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第1章新生児口腔内乳酸桿菌の分離と由來について

　　　　　　1．緒　　　　　言

　口腔i内の乳酸桿菌はW．D．　Miiler　1）が最初

編食の主働菌の一つ・として記載して以来幾多の

研究がなされており，また腸内，三内乳酸桿菌

もそれぞれ正常菌群として認められ，その生理

的意義が強調されてきた．

　しかしこれらの乳酸桿菌の関係，すなわち新

生見の口腔並びに腸内乳酸桿菌と膣内乳酸桿菌

ζの関係については，在来膣桿菌が薪生見に移

行するのではないかという推定的見解が存在し

ているに過ぎず，その見解は必ずしも一致：して

いなかった．すなわちNoack　2），勝野3），」6tten

4），Wltkowski　5）等は殆んど全面的に膣内D6der－

lein桿菌が新生見腸内に侵入するものの如く考

えているのに反し，Nal巾ks7），白土8）等は両者

の相関関係について殆んど否定的見解を抱いて

いる．教室の長谷川’りは母子10組について，産

婦の編窩，膣と新生見大便の3種来源から乳酸

桿菌を分離しその菌型，生物学的性1伏，冤疫学

的性駄の比較から本問題に対しほぼ肯定的な結
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論を述べた．またSalomOI19），眞柄lo），工藤11）

は軍に部分的にのみ両者の関連性を認めている

に過ぎない．もちろん魚島，腸内，口腔におい

ては微：生物の種類と：量に多少の差異はあるであ

ろうとしても，本論文では乳酸桿菌についての

み討議してみたい、と思う．さて全面的にその関

連性を主張する者も多くは実験的根拠に乏し

く，Noackの如きは，軍に朝見が分娩時，軍内細

菌を吸引することによって時にGast「oellte「itis

等を起すことがあるという事実からのみ両者の

関連性を推定しているに過ぎない．また勝野

は膣桿菌と口腔内乳酸桿菌との一般性が犬を比較

し，両者は全く同一菌種であるから，膣桿菌は

子々孫々に伝わるものであろうと考えている．

これに反しNaujocks7），眞柄10）等は，膣桿菌に

対する薪生児の口腔内の不良環境を強調し，前

両者はこの点より，膣桿菌が新生兇口腔内より

腸内に侵入することはあり得ないと主張し，眞

柄lo）等は膣桿菌は大部分新生見口腔内で発育を

阻止せられ，唯一部分のみが腸内に侵入するも

のであろうと考えている．

　私は，乳酸桿菌の栄養要求に関する研究を企

てるにあたって，これら諸家の見解に新らしい

面から検討をカロえるために，教室における長谷

川の3種来源の研究6）を更に進め，薪生見の腸

内にあわせて口腔i内から乳酸桿菌を分離すると

いう母体と計4種来源の乳酸桿菌を比較検討

し，異つだi環境とその部位における乳酸桿菌と

の間にどんな関係があるかについて実験にもと

つく解釈を試み，これに新知見を加え得たと眉、

うのでここに報告するわけである．

　　　　　　2．実　験　方　法

　被験試料：般員保険東京申央病院産婦人科入院中の

健常分娩母子15組を被験者とし，分娩直前の母体口腔

液（麟食ある場合は麟窩）（以下Mmと略す）及び膣

分泌液（以下Msと略す）並びに分娩直後～1週間の

新生兇のロ腔液（以下Kmと略す）及び大便（以下K

kと略す）を材料として菌株を分離した．

　本実験の症例はいずれも，出産に際し石鹸1完腸や外

陰部消毒等通法に従って前準備を行い，正常分娩を終i

つたもののみについて行ったものである．出産所要時

間（破水より娩出まで）は，李均30分であった．また

新生児ロ腔の材料接種に際しては，無菌操作に殊に留

意した．

　材料探取法：母体口腔液はそのまま，膣分泌液の場

合は外陰部を通法に従って消毒した後，培養液を滅菌

ピペットで子宮秘蹟へ注入し，よく膣全内容液と混合

した後，これを再びピペットにとり培養した．新生児

のロ愛液は，滅菌食塩液の少量をピペ。1・でロ腔に注

入し，膣の場合と同檬処理し，大便は滅菌食塩液で適

宜稀釈して接種材料とした．上記4種材料は，培養と

同時にすべてグラム染色を施してこ酒を鏡検：した．

　培養法：直接亭板分離法亜びに液体培地による増菌

培養後，響板に移し分離する両法を併用した．母体ロ

腔液，膣液，新生児大便では直接塗布培養でよく菌を

分離し得たが，新生見口腔液は，分離率が悪いため増

菌培養を施し，しかも反復して頻緊に材料採取を行っ

た．また，いずれも1例について1株ずつ分離するこ

ととした．

　培養基の組成は，表1に示した．

表1　分離i培地処方

Beef　inFusion

：Pepton

NaC】

Glucose

B．C．G．　sol．（0．04％）

Na：N3

Agar

1000cc

　109

　59
　209

　50cc
O．19

　259

（注）PH　5・0に修正

　液体培地の場合は上記組成から寒天を除いたものを

用いた．

　　　　　　3．実　験　成績

　塗布標本の所見：膣材料ではグラム陽性桿菌

のみを見出したのが8例，グラム陽性球菌を混

じたものが2例，グラム陰性桿菌を混じたもの

が1例，グラム陽性球菌，グラム陰性桿菌，白

血球を混じたもの1例であり，母体口腔材料の

所見では健常成人口腔細菌群の一般的な傾向と

の間に差異は認められなかった．新生見口腔で

は乳酸桿菌のみの見られたものは2例で，球菌

が大部分を占めて僅かに乳酸桿菌の見られるも
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のが8例，殆んど菌が見られないものが1’例で

