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水 野

先 に 当教室の K irit a n iら 1 ) は C l o s trid i u m b o t uli n u -

m A
,
B

, C . D , E , F 型 で
,
S hi m a m u r a ら2 ) は C .s o rd e11ii

で
,

竹松 は3 ) C .h a e m o ly ti c t l m を用 い て
,

マ イ ト マ イ

シ ン C ( 以 下M C と記す) ある い は紫外線 ( U V ) に

対す る感受性 を検討 した 所,
その ほ とん ど全て の 南棟

が両者に 感受性 を示 し
,

且 つ そ の 溶菌液中に ph a g e -

1i k e p a r ti c l e s
, 並 び に Iy ti c a g e n t ( S 】 が存在する と

報告 した
｡

M C あ る い はU V 感受 性 は該菌の Iy s o g e n y

( 溶原性) と関係が あ り
,

且 つ また 1y s o g e y は t o x i g
･

e ni c ity (毒素原性) とも 深い 関係の あ る こ と が他の 菌

種で知 られ て い る こ と4 ト 6 ) を考え , 著者 は更に 他の

数多くの 病原性 cl o s trid i a を用 い て 1y s o g e n y が どの 程

度各菌種間に存在するか につ いて 調べるため本研究を志した｡

C .b o t ul in u m C 型菌の 1y s o g e n y とt o x i g e ni c it y と の 間に

実験的に は密接 な関係が あ る こ と は
,
すで に I n o u e ら

4 )

O g u m a ら5 )
,

E k l u n d ら 6 ) が報告 して い る
｡

そ こ で
,

著者 の 教 室 で は最 近 C . b o t uli n u m C 型 の 有毒,

無毒株を多数土 壌か ら分 離して い るの で
, 自然界 に 多

数存在す る こ の 野生株の 間に も 果して M C 感受性と 毒

素原性 と の 間に 密接 な関係が あ る か どう か, 検討 を試

み た
｡

ま た
, 当教室 の S hi m a m u r a ら2 ) が C .s o r d ellii

の 全 て の 被験株がM C 感受性で あ っ た と述 べ て い る が
,

今回 は更 に C . s o r d e llii の 無毒で且 つ ウ レ ア
ー

ゼ陰性

の 株が 多数得 られ た の で ( N a k a m t lr a ら
7 )) ,

これ に

つ い て も併せ て検討 する こと に した
｡

ま た
, 非病原性

Cl o st rid i a に つ い て教多く
■
の 薗種, 菌株 を用 い て M C

に対 す る感受 性を検討 した
｡

ー

材 料 と 方 法

Ⅰ
. 使用 菌株

実験 に 供 した菌株の 菌種名, 菌株数
,

並 び に それ ら

S u s c e p tibiliti e s of cl o st ridi a t o mi t o m y ci n C

治 郎

561

の 由来 を表1 に 示 した
｡

こ の 中で C .b o t uli n u m C 型

無毒株 ( 8 株) と した の は, 芹川らが潟周辺の 土壌か

ら分離 した時 8)
, 同時に 分離 同定され たもの の 分 与 を

受け たも の で ある (芹川ら は培養性状, 生化学的性状

が 合致 す る点,
お よび C .b o t ul in u m C

, ( D ) 型 に の

み 特異的に 反応す るC .b o t uli n u r n C 型凝集抗血清 を用

い て同定 し て い る)
｡

C .bif e r m q n t a n s 3 0株 は正常型と

異型 と の 2 型 に分 けた｡ 即 ち24株 は成書記載通りの 典

型的 な性状 を示 した の で これ を正 常型とした が
,

K Z

50 7
,

K Z 5 0 8
,

K Z 5 0 9
,

K Z 5 10
,

K Z 5 1 1 ,
K Z 5 1 2

の 6 株は Z e i s sl e r 平板上 の コ ロ ニ ー 性状が pi n p o in t

コ ロ ニ ー

を呈 す るの み なら ず正常型 の 溶血環よ り はる

か に 大き な溶血 環 を呈 した こ と
, また N a k a m u r a ら

9 )

が細胞壁糖構成の 上 で も
一

般の C . b if e r m e n ta n s 型

( グル コ
ー ス

, ラ ム ノ ー

ス ,
マ ン ノ ー ス す べ て陽性)

と異な ると述 べ て い る こ と を考慮 して異型 C bif e r rn e -

n ta n s ( グル コ ー ス
,

マ ン ノ ー ス 陽性ただ し ラム ノ ー

ス 陰性) と し て扱う こ と と した
｡
( た だ しこ れ らの 株は

生 化学的性状,
お よ び D N A - D N A h o m ol o g y 上 C .

bif e r m e n t a n s に
一 致し た9 )) ｡

C . p e rf ri n g e n s の α¶

毒素原性の 強弱の 差の ある 株を得るた めに Y a m a gi
･

Sh i ら1 0) の 方法に 従 っ て土 壌を1 00 ℃ 1 時間ある い は

それ以 上加熱 して 分離し たも の と
, 非加熱ある い は7 0

℃10 分加熱 して 分離し た
一

群 の 菌を便相し た
｡

1
'

a m a
-

gi sh i ら 1 0) の 報告で は前者の グ ル ー プ の 中に はマ ウ ス

を殺 す毒素原性 の もの はな く, 後者の も の の ほ と ん ど

はマ ウ ス を殺す に 充分 なα 一 番素原性 を持つ と され て

い る ｡ さ ら に C 型と D 型 薗に 対し て は それ ぞれβⅦ一,

β仙 ,
並 びに £¶ 毒素原性 を O a k le y l l) の 方法に 従 っ

て 検討 した｡ 毒素の 産生 は吉沢 ら12) の 記載 に従 っ た ｡

C ･te t a n i の 有毒, 無毒株と して は教室保存株30 株 を用

い
, 毒薬原性 の 検索は真田

13) の 記載に 従 っ た ｡
C .t e t a ni

( M C ) o r ult r a - Vi ol et ( U V ) r a y .

