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偽膜性大腸炎, 抗生 物質関連腸炎の 原因菌 で ある C 血 血 撼如 侶 薇靴薇 (C 萌蹄 繭) の 糖発酵性状 の 特性 を多数の 南棟を

用い て解析 し
,

さ ら に糖発酵性状 の 不安定性を解明す べく菌 の 増殖, 糖の 利用, 代謝 産物と して の 有機酸産生
,

ア ン モ ニ ア 産

生 に つ い て検討 し た . また
, 本菌 の 毒素原性を遺伝子 レ ベ ル で解析 し

, 糖発酵性状 と の 関係を併せ 検討 した
･ 糖発酵性状の 特

性 を解析す る ため に
,

C . d 酢 よ∫e l O O 菌株 (細胞毒性陽性60 菌株 , 同陰性4 0 南棟) に つ い て
,

2 8 種類の 糖 に対 する 発酵性状 を
,

ペ プ ト ン一案天
一 基礎培地を用い て 検討 した . フ ル ク ト

ー

ス
,

グ ル コ
ー ス

,
マ ン ニ ト

ー ル
,

マ ン ノ ー ス
,

メ レ チ ト
ー

ス
,

ソ ル

ビ ト
ー ル の 発酵性状 の 判定 に は 2 日 間の 培養で 充分で あ っ た (即時発酵糖) . しか しなが ら

,
キ シ ロ ー

ス
,

リ ボ
ー ス

,
サ リ シ

ン
,

ト レ ハ ロ
ー ス の 発酵性状の 判定 に は 7 日 間,

セ ロ ビオ
ー ス の 場 合に は14 日間の 培 養を要 した (遅延発酵糖) ･ 駁 16 13 株を

用い て 即時発酵糖 で ある グ ル コ け ス
,

お よ び上 述の 遅延発酵糖 に つ い て 菌の 増殖, 糖の 消 乳 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 産生 性

を前還 元嫌気滅菌基礎培 地を用 い て検討 し
,

遅延発酵の 特性 に つ い て解 析 した . 遅延発酵糖は
,

そ の 存在下 にお ける菌 の 増殖

パ タ ー ン に より, 培養 1 日 目 に
,

グ ル コ
ー ス よ り劣る もの の

, 明 らか な増殖を認め る 群 (キ シ ロ ー ス
,

リ ボ ー ス
,

サ リ シ ン) ,

培養 2 日 目以 降に増 殖が認 め ら れ る 群 ( ト レ ハ ロ
ー

ス
,

セ ロ ビ オ
ー

ス) の 2 群 に分けら れ た ･ 糖の 消費 は薗の 増殖を ほ ほ 反映

し
, 培養 2 日目で グ ル コ

ー ス は 全て が消 費さ れ
, 遅延発酵糖 に つ い て は

,
前者で は , 3 7

､

51 % が 残存 し
, 後者で は85 % 以 上 が

残存 して い た . また 7 日 日 に お い て は
,

サ リ シ ン は10 0 % が 消費 され たが
,

他 の 遅延発酵糖に つ い て は
,
1 7

～

5 8 % が 残存 して

い た . 即時発酵糖で ある グル コ
ー

ス 添加培地に お ける 総酸 産生 量 (ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に より測定 した 有機酸 の 総量) は

培養2 日 目ま で は培 養時間 と共に 増加 した が
,
培養 7 日 目の 値 は培養 2 日目と ほ ぼ 等 しか っ た ･

一 方
,
遅延発酵糖添加培地 に

おけ る総酸産生量 は培養 2 日目 より 7 日 目の 方が 多く,
か つ グル コ

ー ス の 場 合よ りも多か っ た ･ 個々 の 酸に つ い て は乳酸の 産

生 が グ ル コ
ー ス の 場 合に の み 明確 に認め られ た . ア ン モ ニ ア の 産生 は培 養2 日目お よ び 7 日 目 の い ずれ に お い ても グ ル コ

ー ス

添加培地で は少 な か っ た . 培養菌液中の 総酸濃度か らア ン モ ニ ア 濃度 を 減 じた借 ( △酸濃 度) と培養菌液の pIl の 関係を解析

し模擬線と 比較検討 した と こ ろ
, 回帰直線は 遅延発酵 糖添加の 場合に 比 べ

, グル コ
ー

ス 添加の 場合,
よ り模擬線 に近似 して い

た . 更 に
,

ト キ シ ンA
, トキ シ ンB 遺伝子の 存在を P C R 法 に て検索 し, 遺伝子 レ ベ ル での 毒素原性と 糖発酵性状 の 関係を解析

した . 細胞毒性陽性60 菌株 中59 菌 株 に ト キ シ ンA
,

トキ シ ンB 両遺伝子 が 検出さ れ
,

残り 1 菌 株に は トキ シ ンA 遺伝子 は検出

さ れ た が
,

トキ シ ンB 遺伝子は検 出さ れ な か っ た∴ 一
一

方, 細胞毒性陰性の 40 菌株で は 両遺伝子い ず れ も検出さ れ な か っ た ･ し

た が っ て
, 表現形 質 ヒの 毒素原牲 と ソ ル ビ ト

ー ル 発酵性に 見ら れ た関係が (細胞毒性陽性株の 圧 倒的多数が ソ ル ビト
ー ル 発酵

陽 性) , 同時に 遺伝子 レ ベ ル で の 毒素原性と ソ ル ビト
ー ル 発酵性の 関係に お い てもみ られ た ･

K e y w o r d s Cl ost ridi u m di#icile ,
S u g a r

,
f e r m e n t ati o n

,
t O Xi n

,
P C R

C わぶr γfdf 〝椚 d 析cfJβ( C . d 炉cfJ g) は 偽膜性大腸炎
,
抗 牛物質関

連腸炎の 原因歯で あり ,
主病 原因ナは 2 種類の 毒素

,
ト キ シ ン

A ( エ ン テ ロ トキ シ ン) お よ び トキ シ ン B ( サ イ ト ト キ シ ン) であ

る
l)2)

.

本菌 の 糖発酵性状 は
,

他の C わざわイd わ仰 歯種 と 同様 , 同定 に

際 し重要で あ り
,

本菌が 最初 に報告 され た 時点で 記載さ れ て い

る
:1)

. s m ith ら
4)
は臨床分離株,

H afi z ら
5)
は 新生 児お よ び 成人 糞

便か ら本菌 の 分離 を試 み
, 保存株をも含め 相当数の 菌株 に つ い

て糖発酵性状 を検討 して い るが
,

そ れ ら の 成績 に は幾 つ か の 相

違点が み ら れ る .

細 菌同定 に 際 し最 も 重要 な B e r g e y マ ニ ュ ア)t/ (B e r g e y
'

s

m a n u al o f s y st e m a ti c b a ct e ri 0l o g y)
6)
で は糖 発酵性状 に つ い て詳

細 に 記載さ れて お り 菌種同定 に際 しイりJ な性状 と な っ て い る .

しか しなが ら
,

C . 勅勘擁 に関し て は 発酵 吋能糖 の 多く に つ い

て
,

6 卜 8 9 % の 菌株が 陽牲 , ある い は60 ＼ 9 0
(
光) の 阻棟が陰性と

さ れ て お り
,

こ れ らの 糖の 矧 酬到犬は 同定 に際 し実際的に は有

効で は ない .

細 菌の 糖 発酵性状が 他 の 培 養 ･ 生 化学性状 と 関連す る こ と

は
, しば し ば見 られ る現象で ある . α 励 履 加 机 物 併 称 邦 ( C ･

か叩桁毎押 那) の 芽胞 形成は遅延発酵糖 で ある ラ フ イ ノ
ー

ス 存在

下 で は 良好 であり
,

耐熱性菌株 に は遅延発酵糖で ある セ ロ ビオ

ー ス
,

サ リ シ ン 発酵 陽性株が 多い と さ れ て い る
7)R)

･ C ･ 弟節c 加

で は ソ ル ビ ト
ー ル 発酵性状と毒素原性 との 間 に密接 な関係が 見

られ
,

有毒 菌株 に は ソ ル ビ ト
ー

ル 発酵 陽性株が 多く無毒蘭株 に
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7 2 6 野

は同発酵陰性株 が 多い こと が 知ら れて い る
9卜 11)

. しか し なが ら
,

糖発酵性状 と 遺伝子 レ ベ ル で の 毒素原性 と の 関係 は
, 本 菌の 毒

素原性に 閲 し遺伝子 レ ベ ル で の 解 析が 可能 にな っ た に もか か わ

らず
12 卜 I S)

,
解析 さ れ て お らず課題と して 残さ れ て い る .

以上 を鑑 み
,

本研究 で は C 萌鞠 繭 の 糖発酵性状 を
, 多数の

菌株 を用い て解析 し
,

更に糖発酵性状 の 不安定性を解明す べ く

菌の 増殖 , 糖 の 利 札 代謝産物 と して の 有機酸産生
,

ア ン モ ニ

ア 産生 に つ い て検討 した . また
, 本菌 の 毒素原性を遺伝子 レ ベ

ル で解析 し
, 糖発酵性 状と の 関係を併せ 検討 した .

材料お よび方 法

Ⅰ . 使 用菌根

金沢大学医学部 医学 科微生物学講座保存の C 働恥 鮎 細 胞毒

性陽性6 0 菌軌 同陰性40 菌株を用い た . こ れ ら の 菌株 の ほ と ん

どは
, 著者の 研究 室で 健康 成人お よ び抗生物質 関連性下 痢症患

者か ら分離され だ
q 叩

Ⅰ . 糖発酵性状試験

糖 発酵性状試験 は
,

N a k a s hi o ら
18)

の 方法に より 行 っ た .
ペ プ

トン ー 寒天
一 基礎培 地 ( 2 % プ ロ テ オ

ー

ス ペ プ ト ンN o . 2 (D 血 )

I ･ ab o r at o ri e s
,

D e tr o it
,

U S A) ,
0 .5 % N a Cl

,
0 .0 5 % シ ス テ イ ン

ー 塩酸塩 一

水化物,
0 .1 % 寒 天

, p Ⅲ7 .2) 3 m l (1 2 ×1 1 5 m m 小試

験管) に被験糖 を 1 % (サ リ シ ン の 場合0 .5 % ) の 割 に 加えた 後
,

肝片加肝 ブイ ヨ ン で24 時間前 々 培養 し
,

更に24 時間前培 養 し た

菌液0 ･1 m l を植蘭 した . 3 7 ℃
,

2 日 間お よ び 7 日 間培養後 , 培

養菌 液の p H を 測定 し
, 対照と して植菌 さ れ た 糖非添 加培地 の

2 日 間お よ び 7 日 間培養後 の培養菌液 の p H と の差 ( △p H) を

も っ て 糖発酵性を判定 した . すなわ ち
,

△p H が0 .5 未満を陰性
,

``
-

"

,
0 ･5 以 上 を陽性,

``

+
''

と した . 被験糖と して ア ド ニ ト ー ル
,

ア ミ グ ダリ ン
･

ア ラ ピ ノ
ー

ス
,

セ ロ ビ オ
ー ス

,
デ キ ス トリ ン

,

ズ ル シ ト
ー ル

,
エ リ トリ ト

ー

ル
,

エ ス タリ ン
,

フ ル ク ト ー ス
,

ガ ラ ク ト
ー ス

,
グ ル コ

ー

ス
,

イ ノ シ ト ー ル
,

イ ヌ リ ン
,

ラ ク ト

~

ス
,

マ ル ト
ー ス

,
マ ン ニ ト

ー

ル
,

マ ン ノ ー ス
,

メ リ ビ オ
ー ス

,･

ラ フ イ ノ
ー

ス
,

ラム ノ ー ス
,

リ ボ
ー

ス
,

サ リ シ ン
,

ソ ル ビ ト
ー

ル
,

ソ ル ポ ー ス
,

ス ク ロ
ー ス

,
ト レ ハ ロ ー

ス
,

キ シ ロ ー ス ( い

ず れ も 和 光 純 薬 工 業 , 大 阪) ,
メ レ チ ト

ー

ス ( D i f c o

b b o r at o d e s) の2 8 種類 を用い た .

