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　細菌類の硝酸塩還元性の検査はO．1％の硝酸塩を含む

ペプトン水培地に被検菌を培養した後，その培養液に試

薬を加えて培地中に生成された亜硝酸を検出する液体培
　　　　　　　　　　　（1）
養法が常法とされている．従ってこの方法で自然環境中

から硝酸塩還元性細菌を分離したり，あるいはその分布

状況を調べるには，分離源試料から平板培養によって得

られたすべてのコロニーについて，それぞれ液体培養で

亜硝酸生成の有無を検出する非常に煩雑な作業が必要で

ある．

　このような煩わしさを解消するために，平板培養で生

じたコロニー上に試薬を含む寒天液を重層して平板上の

全コロニーの硝酸塩還元性の有無を識別する簡易な方法

を考察した．

　　　　　　　技法及び結果

　方式は酒母中の清酒酵母純度測定に用いられるTTC
　　（2）
重層法などで行なわれる試薬寒天重層法によるもので

ある．その概略はFig．1．に示すように，コロニーが生

じた平板培養上に硝酸塩とジアゾ化発色試薬を含む寒天

液を重層し，亜硝酸を生成したコロニーの発色により識

別する．即ち

　1．適当に稀釈した試料より常法通り普通ブイヨン寒

天培地で平板培養し，約30～100個程度のコロニーを生

成せしめる．

　2．別にO．05％硝酸カリウムを含む1．5％寒天液を試

験管あるいは三角フラスコ中に分注滅菌しておいたもの

を加熱溶解し，約45．Cに冷却保温しておく。

　3．この寒天液10m1に対しグリス・ロミン試薬＊を

約100mgの割合に添加し，溶解混和する．

　　＊α一ナフチルアミン　　　　O．5g
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　　　スルファニール酸　　　　5．Og

　　　酒石酸　　　　　　　　姓59

4．コロニーの生じた平板上に試薬寒天混液約8m1

を静かに注き込み，重層固化後室温に15～30分間静置す

る．

　5．硝酸塩還元性細菌のコロニー又はその周辺部は赤

色または橦赤色を呈するが非還元性細菌は反応しない．
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Fig．2． The　resu1t　of　the　differentiation　test．

　この方法を幾つかの菌株に適用した結果をFig．2．に

示した．且60”，8Z．α〃伽，B．〃θg’肋伽〃，B．∫泌ト

疵∫〃03108は硝酸塩還元性陽性であり，B．クz〃卜

｛／zパ，8ακ加αz〃吻は陰性である．

　しかし，硝酸塩還元性細菌中のすべてのコロニーがこ

の方法によって陽性の呈色反応を示すのではなく，液体

培養法では硝酸塩還元性陽性の結果を示した菌株であっ

ても，平板重層法を行なうと一部のコロニーは陰性を示

す場合があった．即ち3．∫〃伽〃03108は平板上

のすべてのコロニーが陽性であったが，B．∫〃脇〃∫1F0

3009ではFig．3．に示すように寒天平板内部に生

じた〕ロニーは陽性であるが，寒天表面上にできたコロ

ニーは陰性を示した．これは同一種の菌であってもその

生育環境の相異によって呼吸系を異にし，表面コロニー

は硝酸塩呼吸を行なわず従って亜硝酸の生成がなかった

ものと思われる．このような傾向は納豆菌などの枯草菌
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群細菌や酢酸菌にも見られた．

　なお本法の技法を決定するに先立って以下のような種

々の方法を試みた．1．硝酸塩を添加したブイヨン寒天

培地に平板培養してコロニーを作らせた後，試薬寒天を

重層する方法．2．1．の試薬寒天の代りに液体試薬を

注入する方法．3．普通ブイヨン寒天平板上にコロニー

を作らせた後硝酸塩寒天を重層し，更に試薬寒天を重層

するかあるいは液体試薬を注入する方法．4．3．の硝

酸塩寒天の代りに硝酸塩水溶液を注入し，次に試料寒天

または液体試薬を重層する方法．しかしこれらの結果は

それぞれ平板全面が赤色を呈したり，呈色不鮮明，発色

速度がおそい，あるいは操作が煩雑など不利の点が多く

最も簡単で明瞭な結果を与える上記の方法を採用した．

　また，この平板法と従来の液体培養法による試験結果

とを比較するために，コロニーを生じた平板培養より可

及的に全コロニーを液体培地に釣菌した後，試薬寒天を

重層して陽性コロニーを討測しク液体培養は48時間培養

後判定に供した．本実験には中海より採取した水を試料

とし，各平板中のコロニー数は釣菌を容易にするため1亨

～50個のものを翠出した．その結果はTab1e1．に示す

ように，陽性コロニー数は両法共よく一致するかあるい

は平板法の方がや㌧大きな値を示した．また陰性微小コ

ロニー中には液体培地での生育が極めて微弱なものやほ

とんど生育が認められぬものがあった．

　Fig．4．は中海より採取した水を試料とし普通ブイヨ

ノ寒天平板法で全生菌数を測定した後，試薬寒天を重層

したもので赤色コロ千一は硝酸塩還元性陽性，臼色コロ

ニーは同じく陰性の菌を示し，全生菌数に対する硝酸塩

還元性陽性菌数を容易に知ることができる．これらの赤

色コロニーより釣菌し液体培養による試験を行なった結
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果いずれも硝酸塩還元性は陽性であった．しかし非呈色

