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16 (1964) 

I. 始め に

！防1人］細菌科の鑑J)IJをかねた新 Lい｛i在1l.忍J/rJ也の研究

休 ff i）~，木村行I~. JIJ-1去、 lilt( f, ft~'UI I弘r.:i:~; 11<γf：γ 

Studies on a New Differential--confirmatory Medium 

for the Family Enterobacteriaceae 

Kohtaku HAYASIII, Miyako KIMUI{/¥, Junko TANCO, 

Hir叫rnSANOGA¥¥'."-and Nobuko SuzuK1 

従米防｜付記lll1WHの確1i.iJ(;:J也とし℃汎JIJ ~~ .t l てし、るものに TSIJt'~： J也， l) Kli父lc1・－｝ ＼‘がどらり p

これらの土庁地の Jf1J也！っ！！？見でl土k）防1¥:ii1J:i, Sh igella J,,.rt Salmonella i,~111 't j, ~，｛J；り1]; :'. 11J能である

が， Salmonella}i'J!iと ProteusI，·~，七／二 i 土 Shigel la !,·J~ と Mor・ganella, Rctt昨 iでlla.Pr・ovid-

encia 1fr~ ｝，~ との錯（；！，JIJ I土不11Ifi'tなことがちい． ［か l.i・.＇；：にl臨床牧点下にi’JL、 ；仁 1九・oteus.1,,J:, Pro-

videncia ht~1＼と Shigella kr:,, Salmonella l,,.r:1 't と守鑑別する必 •J;:：がら！＼ ，：；ペ：'i以上.－~·1:1正日IJ

をかねた舵JiJ;'1J也がl):fl(；ビ Jiu~ いんて削干ljであんう． これ1でJ[JL 、られて、~： ,'·lj:;•:’ j .:: '/: . ) i’k j ;,;lJt'~·Jili ＇土

4 Li. l1C.；系がもっともナぐれて，tc;I), Par・adakis:n(1960）は dulcitolsucn>S1.' salicin－」ron-

urea-agarの5反応ぷをもっJ山由を出合したが， ニjL i上 Salmonella Iハ；｛，；，＇；｝IJJ?J:J_;_・二日J ノー：，！防

1J'.lt11nw全般についての確i出J/'jJ山では／r..ぃ．

そこで Kligler I白地な Ji1.~Mt として PPA 反応をも J11j ・ J:;';・J也｜：で！よ！ぶさ v止1λ ：• • '~ .-., ！’トな1¥J＼立

たところ）すrJ明の 11（！せを.diLうるt11凡な件f’このでここにmr1；・する．

II. PPA反応の再検討

Henriksen and Clossり（1938) （土 Proteusが phenylalanine （以トー Phc. : ii日ナ） より

phenyl pyruvic acid （以下 PPAと略す）合＇I＝.山ずることを1i'.iめ，主 i:> ;.:::. Stumpf and Green") 

(1944）はこれに関与する酸化i'lサ）j』~アミノ，~rぷにJ一八、て印行した． どtニ Henril-王sen')(1950）は

urease-testと比l絞して PPA反応をJf1いて）場JJ＇＿］制ll1勾のう、ら Proteusb；を館~：JI] Lぺ心』「く、、れた

hWを刀ミ L, Clark and Shaw7) (1954）も Proteus,Providence 併の孔刀；二 li,n1ι七）心，t：をノJヒ

すことを報告した． さらに Singerand Volcani8) (1955）がミ；flらの仰が数何JγJ’fノ円支を対

応する αーケト酸にする反応にN~づいて tryptophan,tr JI Jいて Proteus,PrO¥ァidenceif千を能別

してし、る．その後本Li応は Stewartり（1959）により筒見化されたが，従 jミト）~；lj、：；flてL、，＇ニ尚； 1i.{{, 

J:ff J也と［rtlじく｜寸一倍J也I；でこの）：／.lie.；を検しうるという刊行'i・はたい．

）店法では PPA反応には疏酸が必要であるとされてし、ること，欽J7,i£のi存if支の強fl伎-l'l：，俗化IY.J脱

アミノ反応の:i~ ）i1 pHがアルカリ側であることと，土庁j也j：でこれら反応たい二三せ，：） /'._~d) iこは必

然、的に菌の増殖が要求されるなど示店した点が多く，確認土庁地に加えると L、ベぷ.！＇...＿（.工 tr..されてL、

ない．これらの矛店を解決するためにまず PPA 反応のll試を行なってイ｛ lj.f.~~ ，＇）必叫に Lてか

っ段少の条件を検，Hした．

i ）硫酸の必要性

実験条件：原法に従い， dl-Phe.2 mg/mlを含む生珂！食血液および Proteusvulgarisの18

時間培養菌体の 1mg/ml '1=.flfl食塩液浮遊液を調製しそれぞれ pH7.4に修正 L. 1 mlづつ

を混合して 37°C1時間反応させる． この反応波 2ml対して， 1096~iI化日二J'.i:山政 1 ～数摘、合
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加えた徒、 2{f下iこhiJ，；耐u唆添加群と無添加J；下とす心．

