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C h 油 壷抗 描 = れげk 混 の 毒素産生 に 有効な ア ミ ノ 酸

金沢大学 医学部教生物字幕座 (主 任 : 中村信 一 教授)

蓮 池 徹

(平成 4 年11 月10 日受付)

偽膜性大腸炎,

一 部の 抗生物質関連下痢症 の 原因菌で ある C h 油壷抗 … = れげk 最 (C ･ 斬〃k 混) の 毒素( ト キ シ ソ A
,

ト

キ シ ン B ) 産生に 有効な ア ミ ノ 酸 に つ い て 3 菌株を 用い て 合成培地に て 検討 した ･ 1 8 種類 の ア ミ ノ 酸 を含む 培地を 基礎 合成培

地 (b a s al d e fin e d r n e d i u m
,
B D M ) と して 使用 した ･ 各 ア ミ ノ 酸欠損 B D M を 使用す る こ と に よ り

, 十分 な毒素産生 に ほ バ リ

ン
,

シ ス テ イ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン
′

プ ロ リ ン
･

メ チ オ ニ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ソ が 必 須 で ある こ とが 分か っ た . また
,

こ

れ ら必 須ア ミ ノ酸 の 中で シ ス テ イ ン ほ還元剤 と して 働い て い る こ とが 分か っ た ■ 上 記 7 種類 の 必須 ア ミ ノ 酸 に 残 り11 種類の ア

ミ ノ 酸を 1 種類ず つ 加え た培地 に お ける菌 の 増殖を 測定す る こ と に よ り
,

グ リ シ ン
,

ス レ オ ニ ン が 増 殖を 促 進す る こ とが 分
か っ た ･ 増殖促進 に 有効な量は 基礎濃度 (B D M に お ける濃度) で 十分 で あ っ た ･

･ V P I l O 4 6 3 株 を 用い
, 7 種煩の 必須 ア ミ ノ 酸

の み を 含む合 成培 地お よ び さ らかこグ リ シ ン お よ び ス レ オ ニ ン を 添加 した 合成培 地 ( mi ni m al a m i n o a cid-d efi n e d m e di u m
,

M A D M ) に おけ る毒素産生を検討 した結 軋 後者 の 方が 前者よ り 良好 で あ っ た . 6 種類 の 必須 ア ミ ノ 酸( バ リ ン
,

ト リプ ト フ ァ

ン
,

プ ロ リ ン
,

メ チ オ ニ ン
,
イ ソ ロ イ シ ソ

,
ロ イ シ ン) の 量を 増量 した 吼 塵生毒素量は ア ミ ノ 酸の 増量 と共に 増加 し

,
ア ミ ノ

酸量を 基礎濃度 の 5 培に 増量 した 時, 毒素量ほ 最高値 に 達 した ･ ま た
,

イ ソ ロ イ シ ソ が 特 に 毒素産 生 に 有効 で あ っ た . さ ら

に
, 有 毒 C ･ diffi cil e 2 0 菌株 の 毒素塵 生を 変 法 ブ レ

ー

ン ハ ー ト イ ン フ ュ
ー ジ ョ ン ( m o difi e d b r ai n h e a r t i nf u sio n

,

m
- B H I) ,

B D M
･

バ リ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン
,

プ ロ リ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ン を B D M の 6 倍量に 含 む M A D M

(6-f old M A D M
･
6 ×M A D M )

･
イ ソ ロ イ シ ソ の み を B D M の 6 倍量に 含む M A D M (is ol e u ci n e- 6-f old M A D M , 6 ×トM A D M ) かこ

て 検討 した ･ 上 述 の 3 種 の 合成培 地 の 中で は 6 × M A D M が 最も毒 素産生 に 有 効 で あ っ た . 毒素 塵生 に 優 れ た m-B H I と

