
C1毒素非産生Clostridium botulinum
C型菌のC2毒素産生及び胞子形成との関係について

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9005URL



金沢大学十全医学会雑誌
第91 巻 第 5 号 68 7 - 69 4 (1 9 8 2) 68 7

C l 毒素非産生 C l o s t
rid i u m b o t u li n u m C 型菌 の C 2 毒素

産生及 び胞子形成 と の 関係 に つ い て

金沢大学医学部微生物学講座 (主 任 : 西 田 尚紀教授)

芹 川 俊 彦

( 昭和5 7 年 9 月 2 日受付)

C l 毒素非産生Cl o st rid i u m b o t uli n u m C 型菌 8 株 に つ い て , C 2 毒素産生の 有無を グル コ
ー ス 濃度

1 .0 % の p r e - r ed u c e d a n a e r o bi c all y s t e rili z e d - t r y p ti c a s e
-

y e a St
-

gl u c o s e 培地 ( P R A S
-

T Y G 培地)

の培養上 清を トリ プ シ ン 処理 す る こ と に よ り検討し た結果, 全株共 に C 2 毒素 を産生す る こ とが 判っ た . ま

たC 2 毒素産 生に 関 し, 本培地 は グ ル コ
ー

ス 濃度 0 ･ 2 % の P R A S - T Y G 培地, ある い は E g g m e a t 培地 よ

りも良好 で ある こ とが 判 っ た . 培養 時間 と トリ プ シ ン 処理 に よ る C 2 毒素 の 活性化 を検討 した結果, C 2 毒素

は培養液中に 非病性 の 形で放出さ れ , 培養期間中に培養掛 こ含 まれ る何 らか の酵素 に よ り活性化 され る こ

とが判 っ た . 更 に , C 2 毒素産生 と胞子 形成の関係 を検討し た結果, 胞子 形成が多けれ ば 多い ほ ど C 2 毒性 が

高く, 培養液中の 胞子数が 10 りm ‖以下 の 場合に は, C 2 毒性は認め ら れ なか っ た .
また

,
C 2 毒素は対数増

殖期に は産生され ず, 胞子 形成期 に 菌体内に 産生さ れ , 胞子 が成熟 し, f r e e s p o r e に なる過程に 培養液中

に放出さ れる こ とが 判 っ た .

K e y w o r d s Cl os t rid i u m b ot uli n u m t y p e C , S p o r u l a ti o n , T o x i n p r o d u c ti o n ,

Cl os t rid i u m b o t u露n u m C
2

-t O X in .

著者は197 4 年か ら 1976 年 に か け て
, 石川県の湖沼

地帯に お ける Cl o s t ri di u m b o t uli n u m C 型薗の分布調

査を実施し
,
C . b o tu li n u m C 型 菌が本県 に 広範囲 に 分

布する こ と を明ら か に す る と共に ､ 多数の C 型菌 を河

北潟の 土壌か ら分離 した
l)

.
その 際, H u n g a t e

2)
の 方法

に従い 厳密 な嫌気条件下 で 作製 し た ( p r e - r ed u c e d

a n a e r ob i c all y s t e rili z e d , 以下 P R A S と略) 毒素産生

用ク ック トミ
ー

ト培地
1) に お い て も , C . b o t uli n u m C

型菌の主 毒素で ある C . 毒素 を産生 しな い 薗株 を8 株分

離した. これ らの 菌株は C l毒素 を産生 しな い 外は ､ 培

養性状, 生化学性状が C 型 薗と全 く同 一 で あり､ 更 に

C 型菌に 特異的な抗菌血清に 対 し被凝 集性 を示 す こ と

から
,
これ ら8 菌株を C 型 菌の 無毒株と同定 した り∴

一

方, E kl u n d ら3) は C l 毒素非産 生 C . b o t uli n u m C 型 菌

株の中に は ､ 培養菌液 を トリ プ シ ン に よ り処理 す る こ

と に よ り C 2 毒素を証明出来得る菌株が存在す る こ と を

報告 した . 著者は 上述 の Ekl u n d らの知見に 基づ き ､ 土

壌か ら分離 した 8 薗株の 無毒株に つ い て , 嫌気的な要

求度が強い C 型 菌の発育に 最適で ある P R A S 培地 を用

い
, C 2 毒素産生 を検討 した .

ま た, 本研究の 途次, C .

b o t uli n u m C 型薗の C 2 毒素産生が胞子形成と密接 に関

係 して い る こ と が示 唆さ れ た の で , 両者の 関係 に つ い

て も併せ検討 した.