Table 1. Additive e百ectof sulfric acid on PP A reaction 

Sulfric acid 
Added Not added 

Species 

Proteus mirabilis 88 Cl• :1ト +f十

Proteus vulgaris OX-2 Hト ｜十

Proteus morganii S-58 件I・ +f十

Proteus rettgeri ES 84 ｛ト

Providencia 157 0--11 +fト 十ト

ゾ司会成杭： Table 1の／，l[！く！;x:)c.；彼に統般を添加すること（土必須条件で（土止にく，－JI：添加昨は添

加l併に比べてペコペコ＿r1!:（立が小jL、f:ii¥ji_i－で，｛比円安無添力[1で、も j・う｝Ji.J,c_: Lうるニ .t:iJ：、／＇！JfPJL /~. 

ii) .n:11，五の （~角flゾ｜： 

1［＼巳機鉄 Ji,~ （｝） ;J( iH波は0lli倣・！11：な心 L, pH 3.0以 l：では点的化泊二欽の沈）Ji}l{l'.' I j ：.じ， pH4.0では

PPA と JxJc.~ L N le l 、利岐にttイオン波）立が低く仕る． し〆カ、しF クよL ン1，：安3央アンモニ IフJ、1)<i'ff液は

'.-N~変 ·jfl·

！」O,L;・；土IJ)jらカ為iこづ：L砂7之｝．

な：rsJ！＼月較的J:J1u（でも 1も本kdf波に治かせば， 4句JI！［（！サ粁i'I

との，也！；〈主のもとに，’j：験し たところ pH7.2~7.4 に ［：， l、ても PPA反応111）日午、企ぷL，政出を土庁

J自に添加lしうることが＇！：リ lりjLt二．

III. PPA反応の化学

i ) PPA 1j:_J1文の1JrFIりj

市lfliヱiが Phe. kこれヴIJして PPAな＇J:.i必ずることのi:ILIリjとして Singerand Volcani8) (1955) 

は αーケト憾の hydrazone J防市による )jWをrl:H'rLてい心が， 汗円ーらは“一アセトアミノ村：皮

円安の力／l!J（分断（によって ｛，J；比された PPA とtlll11iが Phe.にfrHJ Lて＇！＝.）；記 Lfこ物口が ft:'f：（内に／11]

・4tt'fである泊、どう力、な般べて， PPA'J:.I』；：を1ill)lJJLた．

't験JJiL: (a）αーアセトアミノ村山階より PPAの｛11&. ：文献I¥¥.:I肢の ｛，11¥lW十こより PPAを

件た．

( b) I芸:il/rlntえ－から PPAのJ//1ll¥iL1°>

Proteus mirabilis 88 ①の l~：jffi本7'.涼：↓l白i18 U~： IJ\J よf1 主fi均体を 31ηg/mlの，a

1!=.J1HftJもi液iこt、r-；佐主－せ， pH7.4に修正 L37°C 1 I時間伝撤する．反応j夜を 2N-HC1 で~能性

Table 2. Identification of the synthetic PPA and the substance extracted 

from the Pr. mirabilis-culture containing phenyl alanine 
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Synthetic PP A 

Mix. melting point 150～154°C 
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1以下）とし水浴中にて 10分間煮沸後，述心分離（5000r.p.m. 10分）しその1:5告をエー

