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緒 論

現 在 わが 国 の 水 質 検 査 の 細 菌 学 的 検査 項 目に

は大 腸 菌 群 測 定 が 採 用 され て い る.し か し大 腸

菌 群 に は 人畜 糞 便 と無 関 係 と考 え られ るErwinia,

 Aeromonasな どの菌 が 生 物性 状 類 似の ため に 包

含 され て お り,人 畜 糞 便 の 汚 染 指標 と して問 題

が あ る こ とは 衆知 の事 実 で あ る.

これ まで 我 々 は よ り適 切 な 汚 染指 標 菌 の 検 索

とい う 目的 で 研 究 を行 な い,大 腸 菌 群 測 定 の 不

合 理 性 を指摘 し腸球 菌 測定 の 有 用性 につ いて 検

討 し報告 して きた1)～6).し か し水の 腸 球 菌 の 検

査 法 は種 々 の培 地 に よ る 各種 方 法 が 考 案 され て

い る もの の,大 腸 菌 群 測定 の よ うに 公 定 法 を決

め て い る 国が 少 な く,我 国 で も水 の 腸球 菌 測定

につ い て は参 考 試 験 程 度 の 記 載 に と ど ま って い

る7),8).そ こ で我 々 は橋 本9)の 推 奨 す る那 須10)の

BTBア ザ イ ドデ キ ス トロー ス培地 を用 い た最

確 数 法(MPN法)とStandard Methods for

 the Examination of Water and Wastewater11)

に記 載 され て い るm-エ ンテ ロ コ ッ カス培 地12)

を用 いた メ ンブ ラ ンフ ィル ター 法(MF法)と

の 比 較検 討 を行 な って み た.

材 料 お よ び 方 法

供 試 菌 お よ び 培 養: Streptococcus faecalis

(St. faecalis), Streptococcus faecium(St.

 faecium), Streptococcus pyogenes(St. pyoge

nes), Staphylococcus aureus(S. aureus) ,

 Escherichia coli(E. coli), (Kl . pneumoniae)

Enterobacter aerogenes(Ent. aerogenes)の7

種 の 菌 を 用 い た. Streptococcusは ブ レ イ ン ハ

ー トイ ン ヒ ュ ー ジ ョ ン ブ イ ヨ ン
,そ の 他 の もの

は 普 通 ブ イ ヨ ン で37℃, 24時 間 静 置 培 養 し て 集

菌 し,生 理 的 食 塩 水 で1回 洗 浄 後,生 理 的 食 塩

水 中 に 菌 数 が102～103個/mlに な る よ う に 懸 濁

し供 試 菌 液 と した.

各 種NaN3濃 度 の 培 地 作 成: BTBア ザ イ ド

デ キ ス ト ロー ス 培 地 の 組 成 を 表1に 示 し,処 定

量 と 記 載 し た 添 加NaN3は 終 濃 度0, 0.01,

 0.015, 0.02, 0.025, 0.03, 0.035, 0.04,

 0.045お よ び0.05%に な る よ う に 加 え,モ ル ト

ン管 に9mlず つ 分 注 し て121℃, 15分 間 高 圧 滅

菌 を 行 な っ た. m-エ ン テ ロ コ ッ カ ス 培 地 の 組

成 は 表2に 示 し,添 加NaN3濃 度 はBTBア ザ

イ ドデ キ ス トロ ー ス 培 地 の 場 合 と 同 様 に 加 え,
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表1　 BTBア ザ イ ドデ キス トロー ス培地の組成

PH. 7.0

表2　 m-エ ン テ ロ コ ッ カ ス培 地 の 組 成

PH. 7.2

121℃, 15分 間 高圧 滅菌 した.滅 菌 後50～60℃

に冷 却 した時 に濾 過 滅 菌 した テ トラ ゾ リウム ク

ロ ラ イ ド溶液(0.25g/ml)を 終 濃 度0.01%に な

る よ うに加 え,滅 菌 シ ャー レに 分 注 し平 板 に 固

め た.