材 料 及 び 方法

Ⅰ. 被験 菌株

河北潟 の 土 壌 か ら著者が分離 した C l 毒素非産生 C .

b o t uli n u m C 型 薗 8 株
,
8 5 - 14

,
8 5 - 1 8

,
8 6 - 1 6

,

8 6- 1 8 , 8 6- 1 9 , 9 2
-

1 3 , 9 8
-

1
,
9 8 - 2

1)
を用 い た .

ⅠⅠ
. 使用 培地

C
2

- T o x i n P r o d u cti o n b y C l ost rid iu m B o t u li n u m T y p e C H a vi n g N o C l
･ T o xi g e n i cit y

a nd t h e R el ati o n of C
2

- T o x ig e n e sis w it h S p o r ul a ti o n F r e q u e n c y ･ T o s hih ik o S e rik a w a ,

D e p a rt m e n t of B a ct e ri ol o g y ( D ir e c t o r : P r of . S . N is hid a) , S c h o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a

U ni v e r slt y .
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毒 素産生用 培地 と し て グル コ ー ス 濃度 1 . 0 % の

P R A S
-

t r y p ti c a s e
-

y e a S t
-

gl u c o s e 培 地 ( 以 下

P R A S
-

T Y G 培地 と略) を用 い た . 本培地は , E k l u n d

ら
3)
が C 2 毒素の検討に 用 い た T Y G 培地 の組成, 即 ち ト

リ プ チケ ー ス ペ プ トン ( B B L) 3 % ( W / V) , 酵母 エ

キス ( Dif c o) 2 % ( W / V) , グル コ ー ス 0 . 2 % , 塩酸

シ ス テイ ン 0 . 1 % を基礎 と し, こ の 外更に グル コ
ー ス

0 . 8 % , 緩衝系と して N a 2 C O 3 0 . 4 % , K H 2 P O 4 0 ･ 04 5

%
,
K 2 H P O 4 0 . 04 5 % , 塩類と して ( N H 4) 2S O ｡ 0 ･ 0 9

% , N a Cl O . 0 9 % , M g S O . ･ 7 H 2 0 0 .0 0 9 % , C a C1 2 ･

2 Ii 2 0 0 .0 0 9 %
, 酸化還元指 示薬 と し て レ ザ ズ リ ン

0 . 0 0 0 1 % を添加 したも の で あ る . 本培地 は, ガ ス 噴射

装置4) を用 い , C O 2 存在下で 中試験管(16 ×1 6 0 m m ) に

8 m l ずつ 分注 し, プ チ ル ゴ ム 栓 を して 115
0

C , 1 5 分間

高圧滅菌す る こと に よ り作製 した.
なお

, 比較培地と

して グ^ / コ
ー ス濃度 0 . 2 % の P R A S

-

T Y G 培地, 及 び

C . b o t u li n u m C 型菌の発育が良好である E g g m e a t 培

地 ( Dif c o) 5) を用い た .

ⅠⅠⅠ
. 植菌及 び培養

肝片加肝 ブイ ヨ ン で 16 時間前培養 した 菌液0 . 2 m l

を
, 中試験管申の グ ル コ

ー ス 濃度 1 . 0 % ま た は 0 ■ 2 %

の P R A S
- T Y G 培地8 m l に C O 2 噴射下で 植菌し, ま

た は中試験管中の E g g m e a t 培地 1 0 m l に 大気下で 植

菌した後, C O 2 存在下で 培責を行 っ た .
ま た

, 培養菌液

の 遠心 上 清液 (4 5 0 × g , 1 5 分間) を毒素液と した .

ⅠⅤ
. 毒力の測定及び トリ プ シ ン に よ る毒素の活性化

毒力の測定 は, 0 . 0 2 % ゼ ラ チ ン 加 0 . 05 M リ ン 酸綾

衝液 ( p H 6 . 5) で 2 倍段階希釈 した試料 0 ･ 2 5 m l を マ

ウス の尾静脈 に 注射 し, 3 日間生死 を観察 し m i n i m u m

l e th al d o s e ( M L D )/ m l を求め た . 毒素の 活性化 は,

培養上 浦液 を等量の 0 . 5 % トリ プ シ ン 溶液と 混合し,

3 7
0

C
,
1 時間反応さ せ る こ と によ り行 っ た

3)
.
トリ プ シ

ン溶液は, 0 . 05 M リ ン 酸緩衝液( p H 6 . 5) 1 0 0 m l に ト

リ プ シ ン( D if c o , 1 : 2 50) を 0 . 5 g 溶解 した もの を用

い た
.
な お

,
トリ プ シ ン 溶液に 等量の 生理食塩水 を混

合 し, そ の 0 .2 5 m l を マ ウ ス の 尾静脈 に 注射 し たが , マ

ウス は何 ら異常 を示 さ な か っ た . ま た
,
ト リプ シ ン 処

理 後の試料は 4
0

C に お い て保存 したが, その 毒素活性

は安定で, 1 週間後 に お い て も M L D/ m l の 値 は変化 し

な か っ た .

