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改良型迅速抽出 -TLC法による植物病原細菌の簡易同定
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1. はじめに

植物病害の的確な防除には，病徴の詳細な観察と病原菌の正確な同定が不可欠である．撲滅型農薬が使われて

いた時代とは異なり，最近の農薬は高い選択性を有するものが多く，したがって初動調査における病原菌の同

定を誤ると適期防除の機会を逸する恐れがある．細菌のサイズは 1μm前後と微小であり，しかも糸状菌に比

べて形態的特徴に乏しく，したがってその同定には 40� 50項目にもおよぶ細菌学的，血清学的 ,病原学的性

質の比較を行わねばならない．それに要する時間は 2� 3ヶ月にもわたる場合もある．まして，新病害の原因

菌同定においては経験豊富な研究者でも戸惑う場合があるのが現状である．このような状況から，より客観性

のある迅速同定法の開発が長年求められてきた．

 最近，分子生物学的手法を用いた各種の同定法が開発されているが，安価・簡便とは言いがたい．少なくと

も初期段階の細菌種の絞込みには，誰にでも簡単に取り組める手法の開発が必要である．放線菌の同定に関し

てはジアミノピメリン酸 (DAP)異性体を指標とする TLCによる同定法（Staneck and Robert，1974）が開発

され，現在では必須の試験項目となっている．さらに， 1970年代後半にはリン脂質を指標にした放線菌の簡易

同定（Komura et al．，1975；Lechevalier et al．，1977；Hasegawa et al．，1979）や Deinococcus属の識別

（Counsell and Murray，1986）が試みられた．その後 1986年には，新潟大学医学部の松山東平らにより「直

接コロニー TLC法」（Matsuyama et al．，1986,1987；松山，1988）が細菌脂質の簡易分析などを目的に開発

された．この方法は Serratia属の菌種の同定や変異株の検出などにも利用された．なお，本法はグラム陽性

菌の同定にはあまり有効ではないという結果が得られている（松山東平氏 私信）．

 発展途上国を対象とした開発援助プロジェクトでは，「植物病原細菌の簡易同定法の開発」を要望されるこ

とが多い．そこで，前述の直接コロニー TLC法の応用を試みたところ，結果はきわめて良好であり，主要な

植物病原細菌の簡易同定に利用可能であることが分かった（松山ら，1993a； Matsuyama et al.，1993b,c,d； 松山，

1995a；Matsuyama，1995b，c；松山，1998a；Furuya et al.，2000；Narayanasamy，2003；Palleroni，2005）．

しかし，本法は菌体を TLCプレートの原点に直接塗りつける方法であり，物理的に供試量に限界があった．

特に Agrobacteriumや Xanthomonas属細菌などの多糖質を多く産生する菌種の同定には不向きであった．

そこで筆者が考案した迅速脂質抽出法（Matsuyama，1995b）を利用して「迅速抽出 -TLC法」を新たに考案

した（Khan and Matsuyama，1999；Khan et al.，2000）．その後，さらに本法の抽出溶媒組成と TLC法の

改良を行い，2000年以降，各菌種の基準菌株を加えた 315菌株について再度確認試験を行うことによって本

法の完成をみた (松山ら，2002；Matsuyama et al.，2003a；松山ら，2003b；松山ら，2004,2005；Furuya et 

al.，2004；Matsuyama et al.，2008)．本法を大学での実習や初学者向けの講習会にも取り入れたが，習熟を

必要としないことから初心者にも簡単に行え，3日間の菌体培養後に 2時間半ほどで迅速に結果を得ることが

できる．特殊な分析機器を必要とせず安価に行える利点もある．本法は図 4に示すように，培養日数による結

果の変動が少なくきわめて再現性の高い方法である．
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2. 迅速抽出－TLC法