6 × M A D M を比較す ると
, 被験20 株* 13 株で ほ 両 培地で 同程度の 毒素産 生が 認め られ

,
6 × M A D M は 毒素産 生に は 良好な培地

で ある こ とが 示 され た ･ m
- B HI お よ び 6 × M A D M に おけ る ト キ シ ソ A , トキ シ ソ1 3 の 産生性の 関連性 を統 計学 的に解析 した

結 軋 両 毒素の 塵生は平行関係に ある こ と を が示 され た ･ 以上 の 結果は
,
C ･ 斬〃k 混 の 毒素 塵生に 必 須の ア ミ ノ 酸 の 種 掛 ま他

の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌種の 場合に比 べ ると , は るか に 少な い こ と を示 して い る ･ さ らに トキ シ ソ A
,

ト キ シ ソ B の 産 生は同 一

の 機構 に よ り制御 されて い る こ と を示 唆 して い る .

K e y w o r d s C ･ d ijfi c il e
,
t O Xi n A

,
t O Xi n B

,
a m i n o a cid

,
d e fin e d m e di u m

C h 油壷抗 招 い 亙〃読流 ( C ･ df〃f ciJ g) は偽膜性大腸炎 ,

一

部の

抗生物質閑適 下痢症 の 原 因菌で あり
, 本菌の 塵生す る トキ シ ソ

A
,

トキ シ ン 3 が 主病原因子と考 え られ て い る
l)2)

. トキ シ ソ A
,

ト キ シ ソ B は類似 した 生物活性 を示 すが
,

ト キ シ ソ A は 結集腸

管試験陽性 で あ る こ とか ら ェ ソ テ ロ ト キ シ ソ
,

トキ シ ソ 別 まサ

イ ト ト キ シ ン 活性が 極め て 高い こ とか らサ イ ト ト キ シ ソ と称 さ

れ て い る
2)

.

抗生物質関連下痢症 は 当然の こ と な が ら抗生物質投与と 関連

す る腸炎で あり , 偽蹟性大腸炎もま た 抗生物質投与後 に 発症す

る場合が多 い
3)

. こ れ ら C . 亙丹 前わ 腸炎の 治療 に は バ ン コ マ イ

シ ソ
,

メ ト ロ ニ ダ ゾ ー ル が 用い られ る が
, 健常人の 糞便 を注腸

投 与す る こ とも有効な 治療法で ある
4)

. C . d f〃よcfヱ♂ は
, そ の 頻

度 は 低 い な が らも 健康 成人 の 腸 内細 菌叢 と し て 存 在 し て い

る
5)8)

. しか しなが ら
, 健康成人に お い ては

, 糞便に は ト キ シ ソ

A f
トキ シ ソ B い ず れの 毒素も検出 されな い

5)8)
. 以上 の こ とは

,

A b b r e vi a tio n s : B D M
, b a s al d ef in e d m e di u m ; C .

正 常腸 内細菌叢 が C . d f〃f cf∠e の 増殖 ･ 毒素産生 を抑制 して い

る事を示 して い る . C . 丸竹 加ゎ 腸炎発症機序 の 観点 か ら みる

な ら ば
, 正 常細 菌叢 の 乱 れ が C . d∫〃∫cfJ e の 増殖 ･ 毒素産生を

引き起 こ し
, 腸炎が 発症す る と考 え られ る . 正 常細 菌叢 の C .

斬〃k 混 の 増殖 ･ 毒素塵生抑制機構 に つ い て ほ 種 々 考え られる

が
,

一

つ の 重要 な因子 と して各種栄養素の 競合を 挙げる こ と が

で き る
｡

C ･ di〟よciJ ♂ の 毒素は 培養後期に 産生 され る
T)8) こ と か ら胞子

形成 が 毒素産 生 に 関 係 し て い る と考 え ら れ て い る が , 最近

K a m iy a ら
鋸
は 胞子形成時期に

一

致 して ト キ シ ソ B が合成 され ,

培地 中に 放出 され る こ とを 明 らか に した . しか しな が ら , 毒素

産生 の 制御機構ほ 不 明で ある . 毒素産生の 制御機構 の 解明 に は

成分 の 分析が 困難な 複合培地ほ 不 適 で あり , 成 分が規定 されて

い る
, 単純か つ 毒素産生に 優れ た 合成 培地 の 開発 が望 まれ てい

る .