Ⅴ . 抗毒素血清及 び中和試験

C . b o tu li n u m C 型薗の C l , C 2 毒素お の お の に 対す

る抗毒素血清は, 大阪府立大学阪口 玄 二博 士 よ り分与

を受 けた.
な お こ の抗 C 2 毒素血清 は, E k l u n d ら

3 切 報

告し た抗 C 2毒素血清 と同
一 で あ る こ とが確認され たも

の である . C .
b o t uli n u m A i B , D , E 型抗毒素血清

は千葉県血清研究所近藤久博 士 よ り分与され た も の を

使用 した .
C ･ n O V yi A , B 型抗毒素血清は W ell c ｡ m e

r e s e a r c h l a b o r a t o ri e s ( 英国) よ り購入 した
･ 中和試

験 は , 毒素液と 等量 の 抗血 清を混 合し 37
0

C
,
30 分反応

さ せ た後, 0 ･5 m l を マ ウ ス の 腹腔内あ る い は尾静脈内

に 注射す る こ と に よ り行 っ た .

ⅤⅠ. 総生菌数及び胞 子数の 測定

総生菌数の 測定 は以 下の 方法に よ り行 っ た . 試料を

P R A S 希釈液 ( N a 2C O 3 0 ･ 2 4 % , K H 2P O 4 0 ･0 45 % ,

K 2 H P O 4 0 . 0 4 5 % , ( N H .) 2S O . 0 .0 9 % , N aC l O .0 9

% , M g S O 4
･ 7 H 2 0 0 ･0 4 5 %

,
C a C 1 2

･ 2 H 2 0 0 .09 ‰

塩酸 シ ス テイ ン 0 . 0 45 % , レ ザ ズリ ン 0 .0 00 1 % を含む)

で 10 倍段階希釈 し, そ の 0 ･ 1 m l を 5 In l の
,
V L 増野l

( m ili e u a l
,

e x t r ait d e v i a n d e e t d e l e v u r e s) に グル

コ ー ス を添加 し た V L G 培 地 を基礎 と して作製した

P R A S 変法 V L G 培地
4)
に C O 2 噴射下で植菌し, これを

直ち に H u n g a t e
2)
に 従 い r o ll t u b e 法 を用 い て

,
C O 2存

在下で 中試験管内壁に フ イ ル ム 状 に 拡 げて 囲め, 2 4 時

間培養 した . 培養後管壁に 発育 した コ ロ ニ
ー

を計算し,

c ol o n y
- f o r m i n g u n it( C F U )/ m l で 表し た . 胞子数の

測定は , 試料 を75
0

C , 15 分間加熱し た後, 上述の方法

に 準 じて 行 い , S p O r u l a ti o n f r e q u e n c y として表した.

VlI
. 頭微 鏡下で の 胞子 の 観察

培養菌液 を 450 ×g , 1 5 分間 遠心 後, 沈瘡に 対し

W i r t z の胞 子染色
7)
を行い 顕微鏡下 で観察した.

VlIl . 菌の 発育及び p H の 測定

菌の発育 は, そ の濁度 を島津ボ シ ュ ロ ム
･ ス ペ クト

ロ ニ ク ･ 2 0 光電比色計 を用 い O D 56 ｡ に て測定した . 培

地 の p H は Z e r o m a ti c S S - 3 メ
ー

タ( 束芝 ペ ックマ ン)

に よ り測定 した.

ⅠⅩ. 菌体 内の 毒素検索

培養薗液 を遠心集菌後, 沈漆 を0 . 0 5 M リ ン酸緩衝液

(p H 6 . 5) で 2 回遠心 洗浄 し, 培養液 と等量 の同緩衝液

に 浮遊さ せ た後, 超音波細胞破砕機 (U R - 2 00 乳 ト

ミ ー 精工) を用 い , 2 0 キロ サイ ク ル で 5 分間処理する

こ と に よ り細胞 を破壊 した. 超音波処理液を3 , 000 x g ,

2 0 分間遠心 し, そ の上 清液に つ い て トリ プシ ン処理を

行 っ た 後に 毒性 を測定 した .