Jir o M i z u n o , D e p a rt m e n t of B a c t 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 dici n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .



三芳2 水 野

表 1 使用南棟 の 菌種と由来

S T R A f N

C . c血z 加ガ0 βg

C . 館♪絃 〟桝

C
. 如 吻彪柚 珊

C . ざ0 ,1おJ肪
u r e a S e

-

P Siti v e

-

n e g a ti v e

C . ∂酵γ椚 β乃勿毒J

C . 始 わか舷 〟珊

C . ♪g 廟 g 邪

C . ぉお符才

S O U R C E

尚州し 497 ･ 申机 熊本肝 1
, 岩手 心 1 , 黄州

,
岩手, 福田

, 満浦
,

3 5 9
,

宗谷旗色 熊本 4
, 山梨4

, 沖乳 養 軌
由 謂3

,
由 38 5

,
由 鎗6

,
短 3 8 7 .

短 38 0
,

b 38 2 .

由 99 7 .

由 9 9 3 ∴b 9 9 4 1
短 9 9 5

,
b 9 9 6

,
由 1 0 吼 由 100 1

,
短 10 0 3

,
短 10 0 4

,

由 1 0 0 5 .

由 1 00 6
,
由 1 0椚∵由 10 略 短 100 9

,
由 1 0 1 0

,
b l O l l .

k z 3 8 1 .

福生 .

t y p e C

8 5 一風 鉱 一 1 2
,
( 鉱

一

1 4 ) , ( 鉱
一

1 8 ) , 拓
-

1 9
,

鮎 戎0
,

鉱 一

3 , (8 6 -

1 9 )
,
8 7

-

1 8
,

舶 -1 4 周
一

1 6
･
9 1 1 6

, (9 2 - 1 3 ) , 9 3
-

6
,
9 5

-

2
,

96 - 1
, ( 姐 -

1 )
, ( 賂 2) ,

9 8 叫 .

( C B -

3 )
, ( C■B -

ほ)†
S T O C K H O L M ･

♯ ( ) : 無毒株以 下 こ れ に 準ず
･ … … ‥ 全て無毒株

5

7

8

5

3

3

1

1

短

由

4

2

6

詭

39

お

l

l

l

b

由

短

3

1

5

謁

39

3 5

1

1

1

克

也

庖

b 1 3 8 6
.

b 1 3 8 7
,
b 1 3 乳 由 13 8 9

,
b 1 3 9 0

,

b 1 3 58 t
b 1 35 9

,
b 1 3 6 2

,
b 1 3 6 4

一
也 1 3 6 5 .

由 別1
,
k 50 3

,
短 5 0 4

,
由 5 0 5 ,

由 5 1 9
,

b 5 犯 由 52 1
,
由 5 2 2 ,

由 5 2 4
,

b 5 2 5
,
由 5 釦｣ b 5 0 7

,
短 5 0 8 ,

由 幻乳 b 51 0
,
b 5 1 1

,
短 5 1 2 .

2 0 3
,
2 0 5

,
却 6

,
2 1 6

, 21 8 , 2 2 0
,
6 1 4

,
6 18

,
6 1 9 .

b 13 4 4
,
短 13 4 5

,
b 1 3 4 6 .

5 0 6 .

鋸8
,

笥1 3 R
,
3 2 弘

也 6 犯 由 622 .

1 2 R .

ty p e A st r ai n s i s ola t e d f r o m s oil s a m p l e s

u n h e a t e d

短 2 1 5
,

b 2 1 6
,
b 2 1 7

,
b 2 1 8

,
b 2 1 9

,
ぬ 訟0

,
由 2 2 1

,
短 2 2 2

,
由 2 2 3

,

k z 2 2生 血 93 2
,
b 9 34

,
短 9 3 7

,

血 盟8
,

b 9 4 0 .

Y
-

1
,
Y

-

2
,
Y - 5

, Y
-

6 , Y ▼ 7
,

Y
-

8
,

Y
-

1 3
,

Y
-

1 4
,

Y - 15
,

Y - 1 6 .

h e at e d a t 7 0 C f o r l O m i n

短 92 4
,

k z 95 1 .

h e at e d a t l OO C

短 22 5
,

短 乃4
,

ぬ 9 7 6
,

t y p e C k z l l l
,

( ぬ 1 加) .

( A A 2 2 0 ), ( C W C 4 5) ｡

( 由 3 0 2) .

t Y p e D k z 3 0 5
, ( k z 4 4 2 ) ,

k z 4 4 3 ,
k z 4 4 4 ,

k z 4 4 5
,
k z 4 4 6

,
k z 4 4 7

,
k z 4 4 8

,

k z 45 0 .
k z 4 5 1 .

C . 如 抑 皿 明 抽 珊

k 鋸3
I
k z 鋸4 ,

b 9 4 5
,

短 軸6
,
由 馳7

,
由 鋸8

,
短 9 4 9

,
短 9 5 0

,

fo r l h r o r m o r e

b 22 6
,
b 2 2 7

,
短 2 2 8 .