あ0 抽Jよ乃㍑ m
,

C g o ∫f rfdi 祝 m あo f 祝gi 乃祝 m ノ C . 威〟よc 眈

C l o s t ridi u m diJfi ci le ; C ･ 夕e rf riわg e n s
,
C l o s t rid i u m p e rj ri n g e n s ; C . t e t a n i

,
C l o s t ridi u m t e t a ni ; C U

,
C y t O

~
t o xic

u nit ; E C - 5
,
E a g le

'

s m ini m a l e s s e n ti al m e di u m s u p pl e m e n t e d w it h 5 % f e t al c alf s e r u m ; E LIS A
,
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C . d f〟k 混 の 毒素産生

以上 の 観点 か ら本研究 で は
t 栄養素の 中で 重要 な役割を 演 じ

て い る ア ミ ノ 酸に 閲 し
,

C 諭 肛柾 涼 の 毒素産 生に 及 ぼ す影響

に つ い て 検討 した .

材料お よび方法

1 . 使用菌株

金沢大学医学部微 生物学講座保存の C , di〟f cf～♂ 有毒株20 菌

株を用 い た . これ ら菌株 の 中で
,

バ ー ジ ニ ア ポ リ テ ク ニ
ッ ク

研究所お よ び 州立 大学 , 嫌気性菌研究所 (V ir gi n i a P oLy t e c h ni c

I n s tit u t e a n d S t a t e U ni v e r sity ,
A n a e r o b e L a b o r a t o r y) 菌株 の

V P I l O 4 6 3 株 ,
S .P . B o r ri e1l o 博 士 ( Cli ni c al R e s e a r c h C e n t r e

,

H ar r o w
,
U K) よ り分 与され た 菌株 B-1 株 , 著者 の 研究室で 抗生

物質関連下 痢症患者 か ら分離 した K Z 1 6 47 株 を主 に使用 した ,

Ⅱ . 培 地

H a sla m ら
10)

の ア ミ ノ 酸,
ビ タ ミ ソ

, 産地 ら
11) の ミ ネ ラ ル

,

0 . 2 % グ ル コ ー ス を 含 む 培 地を 基 礎 合 成培 地 (b a s al d efi n e d

m e d i u m
,
B D M ) と した (表 1 ) . B D M は 以下 の 如く に 作製 し

た , 1 . 2 5 倍濃度の ア ミ ノ 酸 ･ ビ タ ミ ン ･ グル コ ー ス 溶 液 の p H

を N a O H 溶液 を用 い て 7 . 4 に 調整 した後 ,
1 0 倍濃度の ミ ネ ラ ル

溶液,
5 % N a H C O 3 溶液を培地 の 最終容量 の1/1 0 量加え た ( 培

地の 最終 p H は約7 . 6) . 培地は H A フ ィ ル タ ー ( 日本 ミ リ ポ ア

リ ミ テ ッ ド
, 東京) に て 濾過滅菌後 , 中試験管(15 ×1 6 0 m m ) に

9 55

1 0 m l ず つ 分注 した . 気相を H 2 1 0 % ,
C O 2 1 0 % ,

N 2 8 0 % の 混

合 ガ ス に 置換 した 後 , 4 ℃ にて 保存 L た . 培地 を還元する ため

置換48 時間後 に 使用 した . 他の 合成培地も B D M 作製法に 準じ

て 作製 した .

毒素産生 に 良好な 複合 培地 と し て ブ レ
ー

ン ハ ー ト イ ン

フ
ユ ジ ョ ン (B B L M i c r o bi ol o g y S y s t e m s

,
C o c k e y s v ill e

,
U S A ) に

N a 2 H P O 4 を0 . 2 % の 割 に 添加 した 培地 ( m o difi e d b r ai n h e a r t

i nf u si o n , m -B H I)
5)
を用 い た . 1 2 0 ℃15 分高圧蒸気滅 菌後 , 合成培

地の 場合と 同様 , 気相を混合ガ ス に 置換 し4 ℃に て保存 した .