テルで、抽出した後，エーテルを蒸散，析出す』る 1':1色高1Ir!l1を何た．

')J~会成治： Table 2の如く合成した PPAおよび菌液より抽出された白色結品について，第：

鉄イオンとの呈色反応，市rirfl1 形， M~llfl!IJ'.k£, JJGM1i1i:r¥験を1I-tcい，｜寸・物質であることを確1¥2，しに．

ii) PPA生成酵素の阻七

PPA 反応が酸化的脱アミノ酔おに Ji~づくものとじこ，般化的脱アミノ酔来の阻！占剤の←・つ＇lr

自由カリで阻存されるかどうかな枚べ／三．なお ProteusMのT'ifは KCNJ:(f地によく 1i;1w〔ずること

はすでに知られている．

ゾミ験方法： Proteus mirabilisの 18l時十日j府主的体を 1mg/mlの訓に 0.296Phe.消波（pH

7.4）に浮遊させ，こ;fLに各種決！交の青酸カリ溶液（pH7.4）を加えて， PPA反応を検べた．

お鉄塩溶液を加える抗fjljに 1白金耳を KliglerJ:；＼地に移仙して菌の生存をも検べ1しこ－

実験！丸紅't: Table 3に示すごとく， r!J・敵カリは 50γ／ml以上で PPA反応を阻主している．

これは KCNによる肉の附航1;r1.11；ではなく， KCNによって般化的脱アミノ昨素が阻押された L

のである．

Table 3. Inhibitory-concentration of KCN on PPA-reaction 

イ1 廿

加

＋

刊

20 control 
KCNγ／ml 

200 150 100 50 40 

PPA test 

Growth 
i 十ト 十十

土

』｜ト

-H- ! 1十

十ト ｜ 廿

IV. PPA反応の諸条件

i ）鉄塩の種類：！と濃度

( a) PPAと各種鉄砲との反応

1liJ述のごとく鉄塩を土庁地に加えうることは判明 Lたがさらに介｝北 PPAと故も強く反応しうる

欽塩の種類を検討した．

実験方法：合成 PPA波皮 1mg/mlより 0.03125 mg/ mlの！日1の6段階の浪位：につき，各稀

鉄塩を 0.596に加えて呈色状態を枚べた．

jミ験成績： Table 4 のごとく合成PPAには第二鉄イオンのみが反応しうる．なおmー鉄イ

オンは酸化されやすいために混在する第二鉄イオンにより PPA反応陽性を示すこともある．こ

Table 4 . Reaction of synthetic PP A with some iron salts 

Iron Ferric salts Ferrous salts 
salts 

Ferric am 

8!~~-mg/ml 
FeNH1 F（~~4i4）γ Fe~ (SOt):i Fe CL (S01h 

mon1u1n Fe SOニl FeClコ
citrate 

1 升十 7バ1「! 付l→ 十はl

0.5 -Ht +H 斗（ ゐl」

0.25 件1 判j 刊十 ff 
0.125 十 -i-11 _j 

0.0625 十 II 

0.03125 + 十

18 -
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の場合はロダン反応，サリチノレ酸反応、により第二鉄イオンの存在な確l沼した．

第二欽11i(rJ1，塩化第二鉄がもっとも強い呈色反応を示すが，硫酸第二鉄のブJが水溶液のli：色が
fl，・干し、ので，土庁J也に添加する場合は硫酸沼二鉄を用いる）jがよいと ！［！J汁lる．

( b）欽 .t¥Iの j段I文

合成 PPA：およびI討を液＋tの PPAについて， これと反応しうる鉄塩の！＇1之少量；をしらべた．

尖験方法： 合成 PPA1 mg/mlの 2mlの群および Phe.1 mg/ml 1 mlと Proteusある

いは Providenciaの菌液（1mg/ml）を 1mlづ、つ混和し， 37°C1 U在日JJ:(f益した群を作り，硫

階第二鉄，クこじン酸鉄アンモニウムを，それぞれAH冬濃度が Table5に示す各濃度であるよう

に添加する．さらにこの反応観察後塩酸を加えて呈色！支が明ずかどうかも検した．

実験成績： Table5 のごとく，硫般第二鉄は 0.5～0.25mg/mlで必 ＇12かっ充分である．

た塩酸添加lによって一日色皮は附す傾向がある．

ま

5 . Concentration of ferric salts on PPA-reaction 

Phenyl alanine 
1 mg/mlトbacteria(pH 7.4) 

Proteus mirabilis I Providencia 151 
88 (0 1 mg/ml [ 1 mg/ml 

申1 I *2 I *l I *2 

:1 , -I卜 i
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hト
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1 
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0.0625 

Ferric salts 

Ferric sulfate 
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(pH 5.0) 

斗ー

Relationship in PF A-reaction between bacterial amounts 

and the concentration of phenyl alanine 
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20 ~1964) 

実験方法： Proteusmirabilis と ProvidenciaをHJいて，それぞれの｜芸j:,¥:1 ml と Phe.