Ⅱ . 各糠漬加培地の p 札 菌 の増 凰 糖の 消費
, 代謝産物 の

解 析

各糖 添加培地 に お ける pIi , 菌 の 増殖, 糖 の 消費
,

有機酸
,

ア ン モ ニ ア の 解析 に は S e ri k a w a ら
19)

の 培地を用 い た (表 1 ) . す

なわ ち
, 変法 肉 一 酵 母 - グ ル コ

ー ス (d e vi a n d e e t d e l e v u r e s
_

gl u c o s 由) 培地か ら寒 天 と グル コ
ー ス を除 い た培地 を前還元 嫌

気滅菌 b r e
-

r e d u c e d an a e r O bi c alty s te ri1i z e d
,

P R A S) 基礎培地 と

し各糖を 1 % ( サ リ シ ン の 場合0 ･5 % ) に加 えた 培 地 (17 ×1 6 5

m m 中試験 管に 5 m l ず つ 分注) を用い た ･ こ の 培 地に肝片加肝
ブ イ ヨ ン で24 時間前培養 し た菌 液0 ･1 m l を植 菌 し

,
3 7 ℃で 培養

した .

Ⅳ . p H の 測定

デ ジ タ ル p H 計 60 7 1 型 (柴田 科学, 東京) を用い p Ⅲ を測走し

た .

Ⅴ
. 菌の 増殖 の 測定

菌 の 増殖 の 測定 は 島津 ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク トロ ニ ッ ク 20 A

( 島津, 京 都) を用 い
, 波長 5 60 n m に お け る 吸光度 ( o p ti c al

d e n sit y a t 5 60 n m
,

O D 5 J を測定す る こ と に より行 っ た .

Ⅵ . 糖の分析

被験糖 は トリ メ チ ル シリ ル 化 し た後,
ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

に より 同定, 定量 した .

培養上 清 1 m l に トリ ク ロ ロ 酢酸 0 .2 m l を加 え
, 室温 で 2 時間

放置 し遠心 (1 ,
5 0 0 × g ,

2 0 分) を行 い 除タ ン パ ク した . この 遠心

上 清全量を試験管 に とり ジ エ チ ル エ ー

テ ル 1 .5 m l を加え
,

ゴ ム

栓を して20 回転倒混和 し トリ ク ロ ロ 酢酸を エ ー

テ ル 層 に抽出除

去 した ･
エ

ー

テ ル 層 を除去 した 後, 同様 の 操作を 2 回繰り返し
,

残 っ た 氷層 を凍結乾燥 した . トリ メ チ ル シリ ル 化は
,

この 凍結

乾燥 した 試料 に
,
T Yi -Sil (Pi e r c e C h e m i c al C o .

,
R o c k f o rd

,
U S A)

を 1 m l 加え
,

密栓 して
,

6 0 ℃
,

3 0 分間反応 させ て 行 っ た . 遠心

(1 ,
5 0 0 × g , 1 5 分) に より得 られ た上 清を

,
ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー

用 の 試料 と した .

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

は
,

シ リ コ ン G E S E - 3 0 ( 日 本タ ロ マ

T ab le l ･ C o m p o s iti o n o f p r e
-

r e d u c e d a n a e r o b ic a11y st e riliz ed

( P R A S ) b a s al m e diu m

B a c to -

p e Pt O n e

Y e a st e x tr a c t

R e s a z u li n ( 0 .1 % s o l uti o n)

M i n e r al I

K
っH P O

4

M in er al Ⅱ

K H
2
P O 4

( N H
4) 2

S O
4 1 .2 %

N a C I

M g S O
4

･ 7 H
2
0

C a C l
2

･

2 H
っ
O

N a
2
C O

3 (8 % s o lu ti o n)

C y s t ei n e
- H C l

･

H
2
0

D is tille d w at e r

l

l

l

m

m

m

g

g

｣

5

5

1

1

0

7

7

B a c t o- pe Pt O n e a n d y e a st e x t r a ct w e re p u r c h a s e d fr o m Difc o

L ab o r at o ri e s
,

D etr o it
,
U S A .

T ab l e 2 ･ O lig o n u cl e o tid e p rl m e rS
q

S e d to d e te ct th e t o x in A an d th e to x i n B g e n e s

諾 p d m e r £監 謂)
w 怒誌b,

T o x in A K A G I C T C G C A T A T A G C A T T A G A C C A

K A G 4 A m C C C A A C G G T C T A G T C C

T o x in B K A G 8 A T A T C A G A G A C T G A T G A G G G A

K A G l O A A A C C T G G T G T C C A T C C T G T

3 4 - 5 4

9 19 - 9 3 8

3 0 6 3 - 3 0 83

4 0 9 8 - 4 1 17

:ミ監慧昌慧
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ト工業,
束京) を 3 % に コ

ー

テ ィ ン グ した G a s
-

C h r o m Q ( メ ッ

シ ュ 8 0/ 10 0
, 日本 ク ロ マ ト工 業) を充填 した 3 m m X 2 m の ガ ラ

ス カ ラ ム を用い
,

ガス ク ロ マ トグ ラ フ J G C -1 0 0 ( 日 本電子
,

昭

島) に て窒素ガ ス を 流動 層と し
,

注入 部温度200 ℃
,

カ ラ ム 温度

170 ℃ , 検出器温度22 0 ℃で 行 っ た
. トリ メ チ ル シリ ル 化 した糖

は
,

上記試料 2 〃l を カ ラ ム に 注入 し, 水 素炎イ オ ン 化検出器

にて検出 した .

Ⅶ . 産生有機酸 の分析

培養菌液中 に産生 され る有機酸の 分析 は H old e m a n ら
20)

の 方

法により ,
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ G C てA ( 島津) を用 い

,
ガ ス ク

ロマ トグ ラ フ ィ
ー

に より行 っ た
. 揮発性有機酸の 分析に は 培養

菌液 1 m l に50 % H 2S O 4 0 .2 m l
,

N a Cl O .4 g ,

エ チ ル エ ー テ ル 1 m l

を加え穏や か に20 回転 倒混和後遠 心 (7 0 0 ×g ,
5 分) を行 い

,

その 上 精液 ( エ
ー

テ ル 抽出液) を用 い た . 不揮発性有 機酸 の 分

析には培 養菌 液の こ れ ら の 成分を メ チ ル 化 し た後 ク ロ ロ フ ォ ル

ム に抽 出 し た . すな わ ち
, 培養 菌液 1 m l に メ タ ノ ー ル 2 m l

,

50 % H 2S O ｡ 0 .4 m l を加え60 ℃ にて30 分加熱 した . 次 い で蒸留水

1 m l
,

ク ロ ロ フ ォ ル ム 0 .5 m l を加え穏や か に20 回転倒 混和 し た .

遠心 (70 0 × g ,
5 分) 後

,
下 層の ク ロ ロ フ ォ ル ム 層 を分析 に僕

した .

Ⅶ . ア ン モ ニ ア の定量

培養菌液中 の ア ン モ ニ ア漉 度は
,

ア ン モ ニ ア測定 キ ッ ト ( ア

ンモ ニ アーテ ス トワ コ
ー

,
和 光純 薬工 業) を用 い

,
キ ッ ト添付

の指示 に した が っ て測定 した . すなわ ち, 被験試料 1 m l に 除タ

ンパ ク試 液 4 m l を加え,
よく混合 し た 後遠心 (70 0 × g ,

1 0 分)

し除タ ン パ ク した . 遠 心上清液 2 m l に発色試液A
,

B
,
C をそ れ

ぞれ 2 m l
,

1 m l
,

2 m l 加え
,

3 7 ℃ に て20 分間反応さ せ る こ と に

よりア ン モ ニ アをイ ン ドフ ェ ノ ー ル に交換 させ た . 反応 終了5

分後に 反応 液の 吸光度 (63 0 n m ) を 島津 ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク トロ

ニ ッ ク 20 A (島津) を用 い 測定 した . 既知 の ア ン モ ニ ア 水溶液

より検量線を作成 し
,

被験液中の ア ン モ ニ ア濃度 を求め た .

臥 毒素遺伝子の 解析

1 . 標的遺伝子検出 プ ライ マ
ー

の 作 製

D o v e ら
21)

に よ る C . dim cil e ト キ シ ンA 遺伝子お よ び B a r r o s o

ら
22)

に よ る トキ シ ンB 遺伝子 の 塩基配列を もと に
,

ト キ シ ンA 遺

伝子 を標的と する セ ン ス ス ト ラ ン ド E A G l と ア ン チ セ ン ス ス ト

ラ ン ド K A G 4 プ ライ マ
ー

を , 同様 に トキ シ ンB 遺伝子を標 的と

する K A G 8 と K A G l O プラ イ マ
ー を設計, 合成 した . こ れ ら の

プラ イ マ
ー ペ ア で 増幅 さ れ る各標的遺伝子 の D N A 断片の サ イ

ズ は
,

ト キ シ ン A 遺 伝 子,
ト キ シ ン B 遺 伝子 各 々9 0 5 塩 基数

O) a S e p air
,

b p) ,
10 5 5b p で あ る(表2 ) .

2
. P C R

P C R は
,
5 0 0 /∠1 容量微量遠心 管内50 /1 1 の 反応系で 実施 した .

反応液は
, 1 管 あたり Am pli T a q

@
D N A ポ リ メ ラ ー ゼ 2 .5 単位

(0 .5 FL l) ,
1 0 × 緩衝液 (10 0 m M T ri s - H Cl p H 8 .3

,
50 0 m M K C l

,

1 5 m M M g C 1 2 ,
0 .0 1 % ( W / V) ゼ ラチ ン) 5 FLl ( い ずれ も P e rk i n

El m e r
,

F o s te r C ity ,
U S A) , 各 2 .5 m M デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ド

(d e o x y n u cl e o ti d e
-t ri p h o s p h a t e

,
d N T P) 混合液 4 /1 1 ( U n it e d

S tat e s Bi o c h e m i c al
,

Cl e v el a n d
,

U S A) ,
5 0 F L M セ ン ス お よ びア

ン チ セ ン ス ス トラ ン ドプ ラ イ マ ー 各 1 〃l に
,
2 4 時間肝片加肝

ブイ ヨ ン ま た は変法 ブ レイ ン ハ ー

トイ ン フ ュ
ー ジ ョ ン ブ ロ ス

1 6)

培養菌液 2 〃l を加え
, 滅菌蒸留水で 最終容量 (50 〃り に調整 し

た . 反応条件 は
,

オム ニ E サ
ー マ ル サイ ク ラ

ー

(H 沖ai d Li mi t e d
,

M i d d l e s e x
,

U K ) に て ヒ
ー

テ ィ ツ ドリ ッ ド使 用状態 で 熱変性

94 ℃ 1 分
,

ア ニ
ー

リ ン グ55 ℃ 1 分30 秒
,

D N A 伸長72 ℃ 1 分30

秒 を 1 サ イ ク ル と し30 サ イ ク ル 行 っ た .