あった．i新生児大便材料ではグラム陽性桿菌の

みのものは3例，グラム陰性桿菌を混じたもの

4例，球菌を混じたもの3例，球菌及びグラム

陰性桿菌を混じたもの1例であった．（表2）新

生兇口腔菌群は出産後，日を追って複雑化する

傾向が見られた．

　　　表2　4種来源塗布標本染色所見

来

源

母 体 新　　生　　児

1210⑤△。圏。回 1・卵二
型○㊥△回b回 陣回1・◎
・4 堰E㊤△・1・回 1・⑱ ｝・

・5 w△b回 b範　［○＠△

・g 堰E㊧△・・回 1・㊧回i・⑱

2・ρ＠回陣回◎i回

・腔1膣

1・△

・劇大便
6bQ△・回b回

　コ　コ

b細　・
71・㊥△・i・△回i・凹 i・⑳

810①△×10面 b④回1・△
gl・・△×1・回 1・㊥回1・

2・ w△b回 1・回 1・△

　　（注）　　○：グラム（十）桿菌
　　　　　　△：グラム（一）桿菌
　　　　　　⑫：グラム（士）球菌
　　　　　　◎・白　　血　　球
　　　　　　回＝上　皮　細　胞
　　　　　　×：スピロヘータ・紡錘菌その他

培養所見．母体口腔1例の例外を除いて，1

回ないし3回培養で全例に乳酸桿菌を証明した

（表3）．

表3　15組母子4種：来源からの微生物の分離成績

母

の
組
番
号

母 体 新塵i児（0～6日）

子隔

歯

口腔

踊は
歯歯
歯垢

）

膣 「性

清

度

分
離
菌 別

口

腔

大

便

摘　　　　　　要

（全員入院分娩）

61＋1＋（C）1・ 十 3 十 ＋陣胎盤剥辮術
71＋i±（C）｝皿1一＋（C）｝3 十 ＋陣・正柵娩
81■＋（C）1・一皿i＋（Cい 十 ＋陣洞　上
91矧＋（C）！以＋（C）1♀ 十 ＋匿娠鞭洞上

・・トト 1 十 ♀ 十 ＋陣上・翻子分獅

・・ p＋1＋ 1 十 ♀ 十 ＋陵儲・正常分娩

12 m■＋（C）1エ1＋（C）3 十 ＋陣・同上
・31－1＋ 丁 丁 3 十 ＋陣，同上
・4 g［＋ 工 十 δ 十 ＋陵雛齢：子分獅
・5＋1＋（C）1皿 十 周＋（釧＋漣・礫鋤
・司＋ト（C）1・ 十 3 ＋1＋（c）陣洞上
18 P＋1＋ 二 十 ♀ 十 ＋庭回　上

・9■＋ 1ト（c）｝♀ ＋1＋（c）陣洞‡

201＋1＋1皿一皿1＋1♀ 十 ＋陵辮腫，同上

2・ P一【＋ 工： ＋13 ＋劇＋※陣同上
（注）十………乳酸桿菌分離，ただし鶴歯の欄は額歯の有無を示す
　　　（C）……同時にカンジダ属を分離i
　　　※………腸球菌を証明