NaN3に よ る生 育 阻 害 実 験:供 試 菌 液 を各

NaN3濃 度 のBTBア ザ イ ドデ キ ス トロー ス培

地5本 に1mlず つ 加 え37℃, 48時 間 培養 し1本

で も培 地 の 黄 変 と混 濁 が み られ た もの を生 育 し

た もの と判 定 した.ま た 各NaN3濃 度 のm-エ

ン テ ロ コ ッ カ ス培 地2枚 の 表 面 に滅 菌 メ ンブ ラ

ン フ ィル ター(0.45μ)を 置 き,そ の 表 面 に供 試

菌 液0.1mlを コンラジ棒 で 拡 げ37℃, 48時 間 培

養 し,コ ロニ ー が1つ で も出 現 した もの を生 育

した もの と判 定 した.

野 外材 料 に よ るMPN法 とMF法 の比 較:

岡 山 県 の三 大 河 川 で あ る吉 井 川 水 系 か ら熊 山橋

(類 型B)・ 永安 橋(類 型B),旭 川 水 系 か ら合

同堰(類 型A)・ 桜 橋(類 型B)・ 旭 川大 橋(類

型B)・ 清 内僑(類 型C),高 梁 川水 系 か ら湛 井

堰(類 型A)・ 霞 橋(類 型B)の8地 点 を選 び,

昭和52～57年 の6年 間 に わ た り腸球 菌数 の 測 定

をMPN法 とMF法 の 両 法 に よ り300例 につ い

て行 な っ た. MPN法 はNaN3濃 度0.025%の

BTBア ザ イ ドデ キ ス トロー ス培 地 を用 い,検

水の3段 階10倍 希 釈 系列 ご と各5本 の接 種 を行

ない, 37℃, 48時 間 後 に培 地 の黄 変 と混 濁 が 認

め られ た 試験 管数 か ら検 水100ml中 のMPNを

最 確 数 表 か ら求 め た. MF法 はNaN3濃 度0.04

%の 市 販m-エ ンテ ロ コ ッカ ス培 地(Difco製)

を用 い,検 水10～100mlを メ ン ブ ラ ン フ ィル タ

ー(0 .45μ)で 濾 過 した もの を平 板 培 地 上 に 置

き, 37℃, 48時 間 後 に 出現 した 赤 ～ 橙 色 の コ ロ

ニ ー数 に よ り検 水100ml中 の菌 数 を求 め た.

結 果

NaN3に よ る生 育 阻 害:表3は 各NaN3濃 度

表3　 NaN3各 種 濃度 添加のBTBア ザ イ ドデキ ス トロー ス培地での生育 テ ス ト

+生 育, -生 育せ ず
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表4　 NaN3各 種 濃度 添加 のm-エ ンテロ コッカス培地 での生育 テ ス ト

+生 育, -生 育せ ず

図1　 MPN法 とMF法 に よ り測定 された腸球菌数 の相関性
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のBTBア ザ イ ドデ キ ス トロー ス培 地 に お け る

菌 の 生 育 を示 して い る.腸 球 菌 で あ るSt. fae

calis, St. faeciumはNaN3濃 度 が0 .045%ま で

は 完 全 に生 育 した が,他 の菌 はNaN3濃 度 が

0.02%で 完 全 に生 育 を阻 害 され た .こ の結 果 か

らNaN3濃 度 と して0.025%が 適 当 と考 え,野

外調 査 に も この 濃 度 の もの を用 い た.

表4は 各NaN3濃 度m-エ ンテ ロコ ッカス培 地

に お け る 菌 の 生 育 を 示 し て い る.腸 球 菌 は

NaN3濃 度0.05%で も完 全 に 生 育 した が,他 の

菌 で はSt. pyogenesが0.03%ま で生 育 した もの

の,そ の 他 は0.01%で も生 育 を 阻害 され た .こ

の 結 果 は 市 販 のm-エ ンテ ロ コ ッカ ス培 地 の

NaN3濃 度 が0.04%で あ る こ とが 極 め て 適切 で

あ る こ とを示 して い る.