の件波山 1mlをまぜて 1時間11Lsi尚店長徒に 10らF FeCl:iな 2 i1；~）Jll えてその！ぷと；の f-!,U支を検べ

た．

実！験J1xJL'l: Table 6 のごとく Phe. のg店）支は 0.5～1mg/ml, 1河川 0.5～1mg/ml な frJ~JI J 

すれば，強く日色するが，さらに低波山でもJxJt>l1l：があることが判定した．

v.培地成分の PPA反応に対する影響

i ）添加物質の影響

Kligler昨j也の系IWZ4tl't〔を参号にして，ベブトン，｜会l_-i:.キス，門下付エキス，礼状If, ブド 1)1?.il,

チオ硫円安ナトリウムkどの PPA反応にJJよぼすb伝子1；につし、て検l；、jをfjーなった．

実験Jill；および条件： 行通本パ斜1(ri18 IIHIJJJ:庁長1'Bi体を 1mg/ml 1u~n f主砲波， （以，，－l、ずjl 
もi止符波山を示す） Rhe. 1 mg/ml 「LJl!tftf1,I波および作種波肢の添加物日治液を作成 LL「fAl ι 
pH 7.4とする．以上のi岩波， Phe.tNl夜，千千種添加物目的jィ支をそれぞれ下：，Ult不IIL, 3TC 1 11年

間反応後， t1；出として硫円安川二以な 0.5mg/ml どtcるように加え， 1,1：色反応を判定する．

実験成品＼：ヘソトン 0.5も， l勾エキス 0.25°0，昨nエキス 0.125倍以ー｜：では PPAJ心，t；のドII.

告が九r）わる． ［泊、［ノドウ相1f，チてJ-f0［円安ナトリウムはほとんどドIL）：せず，：？LWi1J：全く影響？にし．

Table 7 . Influence of added substances on PP A reaction 

Add substance 

Peptone 

l¥leat extract 

Yeast extract 

Lactose 

Species 

（ク。）

1 

0.5 

0.25 
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0.06 

0.03 
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1 イト 十十 オト 廿 十 ＋ 

Glucose 0.5 廿 十卜 十卜 十1 十 十

0.25 十ト 十｜ 十｜ オ｜ ＋ 十

0. 125 廿一 イ｜ 十i オ十 -¥ ＋ 

0. 1 十t・ イ｜ 4十 十十 廿 汁

沢民sコo. 0.05 十十 イ｜ イト -H 十／－ 什

0.025 -/!- イ｜ 日｜十 十1 十｜ 廿

0.013 ・11・ 寸｜一 十｜ 十十 十十

Control 十件 件十 ~* 十件 刊十 十件

ii) t.ぷ／Jil物nu叩ff（；十ゐ（刊11,1,¥

通’i'1~ J-i}I出iこ添加された物れのうち数種が PPA反応IIIL'J；－をノJよすので，そのf'F

Lた. -.J-,¥ ! ゾノ PPA1/. .. J,i:.；に；fil 、ては次の 2／ょが Y;・えられる．

① Phe. よハ PPA/j¥1!=.11日されるj品ず，＼すJなわちtill1¥i (T)円安化1Y:1H見アミノ 1，￥ぷの作用に対する阻害

② ノ1:.1え［二 PPA.＇~出：欽イオンとの日： \'.0.;01f11＼に文、jずる1111.\I~ 

そこで！IiiJJ.'! tふりiH;anによゐ影；P!／；と l1iJじ＇k験条件で｛メFH1/J.を検，dLt:. 

Table 8. Comparison between the inhibitory effect of some substance on the 
process of oxidative deamination and coloration 

Add su bsta nee 
（句） 1 

Process 
0. 5 i 0.25 0. 125 0.063 

Add substances 

Peptone 
ホ（ 1 ) 十

*(.2) 11一 +l+ 

Mea: extract 
( 1) 十 十

( 2) +t+ +ti ィヰト

Y cast extract ト

( 2) H ＋い

Note；吊，： 1) Phc.十 bacteria+FeCl:i (Oxidative deamination and coloration process) 
,;,(21 PPA十FeCb(Coloration process) 