由 22 9
,
b 2 3 0

,
由 2 3 1

,
短 2 3乙 b 2 3 3

,

由 9 5 5
,
b 9 5 6

,
b 9 5 9

,
k z 9 6 5

,
由 9 6 7

,
短 躯8

,
由 9 7 0

,
由 9 7 3

,

由 9 7 8 ,
由 9 8 6 .

b l 1 2
, ( b l 1 3 )

,

b l 1 4 一
也 l1 5

,
( 短 11 6)

, ( b l 1 7) ,
b l 1 9

,

由 1 1 1 5
,
由 1 1 2 2

,
由 ‡12 6

,
短 1 1 4 2

,
短 1 1 4 3

,
由 1 1 5 1

,
b

b l 1 5 8
,

短 1 1 6 0
,
短 1 1 7 3

,
b l 1 7 4 ,

由 1 1 7 7
,
b l 1 7 9

,
由

P O 8
,

M
-

3
,
M - 4

, M
- 7

,
M - 9

, M
-

1 0 , M
-

1 1
,
M -

1 6 ,

( M
-

2 ) , ( M - 6 ) , (M - 1 4 ) , M 一

加) .

C N 6 5 5 .

C I A 1 7 7 2 C
,

A .

2 9 0 9 .

6

0

5

0

1

2

1

1

由

b

㌔1

4

〇

一

15

18

M

l

l

N I A H

S V S L

K U

N I H J

N I H J

K U

G U

N I A H

K U

T M R L

H I P H

G U

T

T

C

S

S

T

A

A

C

P

P

N
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C . c ロビぁぉαγ血彿

C . ∂z物′γむ〝刑

C . ∽ 〟 聯 γ肌 β乃由乃5

C . αC ♂わ∂ゆ γお〝仇

C . α∂ざ0 乃〟椚

C . 如 鱒 如 所
′

ゐヱg g 乃 5

C . おγ血 ∽

C . d 析 舷

C . c α♪如 かα由

C . 坤ゐg 乃 0左由5

C . αZ γ乃怨

C . オ乃乃 O C 〟〟仇

C . クα 和β〝殉免〟桝

C . 如 動 物 如 頂 職

T R O 2 M
,

M O N T R E A N , C R E G N E N
,

1 5 6 9 .

1 77 8 7 .

6 7 釘 .

由 59 5
,
由 5 9 6 .

k z 58 9
,
b 5 9 1 .

k z 6 35
,

由 6 3 6
,
b 6 3 7 .

1 7 7 95 .

由 5 8 6
,
由 5 8 7 ,

短 5 組

b 1 2 1 4
,
由 1 21 5

,
短 1 21 6

,
如 1 2 20

,
b 1 2 2 5 .

b 3 弘 也 35 5
,
k z 3 5 6

,
短 3 59

,
短 36 0

,
由 3 6 2

,
厄 3 65 .

由 1 1 0 5
,
由 1 1 0 6

,
b l l O 7

,
k z l l O 8

,
由 1 1 0 9 .

1 7 8 5 7
,
1 7 8 5 9 .

9 6 8 7
,
1 78 5 6 .

3 5 0 0
,

3 56 0 ,

5 5 3 0 .

1 4 5 0 1 .

17 8 6 4 .

1 7 7 9 4 .

駄3

P A S T

A T C C

N C I B

K U

I F O

K U

A T C C

I F O

K U

K U

K U

A T C C

A T C C

A T C C

V P I

A T C C

A T C C

A T C C

A T C C

G U 合憲怒書温
C ul t u r e C oll e c ti o n

,
R o c k vill e

,
U . S ‥ A .

J a p m .

H I P H : H o k k aid o I n sti t u t e f o r P u bl i c H e alt h
,
S a p p o m

, J a p an .

H U : H o n g K o n g U ni v
,
H o n g K o n g .

I F O : I n stit u t e f o r F e r m e n t a ti o n
, O s a k a

, J a p a n
.

K U : K a n a z a w a U n i v
,
K a n a z a w ち J a p a n .

N C I B : N a ti o n al C dll e c ti o n of I n d u st ri al B a c t e ri a
,
A b e rd e e n

,
S c o tl a n d .

N C T C : N at k ) n al C d11 e c ti o n of Ty p e C u lt u r e s L o n d o n
,
E n gl a n d ･

N I A H : N a ti o n al Ⅰ□Stit u t e f o r An i m al H y g ,
T o k y o

, J a p a n .

N I H J : N a ti o n a l I n sti t u t e o f H e al t h
,
T ok y q J a p a n

.

P A S T : P a s t e u r I n stit u t e
, P a ri s, F r a r x : e .

S V S L : S t a t e V e t e m a r y S e ru m L a b o r a t o r y ,
C o p e n h ag e n

,
D e n m a rk .

T M R L : T o k y o M e t r o p oli t a n R e s e a r c h L a b o r a t o ry o f P u bli c H e al th ,
T o k y o

, J a p a n

V P I : Vi r gi n i a P o ly t e c h ni c I n s ti t u t e , B l a c k sb u rg ,
U . S . A .

