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才1章 微生物の加熱損傷とその回復

才 ユ節 縮 言

微 生物糊 罷 比載的温柵 刑 牛で加熱 する と・,賊 には

至うないか禮Oの 細胞機能 に障書 を受けrヒ加熱損傷 菌が出

現 す る ・ こ の綿 の 一 つ レ講 素 の 不 創 空イ乙で あ6 .Evi。 ・n
76)

1`,最 大増 殖 糧 度 以上 での 低 遍 菌 の 死斌13酵 累ヒRose

の熱 蛎 に よ る コ と を腰 して お り,ぎ τ㍉ 細 麟 爾 足

の酵 舳 ・熱 変4蜻 るr・め に増 殖 力碕 止 す る例77・78)も 報 告

ご れ て い る 。

21)S
trangeとShon}δ

♪4・ αθ卸09θηθ㍉5θ 埋 α呑ゼα〃αroθ80θπs

の47。Cで の 加 熱 処 埋 に お て,RNA分 解 と細 胞 内 物 質 の

渦 ラ鄭 お こ る=と を 示 し た.s・ginと 。rda・23)固 θ.

α㎜θ齢 細 胞 の 加 熱 に よ る リボ ソ ー ム お ⊂∫び リ ボ ソ_マ ル

㎜Aφ 分 解 を認 め
,こ れ 力噸 傷 の 一 繭 居 も の で あ る と着

え て ・、る ・ ま に.エand・ ・。と 。・da・22)・3
,同 噛 瑚 い て

細 瀬 透 過'1勧 変 化 跡 し,Ru・5… 漁rri・ ・19)も
,

細 胞 の 一 次 的 な 損 傷 部 位 は 細 胞 膜 で あ る と述 べ て い る.

79)工andolOlラ
13・ θ・ ・膨 齢 の45。Cζ ・の 加 熱 に よ ・↓

縄 の 食 塩 耐'勘 嚇 下 す る鞍 濃 め
,Sti・ 。。とwit毛er8・)

馬 二の 耐 住 力如 熱 後,コ ・ル コ ー ス ま ヒ は ガ ラ ク ト ス 中

で 回復 す る=と と 示 し,蚤 臼 信 成 お よ び 細 砲 壁 合 成 の 廻 害.

剤`3こ の 回 復 を 組 各 しな い 二 と を報 音 しヒ 。 、。nd。1。 と ・
22)O

rdal lむ この食 堪 耐 佐 の 回復 に はRNA合 成 が・関 与 す

る 二とを祓 して い る・ 同様 醗 豹 ・,5ち 加 跳26》
,
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,・15塾t至量c8}lu盃a;h雛躍1:認 忌麟8

).Syπ 珪)01s:○,260n孤 一absorbing孤ateria=Ls;●,

orcino1-positivematerials;△,carbohydrates.

綱 砲 醐 質 砺 融 構Fig.1-3ε;示 し に よう に,オ ル シ

ノ つ レ反応 湯 践物 質,全 糖 の 助',蚤 白寛 リ ン酸 に つ ・・

て 石 認 め,二 れ う の漏 窺経 過」3260Rm戚 光 物 質 の そ れ に

芙奏イゾ。しで し、τ二。

加 熱 に δ:るRNA分 解 と検 討 し,結 果 を 砿9,1で4に 示・し

rご。50。Cめ る い レ360。Cで ●加熱 しτ二 ρ..祝亡¢%8細 「

胞 σ)熱 酸 可 ラ容'腔区分 の260nm吸 光IJ晦 聞 ヒ と も に低 下 し,

その 周 の 細 肥 外 疲 の 吸 光L3そ れ に 併 行 し て増 加 す る 傾 向 に

ゐ フに 。 ごの 二 と ルあ 加.熱 に ょ って 細 胞 内 のRNAが 分 解 し,

そ の 分解 潅 物 の 少 燧 く と も 一 部 は,綱 胞 膜 の穫 傷 と と 毛 に

綱 絶9ト〈;痛 歯 す る 二 と を 示 す ・も の と 着 之 ・う れ る 。

微 盗物 の加 熟 擾 揚 刀・う の 回 復13,損 傷 菌 の'食遍 慰 受 荘 と.

例 と し て研 究 芝 れ で い る:t易合 力ぐ.多い 。 本 研 究 にお い て も,
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0。1Mph◎sphatesolutioロ(pH4,0)。sy謡)oユs30,△
,『

28書91呈1。譲 皇ε。鋸tぎ1蓋 「1血。島eate認 鷺P籠lllεb呈ポ

至夢?・・≠一 一ea・ ・dce…a・5868・ ・6・.・ ・…pective一

0.励 犯飴 に っ い て 二の 回復 王見象 を認 めrこ 。 す 磐 の ち,未

加 熱綱 胞 は 平 板培:屯 中 の7匙 食塩 の 唇 孟 に か か わ うひ,ほ

↓3:コ司数 の コ ロこ,一 法形 成 で き る が,Fig.1-5に 示 す δ う

1ニノ0・ 工Mリ ン 酸 ♪宿疲(PH4・0)中 ノ45。Cで の 加 熱 に

よ っ て,そ の 後 の 平 板 培 養 時 の 培 堀 に'含 ま れ る食 塩(7亀

)に 対 して 慮 受 柱 と 増 し,食 温 き舗 し は し磨 天 培 堀(.

CPYA)上 の コ ロ ニ ー:赦に ぼ ほ と ん ど 変:化 が な いが,高 濃

度 の 食 温 を'含 む 瑞:雌(CPYAS)上 に お げ 参=10ニ ー数`3落

しくイ亘下 し丁=、(Fig・.1-5a)。 こ のCPYA.上 で は=1[】 ニ

ー 左形 成 で きう が●
,CPYみS上 でI」形 成 で き な い一群 の 綱 胞

集 団.15ノ 加 燕 に よ り何 うか の 損 傷 と受 汀 ヒ も の でノ こ れ う

の 細 胞1δ用 い τ二実 験 条 仲 下 に お け る加 熱 損 傷 菌 と し て定.義
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Los3anditsrecoveryofNaCIt61erahceofO・ ㍑1%Z¢ εFig。1-5。

ce1:Lsheatedat450CinO.:LMphosphatesolution(pH4・0)・

(a)LossofNaCItolera=1ce.Ce1=Lswereheatedand

P1・t・d・nCPYA(△)andCPYAc◎nt・ining7%N・C1(▲)・

(b)RecoveryofNaCItolerance・Cellswereheated.at

450Cfor15mi塾,.i夏cubatedat300Ciτ10.1Mphosphatebuf-

fer(pH5.5)(O,●)。rCPYbr・th(△,▲)andth・npエat・d

・nCPYA(O,△)・ ・dCPYA・ ・nt・ining7%N・C1(O・ ▲)・

で き う 。45。C,ユ5カ の 加 熱 処.提 に 」:.り'低 下 し τ:・食 温 耐

'腔13,そ の 後
,30。Cの リ ン酸 緩 衝 液.(pH5。5♪ 中 で撮

撮 ず る=と に よ り疾 第 に 回 復 しr二 くFiζ..1-5b)。 こ の

食 嗣{勘 回復 ・3・..Cで ・し協 こ う な 鴎 と,同pHのCPY.

bro七h中 で・も2リ ン酸 緩 衝 疲 の 場・'合と 同 程 度 の 回復 乞3∫ こ

す=:と を認 めr恥

Fig.1-613,食 彪 耐 控 の 回復 に封 す る 酸 化的 リ ン酸 化

の 鹿 共 役 剤 と し τ 知 うれ る2,4一 ジ ニ ト ロ フ=ノ ー ル の:影

響 を み ヒ も の で,リ ソ酸 緩1衝 疲 中 の こめ 薬 剤 の 存 狂 に よ ウ,

1まぽ完 全 に 回 復 が'抑 判 さ れ る こ とが わ か っ 匠 。 桑剤13瑠 殖

の 最 少 阻 止三銀 く5x・ ・～.)で 疾 用 しr二訪 嚥 後,上
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Fig・1-6・Effectof2,4-dinitropheaolontherecoveτyofNaCユ

toleranceby(フ.祝 渉¢Zゼ εcellsheatedat450Cfor15minin

O.1hIphosphatesolution(pH4.0).Heatedce1:Lswere

乏ヨ含鑑3轟li1(誓 蔓h呈82海a濃lf器。蓋P言、1モll3豊nl謡も1・
andCPYAcontaining7%NaC:L(●).

;逮の よ う に 液 俸 保 持.し ヒ矛田胞、を,使 用 濃 度 の1/100(生 菌

数 測 定 の 際 の最 少 希 釈'儘 率)の 濃 度 と'含むCPYASに 平 板 培

養 しτ も,薬 剤 無 添 川 の 場 合 と ぼ とん ど 同 敷 の コ ロ ニ ー 三

示 し 偉 と カ・う 〆 こ の 魑 ・3灘IJの 初 二 み に5る も の で

感 な い と考 え,ら れ る 。

2∵ 瓦 。oあ の 加 熱 損 傷 とそ の 回復-

σ,η%Zゼε で認 め う れ τζ加 熱 損 傷 細 胞 に お`する食 駈 耐 確

の 回 復 ぎ,冴,・ ・%に つ い て も衡 討 しr=・Fig・ レ713,

脱 イ オ ン水 中 の 瓦 。。κ 細 胞 を,52。C,粉 加熱 し,そ

の 食 莇 甜 荘 の イ医下 乞.峯r食 巌 濃 度 に つ い マ調 バ'ヒ も の で,

4勧 食 鹸 度 で 。ち 未 加 熱 細 勘 蝸 …齢 下 レ罐 め マ 少

な い携 加 熱 糊 勘 そ れ ・3約99・95暑 に 連 しr・・ こ の ζ .

