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C 血 潮 妨 抑 = 肛匝兢 胞子の 検出お よ び耐熱性に つ い て

金沢大学医学部微生物学講座 (主任: 中村信
一 教授)

宮 田 勝

偽膜性大腸炎 ,

一 部 の 抗生物質関連腸炎の 原因菌であ る C h 油壷抗 招 = れ〝k 兢 ( C ･ d f〃f cfg g) の 胞子 に つ い て ･
そ の 検

札 耐熱性に関 して C . d 抑 cfJ e 有毒株30 株を 用い て 検討 した ･ 3 0 株全株が 変法ブ レ ー ン ハ ー

ト イ ン フ ュ

ー ジ ョ ン 培地に

て
, 顕微鏡的 に は ,

1 0ソm l 以上 の 胞子を形成 した . しか しな が ら , 通常の 寒天培地 に お ける胞 子 の 検 出率は 2 株 の み が 1 0 %

以上 を 示 した が , 2 5株 に つ い て は 0 .01 % 以下を 示 し, 胞子 の 検出は通常の 寒天培地で は 困難 であ っ た ･ こ れ らの 胞子 の 検出率

は タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法で は 82 .2 土1 6 .4 % ,

リ ゾチ
ー ム 法 で は 57 .2 ±2 l ･l % で あり , タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 が胞子検出に ,

よ り有

効で あ っ た . 次 に ,
4 株を 用 い て 胞子に 傷害を与え る加熱温度を検討 した と こ ろ , 胞子 の 通 常 の 寒天培地 に お け る 検出率 ほ

80 ℃ 10 分間加熱で急激に 低下 し , 8 0 ℃ 加熱は 胞子を傷害す る こ とが 分か っ た . こ れ ら加熱傷害胞子 の 検出に つ い て タ ウ ロ

コ
ー ル 酸塩法と リ ゾチ ー ム 法を 比較検討 した .

タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法で は 90 ℃ ある い は 100 ℃ 10 分間加熱 した 吼 胞子は全く

検出されな か っ た . これ に 対 して リ ゾチ
ー

ム 法で は 90 ℃ 10 分 間加熱で は10 ･ 0 ～ 3 2 ■7 呪 1 0 0 ℃ 加熱 で は0 ･ 2 ′ ､ 一 2 ･1 % の 胞 子が検

出 され た . すなわ ち , リ ゾチ
ー

ム 法は 熱傷害胞子 の 検出に 有効 である こ と が 分か っ た ･ 被験30 株 に つ い て 10 0 ℃ 加熱に 対す る

胞子 の 耐熱性を , 耐熱性胞子数( リ ゾチ ー ム 法 で 測定) の 総胞子 数(70 ℃ 10 分間加熱後 タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法で 測 定) に 対する割

合 で検討 した 臥 そ の 値 は 2 .5 ～ 3 0 .9 % で あ っ た . また ,
4 株に つ い て D 値を 求め た が ,

D 100 値 は5 ･ 5 ～ 1 5 ･ 5 分を示 した ･ 胞 子

の 耐熱性 に及ばす培養液中の 金属の 影響に つ い て 合成培地を用い て , F e , M g , C a , M n , C o に 関 して 検討 した ･ 被験 3 株の い ず

れに おい ても C a 添加培地に お い て 形成され た 胞子の 耐熱性が高く ,
C a 非存在下 に お い て 形成され た 胞子の D 100 値 は2 ･ 1 ～

3 . 3 分 ,
C a l m M 存在下に お い て形成 され た 胞子の D l 伽 値 は4 . 3 ～ 5 .4 分で あ っ た ■ 1 殊 に つ い て 胞 子 の C a , ジ ピ コ リ ソ 酸

(dipi c olin i c a cid , D P A) 含有量を 解析 した 結軋 1 m M C a 添加培地に お い て 形成 され た胞子 の
C a

･
D P A 含有量は C a J 無添加

の 場合に 比 べ 高か っ た . 以上 の 結果 ほ , C . 動〃正混 は , 胞子形成が良好 で , か つ そ の 胞子の 耐熱性は Cg o ∫汁f 血 m 菌種 の 中で

ほ か な り高 い こ とを示 して い る . さ らに ,
C . diffi cil e h& 子 に お い て C a , D P A 含有量が 耐熱性 に関与 して い る こ と を示 唆 して

い る .

K e y w o r d s C . diffi cil e , S P O r e , h e a t r e sist a n c e , C a , D P A

C わ∫汁fd f祝 m d f〃 k 混 (C . 弟〟ぬ混) は偽膜性大腸炎 , 一
一 部 の

抗生物質関連腸炎の 原因菌 で ある
1)

. 本菌 の 主 病原田子 は 2 種

類 の 毒素▲ トキ シ ソ A ( エ ソ テ ロ ト キ シ ソ) お よ び ト キ シ ソ B

( サ イ ト トキ シ ソ) で あると 考え られ て い る
2】

.

ヒ トの C . df〃f cJg e 腸炎 に お い て ほ腸内フ ロ ー ラ と して存在

して い る C . 就什前 ね に よ る内因感染 が主 な感染経路 と考え ら

れ て い るが , 病院で の 集団発生で ほ 外国感染が 考 え られ て い

る
掴 )

. 外 因感染 で は , C . 動竹 前k 腸 炎愚者糞便 か ら の C .

動作桁 ね に よ る病院環境の 汚染が原因とな る . こ の 場合, 本菌

は 嫌気性胞子形成菌 であるの で栄養型細胞は大気下 で は速や か

に 死滅す る . しか しなが ら
, 菌 の 耐久塾細胞である胞子ほ大気

下でも長期間生存 し, 外困感染を引き起 こす
3)4)

. 従 っ て , 本菌

に よ る外因感染の 予防に は病院環卿 こお ける胞子の 適切 な検出

法 が必要と され る . こ の 際 , 臨床材料ある い は 病院環境 に 存在

す る胞子は物理 ･ 化学的傷害を受けて い る こ とが 考え られ , 傷

害胞子 を も検出す る こ とが 重要と な る .

C = れ〃先 払㌧ 胞子 は通常 の 培地で ほ 検出が困難 であ り , 胞子

の 検 出に ほ ,
胞子 を チ オ グ リ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム で 処理 を した

後リ ゾ チ
ー

ム 添加培地 に 植菌す る方法( リ ゾ チ ー ム 法)
6)

, ある

い は胞子 を タ ウ ロ コ ー

ル 酸 ナ ト リ ウ ム 添加培地 に 植菌する方法

( タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法)
T)8)
が 有効で ある と報告 され て い る .

しか

しな が ら ,
い ずれ の 方法が胞子 検出に , よ り有効 で あるか は不

明の ま ま残 され て い る .

ヒ ト の C . d げJ∫cf∠g 腸炎の 治療 に ほバ ン コ マ イ シ ソ が使われ

るが , バ ン コ マ イ シ ソ 投与を 中止す る と しば しば本腸炎 が再発

す る
9)

. 再発 の 原 困は バ イ コ マ イ シ ソ 投与に よ り C . 弟〃正涼 の

栄養塑細胞 ほ死滅す るが , 胞子 は死滅せず生存 し , 薬剤の 投与

中止 に よ り発芽 ･ 増殖す る こ とが考 え られ て い る
川)

.

以上 の 点に 鑑 み , 本研究で は I
C . 動〃正混 の 胞 子の 検 臥 胞

子を傷害す る因子と して の 加熱に 対する耐熱性 に つ い て 検討 し
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C . 粛〃 最ゐ 胞子の 検出お よ び耐熱性

た .

材料お よび方法

Ⅰ . 使 用 株

金沢大学医学部微生物学講座保存 の C ‥ れげk 混 有毒株30 株

を用 い た .

Ⅱ . 培 地

胞子形成用培地と して ブ レ
ー

ン ハ ー ト イ ン フ ュ
ー ジ ョ ン

(b r ai n h e ar t i nf u si o n , B HI) (B B L M i c r o b i olo g y S y s
t e m s ･

C o c k e y s vi u e , U S A ) に N a 2 H P O 4 を 0 ･2 % の 割に 添加 した 培地

( m o difi e d B H I , m
-B H I)

ll)
を用 い た ･

1 2 0 ℃ 15 分間高圧蒸気滅菌

軋 気相 を H 2 1 0 % , C O 2 1 0 % , N 2 8 0 % の 混 合 ガ ス に 置 換 し

4 ℃ に て保存 した . 培地を還元す るた め 置換48 時間後に 使用 し

た .