無毒株 4 株は形態, 培貴性状, 生 化学的性状お よび D

N A - D N A h o m o l o g y 上 C . t e t a n i に8 0 % 以上
一

致

した も の で あ る ( N a k a m u r a u n p u b li sh e d) ｡

ⅠⅠ. 使用培地

使用 培地の 組成 を表2 に 示 した ｡ ほ と ん どの 場 合P

Y G 培地を使用 した が
,

P Y G 培地 で発育の悪 い も の

に つ い て は T Y G 培地を用 い
,

上 記2 種の 培地で も良

好 な発育を得ら れな か っ たも の に つ い て は玉井 ･ 福 田

培地14)
(以 下 T

M

F 培地と記す) を用 い た ｡ C .b o t u
-

1 in u m C 型並 び に C . c h a u v o e i の 様 な は えに くい 菌に

つ い て は上 記の培地で は心ずしも発育が 良く ない た め ,

特に ｢p r e r e d u c e dJ T Y G 培地を用 い た
｡｢P r e r e d u c e dJ

T Y G 培地作製法は東らの H u n g a t e の 変法1 5) に準

じた｡

Ⅰ軋 マ イ ト マ イ シ ンC ( M C ) に 対する感受性 の 検討

肝片カロ肝 ブイ ヨ ン16 時間培養液1 m ゼを20 mg の 新鮮培

地, 主 と して P Y G を用 い
, 発育の 悪い も の に つ い て

はT Y G 培地 に植菌 し
,

3 7 ℃ で培養を行 な っ た
｡

菌の

増殖は島津ス ペ ク ト ロ ニ ッ ク20 光電比色計を用 い
, 波

長560 n m で O p ti c al D e n sit y ( O D 5 60 ) を測定 し
,

対数増殖期初期 ( O D 5 60 ≒ 0 .1 5) に M C を最終浪度2

FL g / m 現こな る様加 え ( C . s o rd ellii の場合前報2) と の



髭は

衰 2 使用培地 とその 組成

P Y G m e di u m :

T Y G m ∝li u m :

T - F m ed i u m :

P r o t e o s e p e pt o n e N o . 2 ( D if c o)
Y e a st e x t r a c t

G l u c o s e

N a C l

( Di f c o)

N a - th k )gl y c oll a t e

p H 7 . 2 1 2 0 ℃ -

1 5
ノ 滅 菌

T r y pti c a s e

Y e a st e x t r a c t
( B B L )

( D ifb o )
G l u c o s e

N a C I

N a
- th i o gl y

■

C Oll at e

N a 2 H P O 4

p H 7 . 2 1 20 ℃ -

1 5
′

滅菌

M o difi e d T G C (N i s s a n )
B r ai n H e a rt I n f u si o n ( Ni s s a n )
Y e a s t e x t r a c t ( Di f c o )
G l u c o s e

P H 7 . 0 1 1 5 ℃
-

1 5
′ 滅菌

2 . 0 % ( W / V )

0 . 5 %

1 . 0 % ( W / V )

0 . 5 %
0 . 1 %

3 . 0 % ( W / V )

1 . 0 % ( W / V )

0 . 5 %

0 . 5 %

0 . 1 %

0 . 2 %

3 . 0 % ( W / V )
2 . 5 % ( W / V )
0 . 3 %
0 . 5 %

比較の た め特に い 柑/ m£を使用 し, さ ら に近接グル ー

プ である C . bif e r m e n t a n s に つ い て も C . s o r d e11ii と

の比較の ため 1 J∠ g/ m 且の 濃度 を用い た
｡) ,

さ ら に37 ℃

で培養を続 けた｡ M C 添加後,
3 時間以内 に生 じた菌

の溶解を次に述 べ る よう な 3 段階に分 けて 判定 した｡

1 ) 感受性( ≠) : 即ち M C 添加後, しばらく は O D 億

が増加を続け た後,
O D 値 の減少が起 こ り, そ の減少

僑が 0 .2 以上 の場合,
M C 感受性( 廿) と判定 した ｡

2 ) 感受性( + ) : O D 56 0 億の 減少が0 . 1 9
～

0 の 場合,

感受性( +) で示 した
｡ ｢ 0 ｣ と はM C 添加後, 幾分 O D

5 6 0 値が 増加 した後, 増殖が 停止 した ま ま菌溶解も 起

こ らな い も の を示 す( O D 5 6 0 値 は増加 も減少 も認め

な い) ｡

3 ) 感受性 ト) : M C 添加後, O D 値の減少 を全 く認

め る こ との 出来な い も の で
,

こ の 中に はM C 非添加の

場合と ほと ん ど同様の O D 5 6 0 値の 増加 を示 す完全 に

｢ 感受性 ト) の グル ー プ｣ か ら , M C 添加後, 増殖は

抑 えられ つ つ も, O D 値 の 増加を 示 す場合も感受性H

と して含 まれ る｡

Ⅳ
. 紫外線( U V ) に対 す る感受性 の検討

こ の 試験は C .t e t a n i に 対 して の み行な っ た｡ 肝片

加肝 ブイ ヨ ン16 時間培養液 1 m£を20 m£の T Y G 培地に

櫓菌 し, 3 7 ℃ で培糞 を行 ない
,
菌 の発育を O D 5 60で測

定 し
, 対数増殖期中期 ( O D 5 60 = 0 . 5) に 遠心 集薗 し

(3
,
0 0 0 r . p .