成 績

Ⅰ
.
P R A S - T Y G 培地 に お け る毒素産生 及 び毒素 仰

試験

先ず, グ ル コ ー ス 濃度 1 . 0 % の P R A S - T Y G 培 根

用 い , 被験 8 株 に つ い て毒素産生 の 有無を検討し
た･

本培地で 37
0

C
,
1 週間培養した 後, 培養｣ 滴 をト

リイ

シ ン で活性化し, その 0 .2 5 m I をマ ウス 尾静脈に 注射L

致死毒性 を検討 した結果, 被験 C l 毒素非産生
C 加 tl'

1i n u m C 型 薗8 株中 1 株 (8 卜 14 株) を除き
マ ウスニニ



C . b o t uli n um C 型菌の C 2 毒素産生と胞子形成

T a bl e l .
P r o d u c ti o n of C 2 ･t O X i n i n di ff e r e n t m e di a b y C ･ b o tu li n u m t y p e C s tr ai n s p r o d u ci n g n o

C いt O X i n

6 9 9

C 2 -t O X i cit y i n th e c ult u r e
■

s u p e r n a t a n t of

P R A S - T Y G m ed i u m
綿

P R A S ･ T Y G m e di u m

c o n t ai ni n g O .2 % gl u c o s e c o n t a i ni n g l .0 % gl u c o s e

niz a ti o n niz at1 0 n
W ith o u t t r y p si

･ W ith t r y p sl
- W ith o ut tr y p sl

･ W ith t ry p s l
-

S t r ai n ni z a tl O n n i z a ti o n

85
-

1 4 0
榊

85
- 1 8 8

86
- 16 16

86- 18 4

86
- 1 9 8

92
-

1 3 32

98
- 1 8

98
-

2 8

0

6 4

32

3 2

3 2

32

6 4

1 6

E g g m e at m e di u m

W ith o ut tr yp s l
- W ith tr yp s ト

ni z ati o n ni z ati o n

0 0

32 64

6 4■ 64

1 6 1 2 8

0 32

1 6 6 4

2 5 6 2 5 6

6 4 6 4

0 0

0 3 2

0 6 4

0 6 4

0 6 4

0 6 4

0 6 4

0 6 4

*
: I n c u b a ti v e p e ri o d ; 7 d a y s

* *

: P R A S - T Y G m e di u m ; P r e - r e d u c ed a n a e r o bi c all y s t e rili z e d tr y p ti c a s e
-

y e a St
･

gl u c o s e m e di u m
琳
: M L D / m l

致死毒性を示 した .
こ の致死毒性に 対 し, C . b o t u li n um

抗A , B , C l , C 2 , D , E 型 毒素血清, 及び C .
n o v yi

抗A , B 型毒素血清を用 い て 中和試験 を行 っ た が, こ

の致死毒性は抗 C 2毒素血清に よっ て の み特異的に 中和

され
,
これ らの C l 毒素非産生 C .

b o t u li n lユm C 型菌 8

株中7 株は, C . b o t uli n u m C 2 毒素を産生する こ とが

判っ た .