　　　　　　　　　　　　　　　【67】
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　　　　　　4．考　　　　　按

　塗布所見で乳酸桿菌と考えられるグラム陽性

桿菌のみが，新生見口腔液材料に認められた2

例があった．新生見口腔乳酸桿菌の由来は，母

体産道の他，術者，看護人，近親者等の口腔も

考えられるのであるが，材料探取の時期が出産

直後であり，かっ嚴密に無菌的条件で操作した

ことから推して，明らかに母体産道由来のもの

と考えてよいと思う．．私の1例は，後述の生物

学的三二検査の結果，母子由来が一致した場合

であり，共に：L．acidophilusであった．別の組

で，膣液由来株は菌種不明であるが，新生見口

腔株はLacidophilusと同定されたものであっ

た．

　乳酸桿菌の分離i法としては，古くからHeim，

Tan●ozi等の処方する肝臓エキスを用いる培養

基があり，また酸性Ze∫ssler血液塞天等主とし

て嫌気的条件下の培養に用いる培地がある．一

般に，乳酸桿菌はmicroaerOPhHeであるとされ，

ロウソク培養叉は黄燐燃嶢広遠によって旺盛に

発育するが，ブドウ糖を含んだ培地では好気的

条件でもよく発育する．Hadley12）は，　Kulp

のトマト汁培地を改良して唾液中乳酸桿菌数の

好気的定量培養法を確立した．現在でもこの培

養基は編食活動性試験の標準法に広く雨気され

ている．D漉。　MaDua113）によっても，乳酸桿菌

の培地としてイーストエキス，脱脂乳等を含む

ものが多く記載され，教室の経験でも良好な結

果を得ている、最近Diamond14）はHadleyの

培地に1万倍の比に窒化ナトリウムを加えて乳

酸桿菌以外の菌種：（グラム陰性桿菌及び眞菌）

の発育を抑制して乳酸桿菌の分離を試みて好成

績を得た．私共の教室でもこれを追試し良い成

績を得ているが，私も常に随件雑菌の汚染を避

けることが出来た．

　また最近Rogosa　15）等はS：L培地なる孚合成

培地を発表しているが，私の本菌の栄養要求性

追求の成績にも関連して興味あることと思う．

　　　　　　5．小　　　　　括

　1）妊婦の膣，口腔，新生兇の口腔，大便中

の乳酸桿菌を，分娩時を中心として分離し，同

時に塗布標本によってこれを比較検討した．

　2）塗布標本所見中，新生児口腔内乳酸桿菌

と産道の乳酸桿菌との関蓮性を思わしめるもの

が10例申2例あった．

　3）培地所見では，15組60例中，母体口腔の

ユ株の例外を除いて，全例に乳酸桿菌を分離iし

た．

第2章乳酸桿菌の生物学とその同定について

　　　　　　1．緒　　　　　言

　私は，第1章において合計15組の母子から乳

酸桿菌の選択的分離を試みたが，そのうち4種

二二の11組資料から揃って菌株を分離，継代す

ることを得て，その生物学的諸性欺を検討し
た．

　さて，乳酸桿菌の菌型決定には古くから，集

落形態，菌形態，配列16）17）19）等によるもの，糖

分解能によるもの9），両者を併用するもの‘3）等

がある．私はBergey’s：Mnual　45）による菌種同

定を行った．：Bergeyによって同定を行った報

告は，最近1，221）発表されているのみである．

なお，産生された乳酸の旋光性検査は除外し

た．

　　　　　　2．実　験　方　法

　分離培地上の疑わしい集落を釣菌鐘検：し，これを前

述の分離培地から，NaN3を抜いたブイヨンに移植，

同じく塞天に塗布培養して弧立集落を形成させ，再び

これをブイヨンに投じて培養，以下雪解操窪を3回繰

返して，孚L酸桿菌の純輝分離と菌力増強を施した．ま

た，菌株の保存には高層培養基を用い，穿刺培養を施

した（表4）．

　ゲラチンの浦化性，亜硝酸塩蓮元性，耐熱性，BTB

加牛乳培地の発育朕況等は，通法山従って培養基を調

製し，ブドウ糖加牛純水ブイヨンの48時間培養液を接

種して，それぞれ観察した，

　さらに，ブイヨン培養から菌を移し，血液寒天孚板
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表4　保存＝培地処方

Yeast　Extract（Difco）

Ghlcose

Na　acetate

Polypepton

Soluti・n　A※

Solution：B※

Aq・dest．

Agar

59
59
59
59
2．5cc

5cc
・…cc1

309

※表七参照

（無糖）に塗布培養して定型的集落を3回継代し，生理

食塩液で20se／ccの菌浮游液を調製して糖分解能検査

用inoculumとした．培地に＝Hiss血清水を用い，こ

れに各種炭水化物を1％の比に加え，BTBを標示薬と

して，酸産生度（pH）を比色的に測定した．分解能の

程度は培地を黄変しかつ凝固したものを十，培地黄変

のみのものを±とした．

なお血液李板上の集落所見や，これをロウソク培養

した場合の所見，その他トマト月塞天培地上の所見等

は，その都度観察記録した．

　　3．実験成績
分離菌株の生物学的性朕は表5に才昌げた・

表5　分離菌株の生物学的性状

6

7

8

9

12

13

14

15

Mm
Ms
：K：m

Kk

Mm
Ms
Km
Kk

Mm
Ms
Km
Kk

Mm
Ms
Km
Kk

Mm
Ms
Km
Kk

Mm
Ms
Km
Kk

Mln
Ms
Km
Kk

Mm
Ms
Km
Klk

グ

ラ

ム

染

形

色隊
十
十
十
十

桿
〃

〃

〃

蓮力
隊
1

動

ラ

1

ゼ

亜

十
十
十
十

十
十
十
十

十
十
十
十

十
十
十
十

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

硲

酸

塩

引一
一1一
一1一

ゲ1耐
ラ薩
チ臣

ソ

引一

＿LE

ぴ

＄

：BT：B牛乳

酸

凝

含水炭素分解能

十
十
＝ヒ

十

十
十
十
十

十
十
十

十

十
±

十
±

マ
ノレ

ト

1

固ゼ

十
十
十
十

十
十
十
十

十
十
十
十

十

：±：

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

引一

十

十
±

±

十1
十
十

＋1±

＿L＿1＿

＿ト1＋
一i一十

＝引一

一H一

一十
一十
十
十
十
十

十
十
十
十

十

十

十

十

十

十

十

十
十

±

十
±

±

十

±

十

十

十

十
十

十

±

士

十
十
十
十

十
十

十
十

マ

ル
ノ

i

ゼ

；

十
十

十
十

サゼ
ツ

カ

ロ

1

十
十

十

十
十
十

十
±

十

十

十

±1十
一1一

一十
一1

十

十

±

十
十
十

1

十
十
十
十

十
十
十’