Ⅲ . 種菌お よび培 養

1 . 毒素産生の 検 討

植菌の た め の 前培 養菌液と して は
, 毒素塵生条件 の 検討に は

B D M 1 6 時間培養菌液 , 多数の 菌株 の 毒素塵生の 検討 に は 肝 片

加肝ブイ ヨ ン 16 時間培養菌液を用 い た . い ずれ の 場合 に も , 培

養菌液 の 10-
3

希釈液0 . 1 m l を 1 0 m l の 被験培地に 植 菌 した . 希

釈 , 植 菌ほ す べ て 混合ガ ス 噴射下 で行 い
, 同ガ ス 存在下で37 ℃

で 培養 した . 5 日 間培養後 , 培養菌液を H V フ ィ ル タ
ー

( 日 本

ミ リ ポ ア リ ミ テ ッ ド) に て 濾過滅菌 し, 毒素の 測定 に供 した .

な お 培養期間 中, 島津ボ シ ュ
ロ ム

･

ス ペ ク ト ロ ニ
ッ ク 2 0 A (島

津 , 京都) を 用 い
, 波長 560 n m の 吸光 度 ( o p ti c al d e n sity a t

5 6 0 n 町 O D 58｡) を 測定 する こ と に よ り 菌の 増殖 を 測 定 し た .

O D 56｡ の 測定ほ培養24
,
3 0

,
3 6 時間 ,

2
,

3
,

4
,

5 日 目に 行 っ

T a bl e l . C o m p o siti o n of b a s al d efi n e d m e di u m ( B D M )

A m i n o a cid s (g)

H is tid i n e

T r y p t o ph a n

G ly ci n e

T y r o si n e

A r gi ni n e

P h e n yl al a n i n e

M e th i o ni n e

T h r e o n i n e

A l a n i n e

L y si n e

S e ri n e

V ali n e

I s ol e u ci n e

P r oli n e

A s p a rti c a cid

L e u ci n e

C y s t ei n e

G l u ta m i c a cid

l

l

l

1

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

4-

5

9

0

0

0
ハ
U

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O
ハ

リ

n
)

0

V ita mi n e s ( p g)

T h i a m i n e l
,
0 0 0

C a - D -P a n t o th e n a t e l
,
0 0 0

N i c o ti n a mi d e l . 0 0 0

鮎b ofl a v in l , 0 0 0

P y rid o x i n e l
,
0 0 0

P- A mi n o b e n z oi c a cid 5 0

B i o ti n

F oli c a cid

B ■2

M i n e r al s ( m g)

K H 2P O 4

N a 2H P 0 .

N a C I

C a C1 2
･ 2 H z O

M g C 12
･ 6 H 2 0

M n C 12
･ 4 H 2 0

( N H .)2S O .

F e S O .
･ 7 H 2 0

C o C1 2
･ 6 H 20

N a H C O 3

G l u c o s e ( g)

9 0 0

5
,
0 0 0

90 0

26

20

1 0

4 0

4

1

5
,
0 0 0

2

Di s till e d w a t e r ( m l) 1
,
0 0 0

A ll a m i n o a cid s e x c e pt f o r c y s tei n e (K a n t o C h e mi c al
,

T ok y o) a n d al1 vi t a mi n e s

e x c e p t f o r b i o ti n (S i g m a
,
S t . L o ui s

,
U S A ) w e r e p u r c h a s e d f r o m W a k o

,
O s a k a .

l m m u n o s o r b e n t a s s a y ; M A D M
,

m ini m a l a mi n o a cid - d ef in e d m e di u m ; m - B H I
,

m O difi e d b r ain h e ar t i nf u si o n ;

O D 560 , O p tic al d e n sit y at 56 0 n m ; P B S
, p h o s p h at e - b uff e r e d s ali n e ; 6 ×I - M A D M

,
is ole u ci n e

-6 -f old M A D M ;

6 × M A D M
,
6 -f old M A D M ; T - P B S

, T w e e n 2 0 -

ad d ed - P B S
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た .