0.031 

＋ 

件十

十

十件

ート

刊トト

リJ.！＆~JNJ士： Tabl.:: 8 のごとくベブトン， i去jょL キス，昨nユキスと ιo.5?a以上ではj1l1過程

ともに1;11.・,t;:ざ；＇.i -・: ：＿、ふ． しカ、 l〆へ守／ トンは 0.250aで、l主j：失との＇／色！／），仁； j品t¥lカ：rn.',
！ど、J),f I’ .:: : : : '.:j ;:・_ ：；：ヤス，両手PJコ二キスでは昨素JyJt；のj品千＇hJ¥ l{!l', 1 ;-されているように忠オフjlる．

VI.確認培地としての培地組成の検討

脳内市1111'i':if I・ 川村：dぷにおいて PPA反応，ブドウ相ifまたは，乳料If分解による酸およびガス発生ま

たは航化，J；ヲい1('l:.11色イ，f¥iiJ . J;i'fJ也にて検出しうる確認培地の作成を，lえふた， Phe.，第二鉄イオン，

I勾エキス．ザえゾトン，チオ硫階ナトリウム， ブドウ執If，乳判lf の rjtから Kligler 培j也高ll成と古~Ia己

実験（｜｛（〈勺今日パ L』ごたi訟の培地におけ蜘る成分と 11＼：的！，＼－J係な調べた． Table 9 にぶすような培地を

調製 L• PP A l,zj(J;}}¥t I有と Lて Prot2usmirabilis 88①， Providencia 157，陰性雨として

Sal. t：＞アpho.：五1S--59をJ>H兎L, 37 C 20 I時！日i土庁長後， PPA反応その他の生化学反応を判定した．

f亡、：ょ PPA I ztc:.(r）、＼： lj定は Kligler 土庁地におけーる利r~it兆亦色に PPA 反応陽性の緑色が加わり
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紫赤色を呈するものとJfr：定さjLる． この／、〔 PPA),,()t:fとミ＇［！主で；らどJが lうf宇f(d色の［0.J三；，；.＿，I 1 l』 J』 I】seudo

rnonas acruginosa をJlJし、てl；；工：11Jlし、ないことが判切しleこので、紫A：色～J、｛

PPA J之； 1it~I弘t'L Kligl.:or l:;"JJ白レ＞1::ii(riと［rsJU：のいItJ：己を PPA Jdt~ll.:'叶生とした．

(1964) 

l¥Jledia 
代（）.

Com- ,,,, 
ponent（お）＼

Peptone 0. 3 

Meat extract 0. 3 

Yeast extn:-,ct 0. 1 

Nacl 0. 2 

Lactose 1. 0 

Glucose 0. 1 
Phenyl " ,., 

alanine V 】

Na~S0:1 

Na2S20・，ゐ

FeS04 

Fe2(S0.1）九 0. 05 0. 05 0. 05 0. 05 

FeCl:1 0. 08 0. 08 -

Fe(NH4)(S0.1)2 0・080. 08 0. 05 

Fe i ammo-
0. 02 0. 02 

nium citrate 

Agar 1. 2 1. 2 1. 2 1. 2 1. 2 l. 2 1. 2 1. 2 1. 2 1. 2 1. 2 1. 2 1. 2 , l. 2 l. 5 

Phenol red 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 002 0. 00'.! 0. 00'.!. 0. 002 

cont. 
(Klig-
!er) 

Composition of trial media 

10 

Table 9. 

1.5 

1:) I 11 

LO 

0. ;) 
o
m
o
 

－

－

 

1
t
n
u
 

12 

1. 0 

11 

1. () 

0.5 

0. 1 

ハU’I 
に
d

ハリ

9 

l. 0 

0.5 

0. 1 

8 

0.8 

0.5 

0.1 

7 

0.8 

0.5 

0. 1 

6 

0.8 

0.5 

0.1 

「J 

0.8 

0.5 

0.1 

0.2 

0. 5 0. 5 0. 8 

4 

0.5 

3 

0. 5 

2 

0.5 

1 

0.4 

(). 5 

1. 0 

0. 1 

0. l 

0.2 

LO 

lJ 1 

0. '.:: 

1. 0 

0.5 

0.2 

1. 0 

0. 1 

0.2 

日
U

1
』

0. 1 

0.1 

0.2 

.1. () 

0. 1 

0.2 

1. () 