コロニーより釣菌したものはその大部分が液体培養では

生育せず釣菌移植が不能であった．このことは前の実験

でも認められたが特にグリス・ロミン試薬の毒性および

pH2．2～2．4の強い酸性によって菌が死滅したのでは

ないかと考え，より酸性度の低い発色試薬の調製を試み

た．そのため水酸化ナトリウムを添加してpHをそれぞ

Fig．3．　B．subti1is　IF03009

Fig．4：Natura1water
　　　　（Lake　Nakanoum1）

寮1

Fig．5． Comparison　of　the　co1or　reaction

1eft：pH2．2；right：pH4．O
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れ2．2から5．4に調整したグリス・ロミン試薬の発色域を

調べたところ，発色の限界はPH4．5付近であった．し

かしこの試薬を寒天と共にブイヨン寒天上に重層すると

pH価が0．2程度上昇するためpH4．Oを発色の限界と

みなし，グリス・ロミノ試薬の酒石酸の一部を酒石酸ナ

トリウムに置き換えPH4．Oの改良グリス・ロミン試薬

を調製した．成分は次の通りである．

　　α一ナフチルアミン　　　　　　　　O．5g

　　スルファニール酸　　　　　　　5．Og

　　酒石酸　　　　　　　　　　　　859

　　酒石酸ナトリウム　　　　　　　360g

　pH2．2の試薬寒天とPH4．Oのものとの呈色を河

川水試料について比較した結栗は，Fig．5に示す様に

pH4．Oの試薬による呈色はPH2．2のものと比べ幾分

橦色がかった色相となるが，生菌に対する毒性ははるか

に緩和され，呈色コロニーからは勿論，大部分の非呈色

コロニーからも釣菌移檀することができた．また液体培

養による試験結果も呈色コロニーからのものはすべて陽

性，非呈色コロニーからのものは陰性を示した．従って

硝酸塩還元性細菌の分離を目的とする場合はpH4．Oの

グリス・ロミン試薬寒天を使用することが望ましく，単

に硝酸塩還元性細菌の分布状況を調べる場合はpH2．2

の試薬寒天を重層する方がより鮮明な色相を与えるため

識別が容易である．

考　　　　　　察

この簡易平板識別法は従来の液体培養法よりも迅速か

つ簡単な方法で硝酸塩還元性細菌の識別ができ，特にそ

の分布状況等の研究を進める上で非常に便利である．し

かし直径がO．1mm以下のコロニーの場合発色の確認が

困難であること，重層後発色迄に要する時間に多少の相

異が見られること（10～30分），またB．3脇伽の場合

のように生育条件により陰性化することも見られ，まだ

若干の問題点は残されている．

　　　　　　　要　　　　　　約

　細菌類の硝酸塩還元性識別法として便利で多数の試料

の取り扱いに有効な試薬寒天平板重層法を考案した．

　この方法の特長は平板培養で生じたコロニーに直接試

薬を反応させ呈色を見ることにより硝酸塩還元性の有無

を識別し，それぞれの菌株についての液体培養を要しな

いので検査時間，労力，培地等が大幅に節減できる．

pH価を4．Oに修正したグリス①ロミン試薬を調製し，

識別検査を行なった後のコロニーからの釣菌，培養を可

能にした．

　本報告の大要は昭和50年度日本農芸化学会西日本支部

大会（昭和50年10月・広島市）において発表した．
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　Arap1dp1ate皿ethod．1sdescr1bed－forthed1fferent1at1onofI11tratered－ucer岨
11eu　of　the　coment1ona111qu1d．cu1ture　method　The　method．1nc1ud－es　an　ord－1nary

p1ate　cu1ture　w1th　bou111on＿agar，subsequent　treat㎜ent　w1th　o∀er1ay1ng　agar　conta＿

1nmg　mtrate　and．Gr1ss－Rom1n　reagent　on　the　p1ate　cu1ture，and．count1ng　of　red－

co1on1es　de∀e1oped　W1th　acons1derab1e　se∀mg　oftme　troub1e　and　cu1ture　Ined1a，

easy　est1コ皿at1on　of　the　popuIat1on　rat1o　of　n1trate　reducer1n　the　natura1enY1ron工nent

was　atta1ned－by　th1s　method。．　By皿od．1fy1ng　the　pH▽a1ue　of　the　or1gma1Gr1ss－

Romm　reagent缶o皿22to40，㎜ore　Y1ab1e　ce11s　were　ab1e　to　be　p1cked－up　w1th

1ess　reagent1njury　from　the　p1ate　after　the　d1ffereI1t1at1on　test