2 . 発育促進 ア ミ ノ 酸 の 検討

肝 片加 肝ブ イ ヨ ン16 時間培養菌液 の 遠心(1 , 0 0 0 × g , 1 5 分) 洗

浄菌液0 . 1 m l を 1 0 m l の 被験培地に 植菌 した . 操作ほ 混合ガ ス

噴射 下で 行い
,

同 ガ ス 存在下 で37-℃ で 培養した . 培養開始後 1

時間毎に O D 56｡ を 測定 した .

Ⅳ . 毒素の 測定

1 . トキ シ ン A

R e d m o n d ら
12 ､

の 酵素結合抗体免疫 ア ッ セ イ ( e n z y m e-1i n k e d

i m m u n o s o r b e n t a s s a y , E L I S A ) に 準 じ , 以下 の 方法 で トキ シ ソ

A を 測定 L た . まず ,
K a mi y a ら

一3一
の 方法に 準 じて精製 した ト キ

シ ソ A を 軌 ､
,
E h ric h ら

川
の 方法に 従 い 抗 ト キ シ ソ A 抗体 を作

製 L た . プ ロ テ イ ン A カ ラ ム (B i o
- R a d L a b o r a t o ri e s

,
Ri c h m o n d

,

U S A ) に よ り精製 した 抗 ト キ シ ソ A I g G を0 . 1 M 炭酸 ナ ト リ ウ

ム ー 炭酸水素ナ ト リ ウ ム 緩衝液 (p H 9 . 6) に 溶解 し(1 0 p g/ m l) ,

96 穴 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト イ ム ロ ン 2 ( D y n a t e c h L a b .
,
C h a n till y ,

U S A) の 各 ウ エ ル に 1 0 0 pl 加え , 4 ℃ で
一 夜静置 L た . 0 . 0 5 %

ツ イ
ー

ン ( T w e e n) 2 0 加1 5 m M リ ン 酸緩衝 生理 食塩 水 ( p H 7 . 2)

( T w e e n 2 0 -

a d d e d p h o s p h a t e- b uff e r e d s ali n e
,
T- P B S) で 一

回洗

浄後, 1 % 血清 ア ル ブ ミ ン ( 和光, 大阪) 加 P B S l O O 〃1 を 各ウ

エ ル に 加え ,
3 7 ℃

▲
2 時間静置 した . T , P B S で 2 回 洗浄後 , 被

験液 10 恥l を 各 ウ ェ ル に 加 え
,

3 7 ℃ で 1 時 間 静 置 し た .

T- P B S で 2 回 洗浄後 ,

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (S ig m a , S t . L o ui s ,

U S A ) 標識 抗 ト キ シ ソ A I g G (I g G 量 は 約 1 50 FLg/ m l) を

T - P B S で12 5 倍希釈 し, 各ウ ニ ル に 10 0 pl 加 え , 3 7 ℃ , 1 時間

静置 した . T- P B S で 2 回洗浄後 , 0 .1 M ク エ ン 酸 緩衝 液 ( p H

5 . 0) に 0
- フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン (S ig m a) (3 4 0 FLg/ m l) お よ び過酸

化水素 (0 . 0 0 8 % ) を 含ん だ基質液を 10 恥1 加え
, 室温で30 分間

反応 させ た . 4 . 5 N 硫酸 を各 ウ ニ ル に 50 〃i 加え反応 を停止 さ せ

た 後 ,
49 2 n m の 吸 光 度 を E a s y r e a d e r E A R 3 4 0 A T (S L T-

L a b i n s tr u m e n t s , S alz b u r g . A u s tri a) に て 測定 した .

