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わが国における食中毒原因食品は水産物を最多としており，最近はその大部分が腸炎ビプリオ Vibrio

μrahaemoりticus(以下，本菌と略記)によるといわれている.本薗は海洋性細菌なので，先ず魚、貝類Iこ

付着しそれを介して食中毒をおこすものと考えられているの.

一般に魚貝類は漁獲後氷蔵あるいは凍結冷蔵をされて市場lこ出荷される場合が多い.一方，本薗は低

温lこは弱いことが知られている. 1JUえぱ，我妻2)は3%食塩加寒天培養基 kの本菌が 2-5"Cで15-30

日聞にほとんど死滅したことを見ている.従ってもしも，魚貝類に付着した本薗が冷厳されることによ

って短期間内に死滅するものならば，魚、貝類を冷蔵することは本菌による食中毒予防lこ期待がもてるも

のと考えられた.

そこで，本薗の O'C以下の低温底抗性IC関する基礎的実験を行なった.その結果，本歯はたしかに

低温lこは弱o>が，魚肉に多量に付着した場合には 20"Cでも相当期間生存することが判明したので，

I二記の期待は食品衛生上からは大してできないことを知った.

昭和39年10月6日，日本水産学会秋季大会で、本実験の大要を口演したが， ここにその詳細を報告する.

実験材料および方法

供試菌株

昭和38年 9月，著宿ら3)が大阪湾底質から分離した本菌の生物 I型薗と H型菌.新らしく人糞から分

離した大腸菌で 3%食器加寒天培地lこよく発育した菌株を対照用とした.

菌数測定用培地

肉エキス 0.4%，ベプトン 1%，ブドウ糖 0.1%，寒天 1.5%の組成の市販寒天培地(栄研)に食塩

3%およびティポーノレ0.01%を添加し pHを7.41こ修正， 121 'C 15分間滅菌したものを丹H>た.

純培養実験法

各供誠菌をそれぞれ 3%食l盆加ペプトン;./<中に37"C181時間増菌倍養し，その Imlを減損した 3%食

指ik99mllこ混釈し，吏lこ混釈した 3段階の薗液を作った.各稀釈段階における菌液 Iml当たりの菌数

は Table1の0時間日のとおりであった. 各稀釈菌液 Imlずつを， 滅菌したポリエステノレ製ペトリ阻

(筏90mm，深さ 13mm) に分取し，これに菌数測定用培地を約 2仇nl注加して常法通り混合，平板に同

め1Il1の長の方を合せ重ねて 2枚 l組として直ちに 20'C， -lO"Cと O'Cの冷蔵室内K放置した.

一定時間後にペトリ凶 l組を取り出して 37"C24時間培差し，発育したコロニー数の平均値を以てそ



Table 1. Changes in the bacterial number of the agar plate* inoculated with Viルioparahaemolyticωor 
Escherichia coli during storage at -20， -10， and OOC --A 

Elapsed time in hrs ( -200C) 。 0.5 2 5 10 24 48 96 

V.PGrahame oりIf)川 S
5. 0 x 105 6. 3 X 104 5. 6 X 104 3. 0 x 104 。
5.0xl03 8.9xl03 3.3xl03 2.5x101 。

(biotyp 
5.0xl01 4.6xl01 2.2xl01 。

V.parahaemDoe りItIzcus 
[l l×10613×附 6.4x山 4.4x104 4以附 4以 102 1.6xlO 。
1. 1 X 104 5. 0 x 10' 1. 5 x 10' 1. 0 X 102 0 

(biotype 11) 1. 1 X 102 7.5 X 101 1. 7 X 101 0 

1.4Xl06 1.4xl06 1. 3x 106 I.OxlO5 5.0x104 3.0xlO' 2.5Xl04 I.Ixl04 。
E. coli I 1. 4x 104 1. 4x 10' 1. 2x 10' 9. Ox 10' 1. 4x 10' 7. Ox 102 7. 3x 10' 1. 2x 10' 。

1. 4 X 102 1. 4 x 102 1. 1 x 102 6. 0 x 101 2. 8 X 101 1. 6 X 101 8. 0 x 100 。
Elapsed time in hrs (ー WOC) 。 5 10 24 48 96 148 264 