野 外材 料 に よるMPN法 とMF法 の 比 較:

図1は 野 外材 料300例 のMPN法 とMF法 に よ

る腸 球 菌 数 測定 の結 果 を両 対 数 グラ フに プ ロ ッ

トした もの で あ る. MPN法 で は測 定 菌 数 値 の

求 め 方 か ら して,あ る程 度 同 じ菌 数 群 と して得

られ,菌 数 が 少 な い 時 は特 に そ の傾 向が 著 明 で

あ る. MF法 は菌 数 の 多い場 合 は算 定 に 難 点 が

あ る が菌 数 の 多少 に か か わ らず正 確 な値 を与 え

て くれ る.し か しMPN法 とMF法 の測 定 値 は

ほ ぼy=xの 直 線 に 近 似 さ れ,ま た相 関 係 数r

=0.88と 高 い 相 関 を示 した .

考 察

公 共 用 水 の 水 質 汚染 指 標 と して腸 球 菌 測 定 を

導 入 して い るの は ヨー ロ ッパや ア メ リカ に い く

つ か の例 が あ るが,確 実 な 方法 や 数 値 を示 して

い るの はEC諸 国 の 水 浴場 に お け る例 が み られ

るの み で,そ の場 合100個/100mlを 上 げ て い る.

方 法 と して はLitsky法13)に よ るMPN法 ま た

はMF法 を用 い て 行 な うこ とに な っ て い る.わ

が 国 で は 水 質 汚染 指 標 と して の腸 球 菌 測 定 の 公

定 法 は な い が,食 品衛 生 面 に お い て は測 定 法 が

食 品衛 生 検 査 指 針14)に 記載 さ れ て い る.こ れ は

堀 江 らの 開 発 した アザ イ ドクエ ン酸 培 地 に よ る

MPN法15)で あ り,特 に冷 凍 食 品の 汚染 指 標 と

して 腸 球 菌 測 定 が す ぐれ て い る と考 え られ て い

る.堀 江 は ま た アザ イ ドエ ス ク リン寒 天 培 地 を

考 案 して,そ れ に よ る コ ロ ニ-計 算 法 も確 立 し

てい る.そ して 両 法 を用 い て冷 凍 魚 介類 につ い

て 検 討 し,よ い相 関 が み られ た と報 告 して い る.

我 々は 公 共 用 水 の 糞 便 汚 染 指 標 と して の腸 球

菌 測 定 の 有 用 性 を検 討 す る 目的 の一 環 と して,

 BTBア ザ イ ドデ キス トロー ス培地 を用 い たMPN

法 とm-エ ン テ ロ コ ッ カ ス培 地 を用 い たMF法

の比 較 検 討 を行 な った.ま ず は じめ に腸 球 菌 の

選 択 性 に 対 す る最 も適切 なNaN3濃 度 を検 討 し,

 BTBア ザ イ ドデキ ス トロー ス培 地 を用 いたMPN

法 のNaN3濃 度 は 橋 本 も推 奨 して い る0.025%

が 最 もよ い と結 論 され た.橋 本 は 那 須10)の 考 案

したNaN3濃 度0.02%の 培 地 で は 多種 多様 の 菌

が存 在 した り菌 量 の 多い 試 料 で はNaN3の 抑制

作 用 が 十 分 で な い と述 べ て い る.一 方, m-エ

ンテ ロ コ ッカ ス培 地 に よ るMF法 のNaN3濃 度

は,市 販 培 地 の 濃 度 の0.04%が 適切 であ る と考

え られ た.こ の よ うに液 体 培 地 にお いてはNaN3

に よ る腸 球 菌 以 外 の 菌 の 生 育 抑 制 は 低 濃 度 で よ

く,寒 天 培 地 上 に メ ンブ ラ ンフ ィル ター を置 き

そ の上 に菌 を培 養 す るMF法 で は や や 高 濃 度 の

もの を必 要 と した.