標 準曲線は K a m iy a ら
1 3)

の 方法に よ り精製 した ト キ シ ソ A を

用 い て 求め た . 標識抗体の 作製は R e d m o n d ら
12)

の 方法 に よ っ

た . 本法で の ト キ シ ソ A の 測定 限界 ほ 10 n g/ m l で あ っ た .

2 . ト キ シ ソ B

ト キ シ ソ B の 測 定は培養 細胞 B H K-21/ W I- 2 を 用 い
,

マ イ ク

ロ タ イ タ 一 法 5)
に よ り行な っ た . 本細胞の 培養に ほ 5 % ウ シ 胎

児血 清 ( 大 日本製薬 , 大阪) 加イ ー グル 最小必 須培地 (日 札 束

京) (E a gl e

'

s m in i m al e s s e n ti al m e di u m s u p pl e m e n t e d w ith 5 %

f e t al c alf s e r u m
, E C-5) を 用 い た ･ トリ プ シ ソ 処理 後 ,

2 0 万個/

m l に な る様 E CL5 で 調整 した . B H K- 21/ W I-2 細胞 を96 穴 マ イ

ク ロ プ レ
ー ト フ ァ ル コ ソ 3 0 7 5 (B e c t o n D i c ki n s o n L a b w a r e

,

L i n c oi n P a r k
,
U S A ) の 各 ウ ェ ル に 50 FLl 分注 し , 炭酸 ガ ス が

5 % に な る よ う 調 整 され た 自動炭酸 ガ ス 細胞培養装置 IT 42

( ヤ マ ト科学 , 東京) 内で3 7 ℃ に て 培 養 し た . 2 4 時 間培 養後 ,

E C- 5 を 用 い て 2 倍 段階希釈 した 被験 試料 50 /上1 を 各 ウ ェ ル に 添

加 し
, 再び培養 した . 細胞 の 観察 は試料添加後 ,

2 4
,
4 8 時間後に

行い
,
ウ ニ ル 中の 全て の 細胞 が 円柳 ヒす る添加試料 の 最 大希釈

倍数の 逆 数を細胞 毒性 単位( c y t o t o xi c u nit , C U/ 5 0 FLl) と した .

3 . 試料の 濃縮 .

H V フ ィ ル タ ー に て 濾過 滅菌 した培養菌液を 透析膜 チ
ュ

ー

ブ

( V i sk i n g ,
N e w Y o r k

,
U S A ) に 注 入 し

, 結集した 後 ,
ポ リ エ チ レ

ン グ リ コ ー ル 2 0
,
0 0 0 (和光) に て 濃縮 した .

Ⅴ . 統計学的検 討

ト キ シ ソ A
,

トキ シ ソ B の 関連性の 検討は
,

ト キ シ ソ A の ト

キ シ ソ B 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 F 検定 で 行な っ た .

成 績

Ⅰ . 毒素産生 に必 須の ア ミ ノ酸

m -B H I に て 40 0 ～ 1
,
8 0 0 n g/ m l の ト キ シ ソ A

,
2

12
～ 2

14
C U/

5 0 pl の トキ シ ソ B を塵生す る C . di ffi c il e 3 菌株 ( V P I l O 46 3
,

B -l , K Z 1 6 4 7 株) に つ い て
!

ア ミ ノ 酸 1 種類 の み を 欠損 した

B D M に お け る毒 素産 生を 検討 し, 毒素産生 に 必須の ア ミ ノ 酸

を 求め た (表 2) .

B D M に お け る 菌の 発育は培 養24 ～ 3 6 時 間後 に 最高 に 達 し
,

T ab le 2 ･ E ff e c t of a mi n o a ci d d e p ri v a ti o n o n t o x i n p r o d u c ti o n b y C . dijfi cil e s tr ai n s i n B D M

C . dtffi ciL e str ai n s

D e p riv a t e d

a m i n o a cid
V PI l O4 6 3 B - 1

G r o w th
-)
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b)
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C )
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, n O vi sibl e g r o w t h ; + , th e m a xi m u m v al u e of O D s.｡ d u ri n g 5 d a y s of i n c u b a ti o n ( O D
m け) ≦ 0 .2 ; ≠,

0 .2 < O D , M ≦ 0 .4 ;

軋 O D
m . , > 0 .4

拍
n g/ m l .