十

別ラ
ルク
マ1
列ゼ

ア・ぜ

ラ

ビ

ノ

1

十

十
±

十

十
十
十
十

十
十
十
十

十
十
±

十

十十
十

十

十
十
十

十
十

十

十

十
±

十

十
十

±

十

ラ・ぜ

ブ

イ

ノ

1

十
十

トゼ

レ

ノ、

口

1

十
十
十
±

十
十
十

副＋
圭1圭

十
十
±

十

十
十

十
十

十
十
±

十

十
十

十

十
十

十｝一
十
十

十

±

十
十
十

十
十
十

十

十
十
±

十

＋1一

十

‡1±

十

十
十

十

十
十

十
十

±

十

十
十

ガゼ
ラ

ク

ト

1

芋

土

十
±

ヒ
フ

ロ
τ

ゼ

±
±

±

十

十

士

十

±

十

±

一1一

一十
十

±

十

士

十
十
十

十
±

±

十

±

十

士
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19

20

21

Mm
Ms
Klm
Kk

Mm
Ms
Klm
Kk

Mm
Ms
：K：m

Kk

十
十
十
十

十
十
十
十

十
十
十
十

〃

〃

〃

〃

〃ト
〃1一
〃

〃

〃

〃

〃

〃

十　一
十　十
十　　一

±　　±

十
十
十
十

十
十
十
十

十

十

十

；

十

十

十
十

十
十

十
十
十
十

十
十

±

±

±

十
十
十

十
十
十

十
十
±

±

十

十
±

±

十
十
十

±

十
十
十

十
±

十
±

十
十
十

十
十
十
±

十
十
±

十

十
十
十

十
十
十

芋

；

±

十

十
十

十

十
±

±

±

十

±

±

十

十

十

十

±
±

±

十
十
十
十

十
十

十

　　　　　　　（注）　Mln，　Ms，：Kln，　Kk：

　これら全菌株はグラム陽性，不動性，中等大

の桿菌で，カタラーゼ反応陰性であった．

　亜硝酸塩還：元性は全株陰性であった．ゲラチ

ン培地では，殆んど発育するものはなく，液化

は全然認めず．耐熱性試験では600C　15分で全

株死滅した．

　本門の大部分は非溶血性であったが，馬血液

型塞平準板上の集落は，入血液加二天雫板上の

それに比し，やや脚色溶血環を示すものが多く，

特にロウソク培養した場合には集落が大とな

り，緑色傾向が甚だしかった．しかし本菌による

溶．血は極めて弱く，緑色レンサ球菌中でもStr．

mitisのそれに似た程度のものが，ある条件で

出現するのみで，その本体は酸溶血であると見

てよい33）．トマト汁培地では，発育は一一般に良

好であるが，菌株によっては発育不良のもの，

あるいは，殆んど発育しないものが多かった．

ただ，8Ms株のみは他のいずれの培地上におけ

るよりもtomato－juice　agar上セこ旺盛な発育を

示した．

　：BTB加牛乳培地内でたいていの菌株は発育

し酸を産生するが，凝固，ペプトン化を示すも

のは比較的少い・糖分解能試験の成績では，グ

ルコーゼは全菌株，サノカローゼ，マルトーゼ

並びにガラクトーゼは，殆んど全菌株分解して

いるが・ラクトーゼを分解しない菌株は10株を

数えた．

　産生された乳酸，その他の代謝産物の性歌等

の細部は追求しなかったが，以上の成績から

Bergeyによって同定を行ってみたところ，：Lact一

表6（注）に同じ．

baciUus　acidoph11usと同定されるべき菌種は5

株，同じく近似の性歌を有するもの6株であっ

た．またし．plantarum近似菌種と同定された

もの8株，L．　delbrUckii近似のもの3株，　L．

leichmanii近似菌2株，　L．　brevis近似菌2株で

あり，いずれの菌種とも同定し得なかった菌株

は計18株であった．

　この結果によって，母子4種富源分離株で類

縁関係にあると認められたものは4組であっ

た．すなわち，症例7の母体の口腔，膣由来株

及び薪生見口腔由来株はいずれもb．acidophilus

あるいはその近似種と同定さるべき菌種であ

り，症例8と21の母体口腔及び新生見大便ない

し口腔由来株はLacidophilus近似種であっ

た．また，症例13の母体口腔及び薪生見大便由

来株は，いずれも1・．p1我ntarum近似の菌種と

同定された（表6）．

　　　　　　4．考　　　　　按

　今日，微生物の菌種同定は，Bergey’s　ManuaI

によることが通念であるが，乳酸桿菌の多数新

鮮分離株について本法に従い同定を行った報告

は極めて少い．在来報告されたところでは，集

落型によって分類したBuntiD916）森下17），岡本

20）等の3～4型の分類があるが，本研究の目的

とするところには卜い得ない．また長谷川6），

岡本20），上田18）．春木8）等の報告したように，

糖分解成績，上士学的諸性歌により型別をそれ

ぞれ独自に分けているが，私は，国際的規約に

従った普遍的分類法に従い確実な分類を行うこ

とを目的とし，かっ本文第3章で述べんとする

【70】



乳酸桿菌の栄養要求に関する研究 71

表6　菌　　株　　同　　定

Identi丘cation

6

7

8

9

12

13

Mm
Ms

Km
Kk

Mm
Ms
Klm

Kk

Mm
Ms

Km
Kk

Mm
Ms

Km
Kk

Mm
Ms
Klm

Kk

Mm
Ms

Km
Kk

：L・plantarum　（P）

L・Plantarum　　　（P）

不　　　　明
工’．　acido。　　　　　　　（P）

］L．　acido．

1、．　acido．

L．　acido．

τ、．　brevis

（♪）

（P）

L・acido・　　　　（P）

L．Plantarum　　　（～）

L・brevis　　（♪）
L．　acido．　　　　　　　（～）

不　　　　明

し・leichmanii　　（P）

不　　　　明

し．　delbrUckii　　　（P）

不　　　　明

不　　　　明

：L．Plantarum　　　（P）

不　　　　明

：L・Plantarum　（，）

不　　　　明
し．　acido．　　　　　　　（P）

1’。　Plantarurn　　　　（♪）

Ident量丘cation

14

15

19

20

21

Mm
Ms
：K：m

Kk

Mm
Ms
：Km

Kk

Mm
Ms

Km
Kk

Mm
Ms

Km
Kk

Mm