とこ ろ で腸 球 菌 の 選 択 培 地 は 多種 考 案 され て

お り,こ れ に 関 して 多 くの報 告 が あ るが,10),17),18)

公共 用 水 の試 験 に 最 も適 した もの を決 定 す る必

要 が あ り,諸 外国 との 統 一 性 も考 慮 す る こ とが

必要 で あ ろ う.我 々の 長 年 行 な って きた 検査 経

験か ら,例 数 を 多 くこ な さ なけ れ ば な らな い ル

チンワー クには手 技の簡単 なMPN法 が 便利 であ り,

そ して腸 球 菌 数 が 多 い場 合 は 本 法 に よ る算 定 で

十 分正 確 な値 が 得 られ る と考 え る.し か し,い

か に適 正 な希 釈 系 列 を使 用 す るか は 経 験 が お お

い に 左右 す る点 は あ る.ま た 菌数 の 少 な い場 合,

 MPN表 か ら算 定 す る とあ る菌 数 群 に 収 れ んす

るこ とは不 可 避 で不 正 確 さは まぬ が れ な い.し

た が って菌 数 が 少 ない 場 合 の 腸 球 菌 測 定 で は

MF法 に よ る 測定 の 方 が 正 確 な こ とが 多 く,互

い に一 長 一 短 が あ る.し か し全般 を通 じて 両 法

は 高 い相 関(r=0.88)が み られ る こ とは 事 実 で

あ る.要 は両 法 を併 用 す るか,上 に 述 べ た よ う

に菌 数 を推 定 して 両 法 を使 い分 け る こ と も一 法

で あ る.
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結 論

水 の 腸 球 菌 検 査 法 を 検 討 す る 目的 でBTB

アザ イ ドデ キ ス トロー ス培 地 を用 い たMPN法

とm-エ ン テ ロ コ ッカ ス培 地 を用 い たMF法 を

比 較 検 討 し た.

腸 球 菌 の 選 択 に 用 い られ るNaN3濃 度 の 適 性

値 を両 培 地 に お い て検 討 した とこ ろ, BTBア

ザ イ ドデ キ ス トロー ス培 地 に よ るMPN法 では

NaN3濃 度0.025%, m-エ ン テ ロ コ ッカ ス培 地

に よるMF法 で はNaN3濃 度0.04%が 最 適 で あ

る こ とが わか っ た.こ のNaN3濃 度 の培 地 を用

い て(m-エ ン テ ロ コ ッカ ス培 地 は 市 販 品)野

外調 査 を行 な い300例 よ り両 法 の相 関性 を検 討

した とこ ろ相 関 係 数 はr=0.88と 高 く,ど ち ら

の 方 法 を用 い て も さ しつ か えな い こ とが 判 明 し

た.し か し,操 作 の 簡 便性 か らはMPN法 が す

ぐれ て お り,サ ンプ ル 中 の 腸球 菌 数 が 少 ない 場

合 はMF法 が 正確 で あ る と考 え られ た.
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Fundamental studies on enterococci as a pollution indicator of water

Izumi KOUJIMA, Yasumi MORI, Junji SHIODE,

 Tomoaki NAKAMURA, Kaoru TERASAKA, Kentaro SHIDA, 

Yoshikazu HIRAI, Yasuhiro KANEMASA and Kazuya AKATSUKA

Department of Microbiology and School for Medical Technology,

 Okayama University Medical School.

In order to develop an enterococci assay method as a pollution indicator of water 

or waste water, the most probable number (MPN) method using BTB azide dextrose 
and the membrane filter (MF) method using m-enterococcus agar were compared 

as to usefulness and simplicity. The appropriate concentration of NaN3 in the media 

to permit selective growth of enterococci was determined to be 0.025% NaN3 in the case 
of the MPN method, and 0.04% in the case of the MF method. Three hundred specimens 

from river water were tested by the MPN and MF methods. The correlation coefficient 

between the results was high enough to draw the conclusion that both methods were useful. 
The MPN method can be recommended as a simple procedure, and the MF method as an 

accurate assay, especially when specimens contain small numbers of bacteria.