m .2 0 分) ,
0 . 0 5 M T ri s

, H C l 綬衡液 (p H

7 . 4) 6 m 且に懸濁 した｡ これ を滅菌 シ ャ ー レ に 移 し
, 紫

外線 ( 東芝殺菌灯,
1 0 0 V ,

14 W ) を1 m の 距離 で1
,

2
,

3 分照射 した後,
そ の 2 m E を20 m R の 新鮮 な T Y G

に 植菌 し, 3 7 ℃ で 培養 を行 ない 経時的に O D 5 6 0を測定

した｡ な お , 判定 は紫外線 3 分 照射後, 培 養6 時間以

内 に起 こ っ た菌 の溶解 を O D 560 使の減少の 度合 に より

調 べ た
｡ 感受性の 表示 は前記の M C に対す る感受性表

示 と同
一

の規準に よ っ た ｡ なお, 1
,

2 分 照射 による

感受性 は参考と す る に 留め た｡

Ⅴ
. p h a g e

･ lik e p a rti c l e s の 検索

P Y G 培地 を用 い て 鵬C 添加 に よ り溶薗 を起 こ させ
,

こ の M C 溶菌液40
-

6 0 m R を 3
,
0 0 0 × g

,
1 5分間遠心 し,

上 帝液 をさ ら に 100 , 0 0 0 × g ,
9 0 分間超遠L 像 ペ レ ッ

トを作製 した
｡

それ を 2 % 燐タ ン グス テ ン 酸 ( p ヨ:6 . 0

～ 7 . 0) に よ る ネガ テ ィ プ染色を行な い
,

電子顕微鏡J

E M 7
-

54 8 0 ( 日本電子K鳳東京) で観察 した｡ 但 し,

C . t e t a n i は T Y G 培地 を用い 紫外線に よる溶薗液に

つ い て 検索 した｡

結 果

Ⅰ
. 病原 C lo st ridi a の M C 感受性

被験各菌種 に つ い て は
, 用い た菌株中最も多く見 ら

れ る感受性 を代表と して
, 由1 に 示 した｡ 病原 C l o s t -

ridi a 7 菌種193 株の M C に 対す る感受性 を検討した

結果 を表 3 に 示 した｡
C . c h a u v o ei 使用22 株全て感受

性( + ) で あっ た ( 図1 a) ｡
その う ち 5 株は 0 . 1 以上 の
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表3 病原性 C lo st ri di a の マ イ ト マ イ シ ン C に対する感受性

S p e c主e s

N u m b e r

M e d i u m

N u m b e r of st r ai n s sh o w i n g

O f

S t r ai n s

O D d e c r e a s e O D i n c r e a s e

0 . 2 ≧ 0 . 1 9 - 0
♯

0 <

C . 誠 飢 肌 磁 22 T F 0 2 2 0

C . ざ♂少絃 〟雛

C . ∂∂血ゐ2〟雛

ty p e C

t o xi g e n i c

17

14

T Y G

T Y G

0

0

0

1 4

1 7

0

n o n t o xig e ni c

C . ぶ0 捏ね掘

u r e a S e

ー

P O Siti v e

8

1 0

T Y G

P Y G

0

4

8

田

田

0
-

n e g ati v e

C ･ 擁 ク
ワ

g 習ゎ乃ぶ

Cl a s sI C al t y p e

8 P Y G 2 6 0

2 4 P Y G 0 6 1 8

a b e r r a n t ty p e 6 P Y G 2 4 0

C .
力太わか励 〝雛

C . ♪β 鞠 g 乃ぶ

t y p e A

i s ol a t ed f r o m

S Oil 盟 m pl e s

u n h e a t e d

h e at e d at 7 0 C

f o r l O m i n

h e at e d at l O O

C 払r l h r o r

m O r e

t y p e C

t o x ig e ni c

6

2 5

P Y G

P Y G

田

4

3

5

0

田

10

21

P Y G

P Y G

0

2

6

4

4

1 5

5 P Y G 2 2 口
n o n t o xig e ni c

ty p e D

t o x ig e n i c

7 P Y G 田 2 3

9 P Y G 0 4 5

n o n t o x ig e ni c ロ P Y G 0 0 ロ
# R e f e r t o th e M a t e ri al s a n d M e th d s

.

O D 5 6(の 減少 を示 したが
,

それ ら はい ずれ も 長期間著

者の 教室 に保存 して い た薗株で あ る ｡ こ れ に 反 して ,

0 . 1 以 下の O D 5 6 ()の 減少を示 し た17 株中, 教室保存株

は 1 株の み で 残り1 6 株は新鮮分離株で あ っ た ｡
C .s e pt ･

ic u m は全て 2 p g / m E の 濃度の M C に よ っ て は全く影

響を受 けな か っ た の で
,

さ らに 5 / ノ g / 舶 の M C 濃度を

用い て検討した が, 2 〟 g/ m ゼと同様, 全く 影響 を認 め

なか っ た (図1 b ) ｡
C ･ b o tu l in u m C 型2 2 株は全株, 感

受性( 十) で あ っ たが
, 感受性 ( ≠) の 菌株 はな か っ た

(図1 C ) ｡ 感受性( 十) と判定し た蘭株 の 中で は
, 0 . 1

以 上 の O D 5 6 0 の 減少 を示 した 7 株は
, 全株, 有毒株で

565

あ っ たの に 反 し
,
(】. 1 以下の O D 5 伽 の 減少 を示 し た

残り の 中に
,

8 株の 無毒株が 含ま れ て い た ｡ 上 述の 如

く C ･ C h a u v o ei
,
C . b o t uli n u m C 型 はM C に対 し感受性

( + ) の 成績を示 した が
,

これ ら の 菌種の 中に は被験培

地中で の 発 育がノg ､ ず しも良 い と ほい えない もの が多か

っ た ｡
こ の こ と は こ れ らの 菌群が嫌気条件に 関し て

,

特に 厳密 な制約を受 ける こ と に よ るの では ない か と考

え
,

さ ら に ｢ p r e r e d u c e dJ T Y G 培地を用 い て検討

した｡
この 培地の 利点と して は

,
培地作製暗か ら完全

に 還元 され て お り, 且 つ ま た O D の 測定時, 培養液を

振 過す る際も 気相が 炭酸ガ ス で 置換され て お り
,

さ ら



鶉6

に ゴ ム キ ャ ッ プ で密閉され て い る こ と に よ り, 全 く空

気 と触 れな い と い う 点で ある ( M C の効果 は増殖の盛

ん な細胞 に より良く働 くの で
, 良好な発育で の M C の

影響 をみ る必要が ある) ｡
しか し

,
｢ p r e r e d u c e d J T Y G

培地中で は確か に 良好な増殖を得 る こ とが 出来たが
,

野

M C に 対 して は僅 か に感受性( + ) な程度で
,

これ ら の

菌種は発育の 良,
不 良に か かわ ら ずM C に対 して 感受

性( ≠) の もの は認め られ な か っ た
｡

C . s o r d e llii の 今

回用 い た18 株 はす べ て無毒株 で あ るが , ウ レ ア
ー

ゼ に

関 して は 陽性10 株, 陰性 8 株で あ っ た ｡ その うち 6 株

ヰ 8

Ti m e ( h r)
C . b if e r r n e n t a n s

一

丁血 ¢(h r)
1 8

T i m o ( h r)