3 . P C R 産物の 電気泳動

P C R 終了後
,

各産物の 9 〃l に つ い て 電気泳動装置 (ミ ュ
ー ビ

ッ ド2
,

ア ドバ ン ス
, 東 京) に よ り 1 00 V 定 電圧 下 で 0 .5 ′上

g/ m l エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド添加1 .5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動

を行 い
,

ト ラ ン ス イ ル ミ ネ 一

夕
ー

･ F Vト20 M ( フ ナ コ シ
,

東京)

の 紫外光で増幅遺伝子断片を確認
,
撮影記録 した . なお分子量

マ
ー カ ー

と して は
, Am pliS i z e

T M

D N A サ イ ズ ス タ ン ダ
ー

ド (B i o
-

R a d L ab o r at o ri e s ,
H e r c ul e s

,
U S A ) を用 い た .

X . 統計学的検討

p H と酸濃度 の 関連性 の 検討は
, p H の 酸浪度 へ の 回帰方程式

を 求め る こ と に より行 っ た. 回帰係数の 差の 検定は
,

t 検定 で

行 っ た .

成 績

Ⅰ . 糖発酵性状 の特性

C 萌動 地 100 菌株 (細胞毒性 陽性60 菌株お よ び 同陰性40 薗株)

の28 種類 の 糖 に対する 発酵性状 を
,

ペ プ ト ン ー 寒天
一 基礎培地

を 用い 検討 した . 判定は
,
培養 2 日 目,

7 日 目 に培養薗液 p Ⅲ

を測定す る こ と により行 っ た (表3 ) . 被験28 種類 の 糖の うち発

酵 陽性 を示 し たもの は
,

フ ル ク ト
ー

ス
,

グ ル コ
ー

ス
,

マ ン ニ ト

ー

ル
,

マ ン ノ
ー

ス
,

メ レナ ト
ー ス

,
ソ ル ビ ト

ー ル
,

キ シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー

ス
,

サ リ シ ン
,

ト レ ハ ロ ー ス
,

セ ロ ビオ
ー ス の11 種類で

あ っ た .
フ ル ク ト

ー ス
,

グ ル コ
ー ス

,
マ ン ニ ト

ー ル
,

マ ン ノ ー

ス
,

メ レ チ ト
ー ス

,
ソ ル ビト

ー ル に関 して は
, 培養 2 日日 と 7

日 目 にお け る発酵陽性株 数は同数で あり, 発酵性状 の 判定 には

2 日間の 培養で 充分 であ っ た (即 時発酵) . す なわ ち
,

フ ル ク ト

ー ス
,

グ ル コ ー ス
,

マ ン ニ ト
ー

ル
,

マ ン ノ
ー

ス に 関 して は
,

被

験全株が 陽性 を示 し
,

メ レ ナ ト
ー ス お よ び ソ ル ビ ト

ー ル に つ い

て は 各々91 株 ,
64 株 が 陽性反応を示 し た

.

キ シ ロ
ー ス

,
リ ボ

ー ス
,

サ リ シ ン
, ト レ ハ ロ

ー ス
,

セ ロ ビオ

T a ble 3 . S ug a r f e r m e nt a tio n b y C ･ d m cil e i n in c u b ati o n p e ri o d

O f 2 a n d 7 d ay s

N u m b e r o r fe r m e n t atio n
-

P O Siti v e str ai n s i n

in c u b ati o n pe ri o d o f

2 d a y s 7 d ay s

F r u ct o s e

G l u c o s e

M a n n it oI

M a n n o s e

M el e zito s e

S o rb ito l

X y lo s e

R ib o s e

S alic in

T r e h al o s e

C e1l o bi o s e

17 0 tb e r

s u g a rs
a)

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

9 1

6 4

5 (i

8 5

5 7

2 3

8

0

(

U

O

O

1

4

0

0

q
ノ

q
ノ

つ
ム

0

0

0

q
ノ

`
U

O

O

q
ノ

凸
7

0
0

1

1

a)
A d o n it o l

,
a m y gd ali n

,
ar ab in o s e

,
d e xtri n

,
d ul c ito l

,
e ryt h it ol

,

e s c uli n
, g al a cto s e

,
in o sit ol

,
in uli n

,
1a cto s e

,
m alto s e

,
m e u b io s e

,

r affin o s e
,
r h a m n o s e

,
S O r b o s e a n d s u c r o s e .



7 2 8 野

ー ス に関 して は培養 2 日 冒で は 発酵陰性と 判定 され る 菌株が 相

当数 (キ シ ロ
ー

ス
,
4 4 菌株 ; リ ボ

ー ス
,

1 5 蘭株 ; サ リ シ ン
, 4 3

菌株 ; ト レ ハ ロ ー

ス
,

7 7 菌株 ; セ ロ ビ オ
ー ス

,
92 菌株) 存在 し

た が
, 培養 7 日 日で は

,
キ シ ロ

ー ス
, リ ボ

ー ス に 関 して は 全薗

株が 発酵陽性を示 し
,

サ リ シ ン
,

ト レ ハ ロ ー ス
,

セ ロ ビ オ
ー

ス

に お い て も各々99
,

9 9
,

8 2 菌株が発 酵陽性 を示 し た . 7 日日刊

定で サ リ シ ン
, ト レ ハ ロ

ー ス
,

セ ロ ビ オ
ー

ス 各 々 に対 し て発酵

陰性 を示 した 菌株 に つ い て
,

更に 7 日間培養 した 結果
,

サ リ シ

ン 発酵 陰性 の 1 菌株,
ト レ ハ ロ ー ス 発酵陰性の 1 菌株は 依然 と

して 陰性を示 した が
,

セ ロ ビ オ ー ス 発酵陰性 を示 した18 菌株中

17 菌株が 発酵陽性を示 した .

他 の17 種 類の 糖 に つ い て培養 7 日 日 の △p H は
,

0 .0 0 ～ 0 .3 3

にす ぎず
,

い ずれ も発酵陰性と 判定 され た
.

Ⅰ . 遅延発酵糖の解析

E Z 16 1 3 株を用 い
, 遅延発酵糖 に つ い て薗の 増殖

,
糖 の 消 費,

有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 産生 性 を
,

代表的即時発酵糖 の グ ル コ

ー

ス を対照と し
,

P R A S 基礎培地を用い て検討 した ,

1 . 薗の 増殖 と培養菌 液 p Ⅲ(図1 )

即時発酵糖で ある グ ル コ
ー

ス 添加培地 にお い て は
, 菌の 増殖

( O D 500 値) は
, 培養 1 日 日に最高値 (O D 5伽値 , 1 .2 4) に 達 した 後

培養 3 日 目まで O D 醐 借 は
,
急激 に減 少 し

,
以後, 培養 7 日 目

0 1 2 3 4 5 6 7

J n c u b a tio n p e rio d (d a y)

Fi gr ･ 1 ･ B a c t e ri al g r o w th 仏) a n d c h an g e i n p H ( B) i n P R A S

m e di u m wi th di 鮎 r e n t s u g a r s i n C di#icil e st r ai n X Z 1 6 13 . 0
,

gl u c o s e; ●
,

X yl o s e; △
,

rib o s e; ▲
,

S al i ci n ; □ ,
t r e h al o s e; k

,

C ell o bi o s e; ◇,
n O S u g a r .

まで O D 560 値は
,

ほ ぼ 同値 を示 し た
･ また

,
糖非添加基礎培地

で は
･ 培 養 1 日 目 に 最 高 O D 5 6( 個 (0 ･4 5) に 達 し た 後 漸減し

た .

遅延発酵糖 は
, キ シ ロ ー ス

,
リ ボ

ー

ス お よ びサ リ シ ン
, なら

び に ト レハ ロ
ー

ス お よ び セ ロ ビ オ
ー

ス の 2 群 に分 けら れ た
. キ

シ ロ
~ ス

･
リ ボ

ー

ス お よ び サ リ シ ン 添加培地 にお ける菌 の 増殖

は
, 培養 1 日日 で は グル コ ー ス 添加培地と 糖非漆加基礎培地の

ほ ぼ 中間値 ( O D 560 値 = キ シ ロ ー ス
, 0 ･8 6 ; リ ボ

ー

ス
,
0 .飢 ; サ

リ シ ン
,
0 ･8 1) を 示 し た ･ 培養 2 日 目 に お け る菌 の 増 殖は

,
サ

リ シ ン 添加培地 で は最高値 ( O D 5馳値 ,
0 .9 0) に達 し

,
キ シ ロ ー

ス
,

リ ボ
ー

ス 涼加培地で は
,

グ ル コ
ー

ス 添加培 地で の 1 日目と

ほ ぼ 同程度 に 達 し た ( O D 560 値 ‥ キ シ ロ ー

ス
,

1 ･1 6 ; リ ボ
ー

ス
,

1 ･0 8) ･ 培養 3 日日 以 後,
サ リ シ ン添 加培 地で は O D 56.億 の 増減

は 見 ら れ な か っ た が
,

キ シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー

ス 添 加培 地 で は

O D 56(個 は徐 々 に増 加 し
, 培養 5 日日 に は 最高値 ( O D 56｡ 億 : キ

シ ロ
ー

ス
,

1 ･3 2 ; リ ボ
ー ス

,
1 .2 0) に 逢 した

. ト レ ハ ロ ー

ス
,

セ

ロ ビ オ
ー

ス 揺加培地 にお け る菌 の 増殖 は
, 互 い に類似 してい た .

培養1 日 員で は糖非添加基礎培 地と ほぼ 同程度で あり
, 培養2

日目 に お い て も O D 56｡ 傍の 明 ら か な 増加 は 認 め ら れ な か っ た .

しか し なが ら
,

O D 5.泊億 は 培養 3 日目 に は 顕著 に 増加 し, 培養

6 日 日 には 最高値 ( O D 5 00 値 : ト レ ハ ロ ー ス
,

1 .0 3 ; セ ロ ビオ
ー

ス
,
1 .0 0) に達 した .