0. 1 

0.2 

1. 0 

0. 1 

0.2 

1. 0 

0. l 

0.2 

日
U］

 
0. 1 

1. 0 

0. 1 

0.1 

0.2 

0. 1 

1. 0 

0.1 

0.2 

1. 0 

0. 1 

0. 1 

1. 0 

0. 1 

0.2 

0.2 

0.04 

0. 04 0. 05 0. 05 0. 05 0. 05 0. Q:'j 0. 05 0. 008 

0.01 0.02 －－ーー， 0.02 

0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

0. 05 0. 05 0. (,! l 0. CH 

0. 04 0. 04 0. 04 0. 04 

0. Ob D. 08 0. 1 0. 1 0. l 0. 1 0. l 0.2 0. 05 0. 1 

7.6 
'0. 2 

1・ed

:.6 

ψ・、＇(u 

7.6 

コ川
、t
 

’h 

7. 6 

red 

7. 6 

red 

7.6 

red 

7. 6 

red 

7. 6 

red 

7. 4 

red 

7.4 

A
U
 

C
 

7. 4 

red 

7.4 

red 

7.4 

red 

7.4 

red 

7.4 

red 

pH 

Colour of 
medium 

Ppt of iron 

ゾ：＇.!Jl成出：（ a）ベプトンは先に1j't工つ t：~ぷbll物引の路子！？の’j：験では， 0.25九八、j、】！γ－

J,L；阻；ちした．しかしi有地に加えた実験で、は 0.5局以ドの添加1ではベプl トンの分Mにより11:-fるア

ルカリが少量のために鉄t't~の ｝／：〔0.NJt；はあっても Jr1也は亦 c'.じ1[ii'jとはたらず， 0.87；以上i二江勺て

判定しうる色調を生ずる．従つてベプ3 トン 0.8～1.0夕6をj日し、』こも 1),jのよ1:"1!1li1こ1/!2（、it'f f、：れる j

めに PPAU.応阻：十；i農皮以干企にドること，またベプトンIftの他のアミノ防 ｛it・:_I/ histidine, 

lcucineなどの αーケト酸反応も加わって PPA反応に支1;1；，：はない．

( b）肉エキスは 0.3労， 0.5必について行仕ったが明確な？＝：はなく，障問はあ l:：り it｝； 。、った．

( c）鉄取は PPA反応および硫化水去の確112，のf1f,j反応に必定であるが， PPAJ之JL:cJ条f［：によ

って第二鉄塩のみの培地も用L、た．なお pH7.4で、はj;')(J7n{f土 0.01?6で1'.1：版'i;r.ノ＇L-J～乙が，土庁J也l;Jl;j

~tiの際，他の成分を溶解さ－1± l二筏，少：1'1：の；j(に／：Nかした鉄出な｝Jllえると 0.05?6でも 1!:;HlUl'-Jな沈

殿は~l じない．

放出の種類による差異については硫酸第二鉄のみで、は Sal. typhosa, Proteus mirabilis, 

Providencia の 3 菌種聞の PPA 反応は小~1－~であるが， クユンf唆欽アンモニウムをmし、た No.

5～8の斜面部は Sal.typhosaが Kligler J市むと同じtJtth~色であるのに対 L, Proteus, Pro-

PPA Jぷ

＋ 十
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videnciaは！,1，＼赤紫色～保紫赤色で汗ザ］le ）（~をぶした． しかしクエン l1~fzj先アンモニウムの二へのi庁

地では硫化水素の反応が弱いので硫倣抗ー欽xは第二鉄を加えてし、るいろ検討した．

(a) .1m硫酸ナトリウムは添加， 1！日添加いず、れでも変化なく， iゾ、 r；~ J!(t添加とし／♂二・チオ硫倣ナ

トリウムは杭化水素産~uこ必要で、ある．

以上の尖験成絞より No.12 t:iよび No.14がもつともfg、f北i包tl~~ 

VII.試作培地上の腸内細菌の所見

！？式作日地 No.12, 14について防内川市の 18間種 45市株と Pseudornonas1 1'f1十：仁川1{1.c.:

を調べ，かっ Kligler培地 I二の反応と比較した．

Table 10. Reaction on the trial medium of the family Enterobacteriaceae 

Species No. of Coloration PPA H2S iiro- Coloration 
strains on slant reaction due on :n butt 

E. coli 4 yellow yellow 

Shigella 6 cherry red yellow 

Salmonella 11 cherry red 一卜 yellow black 

Arizona 1 cherry red ト yellow black 

Citrobacter 2 yellow ート yellow black 

Aerobacter 4 yellow yellow 

Klehsiella 1 yellow yellow 

Cloaca 2 yellow yellow 

Proteus mirabilis 4 deep purple red イ卜 件十 yellow black 

Prot. vulgaris 4 deep purple red 1ト 41 yellow black 

Prat. mor日anii 3 deep purple red 十卜 yellow 

Prat. rettgeri 2 deep purple red 十！ vellow 

Providencia 7 deep purple red 十十 yellow 

Pseudomonas 1 deep purple red pink red 

実験成絞： Table10のごとく PPA反応陽性の Proteus,Mor似 nclla,Rettger・ella ;.; J: 