ⅠⅠ
.
C 2 毒素産生条件

グ)t/ コ
ー

ス 濃度 1 .0 % の P R A S
-

T Y G 培地 にお いて

G 毒素が産生さ れる こ とが 判っ たの で , 次 に グル コ
ー

ス濃度0 . 2 % の P R A S - T Y G 培地, 並 び に E g g m e a t

培地を併用 して
,
C 2 毒素産生条件 を検討し た. 上記の

3 種の 培地を用 い , 37
0

C
,
1 週 間培養後の培養上清に

つ い て, トリ プシ ン無処理 及 び処理 後の C 2 毒性 を測定

した
.
その 結果, トリプ シ ン処理 を行 っ た場合, E g g m e a t

培地に おい て もか なり 高い C 2 毒性が認 め られ た が, 8 6

-

19 株を除き, 1 .0 % グル コ ー ス の P R A S
- T Y G 培

地にお い て皐も高い C 2 毒性が認 め られ た (表 1) . 0 . 2

% グ)L / コ ー ス の P R A S ◆T Y G 培地 に お い ても C 2 毒素

産生が認め られ たが, 1 株 (8 5 - 1 8 株) を除 き, そ の

値は低か っ た . なお
,
8 5

-

14 株 は本実験に お い て も い

ずれの 培地で も C 2 毒性 を示 さ な か っ た . トリ プ シ ン無

処理の 場合に は
,
E g g m e a t 培地に お い て は全く C 2 毒

性は認められ なか っ た が
,
P R A S - T Y G 培地で は グル

コ ー ス濃度0 . 2 % の場合 に は C 2 毒素産生 株 7 株全株共

に
, ま た1 .0 % グ ル コ ー ス の 場合 に は 7 株 中6 株が C 2

毒性を示し た
. しか しな が ら

､
その C 2 毒性の値 は トリ

プ シ ン処理後の 値に 比 べ 低い 場合が多 く, グル コ ー ス

T ab l e 2 . P r o d u c ti o n of C 2 -t O X i n i n 2 4 h r c ult u r e

i n P R A S - T Y G m e di u m c o n t a in i n g l .0 %

gl u c o s e

C 2
- t O X i cit y i n 2 4 h r c ult u r e s u p e r n a t a n t

of P R A S - T Y G m e di u m c o n t ai n i n g l .0 %

gl u c o s e

t r y p s ト W ith tr y p si
-

S t r ai n ni z a ti o n ni z a ti o n

8 5 - 1 4 0
*

8 5
-

1 8 0

8 6 - 1 6 0

8 6 - 18 4

8 6
-

19 0

9 2 - 13 0

9 8 - 1 8

9 8 - 2 0

*

: M L D / m l

濃度0 . 2 % の 場合 に は 7 株 中6 楓 また グル コ
ー ス 濃度

1 . 0 % の 場合 は 7 株 中4 株が トリ プシ ン処理後 に比 べ 低

い C 2 毒性を示 した .
以 上 の 結果

,
C 2 毒素産生 に 閲 しグ

ル コ ー ス 濃度 1 . 0 % の P R A S - T Y G 培地は, 0 . 2 % グ

ル コ 山 ス の 場合よ り も ある い は また E g g m e a t 培地よ

り も, 良好 で あ る こ とが 判 っ た の で , 以後の 実験 に お

い て は 1 .0 % グル コ ー

ス の P R A S - T Y G 培地 を用 い る

こ とと した .

上 記の 実験中, 1 . 0 % グ )L/ コ ー ス の P R A S
-

T Y G 培
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地 に お ける薗の発育 は, 培養24 時間以内に 最大値 に達

す る こ と が観察さ れ たの で , 2 4 時 間培養液に つ い て ト

リプ シ ン無処理 及 び処 理 後 の C 2 毒性 を 検討 し た (表

2) . 培養 24 時間で は ト リ プ シ ン 無処理 の 場合, ほと

ん どの 菌株 に お い て 毒性 を示 さ な か っ たが , トリ プ シ

ン 処理 を行 っ た場合, 8 6
-

1 6 株の 1 株を除き 全株 が 1

週間培養と同 一 の毒力を示 した .
8 6

-

1 6 株 に つ い て は

48 時間培養 で 最大 の毒力 ( 1 週間培養と同じ値) を示

した
.
以上 の 結果, 並 び に 表 1 に 示 した 1 . 0 % グル コ

ー スの P R A S
- T Y G 培地 に おける 1 週間培養液に つ い

て の C 2 毒性の 検討結果か ら, C 2 毒素 は先ず非情性の 状

態で培養液中に 放出され , 培養液中に 含ま れ る何 らか

の 酵素 に よ っ て培養時間 と共に 活性化 され る こ とが 判

っ た
.
ま た C 2 毒素の培地 へ の 放出に は48 時間の培養時

間で充分である こ とも判明 した .

U I . 胞子 形成と C 2毒素産生

毒素産生条件 を検討 した上述 の実験の際, グル コ
ー

ス 濃度 1 . 0 % の P R A S
- T Y G 培地 を繰 り返 し作製 し

て C 2 毒性 を検討 した が, その 毒性が 作製 した培地 ロ ツ

T a bl e 3 . S p o r ul a ti o n f r e q u e n c y a n d C 2-t O Xi c lty
of st r ai n 9 8 1

B a ct e ri al V i a b le c o u n ts af te r

‡冒慧諾㌫箭£; 荘 弘)
T o xi city

抽

C a s e g r o w th

( O D 56 0)

1 1 .4 6

2 1 .4 0

3 1 .3 2

4 1 .3 2

5 1 .3 1

6 1 .3 6

2 .0 × 10
5

3 . 0 × 10
5

1
. 0 × 10

7

3 . 4 × 1 0
7

4
.
0 × 10 7

5 . 7 × 1 0
7

4

0
0

6

2

2

2

5

1

1

1

2

5

5

5

*

: C o l o n y イo r mi n g u nit
* *
: T r y p s l n

-

a C ti v a t e d

ト に よ り異な る事実 に 遭遇 した･ こ の 際l これらの遠

心沈漆 に つ い て胞子 染色 を行 っ た と こ ろ
, 高い 毒素雇

生 を示 した 培養液 の 染色標本に は 多数の 胞子が認めら

れ た の に 反 し, 毒素慶 生が 低い 場合 に は少数の 胞子し

か 認 め られ な か っ た ･
こ の こ と か ら, 胞子 形成がC

2毒

素産生と密接 に 関係し て い る の で はな い かと思われた.

例 えば
,
表 3 は 98 -

1 株 に つ い て 行 っ た6 回 の実験を

ま とめ C 2 毒性 と胞子 数と の 関係 を調 べ たも のである
.