胞子数 の 測定に は 0 .8 % グル コ
ー ス

,
1 ･0 % 可 溶性 デ ン プ ン

(和光, 大阪) 川 .0 5 % シ ス テ イ ソ
ー 塩酸 塩, 1 ･3 % 寒天加 B HI ( 日

丸 東京) ( gl u c o s e a n d s oL u bl e s t a r c h-f o r tifi e d B H I , G S
- B H I)

寒天培地を基礎培地 と して用 い た .

胞子の 耐熱性 に 及ぼ す金属 の 検討 に ほ 押野
12)
の 成 熟 こ基ずき

表 1 に 示 し た 合成 培地 を 基礎合 成培 地 (b a s al s y n th e ti c

m e di u m
,
B S M ) と して 用い た . 本培 地 の 作製 は沖野

12)
の 方法に

準じて 行 っ た .

胞子 の ジ ピ コ リ ン 酸 (dipi c olin i c a cid , D P A ) お よび C a の 含

有量の 測定の た め の 胞 子形成用培地 と して は ト リ プチ ィ ケ
ー

ス

ペ プ ト ン (B B L M ic r o bi ol o g y S y s t e m s) 2 % , 酵母 エ キ ス (D if c o

L a b o r at o ri e s
,
D e tr oit , U S A ) 0 .5 % , ト リ プ ト フ ア ン (関東 化

学, 東 京) 0 .0 1 % , グ ル コ
ー

ス 0 .2 %
,
シ ス テ イ ソ

ー

塩 酸塩

0 .0 5 % の 培 地 (p H 7 .2) (tr y p ti c a s eTy e a S t e X tr a C t
-

gl u c o s e

m ed i u m
,
T Y G M ) を 用い た .

な お ,
m

- B H I
, 合成培地は中試験管(1 5 ×1 6 0 m m ) に 1 0 m l ず

つ
,
T Y G M ほ 3 ,0 0 0 m l 容 の フ ラ ス コ に 2 ,0 00 m l ず つ 作製 し

た .
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Ⅲ . 植菌お よび 培養

m-B H I , T Y G M へ の 植菌に は 肝片加肝 ブイ ヨ ソ16 時間培養菌

液を , 各金属イ オ ン 濃度が異 な る合成培地 へ の 植 菌に は B S M

1 6 時間培養菌液を用い た . m - B H I , 合成培地に 植菌す る場合 ,

培養菌液の 1 0■
3

希釈液の 0 .1 m l を 1 0 m l の 被験培地に 植菌 し

た . T Y G M の 場 合 ,
1 0, 1 希 釈培養菌液 0 .2 m l を 2 ,0 0 0 m l の

T Y G M に 植菌 した . 希釈 ,
植菌ほ全 て 上 述の 混合 ガ ス 噴射下

で行 い , 同ガ ス 存在下で 37 ℃ で 培養 した . m - B H I , 合成培地 で

ほ 5 日間培養後 ‥ 胞子数を測定 した . T Y G M の 場合, 1 4 日間培

養 した .

Ⅳ . 胞子数 の測定

1 . 培養法

被験培養菌液を 70 ℃ 10 分間加熱後 ,
タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法制

あ るい は リ ゾチ ー

ム 法
6)
に て 測定 した .

1 ) ダ ウ ロ コ ー ル 酸塩法

70 ℃ 10 分間加熱培養菌液を , 0 .0 5 % シ ス テ イ ン
一 塩酸塩加

B H I ( 日 水) に て 1 0 倍段 階希釈 を 行 い , そ の 0 .1 m l を 直 径

90 m m の ベ ト リ皿 に 注入 し, 5 6 ℃ に 保温 した 0 .1 % タ ウ ロ コ ー

ル 酸 ナ ト リウ ム ( G R , ナ カ ライ テ ス ク , 京都) 添加 G S-B HI 寒

天培地 20 m l を 加 え 混合 し た . 固化後 37 ℃ に て 2 日 間嫌気

ジ ャ
ー

を用 い 嫌気培養を行 っ た . 培養後発育 した コ ロ ニ ー 数 を

数え る こ と に よ り培養菌液 1 m l 当 りの 胞 子数を 算出 した .

2 ) リ ゾチ ー ム 法

70 ℃ 10 分間加熱培養菌液 3 容に 2 M チ オ グリ コ
ー ル 酸 ナ ト

リ ウ ム (5 N N a O H 溶液に よ り p H l O .0 に 調整) 1 容 を添加 し.

5 0 ℃ に て30 分間処理 した . 処理 培養菌液 を 上 述 の 場合 と同様

に 希釈を行い , そ の 0 .1 m l を直径 90 m m の ベ ト リ皿 に 注入 し,

2 m g/ 血 濃度 の リ ゾチ
ー

ム (和光) 溶液 0 ▲1 m l お よび 56 ℃ に 保

温 した G S - B H I 寒天培地 20 m l を加え 混合 した . 圃化後ほ タ ウ

ロ コ ー ル 酸塩法と 同様の 手順 に て 培養を行 い ,
培養菌液1 m l 当

りの 胞 子数を 算出 した .

2 . 顕傲鏡法

T a bl e l . C o m p o siti o n of b a s al s y n th e ti c m e d i u m ( B S M )

A m i n o a cid s( g)
H is tidi n e

T r y p t o p h a n

G ly ci n e

T y r o si n e

A r gi ni n e

P h e n yl al a n i n e

M e th io ni n e

T h r e o n i n e

A l a ni n e

L y si n e

S e Ti n e

V ali n e

I s ol e u c i n e

P r oIi n e

A s p a r ti c a cid

L e u ci n e

C y st ei n e

G l u t a m i c a ci d

V it a m i n s(〟g)
0 .1 T hi a mi n e

O .1 C a- D - P a n t O th e n a t e

O .1 Ni c o ti n a m id e

O .1 R i b ofl a vi n

O . 2 P y rid o xi n e

O . 2 P
-

a m i n o b e n z oi c a ci d

O . 2 B i o ti □

0 . 2 F o li c a cid

O . 2 B .2

0 . 3

0 . 3 M i n e r al s ( m g)
0 . 3 K H 2P O 4

0 . 3 N a 2H P 0 4

0 . 6 N a C l

O . 3 C a C l2
･2 H 2 0

0 . 4 M g C 12
･ 6 H 2 0

0 .5 M n C12 ･ 4 H 2 0

0 . 9 ( N H l)2S 0 .
F e S O 4

･ 7 H 2 0

C o C 12
･ 6 H 20

N a H C O 3

G l u c o s e(g)
D is till e d w a t e r( m l)

1 , 00 0

1
,
00 0

1
,
0 0 0

1
,
0 0 0

1 , 0 0 0

5 0

1 2 . 5

1 2 . 5

5 . 0

9 0 0

5
,
0 0 0

9 0 0

2 6

2 0

1 0

4 0

4

1

5 , 00 0

2

1 , 0 0 0

A 11 a m i n o a cid s e x c e p t f o r c y s t ei n e (K a n t o C h e mi c al , T ok y o) a n d all vit a mi n s

e x c e p t f o r b i oti n (S i g m a , S t . L o ui s , U S A ) w e r e p u r c h a s e d f r o m W a k o , O s ak a ･
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細菌計算盤 ( エ ル マ 光学 ,
東京) を 用い , 位相差顕微鏡 に て 屈

折性胞子 を 数え た .

Ⅴ
. 胞子 の耐熱性の検討

培養菌液の 遠心 (3 ,5 0 0 × g , 5 分) 沈査を 0 .0 5 M リ ン 酸緩衝液

( p H 7 .0) に 懸濁 したも の を胞 子液 と した .

D 値 (胞子数嘉ミ1 /1 0 に 減少する の に 要する加熱時間) は , 胞

子液を 2 , 4 , 6 , 8 . 1 0 分間加熱 した あと リ ゾチ ー ム 法に よ

り生残胞子数を測定す る こ と に よ り求め た , 9 0 ℃ 加熱 ,
1 0 0 ℃

加熱に おけ るD 値 を各 々 D ｡｡ , D l｡ ｡ 値 と して表示 した .

Ⅵ . 胞子の 精 製

KZ 1 64 7 株 の 4 ,0 0 0 m l T Y G M 培養菌液を出発材料 と して ,

L a b b e ら
偶
の 方 法 に よ り 胞 子 を 精 製 し た . 培 養 菌 液 を

3
,
0 0 0 × g , 2 0 分間遠心 する こ と に よ り集菌 した . 遠心 沈 査を 脱

イ オ ン 水 30 m l に 懸濁 した 後 ,
超 音波発生装置 U Rr2 0 0 P ( ト

ミ ー

精工 , 大阪) を 用 い .
2 0 0 W に て 合計20 分間 ( 2 分 , 1 0 回)

超音波処理 を 行 い , 菌体を 破壊 した , 破壊菌液 を 2 ,0 0 0 × g , 1 5

分間遠心 を 行 い , 沈査を 脱イ オ ン 水 20 m l に 懸濁 した . 懸濁液

に つ い て 50 0 × g , 1 5 分 間の 遠心洗浄を ,
遠心上 清液が水様透明

に な るま で 繰 り返 した (計12 回) . 最終遠心沈査 に つ い て 胞子の

精製度を光学顕微鏡 に て 確認 した後凍結乾燥 し, C a , D P A の 測

定 に 供 した .