び Providencia の消h~のt'.Nv士会千u'iiは赤紫色ないし！.U赤紫色をII；し，プドウ ti/f, }LW＼内局、WfMシ

ガス産生および硫化水京PrViJ'i：などは Kligler培地と全く Ii1Jじで， 5 l;ZJ,t：系を［11J ~ h'iJUI I二＼ナ!:IJ

定できて満足すべきあIi県を件／二．

VIII.考察

1) Proteus 属はその酸化的悦アミノ師表により phenylalanineより phenylpyruvic acid 

を形成する. Singerらは hydrazone 形成によりこれをrlfl:I円し／こが， 詐者らはて；－rえした PPA

と，菌が phenylalanineにfr：用して生成した白色結品を出｜訓ぷ！yむその他により lrij －~物YTであ

ることを証明した． また phenylalanineより PPA生成す之J昨ぷは限化的！！日アミノ l将来で、；ら

るといわれ，この酵素は青酸カリにより阻当された．

2) PPA反応にあづかる鉄胞は第二鉄イオンであり， 第一鉄イオンは反応しない． しカミし，

Proteus属などにより SIMJi1地13）は潟色を呈したり， また Kligler培地においても時に斜1(1i

部が赤紫色を呈することがあり，これは第一鉄が酸化されやすく域地作製後に・・・／；］；第二鉄塩に変

化しているためで、あろう．この場合サリチノレ酸反応、， ロダン反応などで第二鉄イオ γを確，｝｛！，しに．
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3）ヘット〉，内ユキスしtqr.仙の PPAIX:k；に加：Lた場｛r.o.25：右前後で！：／），［；な阻’hしてし、

ゐ． し7}、L1/'iJlkに添加したJJJ{1はさらにlhし、波山でも昨仰があまりあらJオL/cl 、のはi!Nの附殖と

どもにif1i刊主；j1.＜） にめ c':, l~~i の＇ I:_ { （；二上 I)1.):;rJUiZ1，こ PPAが）ifシ1：.主;JLるためと斥えられる．

4) I式frJt'¥'. J山、二、j干し、て PPAu:1.t;, プドウ判11；’手L和,If グ〕う〉官j!（：による問走「ゴ上む；ガス Ji~γkl

ラ十i1i（‘＇l>iグ｜イ1." f-Ji1i• 』；』ぺ：J ニ， r二 Jムにく）え L亡；させ ＜J ニとが －c き ／.：.. この t／~：J也－c、！院Ji)す 制ill止if、｜．の f千 l正i種を検 ft し

fこ市／［ リ~ ＇）じ人か子亡｝d に PPAtest J二全く ．致した）北判l、をfi.Jl_:.

5) イ，： ＇）：恥： L 二 t ；；つい－c 一片； 1炉~.11) 1う司、＼ii'i11¥)(jfi (1961) 俺に Biol.Abst. (1962）に Edwardset. 

al.1けの・ phenylalanineをN7J也iこ加.：戸 t

“Phenyl alaninε－iron a巴arin the dεtection of Proteus ar二dProvidence cultures '' 

υ）｛；；刊LFよi二〆｝，＿ ／～－ ． 

）り〔丹、，；f入子l：、さ＜＇：；./J xったため汗t111，土イくrりjでわるが， q；法Lノヲfn(JJIJに phenylalanineと欽Jt，；なポlj川

－
 

Fι

、
F
J
 

け
が1

J
 1ν

 1
b
 

ーし

IX.結論

1) Proteus司 Morganella,Rettgerella J:i J；び Providenciaの3Fi i,・S:1 1 '.1~i trfH工， dl-phenylala-

nine h二円iiJ L‘： phenyl py1・uvicacid な＇＼：＿）；止する． 片： !1；らl土｛1)1見Lfニphenylpyruvic acid 

1'1¥i ; .. phenyl alanineに「I'HJ L て＇l:_)J文［た物nなわ'11¥/1:lたにJ/'ili:?Jij伎の、らtll!ll¥L. ¥,1] 1布＇tTで
.I，、，－ ' とザ，／，• Zミ？ 司

I lノ）ペJ 、一；，＇， j;g: ,:.i L • -• 

2) Proteus Mの内定化｜’J'..JIJ』~アミノ昨ぷは KCN に J f) ¥l[L',I；－さ.｛l(J. 

