーー　ーXX　-X-

33　　XXX X+±　5--　---　X--

35　　XXX　-±±　　　　　　　　　v　　　三-

95　　XX-　+X±　5--　XXX　-Ⅹ-

Ⅹ : Doubtful result.

Table 17. Inhibition patterns to　5 indicators

observed by triplicated test of 116

producers

Indicators
No. of
strains

71　　75　　79
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で, 11種のパタ-ソすべてが型別に有効とは考えられ

ない.

考　　　　　察

ビブリオシソ現象を観察中,その現象発現に充分な

再現性が認められないことを経験し,その解決の-方

向として使用培地を取り上げ,主として組成につき検

討したのが本研究である.培地設定に至る経過で行っ

た実験と,その成績評価に関してはすでに記述した.

ここではその間に観察した全指示菌または大多数の指

示菌を阻止する現象について,原因究明を目的とした

実験を特に行ってはいないが,表示成績の範囲で考察

を加える.本研究では, 1産生株を2枚の寒天平板に

前培養L,指示菌はその1枚ずつに表示の第1-6,

･12指示菌を塗抹した.その成績記録のうち各平板

において全株または5株が阻止された場合をこれに該

当するものとして整理する.指示菌別にみると全く該

当する平板がなかったNo.16と56を除いて,表2-

5に示した成績のうち指示菌No.4で2枚, 5′:8,

8: 7, 21: 3, 48: 4, 62: 8, 71: 9, 75: 10,

79: 9,指示菌93で7枚が該当する. 12株の交叉実験

に際して常に産生性を示した指示菌No. 4　と21で

はそれぞれ2, 3枚と少ないのに対して,必ずしも阻

止現象を示さなかった他の株に多発する傾向が認めら

れる.この憤向は本文中で既に非特異現象と表現した

ことに対して支持を与えるものと考える.基礎培地と

してポリベプト三/寒天を用いるまでの成績のうち(表1

-7),ブドウ糖を含まないものをみると, TSA(表1,

7)とTG加TSA(蓑2, 3, 4)では全く非特異現

象の発現は認められない. -方ブドウ糖含有培地の場

令,アネロ-ブ寒天(表　　　　7)では表1に限っ

て延120平板のうち4枚が該当し(4: 120),脱イオ

ソ水で溶解調製したブドウ糖0.3%を含むTG加TSA

で41: 72 (表2)と高率であるものが,その糖量を

0.25%に下げると　　　24 (衷5)と低率にな　り,

0.15%になると観察されていない(表3, 4).また

ブドウ糖0.3%加TSAではそれぞれ24杖のうちに7

枚(表3), 11枚(表4)となっている.この観察か

らブドウ糖添加が非特異現象の原因となっていること

は明らかであるN　また上記のうち,ブドウ糖とTGを

加えた場合にブドウ糖単独加より高率である点につい

ては,今回の成績ではその原因を考察するには不充分

である.

実用試験に際して指示菌発育阻止の有無判定が困難

な例に直面したが,これは12株を交叉的に使用した基
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礎的検討の時斯こほ経験していない･そこで産生保と

してこCO12株が実用試験で示Lた攻績をみると,No,

4,16,21,56,75,79では判定剤1｣'=.例はなく,No.

5′,8,62では指示蔚16に対し,No.48は指示菌21と48

にそれぞか1lfl]カミ判定不能で残る2[ulは非産生,No.

71では指示菌16と48iに対してともに2[u]判/2ノ1こ能残る

1回は非産生No.93iは指示菌5'に1何と指示菌48に

2何でそれぞれ残る2,1珂ほ非産生となっている.

これほ産生菌12株の12指示菌に対する或績延144蛆の

うち9組〔6.3%)となり,被験菌120株の場合去15

でそu)偲を合/〔,1二Lた168組(ll.7%)がこ,i,1に川当す

るのと比べると,その発とノA11率.は半分に近い.Lかもこ

の9組ほすべて表17に.は採用しブμi:か-)た指示蔚にr31こら

れており,うち6紳..は2|aig)非産生成績に従つて最終

判定され,残るNo.71斉)f発旨ホ菌16,48とNo.93対48の

3組が最終判定不能となる.この3組のIL｣一視率が12株

対12株144蛆のOIO//,.y/｡に当るのを,12〇株対12組の全｢lK
績の場合85組5.2%であるのに比べると約40%であ

る.以上によって,12株を用いた基礎的研究で判定困

難例を経験しなかった点が理解でき,また著者自身の

経験を加えて選定した12株が,結果的にでほあるが産

生面からみて判定困難を示す源;,jの'>たぃ･株であるニ

.i1,'jiljIHJi;二.