Ⅶ . 胞子 の C a 含量の 測定

亀井 ら
‖) の 方 法に 準 じて 胞子 の C a 含量を測定 した . 凍結乾

燥 した 胞子 試料 1 m g を 1 0 0 m l 容 の ビ ー カ ー に 採取 し, 濃硝酸

2 容に 対 し濃塩酸 1 容の 混合液を 10 m l 注加 し, 全量を ミ ク ロ

ケ ル ダ
ー

ル フ ラ ス コ に 移 し, 直火で 湿式分解 した . 有機物が 分

解 して内容物が完全に透明 に な っ た 時点で 分解を終了 した . 室

温ま で放冷後内容物を 100 m l 容 ビ ー カ ー に 移 し , ホ ッ ト プ レ ー

ト上 で蒸発乾固させ た . 0 .1 N 塩酸 5 r nl を加 え加熱溶解 した 後

1 0 m l 容メ ス フ ラ ス コ に 移 し, 1 0 % 塩化 ラ ン タ ン 溶液(原子 吸光

分析用 , 和光) を最終渡度 が 250 p p m とな る ように 加え , 脱イ

オ ン 水を 全量が 1 0 m l に な る様添加 した後 , 偏光ゼ ー マ ン 原子

吸 光分光光度計日立 Z - 80 0 0 ( 日立 , 東京) で 42 2 .7 n m の 吸収を

測定 した . な お
, 使用 する器具はす べ て 5 m M エ チ レ ン ジア ミ

ン 四 酢酸お よび脱 イ オ ン 水 で 洗浄 した もの を使用 した .

Ⅷ . 胞子の D P A 含量の測定

D P A の 測定 は J a n s s e n ら
15)
の 方法濫 従 っ た . 凍結乾燥 した胞

子試料I m g を ガ ラ ス 遠心管(3 .5 × 1 0 c m ) に 採取 し, 脱 イ オ ン 水

5 m l を加え て
,
1 21 ℃ 15 分間加熱 した . 室温ま で放冷 した 後 ,

T a ble 2 . R e c o v e r y o f C . d i!ji c iL e s p o r e s i n G S - B H I
a g a r m e di u m

-)

R e c o v e r y r a t e
b】

( % ) N u m b e r of s tr ai n s

> 1 0
~ 5

, ≦1 0
~ 4

> 1 0
~ l

,
≦ 1 0

~ 3

> 1 0
~ 3

,
≦1 0

~ 2

> 1 0
~ 2

,
≦1 0

~

l

> 1 0
~ 1

,
≦1 0

0

> 1 0
0

, ≦1 0
1

> 1 0
l

5

7

3

2

1

0

2

1

A)
B r ai n h e a r t i nf u sio n s u p pl e m e n t ed wi t h O .8 %

gl u c o s e . 1 .0 % s ol u b le s t a r c h , 0 .0 5 % L
-

C y St ei n e
･ H C l

,

a n d l .3 % a g a r .
t l)( N u m b e r oL s p o r e s re c o v e r ed i n G S - B H I

チg
a r

m e di u m / n u m b e r of s p o r e s e n u m e r at e d mi c r o s c o p l C al -

!y) ×1 0 0 ( % ) .

1 M 酢酸 0 .1 m l を 添加 し て 1 時間 室温 に 放置 し た , 放 置 後

1
,
5 0 0 × g , 1 0 分間遠心 した後 ,

そ の 上清液 4 m l を 試験 に 供し

た . 試薬 [ ア ス コ ル ビ ン 酸 (和光) 1 g , F e (N H .)2(S O .)2 ･ 6 H 20

1 g を 0 .5 M 酢酸緩衝液 (p H 5 .5) 1 0 0 m l に 溶解 した 試薬] 1 m l

を上 帝4 m l に 添加 して 発色 させ た後 ,
4 4 0 n m に お け る吸 光度を

島津 ボ シ ュ
ロ ム ス ペ ク ト ロ ニ ッ ク 20 A ( 島津 , 京都) を 用い 測

定 した .

Ⅸ . 統計処理

タ ウ ロ コ ー

ル 酸塩法 と リ ゾ チ ー ム 法に よ る胞子 検出率の 差の

検定 に は ,
S t u d e n t の t 検定 を用 い , p < 0 .0 5 を有意 と した .

成 績

Ⅰ . C . d f〟 最 飽 株 の胞子形成能

m
- B H I 5 日 間培養菌液中の 胞子数 を顕微鏡的 に 測 定 した . 被

験30 株 の 培養液 1 m l 当 りの 胞子数 ほ 1 0
8･1 ～ 1 0 丁･ ▲(平均 10

T O

) であ

り
,
1 2 株ほ 1 0

6

台 , 1 8 株 は 10
7

台を 示 し
,
C . 斬〃訂混 株ほ 極め

て 胞子形成が良好な こ と が分 か っ た .

Ⅱ . G S - B H I 寒天 培地に よる胞子の検出

m-B H I 培養菌液を 7 0 ℃ I O 分間加熱後 , 原液1 .O m l あるい ほ

そ の10 倍段 階希釈菌液 0 .1 m l を G S-B H I 寒天培地 に 植菌 ･ 培養

する こ と に よ り胞子の 検出を試 みた . 先に 述 べ た 如く , い ずれ

の 株に お い ても培養菌液 1 m l 当 り 10
6

以 上 の 胞子が顕微鏡的に

認め られ た に もか か わ らず ,
G S - B H I 寒天培地に て検出された

胞子数は極 めて 少な く ,
2 株 (K Z 1 61 0 , K Z 1 6 6 0) を の ぞき ,

1 0
3

台/ 血 以下 で あ っ た . 顕微鏡法 に て 算出 され た 胞子数 を

100 % と した 時の 胞 子検出率を表 2 に 示 した . 被験30 株中25 株

に つ い て は検 出率は 0 .0 1 % 以下 で あ り , 本培地で は 極め て検出

され 難か っ た . 1 0 % 以上 の 検出率 を示 した 株は ,
K Z 1 6 60 ( 検出

率 ,
37 % ) お よ び K Z 1 6 1 0 (検 出率 ,

1 7 % ) の 2 株 の み で あっ

た .

以上 の 結 果, C , d げJi cfJ e は 極め て胞子 形成は良好であるが ,

その 胞子 の 検 出は通常の 培地で は 困難 で ある こ と が 分か っ た .

Ⅲ . 胞子検出のた め の タ ウ ロ コ ー ル 酸壇法 と リゾチ ー ム 法 の

比較

タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法 と リ ゾチ

ー

ム 法 に よ る胞子 検出率を , 顕

微鏡法 に て 算出 され た胞子 数を 100 % と して , 比較する こと に

よ り両 方法の 有効性 を比較検討 した (表 3) .

タ ウ ロ コ
ー

ル 酸塩法 に おけ る被験30 株 の 検出率 ほ 47 % 以上

で あり
,
2 2株 が 80 % 以 上 の 検出率を 示 した .

一

方 ,
リ ゾチ

ー

ム

法の 場合 , 検出率は 32 % 以上 を 示 し, 8 0 % 以 上 の 検出率を示

した株は 5 株に すぎなか っ た . 両 方法を比較す る と タ ウ ロ コ ー

ル 酸塩法 ,
リ ゾ チ

ー

ム 法 お の お の に お け る 検出率 ほ 82 .2 ±

T a bl e 3 . C o m p a ri s o n o f t a u r o c h ol at e m e th o d a n d

ly s o z y m e m e t h o d f o r r e c o v e r y of C . d if!t ciL e s p o r e s

N u m b e r of s tr ai n s s h o w i n g

r e c o v e r y r a t e
b)

( % ) of

M et h o d
^)

> 3 0 > 4 0 > 5 0 > 6 0 > 7 0 > 8 0 > 90

≦4 0 ≦5 0 ≦60 ≦70 ≦8 0 ≦90

T a u r o c h ol a t e O 1 2 3 2 1 2 1

L y s o z y m e 9 4 8 0 4 2 3

-)
R ef e r t o M a t e ri als a n d M eth o d s .
b) (N u m b e r of s p o r e s r e c o v e r e d i n G S - B H I a g a r m e di u m /
n u m b e r of s p o r e s e n u m e r a t e d m i c r o s c o pi c a11 y) ×1 0 0 ( % ) ･
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1 6 .4 % ( 平均値土 標準偏差) , 57 ･2 ±2 1 ･1 % で あり , タ ウ ロ コ ー

ル

酸塩法が統計学上有意に 胞子 検出に 有効
で ある こ と が分か っ た

( p < 0 ･00
0 1) ･

以上 の 結果 に 基ずき ,
以後 の 実験で ほ 7 0 ℃ 1 0 分間加熱後に

タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法 に て 求め た胞子 数を 培養菌液中の 胞子数と

した .