培養菌液 p H は
, 培養 1 日 日 に 最高 O D 56｡ 値 を示 し た グ ル コ

ー ス の 場 合, 培 養2 日 目 に最低値 b H 5 .7 8) を示 した , サ リシ

ン 添加培地で は糖 非添加基礎培地 に比 べ 明 らか に良好 な増殖を

示 し た にもか か わ らず p H の 低下 は少なく培養 7 日日 に おい て

も p H 6 .2 8 に過 ぎな か っ た . キ シ ロ
ー ス ある い は リ ボ ー ス 添加

培地で は
, 先述 の 如く培養 1 日 目の 増殖は

,
グ ル コ

ー

ス に比べ

て幾分不良で あ る が
,

互 い に 同程度で あり
,

そ の 後の 増殖は む

し ろ キ シ ロ ー ス 添 加培地 で の 方 が 良 好で あ っ た に もか か わ ら

ず
, p H の 低下 は む しろ リ ボ

ー ス 揺加 の 場 合,
より顕 著で あっ

た ･ すなわ ち
,

リ ボ ー ス の 場合
, 培 養1 日 目 に は p E 6 .1 7 を示

し
,

培養 5 日 目以 降で は p H 5 .6 4 に 達 した が
,

キ シ ロ ー ス に関

して は培養 1 日目 で は p Ⅲ 6 .32
, 培 養 7 日 目 で は p H 5 .7 8 であり

,

リ ボ ー ス の 場 合程 に は p H は低下 し な か っ た . 培養 2 11 日まで

糖非添加基礎培 地に 比 べ て 菌の 明 ら か な増殖が 認 め ら れ なか っ

た ト レ ハ ロ ー ス
,

セ ロ ビオ
ー ス 添加増地培養 歯液 の ⅠⅢ は, 培

養2 日 目以 後漸次低 下 し
,

培養 7 日 目 に は
,

ト レ ハ ロ ー ス 涼加

培地の p Ⅲ 値 は5 .8 4
,

セ ロ ビオ
ー ス 添加培地の pIl 値 は6 .0 8 を示

した .

T a ble 4 ･ C o n s u m p ti o n o f s u g a r s b y C . d # cil e K Z 1 6 1 3 i n

P R A S m e di u m

S u g a r
a)

C o n s u r n pti o n r at e ( % )
i n in c u b a ti o n p e ri o d o f

2 d a y s 7 d a y s

G l u c o s e

X yl o s e

R ib o s e

S alici n

T r e b al o s e

C ell o bi o s e

10 0

4 9

5 4

6 3

1

1 4

10 0

7 5

8 3

10 0

4 2

4 4

a)
c o n c e n tr a tio n : 1 % wi th a e x c e p ti o n of s ali ci n (0 .5 % ) .
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0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0

△A くコ土d e o n ⊂三e n 七r a t 土o n ( m H )

Fi g . 2 . R el a ti o n s h ip b et w e e n △ A cid c o n c e n t r a ti o n a n d p H i n

P R A S m e di u m i n si m u l ati o n e x p e ri m e n t (si m ul a ti o n c u rv e) .

△ A ci d c o n c e n t r ati o n ( m M ) =
C O n C e n t r a ti o n o f a c e ti c a ci d

( m M ) -

C O n C e n tr a d o n of am m O n i a ad d e d ( m M ) . C o n c e n t r a ti o n

of am m O n i a a d d e d ( m M ) : ○ , 0; ●,
3 0 .

72 9

2 . 糖の 消費

培養 2 日 目お よ び 7 日目の 残存糖 量をガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に より測定する こ と に より, 薗の 遅延発酵糖消費能 に つ い て

検討 し た .

培養 2 日目で は
, 即時発酵糖で あ る グル コ

ー

ス は全 てが 消費

さ れ た が
, 遅延発酵糖 に つ い て は い ずれ も相当量が残存 して い

た (表4 ) . 遅延発酵糖の 培養 2 日 目に お ける消費量は
,
培養 1

日 目で 明確 な増殖 を示 した キ シ ロ
ー ス

,
リ ボ

ー ス
, サ リ シ ンで

は各々49 % , 5 4 % , 6 3 % の 量が消 費さ れ て い た が
, 培 養2 日目

まで 明ら か な増殖 が認め ら れ なか っ た ト レ ハ ロ ー

ス
,

セ ロ ビオ

ー ス で は 消費量 は
, 各々 1

,
1 4 % にす ぎなか っ た . 培養7 日 目

に お い て はサ リ シ ン で は100 %
,

キ シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー ス に つ い

て は 約80 % が消 費さ れ たが
,

後2 者に つ い て は約40 % が 消費さ

れ た に すぎなか っ た .

3 . 有機酸お よ び ア ン モ ニ アの 産生

培養菌液の p H の 変動 に最も大きな 影響 を与 える 因子 は代謝

産物と して の 有機酸 お よ び ア ン モ ニ ア で ある こ と に鑑 み
,
使用

培地 へ の 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 添加 に よ る変動 を検討 し (模

擬線) , 培養蘭液の p H の 変動と の 関係 に つ い て検討 し た .

1 ) 模擬線

まず
,

種 々 の 濃度の 酢酸, 酪酸,
ある い は乳酸 を P R A S 基礎

培地 に加 え p H の 変動 を検索 した 結果 , p H 低下 曲線 は同 じで

あ っ た の で
, 酸と して酢酸 を用い 模擬線 を作成 した (図2) . 酢

酸 の み を揺加 し た場 合の 酸濃度と p H の 関係は
,

ア ン モ ニ ア30

m M を添加 し た P R A S 基礎培地に酢酸 を添加 した と きの △ 酸

度(酸濃度か ら ア ン モ ニ ア 濃度 を減 じた濃度) と pI l の 関係と ほ

ぼ- 一 致 した .

2 ) 培養菌液トロの 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 濃度と pfI の 変勤

培養 2 日 目お よ び 7 日 目 に有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 濃度を測

T abl e 5 . C o n c e n tr ati o n o f o r g a ni c a cid p r o d u ct s a n d a m m o ni a in c ult u re o f P R A S ITl e di u m c o n t ai n in g diffe r e n t s u g a rs o f C ･ d m ci[ e K Z 16 1 3
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2 .7 1
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2 .4 2 .5 3 .0 0 .3 0 .0

2 .9 0 .9 3 .5 0 .
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3 .4 0 .9 3 .5 0 .0 0 .7

A m m o ni a △ A cid
h1

5 .9 1 8 .7

5 .4 4 7 .8

3 .1 〔〉5 .3
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3 臥8 :‡2 .1
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A , a C e ti c a c id ; P

, P r O P 1 0 n ic a c id ; i B
,
is ob uty ri c a cid ; B

,
b u ty ri c a cid ; i V

･
is o v al e ri c a cid ; V

,
V ale ri c a c id ; i C

･
is o c a pr oi c a ci d ; C

,
C a P r Oic a c id

L
,
l a cti c a cid .

b)
T ot al a cid c o n c e n tr a ti o n m in u s a m m o n ia c o n c e n tr atio n .
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志 し た . 即時発酵糖 の グル コ
ー ス に つ い て は

, 培養 2 日 目 で完

全 に 消費 さ れ た と こ ろ か ら培養0 .5 日 目
,

1 日 目 に つ い て も検

討 し た .

い ずれ の 糖 に つ い て も主揮発性有機酸 は
, 酢酸, 酪酸で あり

,

そ の 他少量 の プ ロ ピオ ン 酸,
イ ソ 酪酸 ,

イ ソ 青草酸, 書 草酸,

イ ソ カ プ ロ ン醸
,

カ プ ロ ン酸の 産生 が 認め られ た . 不揮発性有

機酸 と し て は 乳酸 の 産生 が 特 に グ ル コ
ー ス に つ い て 認 め ら れ

た . こ れ らの 有機酸 の 紀和 を総酸 と した(表 5) .

即 時発酵糖で あ る グ ル コ ー ス にお け る稔酸産生 量は 培養 2 日

日 ま で は培養時間と 共 に増加 した が
, 培養 2 日 目 (68 .4 m M ) と

7 日 目 (76 .4 m M ) に は 大きな差異 は認め られ なか っ た
. 培養 1

日目 に 明ら か な 菌の 増殖 が 認め られ た キ シ ロ ー ス
,

リ ボ ー ス
,

サ リ シ ン の 場 合, グ ル コ
ー ス の 場 合と 比 べ

, 培 養 2 日 日 に は

各 々1 .0
,

1 .4
,

1
.0 倍量 , 培養 7 日 目 に は更 に各々1 .7

,
1 .8

,
1 .3

倍量の 有機酸産生 が 見 られ た .

一 方
,

培養2 日 日まで は 糖非漆

加基礎培地と 同程度 の 増 殖を示 した ト レ ハ ロ
ー ス

,
セ ロ ビ オ

ー

ス に つ い て は
,

そ の 絵 酸量 は培養2 日 巨= ニお い て は糖 非添加の

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0

A A c l d c o n c e n 七r a セエo n ( m 珂)

Fi g ･ 3 ･ R el ati o n sh i p b e t w e e n △ A cid c o n c e n tr ati o n i n a n d p H

Of c u ltu r e s i n P R A S m e d i u m wi th d i触 r e n t s u g a r s i n s tr ai n K Z

1 6 1 3 . 0 ,
Si m ul ati o n c u rv e (r e f e r to Fi g . 2) OT = - 0 .0 1 8 1 2Ⅹ+

6 ･7 1 4
,

r
= - 0 ･ 9 9 6 8 0 2 , p < 0 .0 1

,
n

= 5); ○
, g l u c o s e ( Y =

-

0 ･0 1 1 4 1 Ⅹ+ 6 ･5 7 6
,
r =

- 0 .9 8 6 4 5
, p < 0 .0 1

,
n

= 4); △
,

Sl o w l y

f e r m e n te d s u g ar S Ⅳ = - 0 .00 8 8 3 4 Ⅹ+ 6 .6 9 1
,
r

=
-

0 .9 9 0 5 2
, P <

0 .0 1
,
n

= 1 0) .

k b
1 2 3 4

1 b x 納 B

J l O 5 5 b p

ヰ ~ ' ■■~
＼T b xi n Å

9 0 5 b p

Fi g ･ 4 ･ P C R a m plifi c ati o n of t o xi n g e n e 血
･

a g m e n t s . L a n e l
,

Am pli Si z e
T M

D N A si z e $ t an d a rd a s a m ol e c ul ar Si z e m ar k e r;

1 a n e 2
,

n O n t O X i g e ni c s tr ai n K Z 1 6 1 0; 1 a n e s 3 a n d 4
,
t O X ig e ni c

St r ai n s K Z 1 6 1 3 a n d K Z 1 7 2 9
,
r e Sp e C ti v el y .

場 合と 同程 度で あ っ た が
,

培養 7 日 目 で は ト レ ハ ロ ー ス で は

12 6 ･3 m M
,

セ ロ ビ オ
ー ス で は 93 .O m M を示 し

,
グ ル コ ー ス に比

べ 高濃度で あ っ た
.