即 ち , 98
-

1 株 を 1 ･ 0 % グル コ ー

ス の P R A S
¶

T Y G 培

地 で 24 時間ある い は4 8 時間培養した培養液中のC 2 毒

性 と胞子 数と の 関係 を調べ た結果, 6 回の 実験 のうち

4 回 は 10
7

/ m l の胞子 を認め , 且 つ 25 6 ～ 51 2 M L D 血1

の C 2 毒性 を示 した が, 他の 2 回 に お い て は少数の胞子

を認 め た に過 ぎず, それ に 比 例 して 毒性も低かっ た.

表 4 に は更に , 被験 8 株全株 に つ い て 1 . 0 % グル コ ー

ス の P R A S - T Y G 培地 で 24 時間 あ るい は 48 時間培

養 した培養液中の C 2 毒性 と胞子 数との 関係を, 6 ～ 7

回 に わ た っ て 調 べ た成績 を示 した . その結果から, 胞

子 数が 10 4/ m l 以下 の培養液中に は マ ウス に対する致死

毒性は認 め られ な か っ たが , 1 0
5

/ m l 以 上 のもの につい

て は 確実に C 2 毒性が 認め ら れ, 且 つ 胞子 数が増加する

に つ れ て C 2 毒性 も増加 し, 胞子 数と C 2毒性は密接に関

係す る こ とが 判 っ た . 先の 実験 で C 2 毒素産 生を認めな

か っ た 85 - 1 4 株 は , 6 回 の 実験の う ち 4 回 は胞子数が

10
4

/ m l 以下 を示 し, 毒性 も認 めな か っ た が, 2 回の実

験 に お い て 2 . 6 ×1 0
6

,
3 . 2 × 1 0

6/ m l の 胞子形成を認め,

同時 に お の お の 16 , 8 M L D / m l の 致死毒性を認めた･

ま た , 本毒素 は抗 C 2毒素血清に よ っ て の み 中和され,

本菌株も C 2毒素産生株 で あ る こ と が判 っ た ･ 胞子形成

は また 培養液 の p B と関係 して お り, 培養液の pIi が

6 . 0 以 上 の 時 , 胞子 数は 10
7/ m l 以 上 の 値 を示 す場合が

多か っ た .
また

,
4 8 時間培養か ら得ら れ た菌体細胞の

超音波処理抽出液中に は, 全株 に つ い て C 2 毒性を認
め

る こ とが 出来なか っ た .

T a b l e 4 . S p o r u l a ti o n f r e q u e n c y a n d C 2
-t O Xi cit y o f C ･ b o tl(li n u m t y p e C st r ai n s p r o d u c

i n g n ()

C l - tO Xi n

S p o r u l a ti o n

f r e q u e n c y

(1 e v el / m l)

N o . of

C a S e S
o 4 8

L e s s th a n lO
<1 4 4

榊

0 〔】

10
5

10
6

10
7

1 0
8

1 i O 2 3

2 0 0 0 6

1 5 0 0 0

1 0 0 0

T o x i cit y
*

( M L D / m l)

1 6 3 2 64 1 2 8 2 5 6 5 1 2 1(121

0 () 0 (J () () 臼

4 1 1 〔) () () ()

2 8 4 (J () ()

0 ′1 0 4 2 7

0 0 0 (j O

*

: T r y p sl n
･

a C ti v a t e d
* *
: N u rn b e r of c a s e s sh o w i n g e a c h l e v el o f t o x i city

tl

ソ
】

l
脚
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T a bl e 5 . S p o r ul a ti o n a
n d C 2 -t O X i n p r o d u c ti o n b y ty p e C st r a i n 9 8 M l

I n c u b a ti o n

p e r
i od

(b rl

B a ct e ri al

g r o w th

( O D 5 6( ))

(1 り ･ 0 8

4 () ･ 16

6 0 . 7 0

8 1 ･ 5早

川 1 , 55

12 1 .5 4

14 1 . 5 0

1 6 1 . 5 0

18 1 . 4 0

却 1 . 4 0

22 1 . 4 0

2 4 1 .4 0

48 1 .3 6

16 8 l . 16

O

U

O

5

∩
〉

0

ハ

リ

n
U

6

0

5

3

0

0

7

5

つ
J

8

9

2

2

0

0

1

0

0

2

2

6

6

仁
U

5

5

6

己
U

6

6

仁
U

6

6

6

ご
U

V i a b l e c o u n ts af t e r

h e a ti n g 7 5
0

C f o r 1 5

m i n ( C F U
*

′
/ m l)