Ms．

Km
Klk

：L・Plantarum　　　（P）

不　　　　明

車　　　　明
し・delbrUckii　　　　（P）

L．　acido．

L．1eichmanii　　（P）

不　　　明
不　　　　明

不　　　　明

不　　　　明

し．plantarum　　　（～）

工．．delbrUckii　　　（P）

不　　　　明

不　　　　明

証　　　　明
1」．　acido．

コL．　acido．

不　　　　明
し．　acido．　　　　　　　（P）

不　　　　明

（注）Mm　　母体ロ腔，　Ms：母体膣，　Km：新生兇ロ膣，：Kk＝新生児大便・

本菌の栄養要求と菌種との類縁関係の決定に役

立てた．

　白土等は膣由来菌と翻食上月寒との聞に沈降

反応による冤疫学的差異があるといっている

が，これは成人の場合についてであって当然の

ことと考えられる．私が栄養要求性に目を向け

たのは，一つにはこうした先人の業績を顧みて

のことである．

　私と殆んど同時に，白土21）等は蠕食及び口腔

液からの新鮮分離菌の本法による分類にっき報

告している．氏等によれば，L．　acidophihls及

びその類似のものは87町中34株（39．1％）であ

り，L．　delbrUckii近似菌3株，：L．1elchmanii

類似菌2株，Llactis類似菌2株，　L・brevis

2株，L．　fermentf　5株，同類似菌5株，同定不

能22株であるという．

　私の成績では，L．　acidophilusに関しては44

株中11株（25％）であり，他についても，およ

そ同様の傾向を示すが，私の場合L．Plantrum

近似の・ものと同定されるもの8株を得，白土等

はこの菌種：を分離iせず，：L．免rmenti及びその

類似菌を10株分離している点が異る．本実験で

は上述の保存培地に菌を穿刺継代中，ガスを産

生する菌株は1株も見出されなかったし，糖分

解試験でブドウ糖を分解するが，ガスを産生す

る菌株は】株もなかった．これに反して，農林

省食糧研究所から分与されたBioaSSay用標準

菌株たる“1・．fbrmenti　36”は，多量のガスを産
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生した。この点は：Bergey’s　Manualに記載はな

く，本法による分類の場合一つの盲点となるの

ではないかと考えられるが，L．免rmentiを用

いた対照の成績から推して，私の威績は大過な

いものと思う．

　成沢22）は膣乳酸桿菌を分類してCatalase反

応陽性のMicrobacterium属の多いことを彊調

しているが，私はMicrobactel　iumの1株も分

離出来なかった．いずれにせよ本分類法に従っ

て多数菌株を検査した結果，人体から分離され

得る菌種の概略を把握し得た点は，私の研究の

一つの成果とも言い得る．

　ただし，母子間の分離i菌株の類縁関係につい

て，確実に成績の一致した症例は僅か3紐であ

った．この点については分娩所要時鳥や，菌分

離の時期との関係について更に研究を要するも

のと考える．

　　　　　　5．小　　　　　括

　1）私は母子4種来源の資料から分離したカ

タラーゼ陰性，グラム陽性，不動性の申最大桿

菌すなわち乳酸桿菌と考えられる11紐44株の菌

株につき，Bergey’s　Manua】に従って分類二品

を試みた．

　2）その結果Lactobacillus　acidophiiusと同

定されたもの5株，同類似菌6株，L．　Plalltarum

類似菌8株，L．　delbrUckii類似菌3株，L．　brevis

類似菌2株，：L．Ieichmanii類似菌2株，同定

不能18株を得た．

　3）母子4種法源菌株のうち2種以上の菌株

にその生物学的性欺の類縁関係が認められたの

は，11組申4組であった．

第3章　乳酸桿菌のビタミン要求性について

　　　　　　1．緒　　　　言

　乳酸桿菌の栄養要求に関しては，SneU＆

Stron923、によって発表された：L．　caseiの発育

におよぼすリボフラビン及びその誘導体の影響

に関する研究が最：初であって，ついで，1・andy

＆Dicken　24）が合成培地を用いてビタミンやア

ミノ酸の生物学的定量法を確立してから，多数

の研究が発表されている．：L．acidoPhlhlsは，

PetersO1〕25）によれ1ま，ビオチン，リボフラビン

だけについて記載し，その両者を要求すると報

告している．さらに氏は，その他の乳酸桿菌に

ついてもその要求性を報告しているが，ある物

質が，ある細菌に必須のものか，あるいは補助

的なものかという区別はつけていない，’また同

じ菌種についても，菌株による差は問題にして

いない．

　すなわち，’L．delbrU《：kliに関しては，パント

テン酸，V・：B6，　V・B1は発育に：有効であるとし，

またし．1elchmalliiはV・132のみについてこれ

を有効であるとしている．また1’．pLmtanlm

はV・β2のみについて論じ，これを不要として

いる．

　weisberger＆Johnson　26）は，口腔から分離し

た：L。acidophilusの1株について，その酸産生

量におよぼすV・Bの：影響を検し，サイアミン，

ニコチン酸，パントテン酸の3者を必須である

とし，Dleizen30）は，氏の分離i’菌株はサイアミ

ン，ニコチン酸，パントテン酸及びビオチンの

4者が必須物であったと結論している．

　私は，新生児及び産婦の乳酸桿菌について，

本文第1・2章で既に詳述した．そして4種来

源より得た乳酸桿菌は，L．acidophi】us，：L．　del－

br　Uckfi，：L．　brevテs，　L．　Ieichmanii，1」．1）1antaruln

等，広範囲にわたっていることを指摘した．

　そこで，類縁関係のある分離菌の栄養要求を

とりあげ，V・：B群について実験した．以下これ

について記載する．　　　　・

　　　　　2．実験方法と実験成績

　培地：：IaDdy＆Dickellの処方（表7）に従

って完全合成培地を調製した．

　すなわち，まずTryptOPhaDeは，適当量の温

湯で溶解し，Cystineは1／10NHCI中で加熱溶

解しておく．Guanine，　AdeDine，　Xanthine及び

Uracilを0．19宛秤量後，75ccの1／1HCI中
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表7　合成完全培地処方