1) 本手法の概要

 細菌湿菌体を脂質抽出用溶媒に懸濁し，菌体から直接脂質を抽

出する．抽出には chloroform系溶媒を用いる．すなわち，Folch

らの方法（Folch et al.，1951)に従い，低濃度の Na塩類溶液と

chloroform-methanol (2:1)で分配透析する．下層の chloroform

層には総脂質が溶け込む．この抽出物をシリカゲル薄層クロマト

グラフィー（TLC）にかけ，Ca塩を含む chloroform系溶媒を

用いて一定時間展開後，ニンヒドリン溶液を噴霧し 100℃で加熱

することによってアミノ脂質を検出する． 

2) 操作手順

 図 1に示すように，まず King B斜面培地上で 25℃，3日間

供試細菌を培養する．キャップ付きのガラス製小管ビンの底面

に 4白金耳量の湿菌体を塗りつける．chloroform-methanol-

0.3%NaCl溶液 (2:1:0.2,v/v/v) 1ml を加え，白金耳で緩やかに攪

拌する．密栓後 30分以上静置し，2層に分離したら，下層の

chloroform層からガラス製キャピラリーで複数回，合計 40μ l

（Agrobacteriumや Rhizobium属細菌の場合には 70μ l）を採り，

図 1. アミノ脂質を指標とした改良型迅速抽出 -TLC 法

図 2．本手法により得られる各種植物病原
細菌のクロマトグラム

　　　 1. Ralstonia solanacearum C319,  
2. Burkholderia plantarii JCM 
5492T,3. Erwinia carotovora 
subsp. carotovora 486-4.
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市販のシリカゲル薄層プレート（Si60，0.25mm, Merck Co.）の下端から 2.5cm離れた原点にドライヤーで風

乾しながら着点する．この際，試料を着点した原点の直径が 5mm以上に拡がらないように少量づつ注意深く

着点する．各原点は互いに 1.5cm程度離なす．本法は定性試験なのでプレート原点に着点する量は厳密に 40

μ lでなくてもよい．筆者は通常 5μ l容のガラス製キャピラリー（Drummond Co.）で 8回（Agrobacterium

や Rhizobium属細菌の場合は 15回）着点している．試料を付けた薄層プレートを，シリコングリースで密

封した展開槽中で chloroform-methanol-0.2%CaCl2・2H2O (55:35:8, v/v/v)を展開溶媒とし 90分展開する．

この際，展開溶媒は深さ 1cm程度になるように入れ，展開槽のガラス面内面全体に展開溶媒で湿らせたろ紙

を貼り付けて溶媒蒸気で槽内を充満させる．展開中は絶対に蓋を開けない．展開温度は常に 25℃になるよう

に筆者は温度調節したインキュベーター中で行っているが，室温でも可能である．ただし，実験間で Rf値の

比較を行うためには温度を一定に保つことが必要である．展開後の薄層プレートを取り出して 10分間以上風

乾し，ニンヒドリン溶液を噴霧する（和光，関東化学製のニンヒドリンスプレーが便利である）．なお，プレ

ートの乾燥やニンヒドリン噴霧はドラフト中で行うのが理想的であるが，ドラフトがない場合には風通しの良

い場所で行うことが望ましい．噴霧後のプレートを 100℃のオーブン中で 5分間加熱する．家庭用のトースタ

ーでも代用可能である．淡紅色のスポットが現われたらスキャナーを使って画像を取り込み，コントラストを

強めるなどの画像処理を行って記録する（図 2）．筆者は Adobe Photoshopを用いて好結果を得ている．淡紅

色の原画面の色相を変えることにより新たな微細スポットを検出できる場合がある．

図 3. 各種植物病原細菌のクロマトグラム模式図

1.Clavibacter michiganensis，2. Pseudomonas syringae, 3. Burkholderia gladioli, 4. B. caryophylli  
5. B. cepacia, 6. B. glumae, 7. B. plantarii (=B. vandii), 8. B. andropogonis, 9. Ralstonia solanacearum, 
10. Erwinia carotovora, 11. E. chrysanthemi, 12. Agrobacterium biovar 1, 13. Agrobacterium biovar 2, 14. 
Agrobacterium biovar 3 (=A. vitis), 15. Rhizobium leguminosarum, 16. Xanthomonas campestris, 17. X. 
oryzae, 18. Herbaspirillum rubrisubalbicans.
Up.: Uppermost spot，Agrobacterium 属細菌や Rhizobium 属細菌では Rf 0.75 付近に，またそれ以外のグラ
ム陰性菌では Rf 0.70 付近に出現する共通スポット（PE；フォスファチジルエタノールアミン）．
S1,2,3 :Up.スポットの下に現われる Burkholderia 属細菌に特有な３個のスポット（S1 スポットはリンを含
まずオルニチン脂質と思われる）．
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備考：