V.parahaempe oりIt)zcω 
5. Ox 105 2. 6x 104 4. 5x 101 。
5. Ox 103 1. 9X 103 。

(bioty 5.0XI01 7.0xIOO 。 E高

V.parahdemDe o{yItI icus 
|I lX10621×川1.3 x 10' 3.2 x 10 。
1. 1 x 10' 2.0 X 103 1. 4 X 102 0 (biotype 11) 1. 1 X 102 2. 5 X 101 0 争時
1. 4 X 106 1. 4 x 10' 1. 3 x 105 1. 3 X 105 1. 0 x 105 7. 5 x 10' 3. 2 X 103 3. 5 X 101 。

III E. coli I 1.4xlO' I.lxlO' 5.0x103 4.2x103 2.5xI0' 9.5x10' 。
1.4xl02 1.3xlO2 6.0x101 2.8x101 2.3x101 。

Elapsed time in days (OOC) 。 0.5 2 3 4 7 11 17 25 28 40 

V.PMahame oltI) uus 
5. 0 X 105 3. 5 x 103 3. 9 x 10' 5. 1 x 101 2. 0 X 101 。
5. Ox 103 2.1 X 101 。

(biotyp 5. Ox 101 。
V.parahaeme olyItI zcus 

I.IxlO6 1. 6x 104 9. 2x 103 4. Ox 103 7. 3x 102 2. 8x 102 3. 9x 101 

I.lxlO' 1. 8 X 101 8. 0 x 100 。 。
(biotype II) 1. 1 X 102 。

1. 4x 106 1. 4x 106 1. 4x 106 2. Ox 105 2. 0 X 105 1. 8 X 105 1. 4 X 105 1. 2 X 105 5. 4 x 10' 3. 9 x 10' 
E. coli I 1. 4x 10' 9.1 x 10' 1. 2x 10' 1. Ox 10' 1. 0 x 10' 5. 4 X 103 5. 1 X 103 3. 5 X 103 5. 6x 10' 7. 7x 101 

1. 4 X 102 1. 4 X 102 1. 3 x 10' 1. 1 x 10' 8.1 X 101 5. Ox 101 4. 4x 101 1. 9x 101 8.0x 100 。
Figures represent the average number of viable cell count in the plates duplicated. 

* The agar medium was prepared with a nutrient agar containing 3% NaCl and 0.01 %‘teepol'. 
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の時間までの生残菌数とした.

魚肉培聾実験法

本菌の生物 I型菌および大腸菌を 3%食塩加ベプトン水中K3rC 18時間増菌し，その IOrnIを滅菌

した 3%食塩水 200mllC混釈した，乙の混釈菌液 Imllこは I型菌は 6.7x 106，大腸菌は 6.6x 105存

在した.市阪のマグロ背部肉を 1cm3 I乙切断した切身の必要個数をこの混釈菌液中IL約 30分間浸潰し，

あらかじめ滅菌し所定温度IC冷却しておいたポリエステル製ペトリ皿内に 2個ずつの汚染切身を入れ，

直ちに-200C，-lOoCとOOCの冷蔵室内K重ねる乙となしに放置した.

一定時間後lζペトリ皿 l枚ずつを取り出し，内部の切身 2個を別々に滅菌 3%食塩水中Kホモジナイ

ズし，常法K従って段階稀釈をして平均生菌数を計測した.ただし，マグロ切身Kはすでに 3%食塩加

寒天培地IC発育する細菌が切身 1個当り1.8x 103付着していたので，供試菌を混じない滅菌 3%食塩

水中K同様処理をしたマグロ切身について空試験を同時に行ない，上記生菌数から差し引いて供試菌の

生残菌数とした.

Table 2. Changes in the bacterial number of the tuna meat* inoculated with 

Vihrio parahaemolyticus or Escherichia coli during storage at -20， -10， 
and OOC 

Elapsed time in hrs (-200C) 。 2 4 9 24 48 

V.parahdempoe 砂It)icus 
(bioty 

2.1 X 106 1. Ox 106 5. Ox 105 4. 8x 10' 4. Ox 10' 1. 5x 10' 

E. coli 3.2xlO' 2.7x105 2.2xlO' 1. 2x 10' 1. 6 x 10' 9. 4 X 104 

Other bacteria** 1. 8x 103 1. 6x 103 1. 5x 103 1. 4x 103 9. 6x 102 7. Ox 102 

Elapsed time in hrs (-IO'C) 。 5 10 25 49 120 

Y.parahaempe o{yIt) icω 
(bioty 

2.1 X 106 1. 9x 106 1. 3 X IOs 9. 5 X 105 4. 4 x 10' 1. 5x 10' 

E. coli 3. 2 x 10' 2. 6 x 10' 2. 2 x 10' 2. 3 x 10' 1. 5 x 10' 1. 8x 10' 

Other bacteria料 1. 8 X 103 1. 8 X 103 1. 8 X 103 1.7x103 1. 7x 103 1. 7x 103 

Elapsed time in days (OOC) 。 2 5 9 14 21 

V.parahaempe olyIt) icus 
(bioty 

2. 1 X 106 2. 1 X 106 2. 7 x 10' 2.4 X 104 2.3 X 104 2. 7 x 10' 