5の 食:温 耐'注 低 下 の 経 時 変 化 をFiq.1。8に 示 しヒ 。=二

8
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Tableユ ーユ.Effectofnutrients◎ntherecoveryofNaCItoler-

anceby互.ooZφcellsheatedat520C .f◎r5mi夏indeioniz-

edwater.

Nutrient
Relativerecovery

0.5hr 2.5hr

畿Σ1垂e
Casa孤inoacids

難籠§1∴§謙 。a£畿,

13

0.7

1.9

10

40

1.5

工00

0.8

2.0

71

ユ38

5.2

塾 ε2費己、9誌呈:婁翻 男茎野孟呈Oaa窒£、w畿。忌謹 譜:器 呈8:8鑑,
0.02MandO.1%,respectively.敦SurvivorsonNASafter

搬 「a:f、1言 ご"bat'on'n畑2PO4駒 丁「's"ヨClbuffe「wereca1・ ・"

:進効 果 貼,塩 化 ア ン 毛 ニ ウAや ア ラ ニ ン で も 代 替 可 能 で め

る ニ ヒ,ま ヒ.0・05血 の リ ン酸 力 リウ ム ヒ1暑 力 ザ ミ ノ 酸

の組 台 枕 に よ る30分 後,の 回,復.率 ほ94暑 で,こ れ13同 爵

に行 な,ヒnutrient焼othの66暑.と 越 え る 値 で め っ τ=

こ と と認 あ て い る 。 ク・ル コ ーヌ な どの炭 象 源 の ばか,瑚 麦

マ グネ シ ウ ハ.=コ ・手 ン フ ミFア:デ.=.ン ジヌ ク レフ「.千ド,

フ デ ノ シ ン 三 リ ン酸(A恕P)乙 単 独 あ る ・略 リ ン酸 一カ

ザミノ廊 ヒ添加 して も 籠 の回復イ臆 効果・魂 出ぜな

か っ.ヒ 。

Fig.1-10ほ ク 食 温 耐'庄 の 回復 に詞'で る イt謝 限 害 剤 の.

.影磐:と 示 し ピ も の で あ る 。 種 々 の'阻碧 剤 と,7ン 鹸 力 リ ウ

∠へ(0●05麗)一 フ了「ワ'鴨ミ ノ 酸(0。5!き)糸`'二 刀[1え・,30.づ 予

間 イ紬 し,NAとNAS呼 叛 雌 .しr二rそ の 蘇 ・ 瓢A合

成 囲碧 剤 で あ る リ フ.ア ン ビ ン(3.0μq/mユ),酸 化 的 リ ン

酸 化 の 説 弗 役 ・剤 で ♂)る2,4一 ジ ニ ト ロ フ エ ノ ー ル(5x

o
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o

、。一4均,呼 ・縣 鵬 剤 の シア ン化 力 リ ウ η(一310皿)

し3,13ぽ 兜全 に食 茄 耐 姓 の 回 復 を 抑 制 しに の に 冠 し,DNA

合 成 醜 剤 で あ る ナ リツ キ シ酸(25四/皿1),蛋 飴 成

'障書剤 の ク 巳 ラ ム フ
エ ニ コ ー ル 〈100μ9/m1),細 胞 塵.

合 成阻 書 剤 の 岬 ニ シ リ ン(200U/ml)1∫ ほ とん ど租 害 し

ぼ か っ1ヒ。 これ う の薬 剤 濃 度 レ3ノ い ず れ も 瑠 殖 の=最少 阻 止

Logsurvivor60ロ 耳AS

23456

Unheated

Heated

Heatedandincubated

with

none

na=Lidixicacid

rifa憩pin

chユora蹴phenico1

2,4-dinitrophenol

KCN

penici:Llin

1置藍

.
1

,

Fig・1-10.Effectof皿etabolicinhibitorsontherecoveryof

NaCItoleranceby8.αoZ客ce1:Lsheatedat520Cfor5min

indeionizedwater.Heatedce:Uswereincu1)atedat37。C

for30搬ininO.05Mphosphatebuffer(pE7.2)containing

casaminoacids(0.5%)andi臓hibitor,nalidixicacid(25

鴉 猛 畿 ま、(鴛斐g機)lh盗a?呈蹄.ま 。(ll£、ζ呈盤 ・
(200U/m1)andplatedonNAandNAS.ThesurvivorsonNA
werenotshownsincetheywereonlyslightlyaffectedby
inhibitors.
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40

:Fig.2一 ・1。Effectoftemperatu士e顯elevatingProcesSonthe

thermaldeathofπ.ooZ¢at500Cindeioaizedwater.

Ce:Uswereheatedrapidlybyt:hedilutionmethod(RE)

or.slowlybythenon-isother㎜albathmethodf◎r50!nin

(SH)f・ ・跳0。 .Ct・50。C・ 、SeeM・t・ ・i・斗・a・dM・th・d・

fortheseτnethods.

コ
T曲1e

t蓋;益。、Eぎ畿8鋳?m號t菱e三8苦 εv藍'3琶iε盆圭豊。3n瀧:。.

Temperature-elevati◎ ロrateTherlna:Ldeathrate

(OC/min)(加in-1)

0

1

.O

G

.

。肉

恥

1

2

5

7

0

ハ∠

に
」

7

0.240

0.284

0.349

0,536

0.793

嚢Allsampleswereheatedbythenon-isothermalbath

met:hodexceptforthesetwoforwhichthedilution

methodwasused..Cellconcentratignduringisother嗣

malheatingwas1.67x107ce:Llsper皿1◎fdeiσnized

water.
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Fig ..2-2.Effectofpre-incubationtemperatureonthether-

maldeathof互.ooZ¢indeionizedwater.Cellswere

pre-incゼbatedattheindicatedte1叩eraturefor10min

andheatedat500qfor20Inin・Syπ 遅)01s30,surviv-

qrsofpre-inc亘batedcellswithoutsubsequentisothermal

heating;●,survivorsofpre繭incubatedce:Llswithiso-

ther皿alheating,..Thefinalcellconcentrationwas

4,3x.106cellspermlofdeiσnizedwater。

ご を考 庖 し,予 備 倫 最効 果 に つ い て検 詞 を行 ぽ っ に ・

Fまg.2-3L3.45。cに お け る 予 備 保 過 効 果 乞 示 し「二噛もの

で9未 処 埋(0。Cに お いr二)細 肥 の 耐 訊 佐}3あ ま り 変化 し

な い 第45・Cで 覇 備 し τ・細 月包で し埼 問 とと も 翻 熱

1働 、・上 昇 す る ご と を認 め κ 。 予備 保 温 中 の 細 胞 懸 濁 痩 のP

田 」蕃灘5「.5で 「 足 で あ り,.耐 熱 粧 の 変動3pHの 変化1・

よ う もの で1ぶ な い 。 先 のTable2,ユ お よ びFig,2r3・ の

蘇 む}う・.⑳ 予解 脚 知 力嘩 ・紛 臆 差(榔 ・ッ

ク)に 基 く.もの で協 な く,一 腫 の生.捏学 的 な馨 であ る と

判断 で ヨる.
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Fig・2-3・ 工ncreaseofthermalresistanceofZ『 .ooZでby

pro:Longedpre-incubationatnon一:Letha工temperatur6s。

Ce=LlswereincUbatedatOoC(○).or450C(●)and

謡 課 ξQl£二9m夏呈「hl9,霊§・w。。813'美呈8gc麗 量留 皿
ofdeioniz色dwater,

予侮 保 ラ丘効 果`3,定 常 期 細 胞 に 限 う ず 対 叡 期 細 睨 で も認

め ら れ,45。C予 備 保 温 中 に'食 茄,リ)酸 一 力 り ウ ム・,{ナ

ル ユ ース,ゲ り セ リ ン,シ ョ糖 。 刀 ザ'ミ ノ酸 や ペ プ ト ン と

穏 狂 亭ぜ て も 顕 名 官効 果 が覧認 め られ に。 ま 仁,M9最 少 鐙
ヒロ サ

地 で 注 角 しヒ細 聰 に つ ・・マts,nutrientbr。th中 て 生ft

しτ二綱 胞 と 同オ呈.農の 効1果 を得 て い る 。.

2、 昇 温 プ[〕セ ス の 効 果 の薯・因

昇 意 加 セ ス に お け る 配熱 控 上 昇 の廠 講 に つい て検 討 と

行 な っ ヒ.ま ず,従 釆 か う細 胞 の 主 な 加 翻 臨 部 位 と し て

挙 げ られ て い るRNAの6*eeイ ヒ,DNAen切 断 お5ぴ 綱
へ

膜麗 陛 の 愛イヒに つ い て検 記 し丁二b
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ま ず 脳A分 解 に っ ・、て調 くご,そ の 結 果 とFig.2-4に

示 し忙 。 瓢A』 感45。C,30'分 の ・予備 イ呆掻 処 邊 に よ り 比1

鮫 的 少・「量二(約3暑)ビ ㍉さめ う む唱透分 ξ←イヒ、を お こ し て お り,

これ は 図 示 しに よ う に,50。Cで の 加 熱 に よ り こ ら に顕 看

躍 ・稿 しか ・ら 分 解 に 畑 祷 踊 保 温 の影 響 鈎 く.