Ⅳ . 加熱胞子の検出

1 . 胞子傷害温度

各温度で10 分 間処理 した 胞子を G S
- B H I 培地 に て 検出する こ

とに よ り胞子 に 傷害 を与 え る加熱温度 を決定 した . 本実験 に は

G S-B H I 寒 天培地 で の 胞 子検出率 が 良好 な K Z
1 6 1 0

,
K Z

1 6 60 株お よ び検出率が 0 .0 1 % 以下の K Z 1 6 4 8 , K Z 1 6 2 8 株 , 合

計4 株を 用い た ･

被験 4 株す べ て に お い て 80 ℃ 10 分間加熱 した とき検出率 は

明らか に 減少 した( 図1 ) . すなわ ち . 8 0 ℃ 10 分間加熱 した 場合

の K Z 1 6 6 0 , K Z 1 6 1 0 , K Z 1 6 4 8 , K Z 1 6 28 株 の 検 出率 ほ 70 ℃

10 分間加熱 に お ける 検出率 の 0 月5 % , 1 ･2 % , 5 ･0 % , 5 ･8 % ま で 減少

した .

8 5 ℃ 10 分間加熱 した 時 ,
K Z 1 6 6 0 株の 胞子は 0 ,0 0 01 % の 低

い検出率 で 検出され た が , 他 の 3 株 で は 胞子は 全く検出され な

か っ た . 9 0 ℃ 以上 の 加熱 で は い ずれ の 株 に お い て も胞子 は 全

く検出 され なか っ た .

{

訳

芸
○
ニ

s

巴
O
d
s

-
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β
巴

と

聖
O
U
む

∝

6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0

T e m p e r at u r e(
O

c)
Fig ･ 1 ･ R e c o v er y of h e a t

- tr e a t e d s p o r e r s of C . diffi cil e i n

G S - B H I a g a r m e d i u m . 0 , K Z 1 6 60 ; ○ , K Zr 1 6 1 0 ; △ , K Z
1 6 48 ; ▲ , K Z 1 6 2 8 ; N D , n O t d e t e c t e d .

以上 の 結果 ,
80 ℃ 以上 の 加熱 は 胞子を傷害す る こ と が 分

か っ た .

2 . 加熱傷害胞子の タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法に よ る検出

7 5 ℃ 以下 の 加熱で は被験 4 株 の すべ て に つ い て ほ と ん ど の

胞 子は検出 され た . ( 図2 ) . 胞子傷害温度 で ある 80 ℃ で 加熱 し

た 時, い ずれ の 株 に お い て も胞子検出率は顕著に減少 した . す

な わ ち ,
K Z 1 6 6 0 , K Z 1 6 1 0 . K Z 1 6 4 8 , K Z 1 6 2 8 の 検出率は お の

{
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t h e t a u r o c h ol a t e m e th o d . 0 , K Z 1 6 6 0 ; ○, K Z 1 61 0 ; △ ,
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お の 0 .0 5 %
,
0 .7 %

,
2 .1 %

,
2 .9 % ま で減少 した . 8 5 ℃ 1 0 分間の 加

熱条件 で は , 検出率は さ らに 著 しく減少 し, K Z 1 6 6 0 株 ,
K Z

1 6 1 0 株 では お の お の 0 .0 0 01 % , 0 .0 0 1 5 % ま で 減少 した . 他の 2

株 に お い て は 胞子は 全く検出され なか っ た .
9 0 ℃ 以 上 の 加 熱

で は い ずれ の 株 に お い て も胞子は全く検出され なか っ た .

3 . 加熱傷害胞子 の リ ゾチ
ー

ム 法 に よ る検出

4 株と もに 80 ℃ 以下 の 加熱条件下 で ほ 胞子検出率 は減少 し

なか っ た (図3 ) . 8 5 ℃ 加熱 で ほ K Z 1 61 0 株を 除き , 検出率 は

や や 減少 した . 9 0 ℃ 加 熱 に お け る K Z 1 6 6 0 , K Z 1 61 0 , K Z

1 6 略 E Z 1 62 8 株の 胞子検出率 は 10 ～ 3 2 て% で あり , 検出率の

低下 は少な か っ た . しか しなが ら , 1 0 0 ℃ で 加熱 した時 卜 胞 子

検出率 は顕著 に 減少 した . す な わ ち ,
K Z 1 6 6 0

,
K Z 1 61 0 , K Z

1 6 4 8 , K Z 1 6 2 8 株 の 10 0 ℃ 加熱の 検出率ほ 2 .1 , 0 .2 , 1 .8 , 0 .2 % に

すぎな か っ た .

以上 の 結 果, リ ゾチ
ー ム 法ほ タ ウ ロ コ

ー

ル 酸塩法 に 比 べ 熱傷

害胞子の 検出に は有効である こ と が 分か っ た .

T a b le 4 . R e si s t a n c e of C . dif!i ciZ e s p o r e s t o h e a ti n g a t

l O O ℃ f o r l O m i n

P e r c e n t a g e
-)
of s p o r e s

S u r V IV l n g h e a ti n g

a t l O O ℃ f o r l O m i n

N u m b e r of

s tr ai n s

> 1 . 0
,
≦1 0 . 0

> 1 0 . 0
,
≦2 0 . 0

> 2 0 . 0
,
≦3 0 . 0

> 30 . 0
,
≦4 0 . 0

1 1

1 6

1

2

-】
T o t al n u m b e r s of s p o r e s w e r e d e t e r m i n e d b y t a u r o c h

-

0I a t e m e th od af t e r h e a ti n g a t 7 0 ℃ f o r l O mi n , a n d

n u m b er s of s p o r e s s u r vi vi n g h e ati n g a t l O O ℃ f o r l O mi n

b y ly s o z y m e m e th o d .

V .
C . 札伊 嵩k 胞子の 耐熱性

C . d f〃f cよJ g 3 0 株を 用い て 胞子の 100 ℃ 加熱に 対す る耐熱性

を検討 した . 本実験に お い て は胞子 数を タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法に

お い て 測定 し , 1 0 0 ℃ 加熱 に 対 して 耐性 の 胞子 は リ ゾ チ
ー

ム 法

に よ り測定 した . 被験全株ともに 1 00 ℃ 加熱後に お い ても胞子

は 検出 さ れ た . 総 胞 子数 に 対す る 耐熱性胞 子 の 割合 は

2 .5 ～ 弧 9 % で あ り , 株 に よ り幾分相違が認め られ た (表 4) .

耐熱性を よ り 正確 に 知 るた め 耐熱性胞子の 割合が 1 % , 1 0 % ,

2 0 %
,
3 0 % 台 の 株 の 中か らお の お の 1 株 を 選 び 90 ℃ お よ び

100 ℃ 加熱 に お け る耐熱性胞子数 を リ ゾ チ
ー

ム 法 に よ り測 定

し
, 各温度に お ける D 値 を求め た .

D 9｡ 値 は , い ず れ の 株も60 分

以上 であ っ た が ,
D ,00 値は ,

5 .5 ～ 1 5 .5 分 を示 し, 先述 の 成績を

確認 した (表 5) .

Ⅵ . 胞子の 耐熱性に及ぼす培養液中の金属の影響

F e
,
M g に つ い て は 0 .01 m M お よ び 1 m M 添加 B S M , C a ,

M n , C o に つ い て は 無添加お よび 1 m M 添加 B S M に お い て 形

成 され た胞子 にづ い て 3 株を 用 い , そ の 耐熱性を検討 した . 加

熱 は 各金属毎 に 行 い ,
1 0 0 ℃ 5 分 間 加熱後 の 生残胞 子数 の

70 ℃ 10 分間加熱耐性胞子数に 対す る割合 ( % ) で 比 較 した (表

6 ) , こ の 際 , 胞子数は リ ゾチ
ー

ム 法に よ り求め た .