E. coli 3. 2x 105 2. Ox 105 2. Ox 10' 1. 5x 105 8. 7x 104 7. 3x 10' 

Other bacteria** 1. 8 X 103 2. 1 X 103 2. 9 X 103 4. 7 X 103 9. 9 X 103 4. 7 x 10' 

Figures represent the average number of viable cell count in the tuna meat pieces duplicated. 

* The dorsal part of tuna muscle was cut to 1 cm" pieces. 

料 Otherbacteria are the original microorganisms which had contaminated the tuna meat. 

実験結果および考察

純t音益実験の結果を Table1 K示す.すなわち，本菌の生物 I型菌は -200CI乙放置された場合Kは

初菌数が少ないと 2時間，非常に多くても 5時間以内IC死滅した -IOOCでは-200Cよりは生残時間

が延長されたが初菌数の多いものでも10時間以内には死滅した.また， OOCでは初菌数が少ないと半日，

多くても 4日以内で死滅した.

生物H型薗は， 1型薗よりも各段階の初菌数が約 2倍多いので両者を直ちに比較する乙とは危険では

あるが， 1型菌よりは低温低抗力が多少強い傾向が見られる. しかし，ー 100C以下では約 1日間でほ

とんどが死滅した.これが OOCでは初菌数が多いと 17日間も生残した.
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ここで疑問の生じるのは. n型菌の初菌数I.lxlO6がー100Cでは 24時間で死滅したのに. -20・c
では24時間目になおI.6x102の生残菌がある点である.この原因は使用した寒天培養基の冷却曲線を
示した Fig.l!C見られるように，ー100Cでは過冷却現象が生じ. -20oC放置よりも放置後20分前後
の冷却皮が大であったためと思われる.事実.Table 1の 1時凶日の菌数を見ると. -20oCでは 6.4x
10' IC対しー100Cでは 2.1x 10'と既K3分の lの生残菌数にすぎない. この過冷却現象は，培養基の
冷却曲線を知るためにサーミスターを用いて経時的K温度測定を3同行なった内 2回見られた. これに
対し，ー200Cでは同じく 3回測定中 l度もこの現象が見られなかった.
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Fig. 1. The freezing curves of the agar medium (2 mm  tbick plate) in a plastic Petri・dish.
Temperatures plotted were taken at the central part of materials. 
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Fig. 2. The freezing curves of the tuna meat (1 cm3 piece). 
Temperatures p10tted were taken at the central part of materials. 

一---at _lOoC refrigerator 
一一-at -20oC refrigerator 

対照の大腸菌は RAJらのあるいは FELSTEHAUSENら5)も認めているように低温には比較的弱い細菌
である.本実験でも -20oCでは 4日以内. _lOoCでは11日以内IC死滅した. しかし.OOCでは初菌
数が多いと40日以上も生残した.

以上のことから，本菌は大腸菌l乙較べても低温には非常に弱 ~l菌種であることは明らかである. これ
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を以て直ちに冷蔵・冷凍魚貝類は本菌による食中毒lこ対し安全であるとはいえない.なぜならば，本実

験は人工的な倍養基に単独接積した特別な場合であるからである.次lζ，魚肉に接種した場合を行なっ

た.ただし，真の食中毒菌とされる生物 I型菌と対照の大腸菌のみを使用した.その結果を Table2 {こ

示す.

この表を見ると，実験期間中にすべてが死滅した仰lは一つもないので考察に不便である. この表から

検軸に放置期fltJ，縦軸 lこ生残菌数の対~をl絞った死滅曲線を画いて(本文;には凶を略した)以下考察を

すすめることにする.

生物 1Ji'111iは 200C政置でがJ6時間までに急減し以降一漸減したが， 48時間後でも初菌数の約 7%が

生き残った.-lOoCでは初めからi斬減傾向を示したが， 120時間後でも約 7%が生き残った.また.00C

ではいわゆるシグモイド曲線を画き，放置後 2I:lないし 5日間l乙急減したが以降はほとんど死滅が見ら

れなかった.対照の大腸菌は各放置温度とも初めから漸減傾向を示した.