a) Rf 値；Rate of flow の略，移動率のことである．原点（Origin, 試料を着点する点）から検出後に顕

われるスポットの中心部までの距離を，原点から溶媒先端（Front, 滲み込んだ展開溶媒の最先端線）

までの距離で割った値である．原点は Rf 0.0，先端線の位置は Rf 1.0である．

b) 試料を着点する原点の位置は鉛筆で予めマークしておく．ただし，あまり強くマークするとシリカゲ

ル薄層に傷がつくので注意が必要である．

c) chloroform下層からの試料の採取は，まず小管ビンのキャップを外し，管ビンを斜めに傾け，白濁

した上層の切れ目にキャピラリーを差込んで行うと容易に行える．

d) 合成樹脂は一般に chloroformに非耐性なので，小管ビン（キャップは可）や試料採取用具など一切

の道具はガラス製か金属製を使用することが肝要である．

3) 良好なクロマトグラムを得る方法

 前述のように展開槽の内面全体にろ紙を張り，展開溶媒で濡らして一時間程度放置し，溶媒ガスを充満させ

る．展開槽へのプレートの挿入を手早く終えるためにも，複数枚の TLCプレートを同一の展開槽中で同時に

展開することは極力避ける．また，展開溶媒は頻繁に更新することが望ましい．

 また，クロマトグラム上端 (Front line）の湾曲を避けるため，複数個ある原点の内，左右両端の原点は，

10x20cm薄層ではガラス板両端から 2cm程度，20× 20cm薄層では 2.5cm程度内側に離なすと良い． 

4) 細菌の培養日数とクロマトグラムの変化

 菌種特異的なスポットに関する限り，培養日

数（1� 7日）による変動はほとんど見られな

い（松山ら，1993a）（図 4）．

5) 培地組成とクロマトグラムの変化

 培地組成によりクロマトグラムに多少の変化

がみられる．本法では再現性確保のため常に既

製品の King B培地（栄研）を用いている．

6) 代替溶媒によるTLC 

 本法に用いる溶媒のうち chloroformは，使

用量が少量とはいえ毒性の面で問題がある．そ

こで代替溶媒について検討した結果（大小原 

ら，2003），抽出溶媒の chloroform-methanol-

0.3%NaCl(2:1:0.2,v/v/v)の代替には 2-propanol 

(isopropyl alcohol)が適していた．一方，展

開 溶 媒 の chloroform-methanol-0.2%CaCl2・

2H2O (55:35:8,v/v/v) の代替溶媒には，唯一

butanol-acetic acid-water (5 :3 :1 または

3:1:1,v/v/v)が適しており，これ以外の溶媒は利

用できないことが判った．ただし，butanol系

溶媒の場合には展開時間が 4時間と極端に長時

間になり，また，当然のことながら chloroform

系溶媒で得られたクロマトグラムとは異なった

結果が得られる．基準菌株を用いた基準クロマ

トグラムを再度取得する必要が生じる． 

図 4．供試菌の培養日数とクロマトグラム 

1. Agrobacterium biovar 3 (=A. vitis) MAFF 302150, 
2. Agrobacterium biovar 3 (=A. vitis) MAFF 302652, 
3. Agrobacterium biovar 1 (Ti) MAFF 106581, 4. 
Agrobacterium biovar 1 (Ti) MAFF 106582, B.glad.: 
Burkholderia gladioli  H-1.
培養日数が異なっても，指紋領域のスポットは殆ど変化
しない．
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3. 各種植物病原細菌および非病原性細菌のクロマトグラム

1) グラム陽性病原細菌Clavibacter michiganensisと枯草菌Bacillus subtilis

 図 3,5および 8に示すようにグラム陽性細菌の両菌は，陰性菌のクロマトグラムに現われる Rf 0.7付近

の共通スポット (Up；Uppermost spot, phosphatidylethanolamine)を欠除している．なお，Clavibacter 

michiganensis subsp. sepedonicusと subsp. michiganensisの間には明確な差が見られない．Bacillus 

subtilisの場合，Rf 0.7付近に薄いスポットが現われるが，陰性菌の共通スポットとは明らかに識別できる．

2) Agrobacterium属細菌とRhizobium属細菌

 Agrobacterium属細菌には 3つの biovar（生理型） の存在が報告されているが，それぞれの菌株の

TLCクロマトグラムはその菌が所属する biovarとよく一致している． Agrobacterium biovar 1 (Ti,Ri)，

Agrobacterium  biovar 2 (Ti,Ri)，Agrobacterium biovar 3 (=A. vitis)，Agrobacterium rubiのクロマトグ

