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イ ネ 白葉 枯 病 菌 の 栄 養 生 理 学 的 研 究*

II.炭 素源および新合成培地

田 中 行 久

Studies on the nutritional physiology of Xanthomonas 
      oryzae (Uyeda et Ishiyama) Dowson 

  II. On the carbon source and a new synthetic medium 

              Yukihisa Tanaka

結 言

微生物 の生理学的 研究には,化 合物 としてその量の

明確 なる合成 培地 が必 要で ある.

イネi「葉枯病菌の合成培地 は,す でに向 ら13)に よ

りその組成が 明らか にされてい るが,こ の培地はpH

の調整や,加 熱な どの培地作製上 の処理によつて多量

の沈澱物を生ず る欠点 があるために,細 菌の生育量や

培養 中におけ る特定物 質の消費の有無などを測定す る

さいの障 がい とな る.そ こで,こ のよ うな欠点 のない

培地の出現 が望 まれていた。

酵:揖は第1報 で本菌の窒素源 について明 らかに した

が,11)本 実験 では さらに本菌 によ る炭 素 源 の利用度

や,本 菌の増殖 に最適なC/N率 について検 討 し,こ

の実験結 果か ら従来の培地の もつ欠点のない合成培地

の作製にあ る程度成功の確信を得たので,こ こにその

概 要を とりまとめて報告す る.

実 験 材 料 お よ び 方 法

本実験に用いた基木培地は,第1報 で示 したStarr

培地で ある.7)供 試菌株,培 養方法な らびに生育量の測

定 方法などは,す べて第1報 に準拠 して行なつた・n)

1.炭 素源に関する実験

実験 の目的を 達成す るために,基 本培地 のNH4Cl

を0,2%のNa-glutamateで 置き 換え,glucoseは

除いてその代 りに次記の各種炭素化合物(糖 類 一1%

白機 酸0.2%)を おのおの11i独に添加 して,そ のとき
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の生育量 を求 めた.

供 試炭素化合物の種 類は次 に示 した.

a)糖 類b)有 機酸

 Fructose 

Galactose 

Glucose 

Mannose 

Xylose 

Lactose 

Sucrose 

Starch 

Glycerin 

Mannit

Acetic acid 

a-Ketoglutaric acid 

Citric acid 

Fumaric acid 

Malic acid 

Succinic acid 

Pyrubic acid

2.C/N率 に 関 す る実 験

本 菌 の 窒 素源 お よび 炭 素 源 に 関す る実 験 結 果 か ら,

最 適 窒素 源 にNa-glutalnate,を1炭 素 源 と して

はsucroseを 用 い た,Na-glutamateの 濃度 は,

0.1,0.2,0.5,1.O%の4区 と し,sucroseの 濃 度

は,0.5,1.0,1.5,2.0,3.0の 各 濃 度 区 を 作 つ て本 菌

の最 適C/N率 を求 めた.

実 験 結 果

以 上 の方 法 に基 づ いて 行 な つ た 実験 結 果 を 示 せ ば次

の と お りで あ る.

1.炭 素 化 合 物 の 種類 とイ ネ 白葉 枯病 菌 の 増 殖

a)糖 の種 類 と本 菌 の増 殖

Table1か ら明 らか な よ うに,い ず れ の 糖 類 を 加

え た 場 合 に おい て もよ い増 殖 が認 め られ るが,最 も良

好 な増 殖 を もた ら した もの はsucroseで あ る.次 い

でglucose,galactose,mannit,fructose,glycerin,

mannose,xylose,starchお よ びlactoseの 順 とな

る.

培 地中 のpHの 変 化 を み る と,sucrose,glucose,



Table 1. Effect of various saccharides 

    on the growth of X. oryzae.

galactoseを 添加 した 場 合 に 著 し く酸 性 側 に 傾 い て い

た が,一 方mannitやxyloseで は 逆 に ア ル カ リ側

に変 化 して いた.

Table 2.  Effect of organic acids on the 

    growth of X. oryzae.