′

-

,
1 e s s t h a n 1 0 n g/ m t .

亡> L o g 2C U/ 5 0 JLl ･

-

･
n O

? yt O t O Xi cit y ･

J )
Hi s tidi n e

, gl y ci n e
,
t y r O S m e

･
a r gi n i n e

, p h e n yl al a n i n e , th r e o n i n e
,

a l a ni n e
,
l y s in e

,
S e ri n e

,
a S p a r ti c a cid a n d gl u t a m i c a cid ･



C . 斬〃k 混 の 毒素産生

0 . 5 9 ～ 0 . 6 9 の O D 56｡ 値 を 示 した . また
t 産生 ト キ シ ソ A

,
ト キ シ

ソ B 量は 各々 24 ～ 5 4 0 n g/ m l
,
2

6
～ 2

12

C U/ 50 FLl で あ っ た .

バ リ ソ
,

シ ス テ イ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン 欠損 B D M で は 3 菌株

全株に お い て 菌の 発育 ほ認め られず , 当然 の こ とな が ら毒素産

生も認め られ な か っ た . プ ロ リ ソ 欠損 B D M に お い て は
,

K Z

1 6 4 7 株 で は菌 の 発育 ･ 毒素産 生は認め ら れ な か っ た . 他 の 2

株に お い て も菌の 発育 は培養 3 日 目以後に よ うや く認め られ た

に すぎず(最高 O D 5｡｡ 値 : 0 . 3 以下) , 毒素に つ い て は ト キ シ ソ B

の み がわ ずか に 検出 され た に す ぎな か っ た (2
4

C U/ 5恥l 以下) .

メ チ オ ニ ン 欠損 B D M でほ 菌の 発育ほ速や か に 認め られ , 培

養30 ～ 3 6 時 間後 に O D 5｡｡ 値 ほ 最 高 に 達 し た . 最高 O D s60 値

(0 .2 9 ～ 0 . 3 8) は B D M の 約1/2 で あ っ た が
, 産生毒素量は 極め

て低か っ た . ト キ シ ソ A は 全株で検 出され ず ,
トキ シ ソ B は全

株で 検 出 され た が B D M の1/ 8 ( B-1 株) ～ 1/ 2 5 6 ( V P I l O 4 6 3

株) に すぎな か っ た .

ロ イ シ ソ 欠損 B D M
,

イ ソ ロ イ シ ソ 欠損 B D M で は い ずれ の

菌株に つ い て も培養 2 日 目 以後に 菌の 発育が 認め られ た . 最高

O D ,6｡ 値 は ロ イ シ ン 欠 損 B D M で は 3 菌 株 共 に 培 養 5 日 目

(O D ,6｡ 値 : 0 .2 1 ～ 0 . 2 8) , イ ソ ロ イ シ ソ 欠損 B D M で は培養 2 ～

3 日 目( O D 56｡ 値 : 0 . 2 5 ～ 0 . 3 0) で あ っ た . ト キ シ ソ B 産生ほ
,

ロ

イ シ ン 欠損 B D M で は V P I 1 0 4 6 3
,
B-1 株 に おい て 認め られ ,

そ の 値は 各 々 B D M の 1/4 お よ び1/ 3 2
,

イ ソ ロ イ シ ソ 欠損

B D M で は 3 株全 株 に 認め ら れ
,

そ の 値 は B D M の 1/ 4 ( B - 1

株) ～ 1/ 3 2 ( V P I l O 46 3 株) に すぎな か っ た . ト キ シ ソ A は ト キ

シ ソ B 値が 2
5

C U/ 5 恥l 以 上 の 時 に の み 検出 され た .
ロ イ シ ン

欠損培地 に お い て は V P I l O 4 6 3 株 で の み トキ シ ソ A が 検出 さ

れ , 産生量 は B D M の 1/2 以下で あ っ た . また
,
イ ソ ロ イ シ ソ 欠

損培地 に お い て は V PI l O 4 6 3 , K Z 1 6 4 7 株で ト キ シ ソ A が 検出

され た が
,
B D M と 比較 した時 , 各々 B D M の 場合の1/7 以 下 .