ア ン モ ニ ア の 産 生 は
, 即 時発酵糖で ある グル コ

ー ス 添加培地

で は少なく
,

7 日日 にお い て も 14 ,O m M にす ぎなか っ た . 遅延

発酵糖添加培地で の ア ン モ ニ ア量 は い ずれ の 糖 に つ い て も
, ま

た培養 2 日 冒お よ び 7 日 冒 い ずれ に お い て も グル コ ー ス 漆加培

地よ りも多か っ た . し か しな が ら
,

その 濃 度は 最高の 場合でも

対照の 糖非添加基礎培地 と ほ ぼ 同程度 で あ っ た . 遅 延発 酵糖添

加培地 にお け る ア ン モ ニ ア量を グル コ
ー ス 添加培 地で の 値と比

較す る と
, 培養 2 日 日 に お い て は

,
5 .6 ～ 1 2 . 5 倍

,
7 日 日で は

1 .9
～

3 .1 倍量 で あ っ た .

総敷浪度 か ら ア ン モ ニ ア 濃度 を減 じた 値 ( △ 酸 濃度) と培養

薗液の p E の 関係 を解析 し
,
先 に 述べ た模擬線 と比 較検 討した

(図3 ) .

△ 酸 濃度 と 培 養 菌 液 p H の 間 に は グ ル コ
ー ス に つ い て は

Y =
-

0 ･0 1 14 1Ⅹ+ 6 .5 7 6 (r
= -

0 .9 8 6 4 5 , p < 0 .0 1) ,
遅 延発 酵糖 に

つ い て はY = - 0 .0 0 8 8 3 4Ⅹ+ 6 .69 1 (r
= - 0 .9 90 5 2

, p < 0 .0 1) の 相関

が 認め ら れ
,

グ ル コ
ー ス の 場合,

よ り模擬線 Ⅳ = - 0 .0 1 8 1 2Ⅹ+

6 .7 1 4
,

r =
- 0

.99 6 8 02
, p < 0 .0 1) に近似 し て い た . しか しなが ら

3 つ の 回帰係 数の 差の 検定を行 っ た と こ ろ
,

お 互 い に 3 著聞に

は 有意 の 差が 認め ら れ た b < 0 .0 1) .

Ⅱ . 遺伝子 レ ベ ル で の毒素原性 と糖発酵性状の 解析

1 . P C R 法 に よ る細 胞毒性 陽性 株 ･ 同陰性株 の 同定

トキ シ ンA
,

ト
▲
キ シ ンB 遺伝子が 証明 され て い る Ⅵ)I l O 4 6 3 株

の24 時 間肝片加肝 ブ イ ヨ ン 培養菌液を用 い て
, 各プ ラ イ マ

ー ペ

ア に より増幅 させ た P C R 産物を解析 した .

T a bl e 6 ･ C o m p a ri s o n o f t o xig e n ic a n d n o nt o x ig e ni c C ･

St mi n s f o r s u g ar fe r m e n t ati o n a bility

G e n etic

S u g a r t o xi-
g e n ic lt y

a )

R at e ( % ) o f s t r ai n s

S h o w in g f e r m e n t a ti o n-
p o siti v e in i n c u b ati o n

p e ri o d o f 7 d ay s

M el e zit o s e +

S o rbit o l 十

Ⅹyl o s e +

R ib o s e +

S ali ci n +

T r e h alo s e +

C ell o bi o s e +

O th e r 4

s u g ar s

b)

8 8 .3

9 5

8 6 .7

3 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

9 8 .3

1 0 0

1 0 0

9 7 .5

8 3 ,3

8 0

1 0 0

1 0 0

4)
T o xig e n l Clty W a S d ete r mi n e d b y P C R m e th o d w i th pri m e rs

a g a l n S t t O Xi n s A a n d B ･ +
,
tO Xi n A an d t o x i n B g e n e s -

P O Siti v e

5 9 s tr ain s
,

an d to xi n A g e n 叩 O Sitiv e b u t t o xi n B g e n e - n e g ati v e

l s tr ai n ;
-

,
t O X in A an d t o xi n B g e n e s

-

n e g a tiv e 40 str ai n s ･

b)
F ru CtO S e

, glu c o s e
,
m a n n ito l a n d m a n n o s e .
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セ ン ス ス トラ ン ド K A G l と ア ン チ セ ン ス ス トラ ン ド E A G 4

プライ マ
ー に よ る トキ シ ンA 遺伝 子の 増幅 で は 905 b p 付近 に

,

K A G 8 と K A G l O プ ラ イ マ
ー

によ る トキ シ ンB 遺伝子の 増幅で は

105 5b p 付 近 に バ ン ドが 見ら れ た . い ず れ も想定 され るサ イ ズ

の D N A 断片で あ っ た .
以 上 の 結果 に 基づ き細胞 毒性陽性60 菌

株
,
同陰性40 薗株 に つ い て本 P C R を行 い

,
ト キ シ ンA

,
トキ シ

ンB 遺伝子 の 有無 に つ い て検 討 した . 細胞毒性陽性60 菌株 中59

菌株 に ト キ シ ンA
,

ト キ シ ンB 両遺伝子 が 検出 さ れ た が
, 残り

1 菌株 (Ⅰα 172 9) に は トキ シ ンA 遺伝 子は 検出 され たが
,

トキ

シ ンB 遺伝子 は検 出さ れ な か っ た (図4 ) .

一

方 , 細胞毒性陰性

40 菌株で は両遺伝子 い ずれ も検 出さ れ な か っ た ■

2 . 遺伝子 レ ベ ル で の 毒素原性と糖 発酵性状

遺伝 子 レ ベ ル で の 毒 素原性 と 糖発酵 性状 に つ い て 解析 し た

(表6 ) . 発 酵陽性糖1 1 種類中 ソ ル ビ ト
ー ル 発酵性状 と毒 素原性

と の 間に は密接 な関係 が 見 られ た . す なわ ち,
ト キ シ ンA

,
ト

キシ ン B 両遺伝子 陽性 菌株59 菌株お よ び トキ シ ンA 遺伝子陽性
,

トキ シ ンB 遺伝子 陰性 の 1 菌株 ( K Z 1 7 2 9) , 合計60 菌株 中52 薗

株 (86 .7 % ) が ソ ル ビ ト
ー ル 陽性 で あ っ た の に対 して

,
同陰性菌

株40 菌株中12 菌株 (3 0 % ) の み が ソ ル ビ ト
ー ル 陽性 を示 した に

すぎなか っ た . トキ シ ンA 遺伝子陽性
,

ト キ シ ンB 遺伝 子陰性

の 1 菌株 は
,

ソ ル ビ ト
ー ル 発酵陽性で あり , 他 の 糖発酵 にお い

ても
, 他 の 菌株 と異な る点は な か っ た .

考 察

細菌学 にお い て 糖発酵性と 言う時の 糖に は様 々 の 発酵可 能物

質
,
糖 ,

アル コ
ー

ル
, 配糖体等の 炭水化物が 含ま れ て お り,

そ

の 判定 は培養薗液 p H の 測定に よ っ て行 わ れ る
2(】)2:i)1 25 )

C 動鞠 繭 は偽膜性大腸 炎,

一

部 の 抗 生物 質関連性下痢 症の

原因菌 で ある
1)2)

. c d 研cfJβ の 糖発酵性状 に つ い て は 本蘭が 最

初に記載 さ れ て 以 来 い く つ か の 報告が 見ら れ る
3 卜 6)

. 詳細 な記

載は細 菌の 同定上 最も重要な B e r g e y マ ニ ュ ア ル
ì)

に見 ら れ る .

以下 , 主と して本 マ ニ ュ ア ル と の 対比 で著 者の 結果 に つ い て論

じ る . B e r g e y マ ニ ュ ア ル で は90
､

1 0 0 % の 菌株が 陽性 反応 の 時

"

+
,,

,
9 0 ､ 1 0 0 % の 菌株が 陰性 反応 の 時

"
-

"

,
6 1 ～ 8 9 % の 菌株が

陽性反応 の 時
"

±
,,

,
4 0

､

6 0 % の 菌株が 陽性 反応の 時
"

d
"

,
1 1

､

3 9 % の 菌株 が 陽性 反応の 時
` `

享
, ,

,
6 0 ～ 9 0 % の 菌株 が 陰性 で残 り

が 弱陽性の 時
``

- W
"

と表 され て い る . ま た
,

B e r g e y マ ニ ュ ア ル

の 糖発 酵性 状 は バ ー ジ ニ ア ポ リ テ ク ニ ク 研究 所( Vi r gi n i a

p olyt e c h ni c i n stitu te
,

V PI) マ ニ ュ ア ル
2(I)

に基 づ い て い る事を考

える と培養 2 日 目 の 成績 と理 解 され る
. 従 っ て先ず本研究で の

2 日 間培養で の 結 果に つ い て 比 較検討 し た . B e r g e y マ ニ ュ ア

ル で
"

+
"

と 記載 さ れ て い る糖 は グ ル コ
ー ス と フ ル ク ト

ー ス の み

(セ ロ ビ オ
ー ス ぱ

`

+ w
"

と記載 され て い る が
,

W I マ ニ ュ ア ル で

は
"

-
Ⅶ "

と さ れ て お り誤 植と 思わ れ る) で あ るが , 本研 究で は
,

フ ル ク ト
ー

ス
,

グル コ
ー

ス
,

マ ン ニ ト
ー ル

,
マ ン ノ ー ス に つ い

ては10 0 % の 蘭株が
,

メ レ チ ト
ー ス に つ い て は91 % の 菌株 が発

酵陽性 を示 した ,
マ ン ニ ト

ー ル
,

マ ン ノ ー ス
,

メ レ ナ ト
ー ス は

B e r g e y マ ニ ュ ア ル で は各々
"

±
"

,

"

±
''

,

"

d
"

と さ れ て い る が
,

マ ン ニ ト ー ル
,

マ ン ノ ー ス に関 して は H a 丘z ら
5)
は発 酵陽性

,

V P I マ ニ ュ ア ル で は 弱 陽性 と し て お り
,

こ れ ら の 2 糖 は

C . 薇翫 狼 に よ り発酵され る もの と思 わ れ る .
メ レチ ト

ー ス に

関す る記載は少 な い が
,

V PI マ ニ ュ ア ル で は菌株 に より様々 と

さ れて い る こと を参考 にする と
,
先 の 2 糖 に 比べ 菌株に よ る発

酵能の 強弱に 差異が あり
,

対象 と した菌株 に よ り異 なる 可能性

731

が あ る . ソ ル ビ ト
ー ル 発酵に つ い て は

,
B e r g e y マ ニ ュ ア ル で

ば
`

-

W
"

と 記載さ れ て い るが , そ の 発酵能は毒素原性 と 関係 し
,

本研究 で は細胞毒性 陽性菌株で86 .7 % の 菌株が
, 細胞毒性陰性

菌株 で は30 % の 菌株が 陽性 反応 を示 した . 他の 研 究
9卜 11

憧 も考

え合わせ る と
,

ソ ル ビ ト
ー

ル 発酵性状 に つ い て は 有毒 菌株 と無

毒菌株 に分 けて記す こ とが 的確 と思 わ れ る . 具体的に は 有毒菌

株 に つ い て ば
`

士
"

,
無毒菌株 に つ い て ば

`

羊
,
'

と記 すこ と が安当

と 思わ れ る . キ シ ロ
ー ス

, サ リ シ ン
,

ト レ ハ ロ
ー

ス
,

セロ ビオ

～ ス は B e r g e y マ ニ ュ ア ル で ば
`

- W
"

と記載 され て い るが
, 本研

究 に お け る そ れ ら の 糖 に対 する 2 日 間培養 で の 発酵 陽性率 は

各 々56 %
,
5 7 %

,
2 3 %

,
8 % で あり

,
概 ねB e r g e y マ ニ ュ ア ル

の 記載 と
一 致 した . リ ボ

ー ス に つ い て はB e r g e y マ ニ ュ ア ル で

ば
`

一
, ,

と 記載 さ れ て い るが
,

ⅤアⅠ マ ニ ュ ア ル で ば
`

-
Ⅵ "

と され て

い る . 本研究 で は85 % の 菌株が 発酵陽性を示 し
,

` `

±
''

と され る

こ と に なり大きく異な るが
, そ の 理 由と して は

,
こ の 糖 の 発酵

性状 は 村象と し た菌株 によ り相当異 な る 可能性 が 考え られ る
.