む しろ 二 の 処 躍 に ∫ フ て 多 量 分 解 すう 蝶 向 に あ ・ヒ.14じ

一ウ ラ シル で ㎜A乞 標 識 しτ謙 田肥 を用 レ・,加 熱 に よ る 酸

可 塔'腔 区 分^の:放 射 ヲ舌柱 の 増 加 と み 了=曳 験 でも 同 レ 蒜 果 と

得 に。DNAの 低 分 う哺化 痔3H一 チ ミ ジ ン を 用 い に 菓 融 δ1

り,予 痛 継,刃 嚥 輝 申 とも お こ 脇 ・、こ と を蝿 め ζ い

う。

訳 に,熱 死 滅 の 別 の嬰 因 と して捉 出 こ 敷 て いる 膿Aの

一奉 勲 断 に つ い て調 べ τ二.3H一 チ ミ ジ ン 硲 む最 捕

0.10

♂

ミ
づ

×0、08
)

8
NO.06

m

、0

0,04

0204060

Heatingtime(nlin)

Fig。2一 。4・Effectofpre-incubationonRNAdegradationofE .

・・Zicell・heatedat50。Cindeiσ ・i・edwater.Sy伽1s

:O,eontroユ(OoC);@,pre"incubatedat450Cfor30

min.
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Fig・2-5・Alka:Li工 吟 ・sucrosegradie臓tsedi!nentatiσ ロofD凶A

fromZ7。ooZr6cellsheatedat500Cfor30mininde一

i・ni・edwater.sy曲 ・1・=O,㎝heat・d;○,heat。d

withoutpre-incubation。

地 で 生 育 しに π.ooκ の 対 叡 期 緬 飽 を 用 い,加 熱 処 理 後 の

DNAの=Pル 刀 リ シ ヨ糖 密 度 勾 配:遽 沈 瓶 に よ る分 画,£ タ ー

セ をFig・2-5に 示 し τ=・ 図 に 示.し に よ う に,99号 以 上

の細 聰 が コ ロ=一 形 成 能 と 失 う50。C♪30分 の 加 熱 条 イ牛

で は,予 媚 保 温 処 理 ま行 な わ な か ・ ヒ 細 肥 で こ た,D甑 鎖

の 切 断 を認 め る こ と η・で 鱒 力・頭 ・45・C,3・ 分 の 予

備 保 温 処 理 後,同 条 イ牛で加 熱 しr・細 飽 の 場 令 も,ほ ば同 様

の 分 画 パ タ ー ン と浄・し,少 な く と も こ の 実,験 で 用 いrこ方 ラ云

で`あ 予 備 碍 温 に よ るDNA傷 書 嚇 呈食 爾 聴 ∬ も ら う 杉

傷 害 そ の も の1二っ い て わ検 出 す そ)こ と那 で き なか った 。

ヒ ニ う ζ"ク リボ 多糖 イ奉磨 グ ラ ム 陰'1生矛田菌 の.絢 胞 タト顧 に宿」,
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Fig・2-6・Re:Leaseoflipopo:Lysacchari4efro皿E。ooZφcells

heatedat500cindeionizedwater。syπ 曜)o:Ls:O,

contro1(0。C);●,pre-incubatedat:45。Cfor30min.

.在 し,吻 賓 の 細 胞 膜 透 過 柱 に重 要な役 割 と療 しτ い る=と

.が 知 弘 て い る.104)そ 二 で,予 備 イ服 に5る 纏 膜 幡

凄 定1陛 変化 の 可能 荘 と壱 え,そ の 一 つ と し て リボ 多糖 体 の

麟 と 調 撒 。Fig,'2-6》3,8,・ ・μ の 加 熱 処 捏 に ∫ る

リ ㎡ 多 糖 体 の 痛 痩 経 過 と 示 しr二 も の で あ う が,そ の速:度 ほ,

予備 撮1温 処 蝿.を,行 なわ 砂 か っr=細 胞 の 方 か㌧ 同処 埋 を猜 っ

忙 細 胞 よ りも 葛 し く大 で め る こ とが わ か っ ヒ ・ 二 の亭 曳 鳳,

予備 保 遍 処 理 ㌍ 細 肥 膜 蔵 分 と リ ボ 多糖 俸 と の相 互作 用 に 影

響 を 及:`詳す こ と を示 咬 し τ い る。

ご1>に.才1章 で,夙60Zφ の 加 熱 損 傷 の 回 復 に ほATP

台 勲 囑 与 す る 二 とが 示 峻 ε れ に と 二 う か う,細 胞0エ ネ

ル ギ ー レバ ル の 愛 化 力Ψi耐籍 粧 に影 書 す る 司 能ll生も も え ヒ 。

Fiq.2-7ほ,45。cご 予 備 保 温 中の 冴,ooZφ の翻 胞 内
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Syπ 皿)01s=○,eont:ro1(OoC);●,pre-ineUbatedat

45。C.

ATPレ ベ ル と 調 べ ヒ も の で あ る 。 そ の 稲 果,

にATPし ベ ル は 而 熱'旺 の 上 昇(庫q璽2幣3

着 し く 上 ・昇 し,馨 勺20～40分'で 最 コU=:.蓮 す る

曾

憲
8

0
0、旧

o

ノ
◎

ム
「

2

.

●

■

0

0

0

言

h
も

。。
＼
Φ
H
§

φ
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た 。 そ の 値L5実 鹸 に よ り 変動 ず う が,通 常,初 発 量 の約3

～6措 で め り ,こ の 閥,細 胞 ワトへ のA①Pの 漏 出 蒔 ほ と ん'

ど(1審 以 下)検 出 さ 淑 奪 が っr乞。 二 の予 倫 保 温 処 理 に よ

るAエPレ ベ)レ の 上 昇 応Fig.2-8に 図 ホ しτ二よ う に 明 う

η・に そ の 温 度`憾 唇 し,0・C-45・Cの 範 囲 内 でL滴 釦 ぎ

ど顕 培 ζ・あ っ て,=れ}5Fig.2-2に 庁・し に 耐 熱 ・陛 の 工 ・昇

の 維 果 に:対 応・す る 。Fig.2-7で 認 め う れ 仁 細 「胞 内ATP

レベ1レ の 上 昇 ぽ ♪ う隷 気 条イ牛下 め る いLδ:シ ア ン 化 カ リ ウ ム(

・・輔㍉)寵 下の予解 温 窃 麟 であう=と
,翫 工

考」'レ「ドー 系 阻 暑 剤 て」《あ る2,4一 ジ ニ ト ロ フ=」 ノ ー,し(5x

ユ0鱒4M♪ や 室化 ナ ト リウ ム(10闘2班)痔ATPレ ベ'ル

の 工,昇 と抑 制 す る と と も に,耐:熱1陛 の 上 昇 ・も 阻 名 す る こ と一

と見 出 し て い る 。

以 上 の 紬 果 か ら パ 昇 温 ア ロ セ ス の 効 果 の 要 因 の 一 つ と し
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,P・e?in。 宙b
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て細 胞 表 層 の 変 化 お よ び 細 胞 内ATPレ ベ ル の 上 昇 が 考 之

られ る 。 そ こ ひ と く に 後 看 に 註 目 し,そ の 誉 動 をご ら に 検

討 しr二・ ぎ ♂.予 備 保 温 処 理 に5るATPレ バ,レ の 上 昇 ㌍

加 熱 後 の損 傷修 復 能 と高 め る こ とが;推 景 それ た の で
,胆 熱

中 のATPレ バ'ル の 変 化 と調 べr二 。Fiq.2-9に 示 しγ=よ

う に,50。Cこ の 加 輪 に よ っ て細 胞 内ATPレ バ ル ↓y低 下

'ずる
こ と をi認め,と ・く に45◎Cで 予4衛イ是ラ品.処理 し τ二細 且包で

13初 発 量 し3勧 ・(Fiq・2・7)カ ・,色遠 に丞 下 し
,約20分

後 に ほ 予 偏 保i温 処 理 と・行 な わ な'o・っr二糸田月巳の そ れ と 同 レ ベ'

ル に蓮 ～i「る 二 と ヵぐ判 明 しτ=6

さ う に,加 熱 損'傷 細 肥 が そ の 回 復期 にATPと 合 蔵 す る

こと と 予 測 し,50.C
,2・ 分 加 熱 後,ゴ ・・Cの0.・5拠

リ ン酸 緩 衝 液(pH7・ ・)中 で細 胞 と振 と う保 温 し
,そ の

1

go
』
O
>
咽
〉
臼
⇒
の

①
〉
哨
U
吋
目
①
属

10口1

10贈2

1＼1 /〇 一

1'も/●

li

l∴/
㌔

口3 .10

印2003060

Time(min)1σ

・Fig・2一:LO・Recoveryofcolony-forπ 症ngabilityofheated

cellsofπ ・ooZムCellswereheatedat50。Cfor20

:nina駐dincubatedinOQlMphosphatebuffer(pE7
.0)at

30。C・Sy・ め 。1・ ・○,・ ・nt・ ・1(0。C)3●
,P・e-in。 。一b

atedat450CfQr20min.
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間 のATP含 量 の 経 崎 変化 と追 跡 し に。Fiq.2-10、 に 示