ラムは互いに明確に異なり，これによって識別できる（図 3-7）．その他，澤田（1994）によりサクラやキウ

イから分離された未同定の菌株は Agrobacterium biovar 2 によく似ているが，サクラ菌とキウイ菌のクロ

マトグラムは互いに細部で異なっている．Rhizobium属細菌のうち，Rhizobium tropici は Agrobacterium  

biovar 2と非常によく似ている．以上の結果は，16S rRNA遺伝子解析の結果（澤田，1994）とよく一致

している．一方， Rhizobium 属の基準種である Rhizobium leguminosarumや，R. etli, R.  galegae, R. 

phaseoli， 類縁菌の Bradyrhizobium japonicum, Mesorhizobium huakuii, Sinorhizobium melilotiのクロ

マトグラムは Agrobacterium 属細菌のクロマトグラムに比べて単純である（図 3,7，一部省略）．

図 6． Agrobacterium 属細菌のクロマ

トグラム

1. Agrobacterium biovar 3 (= A. vitis) 
MAFF 302150,  2. Agrobacterium 
biovar 3 (= A. vitis) MAFF 302297, 3. 
Agrobacterium biovar 1 Ku7415 (Ti), 
4. Agrobacterium biovar 2  Ku7411  
(Ri).

図 5．グラム陽性，陰性植物病原細菌のクロマトグラム

1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NBRC 
12471, 2. Cl.m.subsp.sepedonicus NBRC 13764T, 3. Bacillus 
subtilis NBRC 13719T, 4. Agrobacterium biovar 1 Ku7415 (Ti), 
5. Agrobacterium biovar 2 Ku7411 (Ri), 6. Burkholderia cepacia 
ATCC 25416T, 7. B. caryophylli MAFF 301192, 8. B. gladioli 
H-1, 9. Ralstonia solanacearum MAFF 301559, 10. Erwinia  
carotovora subsp. carotovora 486-4, 11. Pseudomonas syringae 
pv. syringae  I 
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3) Erwinia属細菌

図 3,5,および 8に示すように Erwinia carotovora subsp. carotovoraおよび subsp. aroidaeは Rf 0.64に

スポットを有し，この点で E. chrysanthemi とは明確に異なっている．なお，E. chrysanthemi の pathovar

レベルでの違いは見られない．

4) Burkholderia属細菌

 図 3,5,8および 9に示すように，Burkholderia andropogonisを除く Burkholderia 属細菌のクロマトグラ

ムには，共通スポット Up.（Rf 0.70)の下に S1(Rf 0.65)，S2(Rf 0.62), S3(Rf 0.60)と名付けた 3つのスポッ

トが現われる．しかも，菌種によって 3つのスポットの濃度バランスに差があり，B. caryophylli では S2ス

ポットがより明確に現われる (図 5)(Furuya et al.,2000)．また，B. plantarii, B. vandiiでは S3スポットが

明確に現われる (図 8)．なお，両菌種は同一菌だとされており（浦ら，1998；平川ら，1999；Coenye et al.，

1999；平川ら，2001），TLC パターンからもそれが伺える．B. andropogonis では S1スポットが完全に欠如

しており，他の Burkholderia属細菌と明らかに異なっている（図 9）．なお，S1スポットは Dittmer 試薬に

反応しないことから，リン脂質ではなくオルニチン脂質である可能性がある．B. andropogonisのクロマトグ

ラムは Ralstonia 属細菌に一見類似するが（図 9），S3スポットを有する点で異なっている．また， 基準菌株

で比較する限り B. gladioli， B. glumae， B. cepaciaのクロマトグラムは互いに異なるが，基準株以外の供試

菌株には互いに似ているものがあり，3菌種は明確に識別出来ない．B. cepaciaは現在 B. cepacia complexと

呼ばれ，明らかに種のレベルで異なるものが複数含まれているとされている (Yahalem and Lorbeer，1994；

Lessie et al.，1996；Seo and Tsuchiya，2004；Mahenthiralingam and Vandamme，2005)．TLCで比較し