そ の 他 の 糖 に つ い て B e r g e y マ ニ ュ ア)L/ で ば
`

-
"

と記載 さ れ て

い る が
, 本研 究で も100 薗株全て が発酵 陰性を示 した .

以 上 を総括す ると
,

2 日 間培養 で判定す る場合,
フ ル ク ト

ー

ス
,

グ ル コ
ー ス

,
マ ン ニ ト ー ル

,
マ ン ノ

ー

ス
,

メ レチ ト
ー ス 発

酵 が
`

十
, ,

,
キ シ ロ

ー ス
,

リ ボ ー ス
,

サ リ シ ン
,

ト レ ハ ロ
ー ス

,

セ ロ ビ オ
ー ス 発酵 に つ い て は発酵陽性率 か ら は各々

` `

d
' '

,

"

±
"

,

"

d
"

,

"

羊
,,

,

"
-

"

,
また ソ ル ビ ト

ー ル 発酵 は 有毒菌株 で ば
`

±
"

,

無毒 菌株 で ば
`

耳
"

,
と さ れ る 事が 分か っ た . し か し な が ら

,

"

±
"

,

` `

d
,t

,

``

ア
,

と 表現 さ れ る性状 は蘭同定上 は役 立た な い もの

で あり
,

発酵性状 をよ り明ら か に する ため に 7 日 間培養で 判定

す る こ とを試み た
. そ の 結果キ シ ロ ー

ス お よ びリ ボ
ー ス で は仝

菌株 が
,

サ リ シ ン
,

ト レ ハ ロ ー

ス で は 1 菌株を 除き発酵陽性と

判定さ れ
,

こ れ ら の 糖は
,

"

+
"

と され る事が 分か っ た . セ ロ ビ

オ
ー

ス に つ い て は 7 日間培養で は82 % が発 酵陽性 を示 し
,

更に

7 日 間培養 した 時
,
9 9 % が 発酵陽性 を示 し

, 本糖 も基本的 には

発酵 され る こ と が分 か っ た
.

フ ル ク ト
ー

ス
,

グル コ
ー ス

,
マ ン

ニ ト
ー ル

,
マ ン ノ ー ス

,
メ レチ ト

ー

ス
,

ソ ル ビ ト
ー ル 発酵性状

は培養 2 日 目 と 7 日 目 の 成績 は-
一 致 し た . また

,
2 日 間培 養で

会商株が 発酵陰性を示し た糖 に つ い て は 7 日 間培養で も仝 菌株

が 発酵陰性を示 した . 以 上 の 結果
,

7 日 間培養すれ ば糖 発酵性

状 は ほ ほ明確 に され
,

B e r g e y マ ニ ュ ア ル で
"

- W
' '

と 記載さ れ て

い る糖 も歯 間定上 極め て 有用で あ る こ と が 分か っ た . H 濾 z ら
5)

は
,

ア ラ ピノ ー ス
,

ズル シ ト ー ル
,

イ ノ シ ト
ー ル

,
ガ ラ ク ト

ー

ス
,

ラ フ イ ノ ー ス
,

マ ル ト
ー ス

,
ス ク ロ

ー ス に つ い て 発酵陽性

と して い る が ,
B e r g e y マ ニ ュ ア ル で は 陰性 と記載 され て お り

,

上 述の 如く本研究 で用 い た100 南棟全株 もま た 発酵陰性 を示 し

た . 恐 らくは 本菌の ほ と ん どは
,

こ れ ら の 糖 を発酵 しない もの

と考え られ る .

本研究で は培養2 日 目 で全体 と し て発酵陽性と 判定 され る糖

を即時発酵糖, そ の 判定に 7 日間以 上 の 培養を要する糖を遅延

発酵糖 と し たが ,
上述 の 如く C . 勃難曲 は フ ル ク ト

ー ス
,

グル

コ
ー ス

,
マ ン ニ ト

ー

ル
,

マ ン ノ
ー ス

,
メ レチ ト

ー ス
,

ソ ル ビト

ー ル を即時発酵 し
,

キ シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー ス

, サ リ シ ン
,

ト レハ

ロ ー ス
,

セ ロ ビオ
ー ス を遅延発酵 する こ と が分か っ た . 次 に遅

延発酵糖 の 発酵様式 を即時発酵糖 の グル コ
ー

ス と対比させ
,

キ

シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー ス

,
サ リ シ ン

,
ト レ ハ ロ ー

ス
,･ セ ロ ビ オ

ー ス

発酵 が 培養 2 日日 で 陰性 , 同 7 日 目 に 陽性 と 判定 さ れた E Z

1 6 1 3 株を用 い て詳細 に検討 した . 遅延発酵糖 は 増殖 曲線の 点



7 3 2 野

か ら 2 群に分 か れ る こ と が 分か っ た . すなわ ち
, 培養 1 日 目に

お け る 菌の 増 殖は グル コ
ー ス よ り悪い が 糖非 添加対照培 地よ り

明 らか に良好 な糖類 (キ シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー ス

,
サ リ シ ン) ,

な ら

び に菌の 増殖は 培養 1 日目まで 糖非添加対照培地と ほ ぼ 等 し い

が 培養 2 日目以後 に 明確 に増加す る糖類 ( ト レ ハ ロ ー

ス
,

セ ロ

ビ オ
ー ス) の 2 群 に分か れ た . 培養菌液 p H は お お むね菌 の 増

殖 に つ れ て低下 し た . 糖 の 消費 に つ い て は グ ル コ
ー ス で は培養

2 日 日で完全 に消費 され た が
, 遅延発酵糖で は前者 にお い て は

培 養2 日 目 で は49 ～ 6 3 % が 消費さ れ た にす ぎず
,

培養 7 日 目に

お い て もサ リ シ ン は100 % が 消費さ れ たが 他 の 2 糖 に つ い て は

約20 % が 残存 して い た . ま た 後者 に つ い て は培 養 2 日 目 で は

85 % 以上 が残存 し, 培 養 7 日 目に お い て も約60 % が残 存 して い

た
.

以 上 の 菌の 増殖 , 糖の 消費か ら考える と
, 前 者で は 該糖の

発酵 に関与する 酵素晴性 は培養早期か ら存在する が
,

そ の 活性

が 弱い もの と推 察 され る . 後者 に つ い て は 該糖の 分解 酵素の 誘

導あ るい は突然変異体 の 出硯が 考え られ る が 被験 菌株の 殆 どが

遅 延 分解 する こ とか ら 分解酵素 の 誘導 の 可 能性 が 推察 さ れ る .

こ の 点に つ い て は更 に 検討を要す る . C わざf rfd f〟 彿 属 で は
, 糖

は E m b d e n - M e y e rh o f 経路 を経て ピ ル ビ ン 醸と なり発酵代謝 さ

れ る
251 2(i)

. サ リ シ ン は
′

ノ

ヲ
ー

グ ル コ シ ダ
ー

ゼ に よ り加水 分解 さ れ

グル コ ー ス を遊離 し
,

キ シロ ー ス
,

リ ボ
ー ス は フ ル ク ト

ー ス ー

6
-

リ ン醸 お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド
ー

3
- リ ン酸 と なり,

こ れ

ら は E m b d e n
- M e y e r h of 経路 に 入り分解代謝 さ れ る . ト レ ハ ロ

ー ス
,

セ ロ ビオ
ー ス は 各々 α

- グル コ シ ダ ー ゼ
, ノ

9
-

グ ル コ シ

ダ
ー ゼ により 2 分子の グ ル コ ー ス に 加水分解 さ れ る . した が っ

て 前 3 者の 糖 に つ い て は各々 相当す る酵素活性 が 弱く
,

後 2 者

に つ い て は各々 相当す る基 質特異的 α
-

, ノ
9

-

グル コ シ ダ ー ゼ

が 誘導 され る もの と 考え られ る .

糖 発酵性状 は培 養菌 液 p H の 低下 に よ り 判定 さ れ る
2`') 2 :与い 25ユ

ニ れ は発酵 によ り生 じ る有機酸が 培養菌液 pIl を低~F せ しむ る

事 に基づ い て い るが
, 培 地中に は ア ン モ ニ ア を代 表とす る ア ル

カ リ性物 質が産生 さ れ
,

また
, 培地 中の 酸性物質,

ア ル カ リ性

物 質が消 費さ れ る . す な わち培養菌液 p H は単 に発酵 に よ り生

じる醸 に よ っ て の み規 定 され る わ けで は な い
. 本研究 で は 産生

さ れ た 有機酸お よ び ア ン モ ニ ア 量を測定 し, 両者 を 用い た 模擬

線と の 近似性 を検討 す る こ と により , 遅延発酵糖 の 特 徴 に つ い

て 検討 した . 即時発酵糖の グ ル コ ー ス
,

お よ び遅延 発酵糖の 両

者 に つ い て
, 各々 △ 酸濃度と p H の 間 に は直線関係が 認め られ

た . しか しなが ら
,

グ ル コ
ー ス の 場 合は

, 模擬線 に より近似 し
,

遅延発酵糖の 場合 は △ 醸濃度の 増加の 割 には p H の 低下 は少 な

か っ た . すなわ ち
,

グ ル コ
ー ス の 場合は 培養菌液の pIl を規定

す る 圧倒 的 な因子 は 産生 さ れ る有機酸 と ア ン モ ニ ア で あ るが
,

遅延発酵糖 の 場合 は他 の 因子 が相 当な比重 を占め て い る こ と が

分 か っ た
.

こ れ ら の 主 要な 因子 と して は培地中 に含ま れ て い る

炭酸 ガ ス
,

リ ン 酸 の 蘭 に よ る 消費が考 えら れ る . 更 に
,

グ ル コ

ー

ス に比 べ 遅延発 酵糖 の 場 合, 乳酸産生が 少な い
'
こ と

,
ア ン モ

ニ ア 産生畳が多い こ と を考慮する と
,

遅延発酵糖存在下 に お け

る 菌の 代 謝は 即時螢酵糖の グル コ
ー ス 存在下 の 場合 と 異な る よ

うに 思われ る ,

C d l炉Cfね の主病原 因子は トキ シ ンA
,

トキ シ ンB で ある
l) 2)

.