Table2か ら明 らか な よ うに,本 菌 の 増殖 を もた ら

した もの は,α-Ketoglutaricacid,fumaricacid,

succinicacidお よびmalicacidな ど で あ り,

aceticacid,citricacid,pyruvicacidで は全 くそ

の 増 殖 を 認 め る こ とが で き な かつ た.

一 般 に増 殖 が 認 め られ た と きの 培 地 中 のpHは ,

ア ル カ リ側 に変 化 して い た.

2.糖 の 種類 と本 菌 の 増殖 な らび に 培 地 のpHの 経

時的 変 化

Table1で,本 菌 の 増 殖 に 良 好 な 糖i類,す な わ ち

sucrose,glucose,fructose,galactoseお よ び

mannoseの5種 類 を お の お の1%ず つ 単 独 に 添 加 し

た場 合 に おけ る本 菌 の経 時 的 な 増殖 状 況 と,培 地 中 の

pHの 変化 につ いて 調 べ た.

そ の結 果 はFig.1とFig.2に 示 す と お りで あ る・

供 試 し5種 類 の糖 類 は,す べ て良 好 な炭 素 源 と して

本 菌 の 増 殖 に 役立 つ て い るが,中 で もsucroseと

glucoseは 特 に良 好 な炭 素 源 で あ る こと を認 めた.

一 方 ,pHの 変化 で は,sucrose,glucosegalactose

の3種 はす べ て 培 地 のpHを 酸 性 に導 く.galactose

で は,培 養5日 目か らpHの 低 下 が始 ま り,し だ い に

Fig. 1. Different saccharides and the growth of X. oryzae 

  with the lapse of time.

酸 度 を増 して い るが,sucroseとglucoseは10-15

H目 頃 か ら 低 下 す る よ うで あ る.fructoseやman-

noseのpHは と もに5回 目か ら ア ル リカ側 に 変化

し,10日,15日,20日 と さ らに そ の変 化 を 続 け る.

この 結 果 はFig.2の と お りで あ る.

3.培 地中のC/N率 と本菌の増殖

Table3か ら明 らかなように,い ずれの 組 合 せに

おいて も窒素濃度が0.1,0.5,1.0%と 重 くな るに し

たがつて増殖 もよ く,pH値 も窒素濃度が1。O%の 場

合 には菌の増殖に好適なpH6.0以 上 の数値を示 して



  Fig. 2. Different saccharides and pH change of media 
     with the lapse of time. 

Table 3. Relation between C/N ratio of the medium and 
       the growth of X. oryzae.

*  OD: Optical density , t PH: final pH of medium, i C : sucrose, § N: Na-glutamate.

い る.さ らに 最 適C/N率 を み る と,sucrose1・5

%,Na-glutamateが1.0%の 組 合 せ で最 大 の 増 殖

を示 した.

以 上 の 実験 結 果か ら,Starr培 地 のglucose0.5%

をsucrose1.5%に,NII4ClO.1%をNa-glutamate

1.0%に お の おの 置 き換 えて,本 菌 の 合成 培地(以 下

S-T合 成 培地)と した.そ の 培 地 組成 は 次 の とお り

で あ る.

Sucrose 1.5 g  B(H3B03) 0.5 fig 
Na-glutamate 1.0 g Ca(CaCO3) 10.0 fig 
KH2PO4 0.2 g Cu(CuSO4.5H20) 1.0 ug 
MgSO4.7I120 0.02 g Fe(FeSO4(NH4)2SO4.6H20) 

10.0-50.Oug 
            I(K I)0.1 tag • 

Mn(MnSO4•H20)1.0-2.0 fig 
              Mo(Mo03) 1.0 ug 

Zn(Zns04.7H20) 5.0 fig

蒸 溜 水 … ……100mlPII・ ・… ・…6・8

4.S-T合 成 培 地 にお け る 本 菌 の 増 殖 培 地 中 のpH

値 お よび 粘 度 の 経時 的 変 化

前項で示 したS-T合 成培地を用いて,本 菌 の 増

殖,培 地中のpH値 および 粘 液物質 の生産に 基づ く

粘度の変化 について,3日 間隔に21日間 経時的 に測定

した.