被験金属 5 種類中 C a を 除い て は , 低濃度
･ 高 濃度 の 両者間

に は胞子の 耐熱性の 明 らか な差異 は認め られ な か っ た . C a に

関 してほ C a 不 含 B S M に お い て 形成 され た 胞子の 1 00 ℃ 5 分

間加熱後 の 生残率 は 0 .2 ～ 2 .5 % で あ っ た の に 対 し て ,
C a

l m M 添 加 B S M に お い て 形 成 さ れ た 胞 子 の 生 残率 ほ

3 .0 ～ 1 5 .8 % で あ り, 後者 の 方 が明 らか に 耐熱性が強か っ た .

以上 の こ とを 確認す る た め D 10 0 値を 求め た . K Z 1 63 0
,
E Z

1 6 4 7 , K Z 1 7 4 8 株 の 胞子 の D l｡｡ 値 は C a 不 含 B S M の 場合 ,

T a bl e 5 . H e a t r e sis t a n c e of C . diffi cil e s p o r e s

S tr ai n

P e r c e n t a g e of s p o r e s

S u r V I V m g h e a ti n g at

l O O ℃ f o r l O m i n
ll

D v al u e ( m i n) a t ( ℃)

9 0 1 0 0

K Z 1 6 2 6

K Z 1 6 3 8

K Z 1 6 2 8

K Z 1 6 9 8

4 . 2

1 7 . 7

2 7 . 8

3 0 . 9

> 6 0 5 . 5

> 6 0 1 2 . 5

> 6 0 1 4 . 5

> 6 0 1 5 . 5

-)
T h e s e d a t a w e r e o b t ai n e d i n th e t e s t s h o w n i n T a b l e 4 .

T a b l e 6 . I n fl u e n c e o f m e t als o n h e at r e sis t a n c e of C 二 d iffi ciL e s p o r e s p T O d u c e d i n s y n th e ti c m e d i u m

P e r c e n t a g e
L)
of s p o r e s s u r vi v l n g h e ati n g

a t l O O ℃ f o r 5 m i n i n s tr ai n of

C o n c e n tr a ti o n

M e t al a d d e d ( m M ) K Z 1 6 3 0 K Z 1 6 4 7 K Z 1 74 8

C a C 12
･ 2 H 20

M g C1 2
･ 6 H 2 0

M II C l2
･4 H 20

F e S O 2
･7 H 20

C o Cl 2
･ 6 H 2 0

l

1

0

ハ
リ

n

U

O

O

O

O

O

1

0

1

∧

U

1

0

1

0

1

5
亡
U

3

8

3

6

0

6

2

3

0

3

0

0

0

0

1

0

〇
.

〇

2

0

1

2

6

3

5

2

6

8

ハ
リ

3

0

0

ハ

U

O

O

O

O

O

5
0
0

5
0

5

5

0
0

6

7

8

2

5

0
1

0

0

0

1

0

0

1

-)
r

F o t al n u m b e r s o トs p o r e s w e r e d e t e r r n i n e d
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=1 0 mi n . 一-
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T a b l e 7 . H e a t r e si s t a n c e , a n d C a a n d D P A
A)
c o n t e n t s of C . d if!i cil e s t r ai n K Z

1 6 4 7 s p o r e s p r o d u c e d i n T Y G M
b)
w ith o r w ith o u t C a Cl 2 a d diti o n

C o n c e n t r a ti o n

of C a C 12
･ 2 H 2 0

a d d e d ( m M )

C o n t e n t (FLg/ m g s p o re)

D l｡ ｡ V a l u e ( m i n) D P A C a

0 2 . 4 3 2 2 . 3

1 4 . 1 5 2 4 . 7

▲)
D P A

,
di pi c oli ni c a cid

b)
T Y G M

,
tr y P tic a s e

-

y e a S t e X tr a C t
-

gl u c o s e m e d i u m

各々 2 .1 , 2 .8 , 3 ･3 分 で あ っ た が ,
C a l m M 添加 B S M に おい て

は各々 5 .4 , 4 .3 , 5 .3 分で あり , 約 2 倍の 値を 示 した ･

Ⅶ . 胞子の C a , D P A 含有量

K Z 1 6 4 7 株を 用い 胞 子 の C a , D P A 含有量を 解析 した . 本解

析に 必要な胞子 を 得 る に は 大量 の 培養を要 し, B S M は 不 適 で

あ っ た . それ故 , 予備実験で C a 添加と 耐熱性 の 関係 が B S M

の 場合 と同様 に 認め られ る培地 を検索 し, T Y G M を 用 い る こ

とと した .

解析結果を蓑 7 に 示 した . 1 m M C a 添加 T Y G M に お い て形

成された 胞子の D P A , C a 含有量は C a 無添加 の 場合に 比べ 高

か っ た .

考 察

ヒ トの- C . d げJf c fg g 腸炎 に お い て は ,
ヒ ト の 腸 内 フ ロ

ー

ラ
酢 凋 ) あるい は泌尿生殖器 フ ロ ー ラ

1 9)
と して 本菌が 存在 して い

る こ と か ら , 内因感染が主で ある と考え られ て い る . しか しな

が ら , 入院患者の 抗生物質関連腸炎患者分離 C . 弟〃正最 株の

抗菌血清に よ る凝集反応, プ ラ ス ミ ド D N A の ア ガ ロ
ー ス 電気

泳動パ タ ー

ン
,
バ ク テ リオ フ ァ

ー ジ お よび バ ク テ リ オ シ ソ 感受

性 , 可 溶性蛋白 の 電気泳動 パ タ ー ン
, 菌体内蛋白 へ の

35
S 標識

メ チ オ ニ ン の 取 り込み パ タ ー ン
, 染色体 D N A の 制限酵素切断

パ タ ー ン 等の 疫学的研究
20) ～ 2 5 )
か ら

,
特 に 病院で の 集団発生は外

因感染が 主 で ある と考 え られ て い る .

K i m ら
4)
は病院環境に お ける C . d げJf c f′e の 存在 に つ い て詳

細に 検討 し , C . d げJf ciJβ腸炎患者の 病室 , 集中治療室 で は各 々

9 .3 %
,
1 1 %

,
C . d げカcfJ g 非保菌患者 の 病室 , 集 中治療室 で ほ

各 々 2 ,6 %
,
2 .8 % の 割 に C . み〃k 混 を 検 出 して い る . C .

斬〃k 混 は嫌気性胞 子形成菌 で あ るの で , 大気下 で ほ 栄養型細

胞ほ速や か に 死 滅す る が ト 胞子 の 形 で 病院環境 に 長時間生存す

る. E i m ら
▲)
は胞 子ほ 6 ケ月 間病室の 床に 生存 して い た と述 べ

てい る . すな わ ち , 外因感染 の 主 役は 胞子 で ある と考 え られ て

い る .

B o rri e1l o ら
26)
は家畜 ,

ペ
ッ ト の 糞便か ら C 諭 杜 仲 壷 の 検出

を試み t 数% ～ 数 10 % の 割に 本菌 を検出した .

以上 の 事は病院の み な らず, 種 々 の 環境 に お い て , 本菌に よ

る汚染が起 こ り得 る事を 示 して い る . 環境 中の 胞 子 ほ 熱 , 乾

軋 ア ル カ リ
, 酸 , 消毒薬 , 紫外線等種 々 の 物理 ･ 化学 的因子

によ り傷害を受け る可 能性 が ある . 外 因感染は経 口 感染で あ

り
, そ の 際汚染食品 に よ る感染が重要 であり , 胞子の 耐熱性が

問題となる ,

C ･ d げ葎fJ g 腸炎 の 治療濫 は バ ン コ マ イ シ ソ が 用 い ら れて い

るが
,
バ ン コ マ イ シ ソ 投与中止後 しば しば再発す る . 再発の 頻

度は報告者に よ り異なるが ,
B a r tl e tt

9)
は 高率に 再発が 起きる と

報告 して い る . 彼 は治療患者1 89 名中46 名 (24 % ) に 再発が お こ

14 9

り , さ らに 再 発者46 名中11 名(46 %) に 2 度目 の 再発が起 こ っ た

と述 べ て い る . 起炎菌ほ バ ン コ マ イ シ ソ に 感受性 で ある の で ,

本薬剤投与に よ り栄養型細胞 は死滅す るが胞子が残 り薬剤の 投

与中止 に よ り胞 子 が発芽 ･ 増殖を して 再発する と 考え られ てい

る .

以上 の 諸点を 鑑み , 本研究で は C . d げイオcrJβ 胞子の 検出 , 耐

熱性を 中心 に 検討 した .