図 1 C l o st ri d ia の マ イ ト マ イ シ ン C に 対す る感受性
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4 8

T i m e ( h r)

● - - ･ ･ - ･ ･ - ● C O n t r O l

ひ - - - 0 2 紹/ m l

y - - - ズ 1 〝g/ m l

4 8

T i m e ( h r)

ヰ 8

T i m ¢(h r)

王謁7

が感受性( 廿) , 1 2株 が感受性( + ) と判定さ れた (図1

d ) ｡ 但 し
,

M C 感受 性と ウ レ ア
ー

ゼ産生と の 間の 関係

は認め られ な か っ た｡ C .bif e r m e n t a n s の異型と して

区別 した 6 株 (方法 の 項参照) 中2 株はM C に対 し感

受性(≠)(図工 e ) で あ り, 残り 4 株も感受性( + ) の程度

で はあるが , O D 減少 0 .1 以上で著明な溶菌が認 めら

れ た ｡
こ れ に 反 し, 正 常塾 ( 方法の 項参照) の24 株中,

6 株 に のみ溶歯が み られ , 且 つ O D 減少は 0 .1 以 下に

すぎなか っ た ｡ 正常型 で は圧倒的 に 感受性(- ) が多か

っ た (図 1 f ) ｡
C . hi s t oly ti c u m に つ い て は6 株中3 株

は感受性( 廿) と判定 され (図1 g ) , 3 株は感受性( + )

と判定さ れ たが
, 無毒の 948 株 の M C に よる溶薗 は他

の も の よ り明 確に 弱 い も の で あ っ た
｡

C . p e rf ri n g e n s

の 土 壌由来野性株5 6 株 ( 内, 非加熱分離菌
,
7 0 ℃1 0分

加熱分離菌合計35 株 ,
1 0 0 ℃ 1 時間あ る い は, それ以

上加熱分離薗合計21 株) を用い て加熱条件とM C 感受

性との 関係 を検討 した が
,
何 ら関係が み られ なか っ た

｡

こ の う ち感受 性( 廿) 6 株 , ( + ) 1 5 株 , ト) 3 5 株で あ っ

た ｡ C 型 に 関 して は使用薗株12 株中4 株が 感受 性( ≠)

と判定さ れ , ま た 4 株が( 十) と判定 され た
｡

この 12 株

中, β
叫 毒素原性と M C 感受性と の 間に 何ら特別な関

係 を認め る こ と は出来なか っ た ( C 型12 株中, 7 株 は

すで にβ
一 毒素産生を示 さ な か っ た) ( 図1 i ) ｡

D 型使

用薗株10 株の ど
一 章素原性を検索し た所,

9 株に 仁
一

毒素原性 を認めた が
,

M C に 対す る溶原性 は 4 株が 感

受性( + )
,

6 株が感受性( - ) と判定 され
,

∈
一 毒素原

性と溶原性と の間に は関係はみ られ なか っ た(図 1 b )
｡

但 し , C 型菌 に はか な り高率 に M C 感受 性株 がみ られ

た
｡

ⅠⅠ
.

C .t e t a ni の紫外線( U V ) に対す る感受性 の検討

C .te t a n i は2 p g/ mE のM C 洩度 では溶菌を起 こ さ ず
,

溶菌 を起 こ す に は 5 メJg ノm ゼ の高濃度の M C を必要と し
,

む し ろU V に 対す る感受性 の 方が明確 に み られ た の で
,

U V に対す る感受性 を検討 した
｡

U V に 対す る感 受性,

非感受性の代表的発育曲線 を図2 に 示 した｡ 被験 有寿

26 株中,
1 0

4
M L D / m 的 8 株中5 株,

1 0
3

M L D / m A の 8 株

中7 株,
1 0

2
M L D/ m E の 8 株中5 株が感受性 を示 し

,
1 0

4

M L q / m E を有 したK Zl1 4 2 , 1 0
2

M L D / m E を有 した K Z l1 43

K Z l1 51 株は非感受性であり, 形艶 培養性状
.
生化学的性状,

D N A - D N A h o m o l o g y( N a k a m u r a u n p u b lis h e d) に

に よ り ,
C .t e t a ni 無毒株 とさ れ た 4 株中3 株( M

-

2
,

M - 6
,

M - 1 4) に U V 感受性 を認め
, 溶原性 と毒素

原 性との 間に は関係 をみ る こ と は出来な か っ た
｡

1Il
. 非病原性 Cl o s t rid i a の M C 感受性の 検討

他の 非病原性 Cl o st rid i a の M C 感受性 は各菌種 に 属

す る菌株数も 少ない の で
,

これ らの 薗種の M C 感受 性

に つ い て は
一 応の 参考成績と して表 4 に 示 した

｡
しか

し なが ら ,
C . m ultif e r m e n t a n s は用 い た4 株共M C

に 対 し
, 感受性( 廿) で あ っ た (図1 j ) ｡ ま た ,

C . a c e
-

t ob u ty ri c u m
,
C ･ b u ty ri c u m の M C 感受性株 を図 1

.

k
.