培 地の粘度 の測定は,培 養 した液体培地 を久保 田製

遠心分離機で6000rpm,15分 間 遠心分離 して細菌体

を除 き,そ の上 澄液 を10mlと つて30℃ の恒槽 中で

オ スワル ド粘度計によ り粘度 を測定 した.粘 度価 は,

水の値を1と した場合の比数 をもつて表示 した.こ の

結 果はTabe4に 示すとお りで ある.

Tab14か ら明 らかなように,本 菌の増殖は接種 後

3日 目か ら顕著に行 なわれ,21日 目までその増加が認

め られた.

これに対 して,pH値 は接種後3日 目にな ると急激

な酸性側への低下 を示 し,9日 目に至 ると最低のpH

値 を示す ようにな る.そ の後再び上昇 して,培 養21日

目には接種時 のpHに 近づいて くる.

一方,培 地 中の粘 度は,接 種後3日 目か ら漸次その

上昇が始 ま り,15日 目に至 ると急激に上昇 して重 い粘



Table 4. Table showing the growth of X. oryzae and difference 

    of pH and viscosity value due to the bacterial growth 

     in S-T synthetic medium.

*  H2O  : 14.44, t A : average.

度を示すよ うにな る.

考 察

本菌の炭素源 については,す で に 石山,2)水 田,3)

Fangら1)お よび渡辺正2)の各報告があ る.石 山,2>水

田3)およびFangら1)の 実験結果 は,い ずれ も半 合

成の肉汁寒天培地あ るいは馬鈴薯煎汁寒天培地におけ

る結果であ るために,細 菌 の栄養要求を確め る上で不

都合な点が多い.

これに対 し,渡 辺は12)合成培地を基本培地 と して本

菌の炭素源を 明らかに し,単 糖類 および複糖類 が最 も

良好な炭素源 であることを認めた,す なわ ち,本 菌の

増殖 はsucroseが 最 良で,こ れに次いでglucose,

mannose,galactoseお よびmaltoseのJ頂 にな ること

を示 した.本 実験 では,sucroseやglucoseを 添加

した場合に特 に良好な増殖 を認 め,そ の他の糖類 でも

渡辺の結果とほぼ同様な傾向を認 めた.

一般に良好な増殖を示す糖類 の場合
,著 しいpHの

低下を認めたが,こ れは恐 ら く上述 した糖類の分解 の

結果生産 され る,中 間代謝産物 の有機酸 によるものと

考え られ る.こ のような傾向は,生 物体 による糖 類の

酸化現象 として説 明され,ま た微生物によ る糖類 の好

気的酸化の場合 も同様な説明がなされてい る.4)

次 に,TCAcycle構 成 有機酸を唯一の炭素源 と し

て加えた場合につ いては,渡 辺 は12)succinicacdiを

与えた場合にのみ,良 好な増殖 の促進が認め られ,炭

素源 と して役立ち うることを明 らかに した.本 実験 で

は,succinicacidの 他 に さ らにα-ketoglutaric

acid,tumaricacidお よ びmalicacidな どに もそ

の利用が認め られ,炭 素源 として利 用され ることが明

らかとなつた.

また沖本 ら5)は,Warburg検 圧計によ る実験で,

pyrvicacidやaceticacidも 本菌によ り酸化 され るこ

とを報告 して,著 者や渡辺の結 果との相違がみ られた.

このよ うな実験結果 の相違は,基 本培地が異な るこ

との他に,基 質の利用 に関す る測定方 法の違いに帰せ

られ ると思 われ る.ま た実験 者による結果の相進はあ

るが,本 菌によつてTCAcycle構 成有機酸のacetic

acid,ct-ketoglutaricacid,fumaricacid,malic

acid,pyruvicacidお よびsuccinicacidな どの 利

用が認め られた ことは,本 菌の代謝経路 にTCAcycle

が存在す る'可能性 が強い.

本菌に関す る合成培地 は,最 初向 ら13)がその紐成を

明 らかに したが,諏 訪9)はこの培地が100℃,30分 の

加熱で沈 澱物 を生成す るのに着 目し,こ の沈澱物が本

菌の増殖 と密接 な関係を有す るのではないか として向

らの培地組成 を一部 改変 し,単 細胞菌の コロニー形成

に良好な培地 を作製 した.