すなわち，本薗が魚、肉lこ付着した場合には. O'C以下lこ冷蔵されると次第に付着菌が死滅はするが，

たとえ 200C (こ冷凍されても，その付泣菌数lこもよるが知一時間内に死滅しつくすとはいえない RAJ

ら4)が大腸菌その他を用いて冷凍のカキあるいはブイツシュスティクで実験し論じているように，魚u
肉という高蛋白質成分を有するli¥地ではi足並ilCl}l}l)本長iも生存期間が延長されることが判明した.

なお， Table 2を見ると生物 I型菌の初菌数が/plじであるのにー IOCCの120時間目の生残菌数が O'C

の 5日目(120時間目)よりも多い.この事からー IO'Cよりも O'Cの方が死滅率が大であると即断は

できない.純t者養実験でもこのようなことは見られなかった.また Table2 !ζ示すようにマグロ切身に

付着していた供試歯外の雑菌が. -20'・-IO'Cでは漸減したのに対し O'Cでは漸増した.例えば

←IO'C 120時間日における I型菌数対雑菌数は約 90:1であるのに. O'C 5 U目のそれが約 10: 1で

ある.すなわち， O'C においては特に雑菌の I型菌に対する何らかの阻害作用があったのではないかと

考えられるからである.事実，各放置温度区の最終試料についての検査であるが，生菌数を測定したコ

ロニーを釣薗し，場江らs) の3%食塩加サッカロース・ 7クトース・ 7 ンニット寒天培地lこ穿刺してそ

の黄変を見る方法で I型菌の定性試験を行なった結呆，← 10'C120時間白の発育コロニーはほとすど I

型薗であり. O'C 21 L1 自のは 3分の lが I型菌であった.すなわち，菌数測定のための l枚のベトリ

1111内の I型菌の発育は 10'Cのは純粋培養!C近く. O'Cのは雑菌と混在状態にあることが認められた.

この定性試験から推察するとーIO'Cよりも O'Cの方が菌種聞の指抗作}fjが大であったと思われる.

Fig. 2!乙マグロ切身の冷却曲線を示すが，寒天培地で見られた -100Cでの過冷却現象は 3/月繰返し

測定中 l度も見られなかった.

これを要するに，本菌は低温抵抗性が著しく弱いことは修かであるが，魚肉lこ付着した場合lこはその

抵抗性が相当に強化されることは注目すべき点である.従って，本菌付着の恐れのある魚、貝類を，長期

間凍結冷蔵した場合はともかく，短期間冷厳・凍結処理することによって本菌を死滅せしめて食中毒を

予防しようとすることは，食品衛生上から期待できないように考えられる.

摘 要

( 1 ) 腸炎ビプリォ VibrioparahaemolyticusのOOC以下における低温抵抗力を調べた.

(2 ) 寒天I吉養基lこ接種し純粋培養状態でー200C，ー IO'Cおよび OOC1こ放置すると，接腕菌量に

より多少の長短はあるが，接樟菌全部が相当短期間内lこ死滅した.

(3) ilil坂7 グロ切身lこ接続して同様な放置試験を行なった結呆は，短期間では全部が死滅しなかっ

た.

(4) )湯炎ビプリオ付着の恐れのある魚貝類を冷蔵・冷凍することによって，短期間lこ本的ーを死滅さ

せて食中毒を予防しようとすることはできないであろうと論じた.
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SUMMARY 

Vibrio Parahaemoりticus，a major causative organism of food po即 ningin Japan， is known to be 
widely distributed in the coastaJ sea areas， and Jt is supposed that the marine products， such as白sh
and cuttIefish， may be previousJy contaminated with the or宮anismsin sea water before landing. 
Furthermore. it has seemed that the organism is weak under low temperature conditions 

The present study was carried out on the resistivity of the organism for the culture at low tem-
perature. On the pure cultures with an agar medium at -20，ー 10，and OOC， they became extinct in 
a short period of stora貯 time(Table 1). But on the similar experiments using tuna meat pieces 
inoculated with the or耳anisms，a considerabJe number of them survived for a Jong time unexpectedly 
(TabJe 2). 

Therefore， from the food hygiene point of view， it was found that the insufficient refrigerated or 
frozen marine products which had been attacked by the organisms are no safe foodstuffs from the 
susceptible of poisonin宮・