*

: C oI o n y
･f o r m i n g u nit

綿

: T r y p s l n
- a C ti v a t e d

次いで , C 2 毒素が胞子 形成と関連し増殖の い か な る

時期に産生され るの か を検討す るた め , 毒素産生 が被

験菌株の 中で 最も高い 98
- 1 株 を用 い , 培養時間, 菌

の発育, 胞子形成, 及 び C 2 毒素産 生の 関係 に つ い て検

討した ( 表5) . 肝片加肝 ブイ ヨ ンで 16 時間前培養 し

た函液0 . 2 m l を , 2 0 本 の グ ル コ ー ス 濃度 1 . 0 % の

P R A S
-

T Y G 培地 ( 8 m l) に 植菌し 37
O

C で 培養 を行

っ た . 薗の 増殖は O D 56 ｡ に て測定 し, 最高値 に 達す る ま

では1 時間毎, 以 後24 時間目 ま で は 2 時間毎, 1 週間

目まで は1 日毎に 測定 し た . また C 2 毒素に 関 して は,

培養24 時間目まで 2 時間毎に , 以 後1 週 間目 まで 1 日

毎に 1 本の培地を抜き取 り毒性 を測定 し, 同時に p 軋

総生菌数, 胞子 数を測定 した. O D 5 6｡ は 培養3 時間目か

ら増加を認め
,
10 時間で最高値に 達 し, 以後 1 週間の

間ゆる やか な減少を示 した . 胞子数 は培養 1 2 時間目ま

では10
3
～ 10りm l の値 を示 した に 過ぎず, 顕微鏡的に は

胞子を認める こと は出来な か っ た .
こ の 時(12 時間目)

までは C 2 毒性も認め られ なか っ た . 培養14 時間目の 培

養液に お い て
, 胞子数が 3 .2 × 10 6/ m l と な り , 顕微鏡

的にも胞子 を認める こ とが 出来たが , 95 % 以 上 の 胞子

はs p o r a n gi a の 中に 存在 した(図 1 ) . こ の 時期 に お い

て, C 2 毒性は菌体内及 び培養液中に 共 に 認め ら れ たが,

培養上清に お ける C 2 毒性はわ ず か 4 M L D / m l に 過ぎ

ず
, 菌体内に 1 28 M L D / m l と高い 毒性が 認め られ た .

T o x i ci ty
* *
( M L D ′

/
m l)

6 9l

I n tr a c ell ul a r E x t r a c ell ul a r

1 . 3 × 10
4

1 . 0 × 10
4

5 . 9 × 1 0
3

5 .7 × 1 0
3

8 . 4 × 1 0
3

8 . 3 × 10
3

(】

0

0

0

0

0

3 . 2 × 10
6

12 8

7 . 7 × 1 0
6

12 8

1 . 4 × 10
7

12 8

3 .
4 × 10

7

3 .6 × 1 0
7

3 .
0 × 1 0

7

5 .7 ×1 0
7

4 .3 × 1()
7

1 6 時間培養で は, 胞子 数は 14 時間培養時の 約 2 倍に 増

加 し, 顕微鏡的 に は f r e e s p o r e が増加 し全胞子数の約

17 % を占める に 致っ た . こ の 時期に お い て は , 培養上

浦中の C 2 毒性 は急激に 増加 した(25 6 M L D / m l) . 18 時

間培養 に お い て は, 胞子 数は 更に 約 2 倍 に な り, f r e e

s p o r e も増加 して 全体 の 50 % 以上 を示 した .
こ の 時期

に 培養上清中の C 2 毒性 は最大値 の 512 M L D / m l に 達

した
.
2 0 時間以 後の 培養 に お い て は, 胞子 数は ほぼ

一

定で あ っ た が, 時間の 経過 と共 に f r e e s p o r e の 割合は

増加し, 4 8 時間培養 で 90 % 以上 (図2 ) , 1 週 間培養

で は f r e e s p o r e の み と な っ た . C 2 毒性に 関し て は, 2 0

時間以後培養上清中の 毒性 は最大値(51 2 M L D/ m l) を

示 し
一 定で あ っ た が , 菌体内の 毒性は 14 時間で 最大値

(12 8 M L D/ m l) に 達 した 後は 20 時間日か ら減少 し,

48 時間培養以後 に は認 める こ とが 出来な か っ た .
以上

の 結果, C 2 毒素 は先ず胞子形成初期に 産生され 菌体内

に 蓄積 し, そ の後数時間以内に , f r e e s p o r e の 増加に

伴い , 培養液中に 放出され る 1 とが 示唆さ れ た .
な お

,

上述 の 実験 は 3 回繰り返 した が, ほぼ同様の 成績 を示

した .