木実験で作製 したS-T合 成培地は,pIIO)調 整や

加熱 などの処 理によつて沈澱物を生 ず ることがない上

に,無 色透明であ ることか ら,光 度計による生育量の

測定が可能 となつた.

しか し,比 濁法 による細菌垂の測定で は,当 然生菌

の他に,死 菌や代 謝産物 までが測定 の 対 照 とな るの

で,生 菌のみを知 るた めには別に他 の方法によて確め

て お く注意が必要 であろう.

摘 要

Starr培 地のNH4Clの 代 りに0.2%のNa-gluta-

mateを 加 えた基本培地 を用 いて,イ ネ}'1葉枯病菌の

炭素源 を調べた.さ らに第1報 の窒素源 に関す る実験

結果か ら,本 菌のC/N率 を求めて,新 合成 培地 を作

製 した.



1.9種 の糖 類 の 中で,特 に良 好 な 増 殖 を もた ら し

た もの には,sucroseとglucoseと が あ り,こ れ に

続 くも の と してfructose,galatose,mannitお よ び

mannoseが あ る.xylose,lactose,starchな どの利

用 は,前 述 の糖 ほ ど良 好 な炭 素 源 で な い.

2.供 試 した7種0)TCAcycle構 成 有 機酸 の 中,

本 菌 の 増 殖 がii忍 め ら れ た もの にα-ketoglutaric

acid,malicacidお よ びsuccinicacidの4種-類 が

あ る.

3.本 菌 の 最 適C/N率 は,C(sucrose)が1.5%,

N(Na-91utamate)が1,0%の と き で,こ の と き最 大

の 生育1†1:を示 した.し た がつ て,Starr培 地 のNH4C1

の 代 りにNa-glutamate1.0%を,0.5%のglucose

の 代 りにsucrose1.5%を そ れ ぞ れ加 えて,本 菌 の合

成 培地(S-T合 成 培 地)を 作 製 した.

4.本 実 験 で 作.製 したS-一"r合 成 培 地 は,無 色透 明

で かつpHの 調 整 や 加 熱 な どの 培地 作製 上 の 処 理 に

よつ て も全 く沈 澱 物 を生 じな い 利点 が あ るので,光 度

計 によ る イ〈菌 の生 育 量の1;]ll定に は き わ めて 好 都 合 で あ

る.
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                                     Summary 

   The results of the experiment concerning the nutritional requirement of Xanthomomonas 
 oryzae on various carbon compounds were described. 

   1. Among nine carbon compounds examined, vigorous growth occurred in the basal media 
with glucose and sucrose as the carbon sources, and fairly good growth occurred with the following 
saccharides : fructose, galactose, mannit, mannose, xylose, lactose and starch. 

   2. Among seven organic acids, TCA cycle member organic acids examined, fairly good growth 
occurred with the following organic acids : a-ketoglutaric acid, fumaric acid and succinic acid. 

   3. As to the relation between the C/N ratio (sucrose/Na-glutamate) of the medium and 

growth of X. oryzae, much vigorous growth was obtained in the case of culture with the concen-
tration of 1.5 per cent sucrose and 1.0 per cent Na-glutamate as the carbon and nitrogen source. 

   4. From the above results odtained, a new synthetic medium for X. oryzae is accomplished 
by modification of Starr's syntetic medium. The composition of a new synthetic medium is as 
follows : sucrose 1.5 g, Na-glutamte 1.0 g, KH2PO4 0.2 g, MgSO4.7H2O 0.02 g, B(H3BO3) 0.5 ug, 
Ca(CaCO3) 10.0 ug, Cu(CuSO4.5H20) 1.0 fig, Fe(FeSO4(NH4)2SO4.6H20) 10.0-50.0 ug,I(KI) 0.1 Sag, Mn 
(MnSO4•lleO)1.0-2.0 ag, Mo (MoO3)1.0 ag, Zn (ZnSO4.7H2O) 5.0 ug and 100 ml of distilled water, PH 
6.8. 
   This modified synthetic medium is suitable for estimation of the bacterial growth by 
means of photometric apparatus because it causes no precipitation in medium by heat treatment. 
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