Casein　hydrolysate

Salt　solution　A※

Salt　s・1uti・n　B※※

Glucose

Scdium　acetate

Asparagine

Trypωphane

Cystine

Guanine　hydrochloride

Adenine　sulFate

Xanthine

Uracil

Pyridoxine　hydrochloride

RiboBavin

Calcium　pantothenate

Nicotinic　acid

Thiamine　hydrochloride

Folic　acid

：Biotin

　59
10cc

10cc

209
109
500mg
200mg
200mg
10mg
10mg
10mg
10mg
800μg

400μg

400μg

400μ9
2CO　4〃g

20！ρ9

10、μ9

※羅罫81
　　　MgSO4・7H20
　　　FeSO4・7H20
※※MDSO4・4H20
　　　NH：4CI
　　　NaC1

500　1ng／1

500mg／1

200mg／1
］Omg／1
ユOmg／1
　3　9／1
10mg／1

　（注）1／10NNaOHで培地をpl16・8に修正する・

に入れて加熱し，溶解するまで濃塩酸を加え，

冷却後100ccのメスコルベンで定容し，この10

ccを使用した．　C・1dun・pa・t・theコateは50％エ

タノールで，リボフラビン，サイアミン，ピリド

キシンはそれぞれ0．04N酢酸で，葉酸は1／100

　　　　　　　　　　　　　　　　表8　滴　　定

N：NaOHの20％エタノール溶液で，50％ビオ

チンは，エタノールで，またニコチン酸は，24

時聞眞室デシケータで乾燥した結晶無水ニコチ

ン酸を50％エタノールで溶解して，それぞれ使

用した．

　800ccの蒸溜水中に上記のものを，その他の

ものと共に加えて溶解し，濾過後1／10NNaOH：

溶液でpH　6．8に修正して1♂に定容し，これを

10cc宛清浮中試験管に分注し，110。C　10分間滅

菌した．

　上記完全合成培地より1種ずつビタミンを抜

いて各ビタミン欠培地として使用した．

　Casein　hydrolysateは，　Difco，　V・B群と有機

塩基はミノファーゲン製薬，あるいは東京化成

の製品であり，うちAdenine　su1魚teは東大医学

部薬学小室より分与されたものである．

　接種菌は，第2章で記載した全分離菌44株申

の32株である．10ccの2％糖加ブイヨン（無修

正）48時間培養液を滅菌生理食塩液で3回遠沈

密漁し（4，000r．P．m．各25分），病体を10ccの

滅菌生理食．塩豆に再浮遊して，その1白金耳を

i1、oculum　とした．判定は72時闇培養後，培養

液1回目を10倍稀釈し，これを1／10N　NaOHで

起始pH　6．8まで滴定した．要求性の判定とし

ては，complete　mediumの1画定酸度と比較し，

0％のものを十十，0～20％を十，21～50％を

±，51％以上のものを一とした．

輿験成績は表8～14に一括した．

　酸　　度

6

7

8

Mm

Km
Mm
Kk
Ms

Mm
Ms

Kk
Km

Com－
plete

Medium

1．27

1．02

0．99

1．25

1．38

1．37

0．34

0．98

1．00

Ribo－
flavln

IeSS

1．13

1。16

0．13

0．87

0．97

1．13

0．20

0．28

1．22

：Folic

acid
IeSS

：Pyri－

doxine
less

　　　1・2g11・26
　　」
0．70

1．10

0．77

0．49

1．43

0．19

0．28

0．93

1．04

0．96

1．02

1．21

1．28

0．18

0．82

0．91

：Biotin

less

Thia・

mine
lless

0．26 0．16

：Panto－

thenic
acid
IeSS

0．20

0．61

0．17

0．12

0．20

0．16

0．19

0．30

0．13

0．14

0．19

0．22

0．15

0．12

0．13

0．81

0．21

0。ユ2

0．12

0．12

0．12

0．13

0．13

0．12

0．12

Nico－
tinic

acid
less

0．17

0．16

0．32

0．17

0．18

0．16

0．18

0．16

0．18

Identi丘cation

：L．Plantarum　～

：L．　acidophihls

L．acidophilus　P

L．brevis　　　　P

I」・acidophilus

L．　acidophilus

L・plantarum

L．　acidophilus

L．brevis

P

P

P

～
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9

ユ2

13

14

15

19

20

21

Ms

Mm
：K：m

Kk

Ms

Mm
Km
：Kk

K：m

Mm
Ms

K：k

Km
Ms

Mm
Kk
Km
Km
Mm
Kk

Kk

：K：m

Kk

Blank

1．34

1．32

1．28

0。89

1．38

1．18

1．45

1．37

1．34

1．32

1．32

1．34

1．36

1．21

1．34

1．46

1．25

1．35

0．84

1．05

1．28

1．62

0．25

0．14

1．20

1．34

1．27

0．34

0．34

1．04

0．33

0．12

0．33

1．05

1．08

0．18

0．14

0．17

1．31

1．34

0．53

0．17

1．13

0．36

1．52

0．19

1．31

0．25

1．31

1．02

0．25

0．73

0．26

0．18

0．65

0．69

0．23

1．39

1．00

1．32

0．98

0．34

1．02

1．22

0．71

0．91

0．25

0．42

0．64

1．34

0．33

0．62

0．20

0．21

1．17

0．18

1．42

1．26

0．25　　　　0．18

0．90　　　　0．65