しr=5:う に,加 熱 後 こ の 保 温 に5っ て 細 胞 の コnニ ー形 成

能1㍉ 予 備 憬 温(45。C)処 裡 細 胞 お よ び 夫 処 狸 租 胞 と も

ひ1疋第 に 増 加 し,と く に 前 着 の場 令:,加 襯 直後 の12審 か ら

ユ 爵 間 掻Z・1332篭 に:達 し ヒ 。 こ の コ ロ ニ ー形 成 能 の蟷 加

ほ,:増 殖:最 少 阻 止 濃 度 の ナ リ ジ キ シ酸(25P9/ml)に ふ

つて 阻 害 さ れ な い こ と を:認め て い る の で9増 殖 に よ る も の

で ほ な く回 復 を ぷ す も の と着 え うれ る 。 一方,そ の 間 のA

TPレ ベ1レ15,Fig・2-llに 明 らか ぴ よ う に 両細 胞 と も

上 昇 し,初 発 量 ほ 加 燕 に よ る低 下(Fig.2-9・)の ヒ め 同

程 農 で あ る が,そ の速 震:感 予 備 イ吊温 処 躍 細 胞 の 方力w未.処 理

細 胞 に 比 較 し箔 し く 大 で あ った 。

lo'5/
岩o・4/9

碁・・3!。1ρ

尋・・2./Q

量…(グ 。/

§ ・
0306090120150

工ncubationtime(皿in)

Fig.2-11。1ロcrease虹intracellular削Pleve1・f亙,ooκ

cellsduringPost-heat:treatmentincubationat.300C,after

afterheat:ingat500Cfor20min。Cellswereheated

and‡ncubatedasdescribedinFig.2-10.Syπ ゐ01s3

0・
.・ 。nt・ ・1(0。c);●,P・e-i・ ・曲 ・t・d・t45。Cf。 ・20雌n,
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Fig。.3-2.InhibitionbysorbicacidofthegrowthofO。

uかiZisinCPYbroth.Symbols:O,0.%;●,0.0ユ.%;

△,0.05%;▲,O.1%;tコ,0.3%.

Table3-1に 明 う.か ㌃ よ う に,0.03宅 の ソ ル ご ン 酸 濃

Table3-1・Effectofcaエlbon .sourCeonthegrowt阜inhibi二

ti…fO・ 漉Z客sby・ ρ・bi・
、acid?

Ca]d)onsource
Sorbicacid

(%)

Inhibition

(%)

Suc:じose

Glucose

Acetate

Citrate

Succinate

ハ」

3

つ
」

へ」

つ
J

O

1

0

1

0

1

0

1

0

1

り

む

サ

　

り

の

　

の

の

ぽ

0

0

0

0

0
.0

0

0

0

0

10

36

12

38

5.4

6。0

66

100

67

1QO

央0.3%,inCzapek-DoxInediu:n!ninussucrose

Gen(きrationtimesforeachcarbonsourceiゑthe

soどbicacidwere91,98,:L20・164andl73min,

1y・

at)senceof

の

respect■ve・ 一
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震 て'の 増 殖 魍 書 率 ほ シ ョ糖,ブ ル コ ー ズ,酢 酸 の コ易名,そ

れ ぞ.れ,10毫,12宅,5・4暑 と 比 較 的 低 ・、の に 対 し,コ,'

ワ酸,ク エ ン 酸 でIXそ 」れ ぞ れ,67留,66暑 の 畜】L・イ直 を 示

しr=o

ま 化 ソ ル ビ ン1酸 ほ,o.1亀 の 濃 農 て笥(L磁 銘鉛 の 内 生 呼

岐 を 署 し く 促 進.す る こ と を部 め,こ の よ う なイ乍用13鹸 イヒ的

リ ン 酸 イヒに お け る 脱 共 役 剤 と し て 知 ら れ'る2,4一 ジ ニ ト ロ

フ ェ ノ 贈 ル や パ ン ヲ グ ロ ロ フ ェ ノ ー ル に っ い て わ認 め ら れ ノ

t二。 こ の 続 果 をFig.3-3に ホ し ヒ 。 ソ ル ビ ン 酸 の 呼 吸 イ足

塞 効 果 嘱 グ ル コ ー ズ 酸 化 に っ い て も顕 落 で め っ鳶 こ と:η、ら㌧

ソ ル ビ ン 酸 の 説 共 役 作 用 の 可 能4生 力"'考 え ら れ る 。 こ の よ う

73効 果`5亙 ,ooあ に つ い マ も 認 め て い る 。 こ ら に ゲ ル コ ー

600

004

002

(豆

)

・
莞

拭

5

N
。

00

♂

〆 ・

赦/
50100150

1nct」bationti1ne(min)

Fig.3・ 一3.Effectofs◎fbicacidontheendogenousrespira繭

tionbyO・z肱 ¢Zゼ8at300c.sy!ゴbo:Ls言0
,endogenous;●,

sorbicacid(0.:L%)added;▲,2,4-dinitropheno1(5x

:LO-4M)added;痙,pentachloropheτ10:L(:LO嗣5M)added.
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ヌ の 嫌 気代 謝 に 封 気「る奔 用 を調 べ に と こ う,5・oθrθ り観 αθ

の.炭酸 が ス 発i主 の 阻 ・害 率130。2暑 の ソル ピ ン 酸 で も 約33

費 あ り,α ・協 ・ に 瓶 て ・」・.・ 筋 浪 度 で ほ と ん ど

函 宅・と オ、さ な か つ玩 。

ソ ル ビ ン 酸 の 酸1ヒ 的 リ ン酸 化 に対 ず る 「阻 宅イ乍用 力"示 峻 さ

れ に の て㌧ 力乎気 糸 荘 下 のATP合)戎 に 封 す る:影響 ヒ調 べ1之・

Table3-215コ 八 ワ 酸 酸 イL時 のATPレ ベ』ル を 示 しT=も

の で,ソ ル ビ ン酸 濃 塵iの 増 加 と と も に細 胞 のATPレ ベ ル

0)上 昇 力"抑 制 さ れ,0.1宅 の 濃 度 で 昭 初 発 量 と 向 レ ベ ル で

あ う 二 と 境 わ い7.r乙 。

Table3-2.EffectofsbrbicacidontheincreaseinA工P

↓evelofO.㍑1冗Zゼ εce1:LsbysuccinateQx‡datioロ ・

Sorbicacid

(%)

ATP申

(μmolelgdrywtof .cells)

50

↓̀

2

奪

O

■

0

0

0

0

2

1

9

　

　

　

0

9

ム
π
3

3

Ceユ1swereinctjbatedwithorwithoutsorbicacidat300Cfor

20mininO.1Mphqsphatesolutio且(pH4・0)contai且ingsodium'

sueciaateataconcen.trationof50血M。

嚢 工nitia:Lva工uewas4。1.

'

2,.ソ ル ビ ソ 酸 の 胆 熟 税 用 劾 果 ⑳ 要 因. .,

Fiq.3-413,0.η 揚Z飴 に 対 す る 加 熱 ヒ ゾ ル ビ ン酸 の

棚 効 泉 を示 した もの で めう.5。 ・Cに お ・拍 熱 購 ・3,

加 熱 瑠 地 の0・1逝 リ ン酸.ヲ砦5夜(pH4.0)中 に 含 ま れ る0.

ユ 老の ソ.ルtゴ ン 酸 に よ っ τ 顕:若 に 促1蓮 三 れ う こ と 加 わ η、っ

」
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Fig・3-4.Enhancingeffectofsorbicacidonthethermal

deathofO.z拡 ¢Zぢs .at500CinO,1Mph◎sphatesolt1-

tionatpH4.0・Sy面bols:O,heated(H);△,sorbic

acid(Og1%)added(S);㊤,heatedwithsoτbicacid

(0.1%)(HS)。

た 。=の よ う な併 用 効 果 ほ 液 体 珀 地 中 で の 瑚 殖 邉:延 現 象 と

して も 見 出 こ れ に 。 ご 猫¢Z¢sの 対 数 期 細 寵 の 培 養 疲 に,

0.005毫 の低 擬 度 ソル ビ ン酸 を漆 加 後 直 ち に ほ とん ど 死

滅 をお こ ご 恥 、45・C,15分 の 比較 自9現 和 な 条荘 で 加 祝

し,そ の 後 の 増 殖 を:追.跡 しr二。 ,Fiq,3甲5に 示 し丁二」 う に,

'刀しビ ン酸 単独 処 蓮 細 胴 で に 箔 干 の 璃 臆 速 度 の砥 下 ㌍ み う

れ,加 群 塊 卿 塁細 胞 に っ い て も 約2崎 賜 の 壇 殖 蓮 れ が 認

め うれ る死 こ れ う をイ梱 処 理 レ に翻 舵 郡 鋤 直の違 勧"

約6碕 間 に も 反 ん だ:。 しか し そ の 増 殖 速 度}3,胆 熱 単 狼 処

理 緯 胞 ヒ 同 康 に 対 戴 の ネ.処,埋 矛鵬包の ぞ 淑 に ほ1ず 等 し い も の

で め ッ1ヒ 。

τabエe3.3`」,カ ・熱 処 埋 紬 胞 の 増 殖 蓮 延L認 す る ソ,し
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Fig.3-5.Grcwthdelayofσ 。 祝カゼあ8ce1:Lsheatedwithoτ

w坤 。・七 ・ゆi・acidまaCPYb・ 。th
.Ceエ1sweregτ 。職

セoユogarithlmicphase.30rbicacid(O 。005%)wasaとd」

巳dtot=he.ctゴ:Ltureaadee:Lls騨ereheat:edat二450Cfori5

脚a・dthen㎞c曲atedat30。C・Sy曲 。1s=○,c。ntr。1 ...
;●,sorbicaeidadded;△,heatedwithoutsoτ!bicaeid

;[Lheatedwithsoどbicacid。

Table3-3・Effectofdelayedadditionofsorbicacidα1

growthde]・ayofheatedcelユ.sofO.z4か 渉Zr多s,

Additiontime

(　mun)..