C h 油壷甑 澗 属は 嫌気性 の 胞子形成菌であるが , 胞子形成能

は各菌種 に よ り異な り, ま た 同
一

菌種 で も菌株間に ほ そ の 胞子

形成能 に は か な り の 相 違 が み られ る
2丁卜 32)

. 本 研 究 で は C ･

弟〃正涼 30株 に つ い て 顕微鏡的 に そ の 胞子 形成能 を検討 し た

が
,
全株が 10ソm I 以上 の 胞 子を 形成 した . こ の こ と は 本菌ほ極

め て 胞子形成が良好な菌種であ る こ と を 示 してい る .

C わ∫汗Jd 血 m 属の 胞子 は
一

般 に ペ プ ト ン 培地, ペ プ ト ン
ー

グ

ル コ ー ス 培地 ,
B H I 培地で容易 に 発芽 ･ 発育 し, そ の 検出に は

特別な 工 夫を要 しな い
27卜 33)

. C . d げJg cfJ g の 胞 子は 上 述の 培地で

は極め て 検出 しがた い こ とほ ,
I o n e s c o

6)

,
R aib a u d ら

34
丹こよ り既

に 示 され て い る . 本研究 で ほ まず G S-B H I を 用い ての 胞子の 検

出率 を顕微鏡的 に 求 め た 胞 子 数 と の 比 較 に よ り 求 め た .

G S- B H I を 用い て の 検出率ほ 2 株を 除き 1 % 以下で あり , さ ら

に25 株(83 %) に つ い て は検出率ほ 0 .O l % 以下 で あ っ た . すなわ

ち
,
C . み〃た最 の 胞 子は 他の C わ∫汀id i㍑ m 菌種と較 べ 極め て 発

芽 ･ 発育し難い こ と がよ り明確 と な っ た .

胞子が コ ロ ニ ー

と し て発 育 し検出 さ れ る場合 の 最初 の 過程

は , 胞 子 の 発芽に よ る栄養型 へ の 変 化で あ る . す なわ ち , 胞子

が コ ロ ニ
ー

と して 検出され ると い う こ と は , 胞 子 の 発 芽が 起

こ っ て い る こ と を 意味す る . 胞 子 検出 の た め の リ ゾチ
ー

ム 法は

1 9 6 3 年 G o uld ら
35)
に よ り 最初に 報告され ,

I o n e s c o
6)
に よ り C ･

弟〃克抽 の 胞 子 の 検出に も有効で ある こ と が 明 ら かに され た .

本法に よ る胞子 の 発芽は , チ オ グリ コ
ー ル 酸ナ ト リ ウ ム が胞 子

殻蛋白の S-S 結 合を切断する こ とに よ りリ ゾ チ
ー ム が 胞 子 内

部 に 入 り易く し, 次い で 侵入 した リ ゾチ
ー ム が コ ル テ ッ ク ス の

ペ プ チ ド グ リ カ ン に 作 用 す る こ と に よ る と 考 え ら れ て い

る
即丁)

. タ ウ ロ コ
ー ル 酸ナ ト リ ウ ム が 胞子の 発芽 に 有効な こ と

は
, 最 初 ,

真菌 の 〟ッェ0 〝lツC gf e ∫ に つ い て 報 告
38)
さ れ ,

R aib a u d ら
34)
に よ っ て C . d iffi cil e e) 検出 に も有効である こ と

が 示 され た . タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法に 用い られ てい る タ ウ ロ コ ー

ル 酸ナ ト リウ ム濃度(0 .1 % ) ほ栄養型細胞に 影響 しな い
3g)
と こ ろ

か ら, タ ウ ロ コ
ー ル 酸ナ ト リ ウ ム 添加サ イ ク ロ セ リ ソ

ー

セ フ ォ

キ シ チ ン
ー フ ル ク ト

ー

ス
一 案天( c y cl o s e rin e

-

C ef o x iti n-f r u c t o s e
-

a g a r , C C F A トは糞便材料か ら の C = れ〃旋宜グ 分離 には 優れ た方

.､法で ある と報告 され て
い る

､
40)

.

巾

ま た , 環境か らの C . d J〟i c£J g 胞

子の 検 出に 際 して もタ ウ ロ コ ー ル 酸 ナ トリサ ム 添加 C C F A が

C C F A よ り優れ て い る こ とが 報告 され て い る
41)4 之)

. タ ウ ロ コ
ー



1 5 0

ル 酸ナ トリ ウ ム が胞子 の 検出に 有効 な機構ほ 不 明 で ある が , 同

薬剤は胞子 殻ある い ほ コ ル テ ッ ク ス を攻撃す る表面活性剤と し

て 働い て い る と考 え られ る .

被験30 株 全株共に リ ゾチ ー ム 法 , タ ウ ロ コ ー

ル 酸塩 法の い ず

れ の 方法に お い ても 30 % 以上 の 胞 子検出率を 示 した . しか し

な が ら
, 検出率は リ ゾ チ ー ム 法 で ほ 57 .2 ±2 1 .1 %

,
タ ウ ロ コ ー

ル 酸塩法で は 82 .2 士1 6 .4 % で あ り
,
タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法の 方が

胞子検出に は よ り 有効であ っ た .

胞子の 熱に 対する安定性ほ 菌種 に よ り異 な る .
C g o ∫打方df 祝 m

♪g rJ rf乃g g 乃∫(C . ♪βrJ rf 柁g e 乃∫) に は 1 0 0 ℃ 加熱 に 対 して 耐性と非

耐性 の 株が 存在する が ,
い ずれ の 株 も 70 ℃ 10 分間の 加熱 に 対

して は安定であり , 80 ℃ 1 0 分間の 加熱で ほ 胞子は傷害 を受け,

そ の 検 出 率 は 低 下 す る
揖)

. C h 油壷肋 憫 ｣ 如 血蘭 Ⅶ 澗 (C .

わ0丈加 加 〟 m ) に つ い て は A 塑菌 の 胞子の 活性化温度 は 80 ℃ 1 0 分

間加熱
44】
で あるが , E 型菌 で は D 値ほ 75 ℃ 加熱 で急激 に 低下

する
45)

. す なわ ち C . 占0 紬Jf和弘 m 胞子ほ A 型薗で は 80 ℃ 以上 上

E 型菌 では ア5 ℃ の 加熱 で傷害 を受け ると考 え られ る . 本研究

で 示 された 如く ,
G S- B H I に おけ る C . 蛮〃ぬ混 の 胞子の 検出率

ほ 80 ℃ 10 分間 加熱 で急激 に 低下 し , 8 0 ℃ 以上 の 加熱 ほ C .

武雄前払 胞子 に 対 し傷害を与 える こ と が分か っ た .

C . 孔伊嵩 わ の 熱傷害胞子の 検出に は タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法 よ

り リ ゾチ
ー ム 法 の 方が よ り有効で あ っ た . 加熱 が胞子 に 与 え る

傷害が軽度 の 場合 ,
コ ル テ ッ ク ス に 存在する自 己融解酵素が 不

活化 され ,
さ ら に 傷害が 進行する と コ ア に 存在す る蛋白質 , 核

酸が 変性 し, 死滅す る . リ ゾ チ
ー ム 法 で は 先述 の 如 く よ

リ ゾ

チ ー ム が コ ル テ ッ ク ス 中の 不 活化 され た 融解酵素 の 働きを補

い
, 発芽を 活発す る と考 え られて い る .

リ ゾチ ー ム法 に よ り C . d げJよc∫g g 3 0 株の 耐熱性 を検討 した結

果 1
1 0 0 ℃ 10 分間加熱後に お い ても胞子数 (70 ℃ 10 分 間加熱後

の 胞子数) の 2 .5 ～ 3 0 .9 % が 生残 した . さ ら に 4 株 に つ い て

D ｡｡ , D l｡ ｡ 値 を 求 め た 結果 ,
D ｡｡ 値 ほ6 0 分以 上 ,

D l｡｡ 値 は 5 .5 ～

1 5 .5 分で あ っ た .
C g o ∫けf d∫㍑ m 菌属 の 中 で 耐熱性 が強 い 耐熱性

C . 夕eげrf 乃g e 乃∫ の D l¢0 傾が 6 ～ 1 7 .6 分 で ある こ と を考 え る と ,

C . 弟〃正混 は か な り耐熱性 の 強い 菌種で ある と言え る .