1 に 示 した
｡

Ⅳ
. ph a g e お よ び ph a g e- 1ik e p a r ti cl e s の検討

C . t e t a ni
,

C . bif e r m e n t a n s
,
C . p e rf ri n g e n s

,
C .

hi st ol yti c u m
,
C . m u ltif e r m e n t a n s に つ い て U V や



部8

H A 椚

ヰ

Ti m e ( h r)

=〒∵
Ti m e (h r)

1 . 0

0
.
5

曹 ‥ 彗 C O n t r O I

絡 - - 一 打 1 m i n

e-一山
一 ウ 2 m i n

圭 一･ A 3 m i n

図 2 C .
t e t an i の 紫外線 に 対す る感受性

1 1 川

表 4 非病原性 Cl 岱 t ri d ia の マ イ ト マ イ シ ン C に対す る

感受性

N o . of
N b f

S p e ci e s St r ai n s

n m e r o sb o w m g

t e s t d O D d e c r 飽 S e O f O
♯

C . ∂吻′r む〟机
4 3

C . 椚 涙斬如 矧 用 お那 4 4
C . αC g わぁ多め′γむ〝椚 3 2
C . ビO Cカ由αγ血ク児 6 2
C . 由血刀 0 椚 0 坤カ〟椚 4 3
C . α∂ぶ0 乃〝 椚 5 2
C . 押 明 和 而 脚 闇 7 0
C . おγぬ̀ 桝 5 0
C . 励 猿 2 0
C . c αタゐ 〃αゐ 2 0
C . 郎ゐβ柁0 ゐおご 2 0
C . c αγ乃怨 ロ 0
C . 血 削 ぐ〃〝研 口 0

C . ♪α 用♪〟か絢 〟別 口 0

C . 融 和 匝 地 肌 傲 ロ 口
# P Y G m 由i u m w a s u s d f o r all s t r ai n s t e s t e d .

♯ R ef e r to t h e t e x t .

M C に 極め て高い 感受性 を示 した株の 溶薗液中の pb
-

a g e
- 1ik e p a r ti cl e s の 検索 を試み た｡ ph a g e ･ 1ik e

p a rti cl e s は C . p e r f ri n g e n s S O O 3 - 3
,

C . b if e r m e n t q

a n s 70 3 1
,

7 0 3 6
,

C . t e t a ni 6 1 1 6
,

C . h i st ol y tic u m

3 各菌株の 100
,
0 0 0 × g ,

9 0 分超遠心 後の U V や M C

溶菌液 の ペ レ ッ ト中に 見い 出す こ とが 出来た が( 図略) ,

C ･ t e t a ni H A 4 7株 ほ図2 に 示 す様 に U V 照射 に よ り急

激 に 溶菌す る に も か かわ らず , その ペ レ ッ ト中か らph
･

a g e
･ 1ik e p a r ti cl e s を検出で き なか っ た

｡ ま た , ゆ る

やか な 溶菌 を示 した C . c h a u v o e i M C 溶菌液か らも

何 ら Ph a g e - 1ik e p a rti c le s は検出でき な か っ た
｡

又
,

プラ
ー

ク形 成を 試み たが形成で き な か っ た ｡
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考 案

C ■ b o t ul in u m C 型 の 溶原性と毒素原性の 間に 密接 な

関係が ある こ と は
,

既に I n o u e ら
4 )

,
E k l un d ら 6)

に よ っ て述 べ ら れ て い るが
,
私 は本論文で

, 自然界か

ら分離 した直後 の 野 生株 を用 い て検討 した 軌 やや こ

の 様な 関係 を暗示 す る様な 結果 を得 た｡ 自然環境か ら

分離さ れ る C ･ p e rf r in g e n s の 清原性 に つ い て は既 に
,

S m itb 16)
, 内山

1 7)
, 今村ら1 8)

の研究 がある が
,

これ ら

の 中 で は毒 素原性 と の 関係 に つ い て検 討 さ れ て い

な い
｡ 著者 の 研究 も 直接, 漆原性 と 毒 素磨 性と の

関係 に つ い て 検討 し た も の で は な い が
, 加 熱条件

を 異 な ら せ た 場合, 即ち, 1 0 0 ℃ 1 b r
,

ある い は そ

れ以上 加熱した 場合 と
, 非加熱あるい は70 ℃10 分加熱

した場合で は , 歴然 と した α
一 毒素原性 の差が得られ

る と い う Y a m a gi s hi ら
10 )