州号f'm^｣-i.∴�"H;'j!り.!∴:,い--'-"i'-j'il二∴f,.りて,-1こ

復すると各回に判定された塑のmに不一致がみられる

ことを経験し,適当な間隔をおいて20型別,2回の

Il,発リμ.･二{,/>∴｣｣ト�"J'o""'什∴l

回の型別を行って,前2[u｣の型でこれと合致したもc7)

をもって判定する方針を採用Lている(本間ら,

1975).実用試験の成績整理は既述のようで,この考

え方を個々の指示菌に対するA氾止の有無判定にまで利

用したものである.表17のうち2株またほ1株が示す

ノ)ターンが実用性に欠発するであろうことほすでに指摘

した.そこで指示菌のすべてまたほ4株,3-2株お

よびL株に作用するビブリオシソを産生する3菌群を

設定すると,それぞれ14,18,32株が所属し,非産生

群52株を含めて4群に分.けられる.ニれら各群所属蔚

についてクラシック型の分布をhるとそれぞれ13,

5,4,35株,-ルトール型は1,13,28,17株とな

り,またこれら116株の血清型ほ稲葉型15株,彦島熱

4株,小川型97株と片寄りがあるものの,各群所属株

の血清型とすると,稲葉型ほ1,0,3,11株,彦島

塑1,1,1,1株,小川型12,17,28,41株であ

る.これはビブリオシン産生性または産生されたビブ

∴ ll)て11川-v . T,'r:μ:'I!-･二1.発μ':U'j'こ｣.二二.eニ-¥''一�". '/'.さ.て1こ

することを示すヰ)ので,ビブリオシン特Ll_別が,フ

･'N',ii],1こ｢.∴μ　∴　　∴　二.｢　　�"V,1.^VJ'

川標識として利用さ,発Lる=T敵性を/1j発している.また産

･1二性を認めた6川こμを,そ0)荘'.i二.ビブリオシンが指;Jμ)μ前

の複数恥こff-:糊する群と, 1株.,｣'I-:JIIする群にftけ)7J

と,それぞれ32株が所属することに言及Lておく. L

かL今回採用した最終判定の方法を考慮に入れると,

ビブリオシン特I_]μ別法を提唱することほ控えたい･今後

さらに指示菌とLて適-wたi:株の送達と,それらに対す

る附Il｣卦プ)再j肘f*_を充f>に検2j;｣｣-る必安かあろ-

結語

コレラ菌クラシ,ノク型,-ルトール型それぞれ6株

を供試,12株の完全交叉試験としで=]3施Lたビブリオ

･..∴IU-¥:二.μHIμ.μ≡ミ∴r-�"i｢.て･8{しi:'i'｣y.j.vト三∴･il発

示菌にこの12株を用い,二.,lラ歯120株を産生菌とL

て行Qつた実用試験成種ま以F.に要約される,

1)トリソトソイ寒天また.はホリ-フトン寒天-の

o.〇5%子オブリコール懐ソーダ単独添加では,ビブリ

オシン誘発を,けつせる伐績も[認^;fノLた二が,"JK>か.∴

有効とはいQ二,/L〔か-'た=

2)これこ-ノ,卜ウ糖を追/JtlLた場{発,同濃)り)ノ1,

-�"''til発一'毒i1き1上;!;.j.一�""'.i.il-<'jこ十∴,

3)ブドウ糖添加の場合0.25%を越えると非特異的

I'l川-.u,i�"'.''≡�".;;Li-i≠･し..二.｣!一J:I'�"μ.二).-∴1

4)非特異的阻IL現象ほ培地調種こ0.05Mリン醸

緩衝液を用いることによつて祝しEできた.

5)ブドウ糖の掠加量は,非特興的阻止現象の発現

によつて判'i発三すると,緩衝液使用でも｢).5%が限度と

見られた.

�"o)�"�":-�"�"�"'∵�"''ll---'!�"'.'主�"''-'^'二2.∴＼1μ

トンと杭州ニナトリウムそa,Lぞれ1%,チオブリコ.ル

酸ナトリウム〔).〇5%,ブドウ糖0.5%,Ba℃toagarl,4

%を,pH7.6o〇.051へ/Ⅰリソ酸緩衝液に溶解調製する

ものを設定Lた,

7)同培地卜でのビブリオシン産生は37℃また(i

so℃18時間培ae'裹で充分であり,3〇℃においてよ(,

･μw叶事;N:|一汁七.!l.i-｢MUll"μI-,;‖二.

8)コレラ菌120株が同培地30℃18矧2[]培衣で産生

したt"ブl)オシンを12指示蔚に対する隅止とLて調

べ,5指示特こ対する阻山域からtエ.)ブリオシン特m｣法

I1発JyこLQ太,-onffj龍性を示唆する所見を得た.
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