Growthdelay

伍r).

0

20

60

120

0

8

6

9

9

0,

電

璽

4

2

1

0

旦皇11奎・弩e畿 鑑 欝=畿6離:d'宜 、Clと.匙loth・鑑d
a?まd(0.・005%》w・ ・add・d・tth・i・dicat・dti殖 。bfih

cub。 。・
at:300Cafterheating。 ,t工O職

敦Subtractedthede工ayedti!ne(1
電9hr)ofce:L:Lsheated

withoutsorbicacid.

ビ ン蔽 の添 加 勇期 の 影 響 と示 し τこもの ζ㌧ 加 、熱 後 ソ ル ビ ン

鹸 の 添:加勾い遅 れ る151ど エ曽殖 鞭 暗 贋}癖:短続…こ れ う こ と カΨ曙+
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Tab:Le3,4.Effectofsorbicacidduringheatingorrecov-

eryperiodσnthegrowthdelayofheatedcellsofO.

祝麗 あ ε,

Treat!neτLt工 TreatmentI工

Cells SOfbicacid Sorbicacid

Growth .delay
(hr)

Uhheated

Uhheated

H:eated

Heated

一

十

十

一

十

十

廓

十

噸

十

馴

十

顧

十

7
」

∠
0

1

7

1

-
幽

8

噌⊥

2

0
/
4

噌⊥

3

Cellswereheatedat450Cfor15斑in:㎞0.1】 虹phosphate・

solution(pH4。0).withorwithoutO,005%sorbicacid(

Treatme夏tI),cent:rifugedt:ore皿oveextrace1:Lu:Larsofbic

韻d,re曾 撃・pgnd・dinfreshph・sphates・1uti・n(pH4・0)』㌦
.8nd.theninoculat:edinCPYbrothwit:horwithoutO.005%

sorbicacid(Treat加ent工 工)。SyπbQls=口,absent;十,

present・

..(
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昌

Fig.3野61Effect6fs◎ 比icac工d◎n.the・1eakageofintrar

ce血1arorcin。1門positiVematerエalsfromO,猫 ¢伽

ce:Llsheatedat500C,Cellswereincぜbatedat300C(ciτ 「

cle.)orheatedwith(square)o士without(triangle)

0.1%sorbicacidinO,工Mphosphate・solution(pH4。0)。

Opeロsy血bols,RNA;closedsymbolsgrelativesurvivors・
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の約5審 で あ 参 。 図 に 明 らか 猛 よ う に9ソ ル ビ ン 酸 ほ 加 熱

に よるi魎磨 内オ ル シ ノ ール 反応 溺 椎 物 質の 漏 洩しをほ とん ど

促 進 しな ・に とが わ カ・った.同 様 の 矛腺 鳩 予 め 細 胞 に と
14

C一標 識 ア ミ ノ 酸 の55。Cで の 痛 残'1:=っ い てり こ ま セ ヒ

も 得 ら れ,0・1暑 の ソ ル ビ ン 酸13全 く 促 逸 如 果 を示 こ 慧 η、

・
ラヒ 。 こ う に55。Cこ の 細 胞 内RNA一 の 抵'分 子 イじもgl司 濃

震 の ソ}し ご ン 酸 に よ っ て,曽 大:し な い こ と と・認 め て い.る 。

ソ ル ビ ン 酸 の 抗 菌 作 用13薬 剤 分{チ の 細 胞 内:移 行 に 逼 因 す

う の で,そ の 加 熱'併 用 効 果 ガ 加 襯 処i還 中 の 蒙 ・剤 の 細 局包内移

4了の 遭 大 に よ る 可 能 柱 が 考・之 う 、れ る 。 そ こ ヒ㌧3H㌣ 標 識 の

ソ ル ビ ン 酸 と 用 い て ご の 点 を検 討 し,Fig『,3.7に 紬 果 と

示 し 丁二。30。C,20'分 閥,3H一 ソ,Lビ ン酸 肩・在 下 に 億

0
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PHdependenceoftheuptakeafter201niエ10f糞ncdbation

・t30。CinO・1甑C1-HClb・ff・ ・ Φ}ロ 「3)・ ・0
,ユ 瓦ph。s。

phat:ebuffer(pH4q8)電(b)Effect・fte㎎erature・nthe

uptakeafter。 ・5min・f㎞ ・廊ati・n血0
.工 雑ph。 ・phate

so工utまo陰(pH4璽0)皇
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.謁後 の 細 飽 区分 の 放勾寸殖4生`3.pHの 乃匙下 に つ れ て:増 大 しτ二6.

さ'う`詫 の.熊 依 創 蛇 み ヒ と=う,移 行 量 ・δ加 麹 話 つ

て璃 加tず,55。Cで 感30。Cよ.り わ逆'に箔 干低 下 し に ・

二の続勅 う・刀嚥 喝 る恥!分 予の細 訥 瀕 醍 翻

着 え,に く し'、.。

荊頂にお いてソ)しビン酸の齢 役剤 と収 のイ糊 跡 嘆

されたの で,2π に細 胞の損傷イ疹復機 能に対 ずゐ劾果「ヒ調 べ

』Tab・ ・3-5 ,.L3.糊 包の'ATPレ ベ,し!歌1講 ソ1し ビ..

ン酸 お δ ぴ 説刑 矧 の 影 翫 調 べ τ瀬 果 で,加 熱 単狼 処 躍

で もATP含 量 幡 下 す るカ・塵,ソ,し ご ン蔽 ・犯 のづ町 を こ.

らに促進 し臨 この δ う.・勲 果 ・3.爵託搬 剤 で あ る2,4一 ジ.

ニ ト ロ フ ェ ノ.一 ル.刀)し ボ'ニ ル シ ア ナ イF㌧ 皿 一 ク ロ ロ フ

ェ=ル 仁 ド.ラ ゾ ン に つ い て も.明 らカ・で あ フr=。 さ ら に 表 に

Effectofsorbi.cacidanduncoup:LersontheTεble3-5、

㍑尻zゼs。viability蝕dtheArPleve.1。fheatedcellsofO・

工reat孤ent Chemicalagent
Viabilit夕

(%)

ATP

(%.)

None None 100 100

Heatedat

50。Cfor

10面.n.

N◎ 血e

Sofbicacid,0.001%.

Soどbicacid」0.005Z

S◎ゴbicacid,0.〇 二L%
.
Soτbicacid,0.05%

22

12

5.1

0.72

0.17

13

.:L1
7.9

6.5

2.1

Heatedat

45。Cfot

15孤i獄

Nσne

S・ 止icacid・0・05%
.4

2,4-Di立itr・phen・1」
.2x10M

Carbony:Leyanide-m-chloropheny1-

hydrazone,1xlO一 ・6M

68
0.22
0.0033

25

72

2.8

0,26

36

CellsΨereheatedat50。Cf◎r10minor45。Cfo・r15mi且with

orwithoutchemicalagentinO,1Mphosphatesolution(pH4,0).

ATPcontentofunheatedce1】.swas2.5}1mole/gdrywtofce1].s。
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認 め う れ る よ う に,ソ1しtご ン 酸 の 熱 死 療 促 逡.作 用1匹 脱i民 穀
1

剤 で も み ら れ,二 の イ糊 感ATPレ ベ1レ の 偉 下イ足遣 作 用 と

対 応 す 否 二 と が わ か つ迄 ・ ま τ㍉45。C,15分 加 熱 処 理

娘,30・CのCPY瑠 堀 収 腺 逸 し ヒ と ヨ の 兼暁 の 呼 吸 箔

・腔 の 囚 履 .はgFig.3-8に 示 し7二 よ う に,加 熱 単城 処 邊 ・組

9包ご㍉さ:i駅ヨ1爵 間 上人瞬 ゴ疋第 に 顕.落 と な っr=カ ¢㌧ ソ 几 ビ ン 酸(

0.005暑)イ 井 用 処 邊 細 胞 で ぽ 約5・5時 間 〃)悶 箔 性 の 上 昇

13ほ と ん ど認 め ら れ な か っ†二。

需200
自

8

旧
。

言

ご

℃

b。
暑

ミ

呂

N
。
α

150
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O

/

/。

●
●　 一　図

0123456

工ncゴbat工ontime(hr)

Fig艦3噂8。Effectofsorbicacidonthe◎xygeauptakeof

heatedcells◎fO璽 祝力¢Z¢8duringPost-heat:treatme臓t

incUbationinCPY葦)roth,Cellswereheatedat450C

for15血inincPYbrothwith(●)◎rwithout.(O)o.oo5

%sorbicacidandincubatedat:300Cinthesamemedium。

・ 錦11麟,Qg釜 畿 、珊heatedcellswarl2gFlpe「h「

才4節 考 察

ソ,し ビ ン 酸 蔭 畳ま と ん ど'殺 菌 づ乍用 を 庁・こ な い 万"㌧ 広範囲の
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処 躍 細 帽 の 増 殖 に 対 し'て し3,

13と ん ヒ:.景多i讐を、及rぎ こ な い 力贈,

イ匹下 ご ぜ う こ と が'わ か、っ に 。

度 定 数 泡 寡 出 し,Table4-1

加 熱 に よ る増 殖 遅遮 爵 .間に ほ

そ の 後 の 増 殖 速 度 と顕 名 に

Fiq・4-1の 結 果 か9)1増 殖 速

に 荻 わ しr㍉ 比較 爾 低 激 度
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工1ユcubatiσatime(hr)

3

:Fig.4一 乳.Effect6fty16sinonthegrowthofheatedce:1ユs

bf3。ooZ¢inpeptone憐91uc◎se懸yeastextract鵬diu皿.