ても，罹病タマネギ由来の菌株には基準株と同じ TLCを示すものが多く見られるが，臨床由来や環境由来の

菌株のクロマトグラムにはさまざまな変異が認められた．

図8．各種植物病原細菌のクロマトグラム

1. Burkholderia vandii JCM 7957T, 2. B. plantarii 
MAFF 302484, 3. B. plantarii MAFF 302475,  4. 
B. cepacia 356-5, 5. B. cepacia ATCC 25416T, 6. 
Clavibacter michiganensis subsp.  michiganensis 
N6206, 7. B. glumae Kyu82-34-2, 8. B. glumae 
Ku8111, 9. Erwinia carotovora subsp. carotovora  
486-4, 10. E. c. subsp. carotovora  N7129.
Up.,S1,S2,S3スポットの説明は図 3を参照．

図7．  Mesorhizobium huakuii，Rhizobium tropici，各種

Agrobacterium属細菌のクロマトグラム比較

1. Mesorhizobium huakuii NBRC 15243T,2.  
Rhizobium tropici NBRC 15247T, 3. Agrobacterium 
sp. Sa-4 (cherry, Ti), 4. Agrobacterium sp. NBRC 
15292 (cherry, Ti),  5. Agrobacterium sp. NBRC 15297 
(kiwi, Ti),  6. Agrobacterium biovar 2  ATCC 11325T 
(Ri),  7. Agrobacterium biovar 1 ATCC 23308T (Ti), 8. 
Agrobacterium biovar 1 Ku7415 (Ti), 9. A. rubi NBRC 
13260.
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5) Ralstonia 属細菌 　

 Ralstonia solanacearum もまた complexと称されるが，前述の B. cepacia  complexの場合とは異なり，

TLCは全菌株にわたり同一である（図 3,5,9)．Ralstonia pickettiiとの間にも大きな差異は見出せない（図省略）．

6) Xanthomonas 属細菌

 Xanthomonas 属細菌のクロマトグラム上には黄色のスポットが複数個出現し，この点で他属の菌とは明

確に異なる．以前に使用していた直接コロニー TLC法では菌種間の識別は困難であったが，その後開発した

本法（迅速抽出 -TLC法）では，試料を多量にスポットすることが可能となり，少なくとも X. oryzaeと X. 

campestrisの識別が可能になった．なお，図 10に示すように，両菌種の識別は培地に NBA（nutrient broth 

agar）培地を用いるとより明確になる．

7) Pseudomonas 属細菌とAcidovorax 属細菌

 Pseudomonas syringae，P． fluorescens，Acidovorax avenae は，Rf 0.70の Up．スポットのみで他に特徴

となるスポットは現われない（図 3,5）

8) Herbaspirillum rubrisubalbicans 

 日和見感染菌の Herbaspirillum rubrisubalbicans のクロマトグラムは特異的であり，Rf 0.70の Up．ス

ポットの上方にさらに一個のスポットが存在する (図 3)．

 Herbaspirillum rubrisubalbicansの湿菌体を chloroform-methanol (2:1，v/v)混液に懸濁して 365nmの

UVを照射すると青白色の蛍光を発する．一方，同様の処理で Burkholderia plantarii と B. vandii は紫色

図10． Xanthomonas campestris pv. citri と X. oryzae pv. oryzae
のクロマトグラム比較

1.Xanthomonas campestris pv. citri N6113-1, 2. X. c. pv. citri 
N6829-1-9, 3. X. c. pv citri N6831-1-1, 4. X. c. pv. citri Kawa , 5. 
X. oryzae pv. oryzae Q75114, 6. X. o. pv. oryzae Q7781, 7. X. o. 
pv. oryzae Q7602 , 8. X. o. pv. oryzae Q7660 , 9. X. o. pv. oryzae 
T7144. 前培養にNBA培地を使用． Xanthomonas 属細菌の場
合， NBA培地を使用した方が King B培地を用いるよりもス
ポットがより明確に現われる．

図 9． Burkholderia andropogonisと Ralstonia 

solanacearum のクロマトグラム比較

1. Burkholderia gladioli pv. alliicola 
ATCC 19302T, 2. B. glumae MAFF 
301169 T,  3 .  B .  gladioli  H-1,  4 .  B. 
andropogonis  MAFF 301006, 5. R. 
solanacearum  C319, 6. R. solanacearum 
ATCC 10696T, 7. B. andropogonis  MAFF 
301006.
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の蛍光を発する．この紫色の蛍光の原因物質は，両菌が産生するトロポロンとは異なるようである．また，