胞子に 耐熱性 を与 え る 因子 と して は , 胞子 の C a , D P A 含 量

もま た重要な 因 子と考 え られ て い る
48)

. 本研究 で ほ C a を 含 め

5 種類の 金属に つ い て胞 子の 耐熱性に 与え る影響に 関 して 合成

培地 を用 い て 検討 した が , C a に つ い て の み 耐熱性 へ の 関与 が

示唆され た . C a 不 含培地に お い て 形成され た 胞子 の D l｡0 値 ほ

2 .1 ～ 3 .3 分 ,
C a l m M 添加培地に お い て 形成 さ れ た 胞 子 の

D too 値は 4 .3 ～ 5 .4 分 で あり , 被験 3 株 の い ずれ に お い て も C a

添加培地 に お い て 形成 され た 胞子 の 耐熱性 が高 か っ た . さ ら

に ,

一 株に つ い て C a , D P A 含量を 検討 した時
,
C a を 添加 した

場合の 方が そ れ らの 含有量ほ高か っ た .
C a 非添加 に お い て も

C a が検 出され た が , 培地に 加 えた ペ プ ト ン , 酵 母 エ キ ス 中に

微量の C a が 含 まれて い た た め と考 え られ る . C a 含量に つ い て

は 高い 方 が耐熱性が高 い こ と が 示 され て お り
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,
C . dよ〃 h 混

の 場合も同様 の 結果が得られた . D P A と 耐熱性 の 関係 に つ い

て は , そ の 量 は耐性 と関係 しない とす る報告 と , 関係す る との

報告が あり 一 致 しな い 珊
封)55)

. C . 弟〃正混 の 場合は上 述 の 如く ,

D P A 含量 の 高 い 方が 耐熱性が高い と思わ れ る . すな わ ち ,
C .

d iffi cil e 胞子に お い て も D P A , C a 含有量が耐熱性 に 関与 して

い る一こ とが推察 きれた:L

胞子の 耐熱性に ほ胞子の 含水量
,
コ ア の 物理化学的構造 が

'

関

与 して お り
鯛)

,
C ･ 斬〃ね最 の 高い 耐熱性の 磯序の 解明に は そ う

い っ た 方面か ら の 検討 が必 要 と思わ れ る .

結 論

C . 弟〃甘 地 の 胞 子 に つ い て ,
そ の 検出お よ び 耐熱性に つ い

て有毒30 株を 用 い て 検討 し
,
次の 結果を 得た .

1 . 被験30 株共 に m - B HI 培地 に お い て , 光学顕微鏡的に ほ ,

1 0ソm l 以上 の 胞子 形成を 示 した が , 胞子の 検 出ほ通常 の 培地で

は困難であ っ た .

2 . タ ウ ロ コ
ー ル 酸塩法 と リ ゾ チ ー

ム 法に よ る胞子検出率を

比較検討 した と こ ろ , タ ウ ロ コ ー ル 酸塩法の 方が胞子検出に 有

効 であ っ た .

3 . 4 株を 用 い て胞 子に 傷害を与え る加熱温度 を検討 した と

こ ろ
,
8 0 ℃ 加熱は胞子を傷害す る こ とが 分か っ た . ま た , 加熱

傷害胞子 の 検出に は リ ゾチ ー ム 法 が有効であ っ た .

4 . 被験全株 とも に 1 00 ℃ 10 分 間加熱に 対 し耐性 を示 し, 耐

熱性胞子数の 総胞子数に 対す る割合は ▲
2 .5 ～ 3 0 .9 % で あ っ た .

ま た ,
D g｡ 値 ほ 一 6 0 分以上

,
D .｡｡ 値 ほ

,
5 .5 ～ 1 5 .5 分を 示 した .

5 . 胞子の 耐熱性に 及ぼす培養液中の 金属の 影響に つ い て 3

株 を用 い て 合成培地に て 検討 した結果 ,
C a 不 含の 場合に 比べ

,

C a l m M 添加培地に お い て形成 され た胞子の 方が , 耐熱性が 高

か っ た .

6 . K Z 1 6 4 7 株 を用 い 胞子 の C a , D P A 含有量を 解析 した 結

果 ,
1 m M C a 添加 T Y G M に お い て 形 成 さ れ た 胞 子 の C a ,

D P A 含有量ほ C a 無添加の 場合に 比 べ 高か っ た .

以上 の 結果ほ ,
C . 就〃k 舶 ほ 胞子形成が良好で ,

か つ そ の 胞

子 は 耐熱性 が強 い こ と を 示 して い る . さ ら に C = 斬〃滋宜e 胸子

の 耐熱性 に C a , D P A 含有量 が関与 して い る こ と を示 酸 して い

る .
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'

s s p o r e ly ti c e n z y m e ･ I n L ･ L ･

C a m p b ell & H . 0 . H al v o r s o n ( e d s .) , S p o r e s Ⅲ , p 21 3 -2 21 ,

A m e ri c a n S o ci e t y 王o r M ic r o b iol o g y . A n n A r b o r , 1 9 6 5 ･

3 7) G o u ld , G . W . & K i n g , W . L . : A c ti o n a n d p r o p e r ti e s

of s p o r e g e r r n in a ti o n e n z y m e s . J n L . L . C a m p b e11 ( e d ･) ,

S p o r e s Ⅳ , P2 76
- 2 8 6

,
A m e ri c a n S o ci e ty f o r M ic r ob i ol o g y ,

B e th e s d a
,
1 9 6 9 .

38) E lli o tt , E .
W . : T h e s w a r m

-

C ell s of M y ェ o m y c et e s .

M y c olo gi a , 4 1 , 1 4 ト1 7 0 (1 9 4 9) .

3 9) W ils o n , K . H . : E ffi ci e n c y of v a ri o u s bil e s alt p r e p a r a
,

ti o n s f o r sti m u l atio n of C l o si rid i u m d if fi cil e s p o r e g e r m i n a
-

ti o n . J . C li n . M ic r o bi ol . , 18 , 1 0 1 7
-1 0 1 9 (1 9 8 3) .

4 0) W ils o n , K . H .
,
K e n n e d y , M . J . & F e k e t y , F . R . :

U s e of s o d i u m t a u r o c h ol at e t o e n h a n c e s p o r e r e c o v e r y o n a

m ed i u m s el e c ti v e f o r CL o st ridi u m d i H i cil e . J . C li n . M i c r ob i -

01 .
,
15
,
4 4 3 - 4 4 6 (1 9 82) . .

4 1) B u g g y , B . P .
,
W il s o n

,
X . H . & F e k e t y , R . :

C o m p a ris o n of m e th o d s f o r r e c o v e r y of C

d ijfi cil e f r o m a n e n vir o n m e n t al s u rf a c e ･ J ･ C li n ･ M i c r o bi ol ･ .

1 8
,
3 4 8 - 3 5 2 (1 9 8 3) .

42) B u g g y , B . P .
,
H a w ki n s

,
C . C . & F e k e t y , R . : E ff e c t

of a d di n g s o di u m t a u r o c h ol a t e t o s el e c ti v e m e di a o n th e

r e c o v e ry of C L o st ridi u m dijfi cil e f r o m e n vi r o n m e n t al

s u rf a c e s . J . C li n . M i c r o bi ol . . 2 l , 6 3 6 -6 3 7 (1 9 8 5) .

4 3) N i s h i d a , S . ,
S e o

,
N . & N a k a g a w a , M . : S p o r ul a ti o n ,

h e a t r e si s t a n c e . a n d bi olo gi c a.
1 p r o p e rti e s of C l o s l ri di u m

♪e rf ri n g e n s . A p pl . M i c r o bi ol . , 1 7 , 3 0 3-3 0 9 (1 9 6 9) ･

4 4) S mi t h , L . D . S . : B o t ulis m , p3 4-6 3 , C h a rl e s C T h o m a s

P u blis h e r , S p ri n gfi eld , 1 9 7 7 .

4 5) R o b e r t s , T . A . & G i b s o n , A . M . : T h e r el e v a n c e of

C l o s t ri di u m b o t u li n u m ty p e C i n p u b li c h e a lt h a n d f o o d

p r o c e s si n g . J . F o od T e c h n ol ･ , 14 , 2 1 ト2 2 6 (1 9 7 9) ･

4 6) R o b e r t s , T . A . : H e a t a n d r a di a ti o n r e sis t a n c e a n d

a c tiv a ti o n of s p o r e s of Cl o st rid i u m w el ch ii ･ J ･ A p pl .

B a c t e ri ol .
,
3 l

,
1 3 3 -1 44 (1 9 6 8) .

4 7) W ei s s , K . F . & S t r o n g , D . H . : S o m e p r o p e r ti e s of

h e at - r e Si s ta n t a n d h e a t
-

S e n Siti v e str ai n s of C l o s t ri di u m

♪e rf ri n g e n s . Ⅰ. H e a t r e sis t a n c e a n d t o xi g e ni city ･ J ･ B a c t e ri ol . ,

9 3
,
2 ト2 6 (1 9 6 7) .

4 8) 蜂須賀義悦 : 芽胞学 , 第 1 版 ,
1 7 0 -1 9 0 頁

,
東海大学出版

会 , 東京 ,
1 9 8 8 .