の 報告が あるの で
, 加熱条

件を異に す る 2 群 を用 い て 検討 した が
,

加熱条件と何

ら密接な 関係が み られ なや
ゝ
っ た こ と か ら考え て

, 両者

の 間 に相関 はな い と考え る
｡

河 合ら1 9)
は既に,

C . p e r
-

f rin g e n s の 清原性 とE
一 毒素贋性と の間に は, 密接な

関係は み られ な い と 述 べ て い る ｡
C ･ p e rf ri n g e n s のβ一

ある い は い
一 考索原性 と溶原性と の問題を検討した が

,

有意な関係は ない よ う に 思 われ る｡ C . t e t a n i の溶

性に 関して は既 に
,
P r e s s c o tt ら

20 )
が試み た 7 株の 全

てに M C - in d u c e d l y sis が 認め られ な と述べ て い る

が
, 私 は本論文で U V 感受性 に よ っ て 検討 し, そ の

in d u c e d l y si s を全くみ な い株 も毒素原性が 高い こ と,

ま た形態, 培養性状, 生化学的性状,
D N A - D N A h o

-

m ol o g y に よ り ,
C . te t a n i 無毒株 ( N a k a m u r a u n p u ･

bli sh e d ) とさ れ たも の の う ち i n d u c e d ly si s を起 こ

す株 を見る こと に よ っ て
,

こ の 両者 に 関係 はな い も の

と推定 した｡
S h i m a m u r a ら 2 ) は C . s o rd e llii を用 い

て
, 毒性株が よ りM C 一 感受性 であ る と述 べ た が

,
無

毒株の 全て もま た
,

M C 一感受性 で あ る と述 べ
, 直接,

溶原性と の関係を否定 してい る
｡

元 来,
以 上 の 研究で

M C - 感受性が 毒素原性に 関係す る か どう か に つ い て

調 べ る時の 1 つ の 難関は, 病原性 Cl o st ridi a で は
,

毒味が 同定 し に く い こ と で あ る ｡ 私は
,

こ の 論文の 中

で
,

加熱条件 を変 えた り
, 特異的に 凝集す る抗血 清を

用 い た り ,
D N A - D N A h o m ol o g y に よ り

,
又

, 長期

間保存す ると い う種々 の 方法に よ っ て無毒株を選 び
,

これ と比 較検討した
｡ 今回 の 研究で も全て C . s o r d ell

ii は無毒株であ る こ と をか んが み て用 い たが
,

これ

ら は全て
, M C

- 感 受性で あ り
,
直接毒素贋性と清原

性 との 間に
, 関係 はな い も の と 思われ る ｡ 著者の 研究

は また
,

分類学上
, 非常 に似た グ/レ ー プで ある C . cb ･

王箔9

a u v o ei と C . s e pti c u r n
,

ある い は C . s o r d e llii と C .

b if e r m e n t a n s の 間に
, 特 に前二 者に M C

-

感受性の

上 で 甚し い 差の ある こ と を示 した ｡
こ れ と同 じ現象と

して
, 既 に K irit a mi ら 1 ) が C

. s p o r o g e n e s と C .b o -

t uli n u m で
, 竹松3 ) が C . n o v yi B 型と C . h a e m o lyti c

u m の 間 で , その 分類学上, 極め て近い に も かか わ ら

ず,
M C

一 感受性 の上 で著 しい差 の あ る こ と を示 して

い る
｡

こ れ らの う ちで も C ･ C h a u v o ei とC . s e pti c u m

が特 に
,

M C 一 感受性 に つ い て顕著な差異を示 す よう

に思わ れ る ｡ これ らの相似 した 2 つ の菌種 は
, 現在,

主と して その 可溶性抗原に よ っ て分け られて い るが
,

この 可溶性抗原と酒席性との 関係 は
, 将来さ らに検討さ

れ る ぺ きも の と考え る｡ また , P h a g e ･ lik e p a r ti cl e s

の 検索は多く の 場合,
M C や U V 溶菌液を 100

,
0 0 0 ×

g , 90 分超遠心後のペ レ ッ トで試みた が
, M C や U V

に 著明な溶菌現象を示 した に もか かわ らず,
ペ レ ッ ト

中に は極め て僅かの ph a g e
-1ik e p a r ti c l e s が認め られ

るに 過ぎなか っ た ｡ 時と して激し い 溶菌 を起 こ したが
,

見い 出す こ との で きない 場合もあ っ た (C . t e t a ni H A

4 7 の場合) ｡ こ の 事実か ら
,

M C ある い はU V 照射後の

急激 な菌 の融解 は
,
菌細胞内で の ph a g e

- 1ik e p a rti c ･

1 e s の増大, あるい は胞子 形成菌の もつ 自己解体系が

関与 してい る よう に 思われ る｡
1 ) 2) 3) 2 ユ) -

2 引

結 論

種々 の Cl o st ridi a の 溶原性 に つ い て検討 した所,
C .

C h a u v o ei
,
C . b o t uli n u m C 型

,
C . s o r d ellii

,
C . hi s to ･

1 yti c u m
,
C . m ultif e r m e n t a n s の 全ての株,

C . b if e r m -

e n t a n s の 異型 株の全 てがM C に 感受性で あ っ た ｡ また
,

C ･ t e t a ni と C ･ p e rf ri n d e n s は試みた株の半数以 上 が
,

U V やM C に それ ぞれ感受性 を示 した
｡
C . b o t ul in u m

C 型 のM C 感受性 と毒素原性 との 間に い く らか の 関係

を見い 出す こ と が でき たが
,
C . te t a ni

,
C . p e rf r in g e n s

に お い て は , U V やM C 感受 性キ毒素原 性に つ い て関

係を見い 出す こ と は出来な か っ た ｡
C . s e p ti c u m は被

験株全て がM C 非感受性で あ っ た
｡

又
,

C . b if e r m e n
-

ta n s ( 正常型) の 大多数も M C 非感受性で あ っ た
｡

稿を終る に臨み
, 終始御懇篤なる御指導並 びに 御校閲を戴い た

西田尚紀教授に心か ら御礼申し上げます ｡ また本研究の 遂行 に あ

た り御協力御教示 を賜 っ た金沢大学歯科[] 腔外科玉井健三助教授,

微生物字数童中村信 一 助教授はじめ教室員各位並びに 歯科口腔外

科医局員各位に 深謝致 します ｡ また薗株の 分与を受けた
,
農林省

家畜衛生試験場東畳三博士
, 東京都立衛研坂井千三博士

, 電子顕

微鏡操作に 御協力を得た金沢大学ガ ン研究所伊藤正人氏に謝意を

表します
｡
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