The・arr◎wiadicatesth£ .time◎f.、additiσ 瓜oftylosi且aad!

orheattreatlnent(520C,5孤in).Ope且sy!皿)01s,m辱

heatedce:Lls;elosedsynibols,heatedce:Lls聖Nu血beτ

inthe .figureindicatethecoτ1centrρtioτ10ftylosin(pg!

m1),

で あ る ↓・pq/mエ の タ イ ロ シ ン・蒜 か・鱒 蹴 の増 殖 に対 し

'

68

ρ



8

て`36・1勧 儲 切 ・示 鵠 い カ・,加 熱 処 理 細 邑の 増 殖 に

対 して は32号 の 阻 魯 辛 を 示 す こ とη・ら,こ の 実駿 ・条イ牛 で

13加 熱 に よ7て ダイ ロ シ ン の搾 用 ぱ 胸5.2借 に 増 加 した こ

Table4鱒1gApparentfirstor4errateconstantsandtheper一

centinhibitionofgrowthofE.ooZφcellstmheatedor

heatedinthepresenceQfty1◎sin.

喪肉

Treatmeτ1t
Tyユosin

(F9/m1)
.G「 σwth濫 皇・f。nstant

工纂hibiti◎n

(%)

Uhheated

0

10
20

30

5Q

100

200

1924

1.17

1曾11

Q電957

σ 璽699.

0。488

0qO94

0

6,1

13

23

44

6ユ

92

Heated

0

2

6蔓5

10、

16,5

・20

30

1、.ユ9

1零14

0..930

0.。!805

0,,467

Q讐 β91

0艦 工86

0

3.7

22

32

61

68

85

Growthrate .constantswerecalculatedfromFig.4r1,

肉At52。Cfor5min

練G・ ・wth・atec。n・t・ntwith。utty1・sin-G・ ・wth・at・ 。㎝ 。t、mt

withty1・ ・in)1G・ ㎝thratec・n・t㎝twith・utty1・sin}x100

とに な ろ 。/ぐ プ ト ン ー ブ ル コ ー ス ー酵 母 工 干 ス 堵 比 ご認 め

られ ヒ加 熱 イ網 効 果 ・㍉nutrientbr・thや 最 少 培 屯 く実

嚴 方 菰 の 填 に 示 しr二 も の)で も 顕 名 で'め っ丁二◎

π.oσz客 に 対 し て萄もめ うれ ヒ51イ ロ シ ンの 加 勲 併 用 劾 果

は,グ ラム 陽4生 矛田菌 で・あ る β,s功 髭κsPCエ219お δび 酪

母,0。 癖 漉 で ぽ極 め て弱 い わ の で.あ っ た 。 既越 の よ う
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Fig.4-2.Effect◎fdelayedadditionofty:Losinonthe

growthinhibitionof君.ooZ舌cellsheatedat520Cfor,5

皿inin皿inima1皿edium.(a)Timecoursesofgrowthiロ ー・・

hibition.(b)Relati◎nshipbetweenthetiπ1eofadd:レ

tionoftylosina箆dthepercentageofinhibitionca:Lcu-

1atedfro皿(a).Tylosin(10}191mユ)wasadded(indi一 ・

catedbyclosgdarrows)priortoheating(△),oratO

(口),5(▲),30(▽),60(κ),or150(■)minafter

heatiτ19.symbols30,9τowth.gfuntreatedce1:Ls;

●,growthofcellsheatedwithouttylosin。See:Fig.

4-1forthe◎penarrow・

着 々の遊 離 の非 齢 分 匙 濃 農 的 に平 衡 にあ る 二 と 認 峻

している.そ こで 二の ニ ヒを加 熱 処 …里.細胞 に っ い 識 討 し

稿 す助 う.汐 イ ・シンく ・o剛m・)}勧 鴎 莇 に

麟 処邊 い こ麟 液 と37・dτ 堀 とうイ紬 屯 それぞ膿

脇 τ・醐 に 醐 励 新 い 暗 地.で… 徹 醐 し・そ の

伽 増殖速度 乞調べ に。Fiq・4-3に 跡 し仁 」うi㍉ カロ

熱軸 処理細 包で・謡 釈 前後 の増雍逸度 ぱぽぱ同レである

が,舅 ・ンン駈 下に加熱 処埋 しτ瀬 胞で・珈 轍 直ち

1錦 細 る と,そ 磯 の列 ・シンの阻害劾県・踊 しく抵

下齢 二と鵬 η・。T=.・しか し,2爵 醗 縁 翻 し了勃

71



0.5

0.2

00.1

$

自0.05

0

0.02

0.01

。ア ノ・/

凸,。〆

露彪
r

…

ー

ー

葬

重

ー

ー

I

l

-

1

-

I

I

・Ψ

一

嗣ー

ー

ー

ー

ー

I

l

l

I

l

-
V

024.68・

工ncubationti皿e(hr)

Fig.4-3.Reversibility・fthegr・wthinhibiti◎nbyty1・sin

ofπ.ooZ¢ceコ.1sheatedat52。Cfo:r5minin孤inimalme-

diu皿.Ty:Losin(=LO}エ9!皿1)wasadded(♪ ぐ)orn◎tadded

(O).tounheatedcells.cultureheatedwithtylosin

(■)wasdilutedtenfoldwithfreshmedium.(indicat:edby

brokenlinesandclosedarrows)atO(△),45(□),◎r

120(▽)minafterheating.Cultu:じeheatedwithout

tylosi滋(▲)wasdilutedinthesamewayimmediately

afterheatia9(●).See.Fig・4-1fortheopenarrow。

御 ・・ち ・髄 儲 イ糊 の低 下13そ の 後5醐 にわ1・ ・て ば

とん ど認 め られ な か.τ ㍉ 二れ う の稀 果 は,加 熱 処 理 細 包

に柵 る タイ ロ シ ンのイ翻"・ ・そ の 豪秀雌 過 ・1駄関イ紡 祝

と を示 峻 して い う 。

EDTA,ま ゲ ラム 劇 脚 通 の 絢 胞表 屠L=イ乍用 レ,そ の キ レ

鱒 ト作 用 に よ って細 胞膜 透過1生 と増 大 ぞ せ る 二と斌 知・られ

て 、ゐ 」04・125・130)そ ♂ 双`・,加 熱 燈 動 力・わ り にE

もTA処 埋 し†。細 包に釘 ず る タイ ・ シ ン舳 暑如 果 乏調 べ τ・・

そ の蘇,Fig.4-4廓 し丁・よう ら ⇒黙 購 舗 で の

EDTA前 処 珊 纏 って加熱 処 塩 の場 倉 と 同様 な ワイ ロ シン

.72
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才5章 細菌胞子に対する両荘界面活粧剤

の加熱併用効果

才1節 結 言

両 椹.界 面 殖'注鋼 は,そ の 分 ラ 内 に 湯 イ庄基 と 陰'陛 基 の 双 方

と肩 可 う 一群 の 界 酌 沽 粧 創 で あ る.現 杜 市 販 こ れ て い う も

の ぽ 主 ヒ し て ア ル キ ル ア ミ ノ エ チ ル グ亀リ シ ン 糸 の テ ゴ と 好

ば'れる も の で,手 術,治 療,象 具,居 室 や 食:品 工 場 な ど の

:殺菌,消 嵩 に用「い ξ)れて い る 。 そ の う ち の 主 な も の の不舞亀

ぽFig・5一 ユに 示 しτ=通 リ で,二 細 暢 イ オ ン界 面 活 荘 創

よ り わ す ぐ れ て い る 点 ぼ,イ 唇書り陛 て"し か も蛋 白 や 血.蒲 な ど

とノF瘡'陛 の亥兜澱 と 生 】戎 し に く い 点.で あ`る 。 褐 イオ ン 界 面 活

・陛 削 か?顕 譜 な:殺 菌 作 用 左肩 ず う こ と 瑳5:く ・知 られ る69?ユ37～・

138)
シ"㌧ 両粧 界 面 ラ茜'腔創 の イ乍 用 も 強 刀 で め る 。 しか し な 〃い

う,ほ と ル ど の 坑 菌 薬 剤 が そ う で あ う5:う に,:細 菌 絶 子 に

対 し マ ・塘 め て殺 菌 勧 加 ・イ恥.Sykes139)・ ら ⇒融 死 的

遍)受:或(25。C{・50。C)て"のB・ ρ擁Zμs記 子 に 対'す う

T・g・51C12H25皿C2H4騨C2H4照(頂2COOH

一 ・/{;;欝:1〔∵

T…g・・5一{:::二:::=:葬:重業:::謡二H2000H

Fig璽5・ でユ.。StructuresofactivesubstancesinTegopreparations。







o

才3節 実 験 緬 果

0.1顛 リ ン 酸:1緩衝 ♪夜(pH7.0)中 の β・s泌 房Zゼ8var・

麗9θr寵 子 の 燕 死1滅 は,両 粧 界 面 箔 粧 剤 に よ つ て 顕 名 に 促,

進 コ れ τ=。Fig・5-2に 示 しr=」:う に・,100μq/mlの ラ

ゴ ユ5DLに よ う 死 痂 δ37.C,60分 後 で1δ 全 く 認 め ら れ

な い し,テ ゴ 不 狂 下 に80。Cで 加 熱 し て も 生 存 数 低 下`3約

0・5気 「数 目」窪 に ず さ"は い力"
,同;i震:度 の テ ゴ'15DL蒋 狂・下 に

8r_一『 『一 合ミ==冶

ノ◎

ム
T

の
臼
o
卜
咽
〉
臼
づ
ω

bo
o
日

2

　