49) L u n d g r e n , D . G . & C o o n e y , J . J . : C h e m ic a
,
l a n al y s e s

of a s p o r o g e ni c m u t a n t s of B a cilL u s c e r e u s ▲ J . B a ct e riol . , 8 3 ,

1 2 8 7 -1 2 9 3 (1 9 6 2) .

5 0) S u gi y a m a , H .
: S t u d i e s o n f a c t o r s aff e c ti n g th e h e a t

r e si st a n c e of s p o r e s of C l o st rid i u m b o t uli n u m . J . B a c t e riol . ,

6 2
,
引 - 96 (1 9 5 1) .

5 1) G r el e t , N . : L e d et e r m i n is m e d e l a s p o r u l ati o n d e

B a cill u s m e g a th e ri u m . Ⅳ c o n s tit u a n t s m in 6 r a u x d u m ili e u

S y n t h e tiq u e n e c e s s air e s a l a s p o r ul a ti o n . A n n . I n s t ･ P a s t e u r .
,

8 3
,
7 1 - 7 9 (1 95 2) .

5 2) A m a h a , M . & O r d a l
,
Z . J . : E ff e c t of di v ale n t c a ti o n s

i n t h e s p o r u la ti o n m e d i u m o n th e th e r m al d e a th r at e of

B a cill u s c o a g u l a n s v a r . J . B a c t e ri ol . , 7 4 , 5 9 6
-6 0 4 (1 9 5 7) .

5 3) B l a c k , S . H .
,
H a s h i m o t o

,
T . & G e r h a r d t

,
P . : C al ci u m

r e v e r s al of th e h e a t s u s c e p tibilit y a n d di pic ol in a t e d efi ci e n c y

of s p o r e s f o r m e d
"

e n d o tr o p h ic all y
"

i n w a t e r . C a n . J .

M ic r o b i ol .
,
6
,
21 3-2 2 4 (1 9 6 0) .

54) L e v i n s o n , H . S . : S o m e g e r m in a ti o n f a c t o r s of m e s o p
-

hilic s p o r e f o r m e r s , I n H . 0 . H al v o r s o n ( e d .) , S p o r e s Ⅲ,

p1 4
- 2 3

,
B u r g e s s P u bli s hi n g C o m p a n y , M i n n e a p o lis , 1 9 61 ･

55) C h u r c h , B . D . & H al v o r s o n
,
H . : D e p e n d e n c e of th e

h e a t r e sis t a n c e of b a c t e ri al e n d o s p o r e s o n th eir dipi c oli nic

a cid c o n t e n t . N a t u r e , 18 3 , 1 2 4
-1 2 5 (1 9 59) .
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R e c o v er y a n d H e at R e sis t a n c e of S p o r e s of C lo st ridi u m d W cil e M as ar u M i y a ta , D ep ar t m e nt of B ac te ri 0l o gy ,

S c h o ol of M e dici n e , K an a Z a W a U mi v er sit y , K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M ed S oc .
,
1 0 3

,
14 4

-

1 5 3 (1 9 9 4)

K e y w o r d s C . d 柳cil e , S p O r e , h e at re si st an C e , C a , D P A

A b st r a ct

R ec o v er y a
n d h e at r e sist a n c e of sp o r es o f Cl o stridiu m d 郷cile ( C ･ d 折cile) , W hi c h i s th e c a u s e of p s e u d o m e m b ra n o u s

c oliti s an d s o m e c as e s of an ti bi oti c - a SS O Ci at ed d i arf h e a , W e r e e X a m in e d u sl n g 3 0 t o x l g e mi c str ai n s . N um b ers o f m o r e th an

1 0
6

/ m 1 0f s p o r es w er e o b s e rv e d m i c r o s c o pi c all y in al 1 str ai n s i n m o di fi e d b r ai n h e art i n fu si o n c u l t ur e s ･ R e c o v er y r at es of th e

sp or e s , h o w e v er , W e
r e q ulte p O O r i n o rdi n a ry gr o w th m e di u m ; th e r e c o v e ry r ate s w er e l es s 血 an 0 ･0 1 % i n 25 strai n s an d i n

o nl y 2 str a in s m or e th an 1 0 % ･
T h e s e s p o r e s w er e m o re e 晩c ti v ely re c o v e r e d b y a t a ur O C h ol ate m e th o d th an b y a ly s o z ym e

m e th o d . T h e m e an V al u es o f r e c o v er y r ate s w e re 8 2 .2 ±1 6 .4 % in th e fb r m er a n d 7 5 .2 ±2 1 .1 % in th e l a tte r . B y in c u b a ti o n of

h e at -tre ate d sp or e s i n o r din ar y g r O W th m e d i um ,
th e te m p e

r a tu r e w h i c h i nj tu e d s p o r e s w a s d e ter m in e d in 4 st r ai n s ･ W i th all

s & a in s t h er e w a s a c o n sid er a bl e d e cl in e in th e r e c o v e ry r at e s of th eir s p o re s w h e n h e a ted at 8 0 ℃ f o r l O m i n , S h o wi ntg th at

th e d et e rm in ati v e t e m pe r at ur e W hic h i nj ur e d sp or e s w a s 8 0 ℃ . Wh e n dle ta ur O C h ol ate m e th od a n d l y s o z y m e m e 血o d w e re

e x am in ed f or th e r e c o v e ry o f h e a トtr e a te d sp o r e s , it w a s sh o wn th at th e l at ter i s m or e e ff t c ti v e th an th e f or m er; Vi ab l e sp o re s

of al 1 str ai n s i nj u r e d a t 90 ℃ or l OO ℃ f o r l O m i n c o ul d n ot b e r e c o v e r ed at all b y th e t a ur o c h ol at e m e th o d , W h il e , b y th e

ly s o z ym e m e th o d , 1 0
-3 2 % of i nj u r e d s p or e s h e at e d at 9 0 ℃ fo r l O m i n , O r O ･2

- 2 ･1 % of th o s e at l O O ℃ f or l O m i n w er e

re c o v e r ed . T o e x am i n e r e sist an C e O f sp o r e s a g ai n st h e a ti n g at l 00 ℃, C ult u r es of al 1 3 0 str ai n s w e re h e a ted at l 00 ℃f o r l O

m in a n d 血e n u m b e rs of vi abl e s p o r es , W hi c h w er e d et er m in ed b y t h e ly s o zy m e m e 也od , W er e C O m P ar e d w i 血 n um b e r of

sp or e s d et er m i n e d b y th e t a u r o c h ol at e m e th od a ft er h e ati n g at 7 0 ℃ f or l O m i n ･ ｢ m e r ati o s o f sp o r e s r e sist an t ag ai
n s t h e a ti n g

at l 00 ℃ to th o s e r e sist a n t a g ai n st h e a ti n g at 7 0 ℃ r an g e d fr o m 2 .5 t o 3 0 .9 % . T h e D
l 00
V al u e s r an g e d h

･

O m 2 ･1 to 3 5 ･5 m i n i n

4 st r ai n s te st e d . T b e e 蝕 ct s of m e tal s , F e , M g , C a , M n an d C o , O n h e at r e si st an C e O f sp or e s w er e e x am in ed b y u sln g a

sy n 血etic m e di u m ･
I n al 1 3 st mi n s t est e d

,
h e a t r e sist an C e W a S h ig h er in sp o r es pr od u c e d i n th e pr e s e n c e of l m M C a th an

th o s e in th e ab s e n c e of C a; t h e D l 00 V al u e s w er e 2 ･ 1
- 3 ･3 m in i n th e a b s e n c e of an d 4 ･3 -5 ･4 m in in th e p r e s e n c e of l m M C a ･

F u r th er
,
C a a n d th e dipic oli mi c a cid ( D P A) c o n t e n ts o f s p or e s w er e m e as ur e d i n o n e s tr ai n i n r el ati o n t o h e at r e si st an C e ･ T b e

C a an d D P A c o n te n ts w er e h i gh er i n sp or e s p r o d u c e d i n th e pr e s e n c e o f C a th an i n th os e p r od u c ed i n d l e ab s e n c e of C a ･

T h e s e 負n di n g s i n di c ate th at C . d 郷 Cile str ai n s sp o ru 1 ate r e adily , an d th at th e sp or e s ar e fai rl y hi g hl y h e at
-r e Si st a n t a m o n g

C l o strid i u m s pe Cl e S ･ I n a d d iti o n , it i s s u g g e ste d th at th e D P A an d C a c o nt e n ts m i g h t b e as s o ci a te d wi th h e at r e si s t an C
e Of

Sp O r e S O f C . d 郷C 鮎 ･