本菌の 毒素原性と糖発酵性状 につ い て は
, 有毒 蘭株 に は ソ ル ビ

ト
ー ル 発酵陽性菌株 が多く; 逆 に無蕃簡株に は ソ ル ビ ト

ー ル 発

酵陰性菌株が多い こ と が報 告さ れ て い る
9 卜 11)

.
こ の 際の 有毒菌

株 と は培養上 滑中 の 細胞毒性を測定す る こと により規定 した も

尻

の で あ る . 近年,
トキ シ ン A

,
トキ シ ンB 遺伝子 の 塩基配 列が

明 らか にさ れ
, 毒素原性 を遺伝子 の 有無 で決定 で きる よう にな

り
, 臨床 応用 可 能と な っ て きた

l 醐 28)

.

一

九 分離菌殊に つ い て

も毒素原性 を P C R 法 を 用い て 遺伝子 的に 同定す る こ と が可 能

とな っ て きた
12)L 15)

.
以 上 を鑑 み

, 本研究 で は
,

トキ シ ンA
, ト

キ シ ンB 遺伝子 の 塩 基配列
21-2 2 )

か ら独自 に設計 し た プ ライ マ ー を

用 い た P C R 法 に よ り トキ シ ンA
,

トキ シ ンB 遺伝子の 有無を検

討 し
, 遺伝子 レ ベ ル で の 毒 素原性と 糖発酵性状の 関係を解析し

た . 培養上 清 中に細 胞毒性 が 見 られ なか っ た 無毒菌株40 菌株全

て は い ずれ の プ ラ イ マ
ー セ ッ トを用 い た P C R に 対 して も陰性

を示 し
,

こ れ らの 40 菌株 は 全て ト キ シ ンA
,

トキ シ ン B の い ず

れ の 遺 伝子 も有 して い な い 事が 分か っ た . 培養上 清 中に細胞毒

性を認め た有毒菌 株60 菌株 は 全菌株共 に トキ シ ンA 遺伝子検出

用 プラ イ マ
ー

セ ッ トを用 い たP C R で は 陽性 を示 した が
,

1 菌株

は トキ シ ンB 検出用 プ ラ イ マ
ー セ ッ トを用い た P C R で は 陰性反

応 を示 した .
こ の 菌株は トキ シ ンB 遺伝子を欠損 し て い るの か,

あ るい は用 い た プ ラ イ マ
ー セ ッ トに 対する 反応性が 悪か っ た の

か
,
す な わ ち トキ シ ンB 遺伝子 の

一

部の 塩基配列 が 他の 菌株と

異な っ て い る の か は 更に検 討す る必要が ある が
,

本研究で は
一

応 トキ シ ンB 遺伝 子陰性菌株 と した .
こ れ ら の 結 果は

,
有毒菌

株 は ほ ん の 少数 を 除き ト キ シ ンA
,

トキ シ ン B 両遺伝子 を有す

と い う他 の 報告
12 卜 15)

と
一 致 する もの で あ っ た . 以 上 の 成績か ら

表現形質と して の 毒素原性 と ソ ル ビ ト
ー

ル 発酵性状 に 見られ た

関係 (有毒菌株 に は 圧倒 的 に ソ ル ビ ト
ー

ル 発酵 陽性 菌株 が多い)

は
,

遺伝子 レベ ル で の 毒素原性 に 関 して も成立 す る こ と が分か

っ た . 細菌の 毒素原性 と ソ ル ビ ト
ー ル 発 酵性状 と の 関係 につ い

て は 助 血 沈 施 用 痛 げ. 00 埼 に お い て も見 られ る
. 通常の 且

α 粛 は ソ ル ビ ト
ー ル 発酵陽性で ある が

,
志賀毒素産 生性 E . α漬

0 1 57 : H 7 は
一 般的 に ソ ル ビ ト

ー ル 発 酵陰性で あ る . 稀 に ソ ル

ビ ト
ー ル 発酵陽性 の 志賀毒 素産 生性 E . c ∂Jf O 1 5 7 : B 7 株が 存在

す るが
,
毒素産 生 の 強弱, 毒素性状 に つ い て は差異が な か っ た

と 述べ ら れ て い る
期

. C . 勃 和 地 に つ い て は こ の よ う な検討が

な さ れ てお らず
, 今後 の 課題で ある .

代表 的な糖発酵 αβざわ
′

£血 仰 菌種 の C か頑南 都 那 に つ い ては

糖発酵性状が 種 々 検討 さ れ て お り
,

サ リ シ ン
,

ラ フ イ ノ ー ス
,

メ リ ビオ
ー ス 等 が 遅延発 酵糖で ある と報 告さ れ て い る

7) 捌
. ま た

,

ラ フ イ ノ ー ス お よ び メ リ ビ オ
ー

ス は 芽胞形成 を促 進 し
,

か つ ラ

フ イ ノ ー ス は 芽胞形成 と 関係す る エ ン テ ロ トキ シ ン の 産生をも

促進す る事 が 知 ら れ て い る
=…J

. C . d≠がc才J g の 毒素産 生 は 芽胞 形

成 と 関係 し て お り
二‖)

, 本研究 で 明ら か と な っ た遅 延発酵糖に つ

い て
, 芽胞形成お よ び毒素 産生 へ の 関わ りに つ い て は今後の 検

討課題で あ る .

結 論

C . 薇和 地 の 糖発酵性状 の 特性 を100 菌株を用 い て解析 し,
さ

ら に 遅延発酵 に つ い て
, 菌の 増殖

,
糖 の 利用

,
代謝 産物 と して

の 有樺敵お よ び ア ン モ ニ ア産生 の 観 点か ら検討 した . また
,
遺

伝子 レ ベ ル で の 毒素原性 を解析 し
,

糖 の 発酵性状 と の 関係を検

討 した結果以下の 結論 を得 た .

Ⅰ . C d 析cfね 10 0 菌株 (細胞毒性 陽性60 菌 帆 同陰性40 蘭株)

の28 種類の 糖 に対す る発酵性状 を ペ プト ン 一

案天 一 基礎培地を

用 い て検討 した 結 果,
1 1 種類 の 糖 に対 して発 酵陽性 を示 した ･

フ ル ク ト
ー

ス
,

グ ル コ ー ス
,

マ ン ニ ト ー ル
,

マ ン ノ ー ス
,

メ レ

チ ト
ー

ス
,

ソ ル ビ ト
ー

ル の 発酵性状 の 判定 に は2 日 間の 培養で



C 勿動 地 の 糖発酵 733

充分で あ っ た (即時発酵糖) が ,
キ シ ロ ー ス

,
リ ボ ー ス

,
サ リ

シ ン
,

ト レ ハ ロ ー ス の 発酵性状の 判定 に は 7 日 間,
セ ロ ビオ

ー

ス の 場合に は14 日 間の 培 養を要 した (遅延発酵糖) .

2 .
C 砺師 壷 KZ 1 6 1 3 株 を 用い て遅延発酵糖 添加培 地に お け

る菌の 増殖 パ タ ー ン を解析す る こ と に より遅延発酵糖は , 培養

1 日 目 に グ ル コ
ー ス より劣 るもの の 明 らか な菌の 増殖 を認め る

群(キ シ ロ ー ス
,

リ ボ
ー ス

,
サ リ シ ン) ,

お よ び培養 2 日 目以 降

に菌の 増殖を認 め る群 ( ト レ ハ ロ ー ス
,

セ ロ ビ オ
ー ス) の 2 群

に分けら れ た .

3 . 糖の 消 費は菌 の 増 殖をほ ぼ 反映 し
, 即 時発酵糖で ある グ ル

コ
ー ス は

,
2 日 目で 全て が 消費さ れ た が

,
遅 延発酵糖 に つ い て

は
,

2 日 目で は相 当量 が残存して お り
,

キ シ ロ ー ス
, リ ボ ー ス

,

サリ シ ン で は3 7
～

5 1 % が
,

ト レ ハ ロ ー ス
,

セ ロ ビ オ ー ス で は

85 % 以 上 が 残存 し て い た . 7 日 目 に お い て は
,

サ リ シ ン は

100 % 消費 され た が , 他 の 糖 で は17 ～ 5 8 % が 残存 して い た .

4 . 培養菌液中 の 総酸量 は
, 即時発酵糖で あ る グル コ

ー ス にお

い て は培養 2 日目まで 培養 と共 に増加 し
,

培養 2 日 目と 7 日 目

には大きな差異 は認 め ら れ なか っ たが , 遅延発酵糖で は
, 培養

2 日 目より 7 日目 の 方が 多く, か つ グル コ
ー ス より も多か っ た .

個々 の 酸 に つ い て は グル コ
ー ス の 場合 に の み乳酸産生 が 明確 に

認めら れ た .

5 .
ア ン モ ニ ア の 産生 は グ ル コ

ー ス で は 少な か っ た .

6 . 培養菌液 中の 総酸濃 度か ら ア ン モ ニ ア 濃度を減 じ た値 ( △

酸濃度) と培養菌 液の p H の 間 に は相 関が 認 め ら れ , 回帰 直線

は即時発酵糖で あ る グ ル コ
ー ス の 方が 遅延発酵糖よ りも模 擬線

に近似 して い た .

7 . 細胞毒性 陽性60 菌株 中59 菌株 に トキ シ ン A
,

トキ シ ン B 両

遺伝子が P C R 法 にて 検出さ れ
,

1 菌株 に は トキ シ ンA 遺伝子の

みが検 出さ れ た . 一
一

方 , 細胞毒性陰性 の40 菌株 で は両道伝子い

ずれ も検 出さ れなか っ た .

8 . トキ シ ンA
,

トキ シ ンB 両遺伝子陽性59 菌株 と ト キ シ ンA 遺

伝子陽性 1 菌株
,
計60 菌株【1【-5 2 菌株(86 .7 % ) が ソ ル ビ ト

ー ル 発

酵陽性 を示 し
,

ト キ シ ンA , トキ シ ンB 両遺伝 子陰性4 0 菌株中

12 菌株 (30 % ) の み が ソ ル ビ ト
ー

ル 発 酵陽性 を示 し た にす ぎな

か っ た .

以 上 の 結果 は
,

C 煎動 兢 の 発酵糖 は即 時発酵糖と 遅延党酵

糖に 分け ら れ
,

遅 延発酵糖存在下 にお け る菌の 代謝 は即時発酵

糖の 場 合と異 な る事 を 示唆 し て い る . さ ら に
, 表現 形質 ヒの 毒

素原性 と ソ ル ビ ト
ー ル 発酵性状 に み ら れ た 関係 は

, 同時 に遺伝

子レ ベ ル で の 毒 素原性 にお い て も成 立す る こ と を示 して い る .
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A ci d s R e s 1 8 : 4 0 0 4 ,
1 99 0

2 3) D u g u i d J P . C u l ti v a ti o n o f m i c r o -

O r g a n i s m s . I n R

C ru i ck s h an k (e d) ,
H a n d b o o k of B a c t e ri 0l o g y . E . & S .