考 察

先に 著者に よ っ て C . b o t uli n u m C 型菌の 無毒株と

して 同定され た 8 株は, 全株共 に グル コ ー ス 濃度 1 . 0 %
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Fi g . 1 . C b o t uli n u m ty p e C s t r ai n 9 8 丁-1 ; 1 4 -h r c u lt u r e i n P R A S - T Y G m e di u m .

× 1
,
0 0 0 (b a r , 1 0 〟 m ) .

Fi g ･ 2 ･ C b o t uli n u m t y p Q C st r ai n 9 8- 1 ; 4 8 -h r c u lt u r e i n P R A S - T Y G m e di u m .

×1
,0 0 0 (b a r , 1 0 p m ) .



C .､b o t ul in u m C 型菌の C 2 毒素産生と胞子形成

の PR A S - T Y G 培地 に
お ける培養上浦 をトリプシ ン 処

理する こと
に よ り, C 2 毒素を産生す る こ とが 明ら か と

なっ た .
C ･ b o t uli n u m C α 型は C l , C 2 毒素 を, Cβ 型

はC 2 毒素の みを産生す
ると い うJ a n s e n の 記酔

)
に よれ

ば, これら の 菌株 は, C ･ b o t uli n u m C β 型 と い う こ と

になる .

c ｡ 毒素塵生に 関して Ekl u n d ら
3)
はグ ル コ

ー ス 濃度を

1 .0 % に する と, C 2 毒素産生 は抑制さ れ る と報告
した

■

しか るに 本研究 に お いて は, グル
コ ー ス 濃度 1 ･ 0 % の

方がC 2 毒素産生が促進 され た が, こ れ は E kl u n d らが

使用した T Y G 培地 に緩衝系が含 まれて おら ず, そ
の た

めグル コ
ー ス 濃度を 1 ･ 0 % に した場合, 発育 は良好に

なるが培地p = が著しく下 り, その 結果胞子 形 成は敏感

に p H の 影響をう けて抑制され , 胞子 形成と密接な関係

を持つ C 2 毒素産生が低下 する もの と 考え られ る ･
こ の

軋著者の使用 した P R A S - T Y G 培地 は緩衝系
が含ま

れる ためpIi が低下 しに くく , 且 つ また発育も良好で あ

っ たの で , C 2 毒素産生用培地と して 適 して い ると 思わ

れる.

C 2 毒素は, 胞子形成期に 菌体内に 産生されf r e e s p o r e

の増加に伴い 非活性の 状態で培養液中に 放出された後,

培養液中の 何らか の 酵素 に よ っ て活性化さ れ る もの と

考えられる .
この よ う に , 毒素産生 と胞子 形 成が密接

に関係してい る もの と し ては, C . h i st ol y ti c u m の 毒素

隈性と胞子形成との 関係が あ り, 胞子 形成が 良好な薗

棒は強毒株で あり､ 胞子形成が不 艮な 菌株 は弱毒株で

ある と報告9)1 O) さ れて い る .
ま た C . p e rf ri n g e n s の エ ン

テ ロ トキ シ ン産 生 は
,
胞子形成と 密接 に 関係し て お り ,

更に この 毒素は s p o r e c o a t 蛋白成分で あると報告
1 1)
さ

れて いる
.
C 2 毒素も ま た胞子形成期 に の み 産生 され る

もので ある が
,
この 毒素が 胞子成分で あ る か 否か は今

後の研究課題で ある .

結 論

河北潟の 土 壌か ら分 離 した C l 毒素非 産生 C . b o t uli ･

11tlI11 C 型菌8 株に つ い て , グ ル コ ー ス 濃度1 . 0 % の

P R A S - T Y G 培地 を用 い , C 2 毒素産生 の 検討 を行 っ

た. その 結果
,
培養上 清の トリ プ シ ン 処理 に よ り ,

8

楳全株に毒素が 認め られ, こ の 毒素は抗 C 2毒素血 清に

よっ ての み 特異 的に 中和され た こ と か ら, これ らの 菌

株はC . b o t uli n u m C 2 毒素を産 生 す る こと が判 っ た .

C 2 毒素塵生に はP R A S : r Y G 培地が適し て お り , グ ル

コ ー ス濃度は 0 . 2 % よ りも む し ろ 1 . 0 % の 方が 良好 で

あっ た
.
ま た , C 2 毒素産生 は胞 子形成 と密接な関係が

ある こ と が判 っ た
. 即ち , 胞子 数が 多 けれ ば多 い 程 毒

性が高く , マ ウ ス に 対す る致死 毒性 を示 す に は, 培養

液中に 10 5/ m l 以 上の 胞子 数を認める こと が必 要で あ っ

693

た
.
ま た

,
こ の 毒素 は対数増殖期に 産生 され ず, 胞子

形成 と同時 に 産生さ れ た .
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