0．19　　　　0．18

0。83　　0．18

1．39

0．18

1．37

0．18

0．17

0．94

0．19

0．52

0．20

0．42

0．30

0．19

0．17

0．12

0．14

0．18

0．20

0．40

0．18

0．16

0．17

0．13

0．22

0．21

0．20

0．22

0．21

・・14
P・・18

0．24

0．33

0．20

0．18　　　0．18

0．21

0．14

0．13

0．14

0。19

0．13

0．17

0．12

0．15

0．19

0。13

0．15

0．18

0．17

0．18

0．18

0．20

0．30

0．14

0．15

0．10

0．14

0．12

0．14

0．17

0．16

0．13

0．12

0．18

0．12

0．16

0．15

0．18

0．18

0．17

0．20

0．18

0．15

0．16

0．16

0．12

0．22

0．13

0．19

0．17

0．18

0．18

0．15

0．15

0。16

0．16

0．15

0．19

0．16

0．15

0．15

0．16

0．20

1．19

0．17

0．16

0．17

・・15｝…7

0。12

0．13

0．11

0．18

0．15

0．17

0．16

0．16

：L．1eichmannii　p

不　　　　明

不　　　　明

：【」．delbrUckii　　p

不　　　　明

不　　　　明

し・Plantarum　P

不　　　　明

工」．acidophilus　P

L・　Plantarum　　　P

不　　　　明

工、．delbrUckii　　p

不　　　　明

：L．1eichmannii　p

I」・acidophilus

不　　　　明

不　　　　明

1コ・plantarum　　P

不　　　　明

し．delbr藍ckii　　p

工・．　acidopllilus

L．acidophilus　P

不　　　　明

（注）数字は滴定に要した1／10N　NaOH量（m1）を示す．

　　Mm，　Ms，　Km，　Kk：表6（注）に同じ．

　　　表g　L．acidophilusとその類似菌のビタミン：B要求性

7

8

13

15

20

21

Km
Mm
Ms

Mm
Kk

Km

Mm
Kk

Km

Com－
Plete

Ribo－
Havin

1．02

0・991

1・3刷

十十

1．37

0．98

1．34

1．34

1．28

1．62

十

±

Folic
acid

±

十

：Pyri・

doxine

士1一
一　　十十

＋＋1＋＋

Biotin

　十

　±

十十

十

十

十十

十十

十

■ 十

Thia－

mine

十十

十十

十十

十十

十十

十十

十十

十十

：Panto－

thenic
acid

十十

十十

十十

十十

十十

十十

Nico－
tinic

acid

十十

　十

十十

十十

十十

十十

　　　1
＋＋1＋＋
＋＋1＋＋

＋＋1＋＋

（注）｛羅計器）撫表6㈱に同じ
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表10L．　Plantarum類似菌のビタミンB要求性

Com－
lplete
I

6

8

12

13

19

Mm
Ms

Km

Mm

Km

1．27

0．34

1．45

1．32

1．35

Ribo一
且avin

十

二

十十

Folic
acid

十十

十

Pyri－

doxine

十十

±

＋＋1＋

Biotin

十

Thia－

mlne

十十

＋＋1＋＋

＋＋1＋＋

＋1＋＋

＋1＋＋1刊　＋

Panto。
thenic
acid

十十

十十

十十

Nico－
tinic

acid

十十

十十

十十

＋＋i＋＋

＋1＋＋

表11L．1eicmanii類1功田のビタミンB要求性

glM・

・51M・

Com－
Plete

1．34

1．21

RivO－
flavin

一1

十十

Folic
ac1d

一1

Pyri－

doxine
1忠iotin

± ±

一1．＋＋

Thia－
mine

十

十十

Panto－
thenic
acid

十十

十十

NicO－
tinic

acid

十十

十十

表12　：L．delbrUckii類似一日のビタミンB要：求性

lc。＿

lP｝ete

9［K・

・41K・

・g 撃j・

0．89

1．34

〔…5

Rivo－
Havin

±

1＋＋

土

：Folic

acid

±

±

：Pyri－

doxipe

二

十十

：Biotin

十十

十十

＋＋i＋＋1＋＋

T与・・認9
搬12e　　　／acid

十十

1＋＋

十

十十

1＋＋

十十

Nico－
tinic

acid

十十

十十

十十

表13　同定不明乳酸桿菌のビタミンB要求性

9 Mm
Km

Com－
Plete

12

1．32

1．28

Ms

Mm
Kk

1．38

1．18

1．37

Ribo－
flavin

13

14

15

19

21

Ms

Km
Kk
：K：m

Mm
K：k

　十

十十

・・321一

1．36

1．46

1．25

0．84

0．25

十十

±

十十

：Folic

acid

十十

士

±

十

±

十十

1）yri－

doxine

十

二

±

上

士

：Biotin

十

十十

十十

十十

十

十

十

十

Thね．

nllne

十十

十十

十十

十十

十十

：Panto。

thenic
acid

十十

十十

十十

十＋

十十

＋＋1＋＋

十十

十十

　十

十十

十十

十十

Nico・
tinic

acid

十十

十十

十十

十十

十十

十十

＋1＋＋

十十

十十

十十

十十　　十十

＋＋1＋＋1＋＋［＋＋1＋＋
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表14：L．brevls類似菌のビタミン：B要求性