＼ 。
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0204060・'

工ncubationtime(加in>

Fig・5・2・Them・1d・ath・fβ,θ 励 捌svar
,吻 θr・p・re・

at80。CinthepresenceofTego15DLataconcentrat:まon

芸1119君9。&躍 ち,healと 離h3T皐 乙,heatedw'thoutT・g・;

80・cで 加 熱 しr二場 盒 に1謡 勺5対 数 目濫 も の 生塘 率 低 下 が

認 め ら れ に。 こ の よ う な 両 ・践 界 面 箔`駐1剤 の 熱 死 疲幡足亀 劾 象

L3テ ゴ103Gや テ ゴ51で も ほ ぽ飼 程 度 の効 果 を得 に の てち

以 後 の 実,験 で は すパ て テ ゴ15DLを 模 用 し に 。

双 に,両 駐 界 面箔 粧`剤 の 加 篠 併 用殺 速 劾曝 ヒ 対 耳 う 二 ・

三 の 影 響 鴎 に フ い て検 濁 し 了=.Fig.5-3は ラ ゴ の諮 農

8工
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therma1.deathofβ 。3証)古 ¢Zゼ8var亀 η¢9θrsporesat800C

for60!nin.Symbols.:O,砥1heated;●,heated。

の影 響 と みr施 の で,8Q・Cゴ6・ 分 の 力日熱 条イ午 で13・5

P9/m1の 濃 魔 越 え う と効 知 朗 切't=ア ♂ リ,50μq/憩1
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15D:L㎝.thesurviva:Lofβ,8zめ カゼZ客svar,η ゼgθ卸spores,.

Spo:reswereinc豆batedat:varioust;empe:ratureswith

(●)orwith◎ut(O.)Tego15DLfor60m工n璽
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の 濃 度 で`δ4対 数 目 盗 に:近,い 生 秀 畢 低 下 が め っr=。 ま に9

加 勲&度 の 影 磐 とFig・5-41・ 示 し ～・。 …pq/m・ の 濃

度 の テ ゴ ζ"60分 処 埋 後 の 死 療`3,㌍ 熊 鍍 ヵ・・40。cZ.認.

め う れ う 刀・・,60。C以 上 の 温 農 で・1施 激 に 増 大 しt・ 一 老

ラ ゴ 木 添 加 の 場 ・合 に は80。C以 上 で よ う1や く 生1序 数 の 低 下

が・認 ・め う 淑 る に す ず な か っ τ二。 両 臓 ・界 曲 沽4蜻1の 殺 彦較か果
142)

は 諺 ア 》しカ リpHでi強 力 で 々)う と い わ れ て い う ㌍,80

。C
,60分 の 加熱 糸 件Z・ ・3,Fiq.5-5に 示 しUう にPH

7て ・最 大 の 生 毎 率 を 示 ㌧ 窃 用 劾 果 のpHイ 傭 曲3耐 烈 卑

の そ れ に 類 似、して い ヒ 。

7
o1o＼

o_。

＼
へ79/

06

5

。q
臼
o
a

ヒ

窃

b。
3

56:789.

PH

.:Fig・5-5・PHdependeaceoftheactiσaofTego15DLoathe

thermaldeathofZヲ ・8罐)カ ゼZ皆svar・ ηゼ9θγsporesat800C

for60min.Sporeswereheatedwith(●)orwithout

(O)T・g。 ユ5DL・tac。 且・ent聰ti。n・f10Pg
.P・・ 皿1.

倣 生 物 の 栄 養 型 示田胞 の 加 熱 に よ う食 堀 耐 樹 丞下 に つ い て

は す ご に才 ユ:章L・二祝 述 し τこが,こ れ ぼ 二,三 の細 菌 胞 予 に

フい 茄 報 搬 紋 お り}43・14季)本 磯 のイ鯛 菌 ぐ も 二れ

を観'察 しτ二。 そ の 紬 黒 が:Fig.5r6で,80。Cで の 加 熱 に
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工 冨:LogsurvivorsonNAat60皿in一 ・10gsurvivors

at60miτL・ 一(10gsurvivorsonNAatO皿in-10g

,andD胃10gsu157ivorsonNA

60min.

よ つて轍 敵 中 の 砕 食 泳 輌 る耐ll装 失 っτ・齢 集

団 と.加熱 換伽 野 と 砂 と,図 力・う この胞 チ数 醗 時的 に

増 力且.してゆ く.註 糊 らか て・ゐ う(a)・ ご ら に・加 榊

,熱 殆 滅に硫 励 テゴ・.;食遍耐荘 の抵下 諾 レく促 進 し

齢 数 とともに翻 躯 ラ伽 ・頒 塩 二鋤 ・しτ=(b

一 方
,85・Cで ・の 加 熱1は る 月跨 内 の26.・nm

磯 出 、3,Fiq・5-7に ぷ し τは う ら.テ ゴL冨

)。

吸 収物 質

7て 蕩 し

くづ臓 鶴6・ 分 撫 ・珈 熱 軸 腿 の備 葡3・ 瞬

に蓮可 る 二と と認 め 丁二。 二の ふ う 努作 霜13,程 度 、5異な る

刀・,Fiq.5-8に 脚 冨 う ・=,オ ル シノ ー 版 鰯 蘭
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嘆,ジ ピ コ リ ン酸 お よ び 蚤 自 質 に つ い て も静 め に 。 まr㍉

Fig.5-9に 、明 ら 刀・な よ う に,,胞i}懸 濁 疲 の 濁 度 砿85。C

そ の 加 熱 に よ っ て低 下 す 老)こ と を 認 め ヒ ガ,テ ゴ 乙3二 れ を

9L=促 進 し,3・.方 繰 でし3初発 の 約6・ 劉 二低 下 す 祖

と が'判 明 し τ=。

100

05

0
0
0

自
O

0

o、 σ～ ◎
馬

●＼ ●
、GL

0:LO'2030

Heatingtime(皿in)

Fig.5-9,Turbidityofsporesuspensionheatedat850Cin

O・ 工 藪Tris一 正ICIbuffer(PH7、2)containingTegoataco4一.

centration◎floOμ9/血:L.AlthoughoD6600fsporesus高

pensionincreasedby21%afteradditionofTegoat30
0C

,thisva工uewascalculatedas100.・ 工nitia10D660

wasOQ283・Sy血b◎1s30,heatedwネthoutTego3●,

heat¶edwithTego,

才.4節 着凛

種 々の物理的,化 学醜 理 に机 て抵捌 勤 強い縮.串

引 講 し,釜 蝉 独 で}まほ とんど劾 果の ない糸件 で∵ 加熱

と両 粧 界 面 …魯`1庄創 と併 用 処 躍 可 う ⊃と に よ・リ,薦 し い・併 用

殺 菌効 果 を・観 療 ず る こ と が で き に(Fig,5.2)。 死 療 は

胞 子 の 熱 沽'腔化 コぐお こる 非 致'玩:的 」温度 ご ¶ず で に客忍萌 られ る

86















'

以 上 の 関 係 式 の フ。ロ ヅ トじ お け う 直豫 ・ら 最 少 自 乗 遺 に

よ 〉τ求 め τ:。

才3節 実 、鵬 果 お よ び 考療

1、 熱 死 滅'に 対 ず る{薬券財乍用 の 反 応 特 粧

0・05Mリ ン 酸 緩 物 疲(pH7.0)中 の 冴・雌 の熱 殖

滅1㍉Fig・6一 工 に 示 しヒ よ う1=,50・c-60・Cの 遍 度

範 囲 内 で131浄 ぽ 一'分 子 反 応 に:従 う こ と を認 め ヒ 。 一方,こ

の リ ン 酸1緩・衝:液 に 両荘.界 面 沽'き蜻5」(テ ゴ15D易 工 ～100

μq/mユ),め る い`ユ ソ,し ビ ン 酸 く0.5～3唐)を 加 え τ加

熱 可 る ζ,才3,5章 で:述ベ ヒ5う な 鶉 し い 薬i剤 の 加 熱 併

用劾 架 がE.oo麗L=つ い マ も認 め ら れr=。 そ れ ら の 庄 発・曲

線 に 蒔,両 荘 界 面;治桟 創 で`7プ ラ ト ーが.ゾ}Lビ ン酸 の:場

合 に 猛3シ ヨル ダ ー姻 魂 わ れ た か',そ れ で れ の 直 徐 部 分 か ら

8
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死滅績 鱒kを 計算 し.,前 頂(5')式 の関係 か らその温

度 傭4疑 釜 々.Fig・6-2,Figρ6-3に ホ しT=・ こ.ら

げ 一 タ η・う.,
.反応 碗 敬 エ ン ダ,し ピ ー(△H㍉,活 ・シ主.