,
1 0 th e d

,

P1 8 4
-2 4 4

,
Li vi n g s to n e Li mi te d

,
I
_

.O n d o n
,
1 9 6 0

2 4) C o w a n S T . M a n u al f o r th e I d e n tifi c a ti o n o f M e d i c al

B a c t e ri a
,
2 n d e d

, p 2 2 - 4 1
,
C a m b ri d g e U n i v e r sit y P r e s s

,

C am b ri d g e
,
1 9 7 4

2 5) An d r e e s e n J R
,
B a hl H

,
G o tt sh alk G .

I n t r o d u c ti o n t o th e

ph y si ol o g y a n d bi o c h e m i s tr y of th e g e n u s C l o s tridi u m . I n N P

M i n t o n
,
D J C l a r k e ( e d s) ,

B i o t e c h n ol o g y H a n d b o o k s V o1 3

Cl o stri di a
, p 2 7

-6 2
,
Pl e n u m P r e s s

,
N e w Y o 正

,
1 9 8 9

2 6) G o tt s c h alk G ･ B a c te ri al M e t ab oli s m
,
2 n d e d

, p9 6
-1 0 3

, p 2 08 _

2 8 2
,
S p ri n g e ト V e rl a g ,

N e w Y o rk
,
1 9 8 6

2 7) B o o n d e ek h u n H S
,
G u rtl e r V

,
O d d M L

,
W il o n V A

, M a y al1

B C ･ D e te c ti o n o f Cl o st ridi u m d 折 cil e e n t e r o to xi n g e n e i n cli ni c al

S p e Ci m e n s b y th e p o l y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n .J M ed M i c r o b i o1 3 8 :

3 8 む3 87
,
1 9 9 3

2 8) R a t c li ff R M
,
G o o d w i n A A

,
L a n s e r J A . U s e o f g e n e

a m pliA c a ti o n t o d e t e ct C 7 0 S tridi u m d i5i cil e i n cli ni c al s p e ci m e n s .

P a也 0l o g y 2 6 : 4 7 7 -4 7 9
,
1 9 9 4

2 9) F r a ta m i c o P M
,
B u c h a n an R L

,
C o o k e P H . V i ru 1 e n c e of a n

励 c h e ri chi a c oli O 1 5 7 : H 7 s o rbit ol q

p o sitiv e m u t an t . A p pl E n vi r o n

M i c r o bi o1 5 9 : 4 2 4 5 - 4 2 5 2
,
1 9 9 3

3 0) L a b b e R G
,
R e y D K . R affi n o s e i n c r e a s e s s p o r u l ati o n a n d

e n t e r o to x i n p r o d u c ti o n b y Cl o s tridi u m b e d yi 7 q e n S ty P e A A p pl

E n vi r o n M i c r o b i o1 3 7 : 1 1 9 6 r1 2 0 0
,
1 97 9

3 1) K am i y a S
,
O g u m a H

,
M e n g X Q ,

N a k am u r a S , C o r r el ati o n

b e t w e e n c yt o t o xi n p r o d u c ti o n a n d s p o r u l ati o n i n C

d i#t cil e .J M e d M i c r
･

O b i o1 3 7 : 2 06 -2 1 0
,
1 9 92
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S t u di e s o n S u g ar F e r m e n t ati o n of C l o s t ri d i u T n d ifT; cil e T a k a s hi N qji ri
,
D e p a rt m e n t o f B a c te ri 0l o g y ,

S c h o o l o f

M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r sity ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 5

,
7 2 5

-

7 3 5 ( 1 9 9 6)

K e y w o r d s C l o s t ri di u m d W i c il e
,

S u g a r
,
f e rm e n t a ti o n

,
tO Xi n

,
P C R

A b st r a ct

T h e c h a r a c te ri sti c o f th e s u g a r f e r m e n t a ti o n a b ili ty o f C l o s t ridi u m d 郷 cil e ( C . d # cil e) ,
W h i c h i s a c a u s a ti v e ag e n t of

p
s e u d o m e m b r a n o u s c oli ti s a n d a n ti bi o ti c - a S S O C i at e d c oli ti s

,
W a S i n v e stl g a ted w ith a l ar g e n u m b e r

･
O f st r ai n s ･ F o ll o w l n g th a t

,

th e f e r m e n ta ti o n m a n n e r i n sl o w l y f e r m e n t e d s u g a rs w a s a n aly z e d f o r b a c t e ri al g r o w th
,
S u g ar u tili z ati o n

,
a Ci d a n d a mm O ni a

p r od u c ti o n ･ F u rth e r m o r e
,
th e r el a ti o n s h ip b e t w e e n g e n e ti c to x ig e n i c lty a n d s u g a r f e r m e n ta ti o n p r o p e rty w a s e x a m i n e d ･ A

to tal of l O O C . d # cil e st r ai n s
,
6 0 cy t o t o xi ci ty

-

P O Si ti v e a n d 4 0 c y t o t o xi ci ty
-

n e g ati v e
,

W e r e e X a m i n e d fb r th ei r ft r m e n ta ti o n

c ap
a c l ty a g al n St 2 8 s u g a r s w i th a p ep t o n e

-

a g a r
- b a s al m e di u m ･ I n c u b a ti o n f o r 2 d a y s w a s l o n g e n o u gh f b r d e t e r m l n l n g th e

a bility t o fe r m e n t fr u ct o s e
, g l u c o s e

,
m a n n i tol

,
m a n n O S e

,
m el e zi t o s e a n d s o r b i to l ( r a p i dl y f e r m e n t e d s u g ar s) ･ H o w e v e r

,

i n c u b a ti o n f o r 7 d ay s w a s n e c e s s a ry fb r x y l os e
,

rib o s e
,
S ali ci n a n d t r e h al o s e

,
a n d 1 4 d a y s f o r c e ll o b i o s e ( Sl o w l y f e r m e n te d

s u g ar S) . F o r t h e a n a ly si s of sl o w fb r m e n t ati o n
,
b a c t e ri al g r o w th

,
S u g a r u tili z ati o n

,
a C id p r o d u c ti o n a n d a m m o ni a p r o d u c ti o n

w i th a s tr ai n K Z 1 6 1 3 w e r e m e a s u r e d i n th e p r e s e n c e o f e a c h of th e sl o w l y f e r m e n t e d s u g ar S b y u s l n g P R A S m e d i u m a n d

c o m p a r e d w i th t h o s e i n g l u c o s e
,

a r e P r e S e n t ati v e o f r ap i d ly f e r m e n t e d s u g a r s ･ O n th e b a si s o f b a c t e ri al g r o w th
,

S l o w ly

f e r m e n t e d s u g a r s w e r e d i v i d e d i n t o t w o g r o u p s : O n e S h o w e d th a t b a c t e ri al g r o w th di s ti n c ti v e l y
l n C r e a S e d i n o n e - d a y

i n c u b a ti o n
,
alth o u g h th e g r o w th w a s n o t s o m u c h a s th a t i n g l u c o s e

,
a n d th e o th er th a t b a c te ri al g r o w th i n th e p r e s e n c e o f th e

s u g a r i n c r e a s e d a ft e r a n i n c u b ati o n p e ri o d o f 2 d a y s ･ X y l o s e
,

ri b o s e a n d s ali c i n w e re i n cl u d e d i n th e f o rm e r g r O up ,
a n d

tr eh al o s e a n d c ell o b i o s e i n th e l att e r . S u g a r c o n s u m p tl O n r e fl e ct e d th e r at e of b a c t e ri a l g r o w th . I n 2 - d a y c u lt u r e
, gl u c o s e w a s

c o m p
l e te ly c o n s u m e d

,
W h il e

,
i n sl o w l y fe r m e n t e d s u g a r s

,
3 7 - 5 1 % o f e a c h o f th e s u g ar S r e m ai n e d i n th e f o r m e r g r o u

p a n d

m o r e th a n 8 5 % i n th e l atte r . I n 7 - d q y c ul tu r e
,
i n s ali ci n

,
1 0 0 % w a s c o n s u m e d a n d i n o th e r s 1 7 -5 8 % r e m ai n e d ･ I n th e m e di u m

w ith g l u c o s e
,
th e t o t al a m o u n t o f a c id s

,
W hi c h w e r e m e a s u r e d b y g a s c h r o m a t o g r ap h y ,

i n c r e a s e d i n a c c o rd a n c e w ith th e

i n c u b a ti o n p e ri o d t o 2 d a y s b u t di d n o t i n c r e a s e a n y fu rth e r i n th e 7 d a y ･ I n th e sl o w ly f e rm e n t e d s u g a r s
,
h o w e v e r

,
th e

a m o u n ts i n th e 7 - d a y c u l tu r e w e r e m o r e th a n th o s e i n th e 2 - d ay c u l tu r e a n d e v e n m o r e th a n th a t i n th e 7 - d ay c u lt u r e i n

g l u c os e ･ I n th e a n al y si s of i n d i v i d u al a c id p r o d u c ti o n
,
l a c ti c a ci d w a s d e te c ted i n m e a s u r a bl e a m o u n ts i n th e m e d i u m w ith

gl u c o s e b u t n o t i n th a t w ith sl o w l y f e r m e n t e d s u g a r s ･ A m m o n i a w a s p r o d u c e d i n m u c h g r e a t e r am O u n t S i n sl o w l y f e r m e n t e d

S u g a rS i n c o m p a ri s o n w ith th at i n gl u c o s e . A r el ati o n s hi p b e t w e e n △ a c id c o n c e n tr a ti o n ( a t o tal c o n c e n t ra ti o n o f a cid s m i n u s

C O n C e n t r ati o n of a m m o ni a) a n d p H i n c u lt u r e s w a s f o u n d . T h e r e g r e s si o n e
q

u ati o n w a s m o r e si mi 1 a r t o a si m ul a ti o n c u rv e i n

C ult u r e s w ith g l u c o s e th a n i n th o s e w ith sl o w ly
f e r m e n t e d s u g a r s

.
F u rth e r

, g e n e tic to xi g e ni ci ty ( to x i n A a n d t o xi n B) w a s

e x a m i n e d b y P C R wi th p ri m e r s e t s sp
e ci fi c f o r r e sp e c ti v e to x

･
i n A g e n e a n d to x i n B g e n e

,
a n d th e r el a ti o n s h ip b et w e e n g e n e ti c

to x l
g

e n l C lty a n d s u
g

a r f e rm e n t a ti o n w a s a n aly z e d ･ Fi fty
-

n i n e o u t o f c y to to x i c lty
-

P O Si ti v e 6 0 st r ai n s s h o w e d a p o siti v e r e a c ti o n

to b o th t o xi n A a n d t o xi n B g e n e s a n d th e r e m ai n l n g O n e S tr ai n a p o si ti v e r e a cti o n o n ly to t o xi n A g e n e ･ A ll cy to t o xi c lty
-

n e g a ti v e 4 0 s t r ai n s s h o w e d a n e g a ti v e r e a c ti o n t o b o th t o xi n A a n d B g e n e s ･ T h e r e f o r e
,
it w a s s h o w n th at a r el a ti o n s h ip

b et w e e n s o rb it o l -f e r m e n tl n g P r O P e rty a n d to x lg e n i c lty e X i s ts i n g e n e ti c to x l g e n i c lty a S W ell a s i n p h e n e ti c t o x lg e n i c lty ･