3) PPA .！記ιに；Jらづかイj鉄li，，；，土治一：j：央l;,,i;であり，；J§ ・$失礼iではJx:1,c.;L/cl 、．

4) PPA !i._1.心 ／ドウ－R1t, :rLVi：の分解， Nよひガス11ri'I :.fl:.. t ., J；び硫化本ぷJli’：ソ1:.111：の 5Jx:k: 

フ乙，＼：¥11j f・.：こて），，｛），［；させうら封，｛；yjljなかj1 1.~ fi'ffi 1;,~Ji\: JU!.を’／ピ）1児しょ．

5) 本.tAJi:J-,iJ也、二て Prot2us,Morganella, Rcttger・ellaJ:i J；ひ： Providencia ,i行 l,·J~ 1／〕九ヵ：ll/

J ＇， ~·l'i'J に ti1(1i.CI！＇.～亡＼1.\ ,A；紫色を Ii1: L , Kligler J/1 JtJ.!.では鑑別不能の Salmonellal,,r; c1二PrateusJ,,S:1さ

らt二 .Shigella),,f ' 孔for広anella,Rettg2rella, Providencia J,'J~ J：のJ:r,(;JI］も 11ffjtとた＂＇） j三．

す／にj、） f；，本Jt";J也，／＂＂）で防｜付制 lll込IHーのfi{t1i-t！，と ｛'t),,J1，の鍛りI］がほぼ11f能と fに＇＞ , 11 ？；；；の1:111,;ri検Hに：「よ

しいと－~， iか、I)・::ti Illで；［τ）ると行・／：＿ f')llる．
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Summary 

Proteus. Morganella, Rettgerella and Providencia act on dl-phenyl alanine and 

produce phenyl pyruvic acid. (PP A). From the culture filtrate of above microorgan-

isms, er）ァstallinephenyl pyruvic acid was detected. 

The authors intended to utilize this PP A production of the microorganisms 

above described for the differentiation of the family Enterobacteriaceae and investi-

gated into the composition of a new mediun. 

The iron which participates in PPA-reaction is a ferric salt. A ferrous salt has 

no e百ecton it. 

From results obtained, a new confirmatory medium which can also serve as 

differential medium was deviced. By the use of this medium it is possible to observe 

PPA-reaction, acid and gas production by fermentation of glucose or lactose and 

hydro店ensulphide production simultaneously. 

Proteus. 孔1organella, Rettgerella and Providencia produce a dark red-purple 

color on the slant surface of this medium. Hence, the di百erentiationof Salmonella 

and Shigella from Proteus, Morganella, Rettgerella or Providencia which was 

impossible on Kligler’s medium became possible. 

Use of this new medium alone, therefore, will enable confirmation and differen” 

tiation of the』familvEnterobacteriaceae and it is considered useful as a routine 

clinical test. 

ベントースの比色Ji；泣（第 3報Y ビロガ j.I ール I試薬による定詰訟

Ji IL! I卜； 11J

Colorimetric Determination of Pentoses. JII. 

Determination with Pyrogallol Reagent. 

Masashi ToMODA 

j私的・ M，円支出泌を出媒とする多佃iプコ：ノーノLI試薬によゐベントースの北色定：，・，：を検1i,J-した高山

県， ヒ｝ロガロールl試~iは1 ／：色！えが大で定 11＼：に Jll し、うる可能性があることを前 NP> -c>W ~1i した． し

かし比がらこのl抗告ぞをJllL、てIriJ時！栄作による出色のl投光！支を比l院すふと，キシロース 2Cドg/ml

の 5険法によるJi&)0-，標準偏汗：iσ二二0.0216，吸光山の、ド均的 0.383，変IN係数 5.7ク。であり，［l: 

椛l支がfl(L、ことがfl]った. ~ ;,;-, ;tニの場介にI試薬に微J1＼：の鉄l却を加えゐと il¥lJ定fp'lのばらつきはほ

とんど川、いぜえントース定 ii\:1~＼＇集として mL、うることを矢！！った．

Chem. Pharm. Bull. 11, 806 (1963）に免夫

1) 日2m：薬品： 82,1447 (1962). 
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