億 ン.ト・ヒ.イ 今s㍉, .融 イ亡帥 工礼 や(.△ の

を く5'),.(6),〈7)式 調 いて 計 算 し,で 淑 ら の ∫直

を.飴bユe6-1に ま とめ .τ=。な ゐ,箔'腔 化 工ネ)し ギ ー(Ea

つ に っ い マLδ(7)式 の 瞬 卿 ・ら,.調 ベ ヒ 温 度 範 囲 内 ご ・τ

ほ ぼ △H㌔.等 い 岨 を と う 嫡 表 示 し・♂か .う仁.蘂 剥 祖.

下 こ の ヨ.θoπ の 熱;殖 澱 に,対 する なaの 値 し3比・較 的 尚 く,.

0

一1

一2

3幽

曼

図

。。
。
日

幾4

洩.Amph6teric・urfactant
＼

一蚤 緊

一 ＼;＼
3.03。13.2

11Tx103

Fig・6-2・Te搬peraturedependepce .ofthetherτ 駐a:Ldeathof

ヨ・ooZ客inthepresenceofamphotericsurfactahtat

variousconceatrations,Cellswereheatedwithampho-

teric.surfact㎝tatac。ncentrati・n・fO(④)
,1(○),

2(△L5(ロ)。 ・10(▽)磐9.P・ 士 孤1i・0.05.恥h・ ・ph・t・

buffer(pH7.0).
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写ig.6囎3◎Te町)eraturedependenceof.thether㎜].de窺thof

百。ooZ客inthepresenceofsorbicacidatvariouscσn-

centrations.Cellswere.heatedwithso士bicacidat

ac㎝centrationofO(●),0.5(O),↓.(△)or3 .(口).

%inO.05Mphosphateもuffer(pH7.0).

イ巴の徹:生 物 に つ い て得 ら れ て い るイ画 ≒匹敵'す る も の で あ る.

ユ55)

両 薬愛1.のイ乍用 を 茄 度イ衣昼41生.(Fig・6-2.,Fiq・.6-3.,

Tab・ ・6一 ・)の 点 か う 比轄 う と,興 嚇 る.熱 塵 摘

ず る:二 とPN"Z"3う 。 す9わ ら,両 荘 界 面 箔 柱 剤 の 場 倉 に ほ
ノ

そ の 搬 の 増 加 と と も に プ ロ ツ ト の 直 線 の 勾 配,し た が ラ

r△H★ て ÷E・)が 急 菰1=減 少 しr=(増/m・ に お け る

108Kcal/moleカ ・三》10}ユ9/卑1 .に おt'}'ll》51Kcal/mole.

ま で)が ・_:宕 の ソ.ル ビ ン酸,で ぼ そ の 狼 度 依 樹 主か 極 め て
,
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'

小3<,△Hの 値 は 薬'剤 未 」添 加 の 場 合7)値(104Kca1/

mO:Le)に ぽ1ま"遡 い イ直 を 涛『・し τこ。

変 動 の 落 し い 両'注 界 面 箔'陛 創 の △H★ ヒ ムS*に っ い て,そ

の 餐 撲 度1・ お けbS直(Table6-1)を プ ロ ッ ト し,Fig.

6-4に 表 わ
.し 「・。 図sg両 着 のeSt・:'直 線 関 伽 臓b立 す る;.と

をホ し て 石 り夕 こ の こ とt3,iの 死 澱 反 応 ・炉 い わ ゆ る エ ン.
110),

ヲル ヒ。一 工 ン ト ロ ピー補'償 則 に従 う 二と と 意 ε床レ て い る 。

二の 関 づ示13次 式 で 表 わ さ れ う 。

ナ ナ
ムS=(1/Tc)△H十b

=二Z㌧Tc3補1償 癒 度(。K)♪bm定 数 で"あ う。=の プ ロ

ッ トの 直蒜 勾.配 か ら 求'め う 」れうTclJ60.9。Cと 計 算 ごM.s.

二拠 跡 自対 的 に 実 鹸 温 度1=追 塘 し ～=値 ごあ う と言 え う.一

あ ソ ル ビ ン酸 の 場 合 に 馬 △♂.と △♂ の 薬剤 浪 農 に 蜘

0

0

0

0
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0
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、。5./

/,。 。6。.9.C

む うむ エ　 ユヨむ

AH*ぐ ・a1/皿 。1・x10-3)

Fig.6.4.Linea。re1。 ・i。。。hipb。 ・wee。 △H㌔ ・d△S氏f・ ・t右 ・

thermaldeathof忍.ooZぢinthepresenceofamphoteric

surfactantatvariousconcentrations(}エ9/m1)indieated

inthefigure.
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筆 しr・SLk1・ ほ1鳶 し い.丁 ゴ ゴ し.,Fig・6-2に み ら れ う5

う1ら 対 照 の薬 剤 漉 希 加 の 場 合 の 直緬3そ の 交,e・zsigら な

n・。に 鴻 う隷 丁・ の 埴 ら 蛋 白難,40)ウ イ.ルス 嚥

不 箔樹 ヒ156)項 辮 ≧燥1・ 」う 酪 母 の購160)1・ っい て輪
の

さ れ マ い る も の に 護レい も の で あ る 。 遅 論 的 にIXフTcて は

麹 胞 の 死 滅15両 腔 界 面 沽'箆 剤 の 濃 慶1=イ 良唇 しTsい 二 と に な

る.一 あ ソ ノLビ ン 酸 の 場 倉(Fig.6-3 ..)1=t;・81r・LN緑 が

平 行 に 近 いTこ め.ワ ト搏 に よ っ で 求 め う れ るTcの づ直 し.さ曳験

ラ&度 を 越 ¶え る ◎ ど 大 と み な す 二 と:か"で き る 。

Fig.6-5とFヰ9.6-6t・t;S, .(8'・)式 を 用 い マ ・ そ 昨

2

1

0
bo
O

一1

一2

夢 〆 多
/

o

0 1 2

LogC

.:Fig.6-5.Relationshipbetweenthet:hermaldeathrateconstaユt

andtheconcentrationofamphotericsUrfactant。..Ce:Lls

wereheatedwithamphotericsurfactantiロ0,`05Mphosphate

buffer(pll7.o)at48(O),50(△)㍉,52(.口)or54(▽)oc。

Dilutioncoeffieientsatabovetempe製at:亡res.吻ere.1.32,1.10,

0,95a豆dO.72,respectively.
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Sorbicacid

_▽/1三

三≒≒一 〆
一2

。一〇 。5.010,5
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Fig.6-6.Relationship1)etweenthethermaldeathratecon-

stantandthecoロcentrationofsorbicacid,Cells

wereheatedwithsorbicacidi豆0,05Mphosphatebuffer

GPH7璽0)at48('()).,50(△).,52(口)or54(▽)oC?

Dilutioncoefficientsatabovetemperatu写eswereI.15,

1。22,1.20and=L.10,respectively.

ぞれ 生存曲線 か ら求 めr二そr温度 に お げ る死 藻速震 定数 と薬

創 濃 度 ζの 関 イ駆 庁ん に。 両 薬 融 ヒ支れ て 齢 閥 伽 ・碍 ら

必r切"》 過 ノ蔓依'唇柚 の願 果 と同様 に,こ の 関係 か うもそ れ

ラの糊 特 勘 オ畦 を才繭 で こ る ・ 両 ル蠕 面 ♪説 翻 二?い

τ ほ,「図 の 直線 の 勾 配,す な わ ラ 灘1の 殺 醐 媛 携 数 な 撮

度 の 上 昇 と と も に低 下 の傾 向 に あ う(48。C'ζ"1。 ぬ か う

54・Cひ ・,72ま で ♪が暫,一 方.ソ1・ ビ ン酸 に っ ・・マ.・}疵

度1・依 韓 ず,ほ と ん ど'淀 て'め ・r}噸(・,電ユ6一 ・,・2)・

ま τ二,両 姓 界 面 沽 柱 創 の 湯 合.Fig.6-5の 箸 直線 を 右

測 く 高濃 良 側)ピ 外 挿 す る と,そ れ う1渉ほ とん ど 一 点 之交

・100 σ
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o

,1曽…界 面.ラ孟41生斉ぽに よ り箔 し く‡曽大 す る=と を明 うか に しr=。

この薬 青幅 加 熱 に δ る 食 遡 耐 駐 イ量下 を 瑠 しく 促 進 ず る と と

も に,蛋 晦 や ジ ピ 〕 リ ン酸 な どの 胞 予 内成 分 の,議 も 顕

箔 に梶 趨 る 験 と訥 醐 ゴ と ひ ら,両4… 瞬 画 箔 齢1・ 註

に,月 勝 補 の鞠 賜 を獄 し,刀 日熱 中 の劇 秘 」 ぴ 死 戴

の:ア ロ セ ス に作 用 す う も の と 編 諭 しビリ

以 よ:の6う に.そ れ ぞ れ 対 象 と す る微 生物 の漫 「類 は 嬰 な

う 穆 調 べ た 糎 の 灘 」の 加 熱 併 電効 県1訪 げ る作 騰 因

・蹟 な り.Fig・C一 ・ に ま と 姐 ・よ う に.加 熱戴 蜘 胞 の

ぞ 《 そ れ 暴 っτ=フ。口 で ヌ に作 用 て「う も の と考 え うれ τ=。

AmphotericAmphoteric

surfactantsurfactant

VI佃LE橘INJURED崎DE佃

_IE堅E匙」
工So「b'cac'd

GROWING

Fig・C-1・Schematicrepresentati◎nofthemodeofactionof

anti盃icrobialagentsonheated血crobialcells.
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