Com－
Plete

Ribo－
flavin

Folic
acid

Pyri－

doxine
：Biotin

Thia－

mlne

：Panto－

thenic
acid

71K・1・・251二 一1－i＋1＋｝＋＋

NicO－
tinic

acid

十十

81Kml・…1引■■±1＋［＋＋［＋＋

　　　　　　3．考　　　　　按

　来源別に見ると菌株数が少いためか，あまり

差異は認められない．菌種別に総体的に見る

と，：L．acldophilusでは，サイアミン，パント

テン酸，ニコチン酸を必須とし，リボフラビン，

葉酸，ピリドキシンは2，3の例外を除いてあ

まり必要でない．ビオチンを欠いても全菌株共

僅かな発育を示すが，その酸産生量はcOmplete

mediUmの3．7％のみである．これは全菌種：に

ついても同様のことが見られる．この点に関し

て，Wdsberger　23）はビォチンを必要としないと

し，Dreizen　30）は5％程度の酸産生を報告し，

その必要性を張回している．L．　acidGphilしsを

菌株別に見ると，7Kln（薪生見口腔由来株）及

びこれと一連の7Ms（同一助産婦膣株），7Mm

（同一系産婦口腔外）は，リポフラピンの例外

を除いてよく一致した必須性を示している．7

Km，21：Kmは，いずれも症例の異る新生見口

腔に由来したものであるが，必要性の全く一致

している点誠に興味深い．

　：L．Plantaruln類似のものについては（表10），

比較的要求性の強いことが土平されてよかろ

う．表9の8Msは，　complete　medillm中でも

酸産生量は他洋盤均の約30％であり，もちろん

各ビタミン欠培地に発育が見られないが，糖塞

天，人血液加澤；地よりもtOmato－j1】ice　agarに

よく発育している点等；を考え合せると，いわゆ

るTomato　fectorを必要とするものと考えられ

る．このことは21Kk株についてもいえる．L．

addophilusである8Mm株と，1・．　plantarumで

ある6Mln株はいずれも産婦口腔に由来するも

のであるが，V・：B必要性はよく一致している．

　L．1eichmaDii類似のものについては2株のみ

であるが（表11），9Ms株は要求性があまりな

いのに反し，エ5Ms株はかなりきびしいようで

ある．：L．delbrack｛iの3株は共に栄養要求性

がきびしい．

　I」・brevis　（表14）は，］［・．　acidophilus　セこよく

似ていて，リボフラビン，葉酸，ピリドキシン

はいずれも要求しない．同定し得ない11菌株に

ついては成績（表13）がまちまちであって，結

論的なことは何も引用せない．ビオチン，V・：B1，

パン1・テン酸，ニコチン酸等の要求性は前述の

すべての菌株と同様極めて強い．

　使用培地中アミノ酸の含量はすべて共通して

いるが，これらの量的関係がビタミン要求性に

およぼす影響，V・工㌔としてのピリドキサミン，

ピリドキサール等のピリドキシン代替作用等に

関す．る研究は將来にまちたい．

　　　　　　4．小　　　　　括

　以上本実験の成績を総括すると

　1）産婦の口腔，膣，及び新生見の口腔，大

便の4種：罪源から分離iした32株の乳酸桿菌の

V・B要求性を検した．

　2）乳酸桿菌の栄養要求は菌株特異性が張か

つた．

　3）一般的にいえば，ニコチン酸，パントテ

ン酸，V・｝31をそれぞれ要求し，ビオチンの要求

がこれに次ぐことを知った．

　4）また本実験で，4種来源分離菌株のうち，

1・・acidophiliusと同定された母子の1組（3株）

では，ビタミン要求性にかなりの類似点が見ら

れた．
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第4事総括と結論

　新生見口腔，腸管細菌群の由来については，

古くから主として母子産道に由来するものとい

われてきた．しかしこの間の実験的な裏付けに

ついては研究者によって多少の見解の相違があ

った．あるものは，母休産道の細菌群が全面的

に，あるいは部分的に新生1晃口腔に移行し，か

っこれが嚥下され腸管に定着するという．しか

しこれらの実験的根拠を得ることに失敗し，否

定的見解を表明するものもあった．’また分娩時

という重大な実験条件を無亡して両者の比較検

討を行った結果，両者は明らかに無関係である

としたものもある．私はこれらの実験的研究を

仔細に検討し，先入がいずれも未だ試みていな

いBergey’s　Manualに従って母子4種来源一

蓮の分離菌の分類と同定を行い類縁関係を明ら

かにせんとし若干の見るべき成果を得た．すな

わち，4種来源乳酸桿菌は多菌種類にわたって

いること，母子11組中4紅に類縁関係を見出し

たこと等である．さらに，菌形態，集落形態，

糖分解性を主とする生物学的性状，二二学的性

歌の在来の業績では不充分な点を，菌の栄養二

二性の検討という新らしい面から追求して，上

述の類縁関係の認められたもののうち，いずれ

も1」．acidophilusと同定された母子1組（3株）

ではかなりの類似性が認められた。

　また微生物によるビタミン，アミノ酸等の微

量定量法として乳酸桿菌群による定量法が盛ん

に研究，応用されている現今，限られた少数の

標準菌株の要求性に関する研究に，多数菌株に

よる成績を提示し得た点，在来の報告に見られ

なかったところである．

　今回の私の研究成績からは，古来いわれて来

たような産婦産道の乳酸桿菌群の新生見消化管

への全面的移行を認めることは出来なかった．

しかし菌種別同定成績並びにビタミン：B群要求

性についての検討の結果，これらの実験的裏付

けのもとに，私は母子細菌群の類縁関係は部分

的なものであると結論したい．

　稿を終るに当りご校閲を賜った金沢大学医学部，谷

友次敏授，またご指導を賜った米沢和一敢授ならびに

篠田倫三院長に対じ深謝すると共に，ご協力をい1でだ

いた森山徳長・高添一郎の両氏を始め東京歯科大学微

生物反影室員一同に謝意を表します．
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