Erwinia carotovoraの湿菌体は，他菌種と異なり上記の chloroform液に乳濁液状に容易に懸濁される．とも

に予備的な識別法として有用である．詳細は既報（松山，1998a；Matsuyama，1998c）を参照されたい．

 以上のように，改良型迅速抽出 -TLC法は簡単・迅速・安価であり，きわめて高い再現性を示すことから植

物病原細菌の簡易同定法として有用である．1993年に開始した本手法の開発は，度重なる改良の末に 2000年

にその完成をみた．その後，基準菌株を含む 315菌株を対象に各菌種の fingerprintの確認を行ってきた．各

菌種が示すクロマトグラムの特徴は安定しており，きわめて信頼性が高い．なお，Pseudomonas syringae の

pathovar間識別，Erwinia chrysanthemiのpathovar間識別，Xanthomonas campestris のpathovar間識別は，

残念ながら現在のところ出来ていない．

 最後になるが，本法は過去に麻酔薬にも使われた chloroformを用いるので，蒸発量が少量とはいえドラ

フトを利用するか風通しの良い場所で作業を行うなど排気には十分な配慮が必要である． 
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改良型迅速抽出 -TLC法による植物病原細菌の簡易同定

松�山��宣�明

東京農業大学・九州大学

1. はじめに

植物病害の的確な防除には，病徴の詳細な観察と病原菌の正確な同定が不可欠である．撲滅型農薬が使われて

いた時代とは異なり，最近の農薬は高い選択性を有するものが多く，したがって初動調査における病原体の同

定を誤ると適期防除の機会を逸する恐れがある．細菌のサイズは 1μ�前後と微小であり，しかも糸状菌に比

べて形態的特徴に乏しく，したがってその同定には 40� 50 項目にもおよぶ細菌学的，血清学的 �病原学的性

質の比較を行わねばならない．それに要する時間は 2� 3 ヶ月にもわたる場合もある．まして，新病害の原因

菌同定においては経験豊富な研究者でも戸惑う場合があるのが現状である．このような状況から，より客観性

のある迅速同定法の開発が長年求められてきた．

�最近，分子生物学的手法を用いた各種の同定法が開発されているが，安価・簡便とは言いがたい．少なくと

も初期段階の細菌種の絞込みには，誰にでも簡単に取り組める手法の開発が必要である．放線菌の同定に関し

てはジアミノピメリン酸 �����異性体を指標とする ���による同定法（������������������，1974）が開発

され，現在では必須の試験項目となっている．さらに，1970 年代後半にはリン脂質を指標にした放線菌の簡易

同定（������������．，1975；�����������������．，1977；��������������．，1979）や �����������属の識別

（�������������������，1986）が試みられた．その後 1986 年には，新潟大学医学部の松山東平らにより「直

接コロニー ���法」（���������������．，1986�1987；松山，1988）が細菌脂質の簡易分析などを目的に開発

された．この方法は ��������属の菌種の同定や変異株の検出などにも利用された．なお，本法はグラム陽性

菌の同定にはあまり有効ではないという結果が得られている（松山東平氏�私信）．

�発展途上国を対象とした開発援助プロジェクトでは，「植物病原細菌の簡易同定法の開発」を要望されるこ

とが多い．そこで，前述の直接コロニー ���法の応用を試みたところ，結果はきわめて良好であり，主要な

植物病原細菌の簡易同定に利用可能であることが分かった（松山ら，1993�；����������������，1993�����；松山，

1995�；���������，1995�，�；松山，1998�；�������������，2000；������������，2003；���������，2005）．

しかし，本法は菌体を ���プレートの原点に直接塗りつける方法であり，物理的に供試量に限界があった．

特に �������������や �����������属細菌などの多糖質を多く産生する菌種の同定には不向きであった．

そこで筆者が考案した迅速脂質抽出法（���������，1995�）を利用して「迅速抽出 ����法」を新たに考案

した（������������������，1999；�����������，2000）．その後，さらに本法の抽出溶媒組成と ���法の

改良を行い，2000 年以降，各菌種の基準菌株を加えた 315 菌株について再度確認試験を行うことによって本

法の完成をみた �松山ら，2002；����������������，2003�；松山ら，2003�；松山ら，2004�2005；����������

���，2004；����������������，2008�．本法を大学での実習や初学者向けの講習会にも取り入れたが，習熟を

必要としないことから初心者にも簡単に行え，3日間の菌体培養後に 2時間半ほどで迅速に結果を得ることが

できる．特殊な分析機器を必要とせず安価に行える利点もある．本法は図 4に示すように，培養数による結果

の変動が少なくきわめて再現性の高い方法である．
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