1/ 4 以 下に す ぎなか っ た
｡ 他の11 種類 の ア ミ ノ 酸 欠損 B D M に

おけ る菌の 発育
･

毒素塵生は 3 株共 に B D M と ほ ぼ等 しい 値を

示 した .

以上 の 結果 ,

バ リ ン
,

シ ス テ イ ン
,

トリ プ ト フ
ァ

ン
,

プ ロ リ

ン
,

メ チ オ ニ ン
,

ロ イ シ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ が C 諭廿 柾 諭 の 毒

素産生 に 必 須の ア ミ ノ酸 で ある こ と が 分か っ た .
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Ⅱ . 発育促進 ア ミノ 酸

ア ミ ノ 酸と して上 述の 毒素産生に 必須 の ア ミ ノ酸 7 種類お よ

び 他 の11 種煩中の 1 種類ず つ を 加え た 合成培地 (各ア ミ ノ 酸 畳

は B D M と 同量) に おけ る 菌の 発 育を ,
V P I lO 4 6 3

,
B-1 ,

K Z

1 6 4 7 株を 用 い て 検討 し
, 菌の 発育 に 有効な ア ミ ノ 酸を 求め た .

本実験 に おい て は肝片加肝 ブイ ヨ ソ16 時間培養菌液を遠心 洗浄

した 後,
その 0 . 1 m l を 1 0 血 の 各培地 に 植菌 した . そ の 後37 ℃

で 培養を 行い
, -

一 時間毎に O D 56｡ 値を 測定 した .

本 実験条 件 で は B D M に お い て は 3 株 共培 養 9 時 間後 に

O D 58｡ 値 ほ最高値 (0 . 81 ～ 0 . 8 7) を示 した (表 3) . ま た
, 必 須 ア

ミ ノ 酸の み を含む 場合,
3 株共培養14 時間後に O D 56｡ 値 ほ 最高

値 (0 . 4 9 ～ 0 . 7 5) に 達 した .

グ リ シ ソ ある い ほ ス レ オ ニ ソ を 添 加 した 場合 ,
V P I l O 4 6 3 ,

B -1 株 で は 発育は 明 らか に 促進 され
,
最 高 O D 56｡ 値は , 特に ス レ

オ ニ ソ を添加 した時増加 し, ま た 培養10 ～ 1 2 時間後 に 最高値に

達 し
, 必須 ア ミ ノ 酸の み の 場合に 比べ 短 い 培養時間で 最高値に

達 した . K Z 1 6 4 7 秩の 場合,
グリ シ ソ

,
ス レオ ニ ソ 添加培地に

お い て も最高 O D 5｡｡ 値 の 顕著な増加は み られ なか っ た が
, 最 高

(

○

崇
q

O
)

王

き
O
L

ロ

ー

雲
L

む
】

U

d

瓜

l n c u b cLti o n p e ri o d ( h r)

F i g . 1 , E ff e c t of gly ci n e a n d t h r e o ni n e o n th e g r o w t h o f

C , d iffi cil e str ai n V P I l O 46 3 i n e s s e n ti al a m i n o a cid-d efi-

n e d m e di u m . A m i n o a cid s u p pL e m e n t e d : ○ ,
n O n e ; △ ,

gly ci n e (1 0 0 m g/l) ; ▲ ,
t h r e o ni n e (2 00 m g/1) ; ○,

B D M ･

T a b le 3 . E ff e c t of a m i n o a cid s u p pl e m e n t o n th e g r o w th of C .

s tr ai n s

M e di u m
b) A m i n o a cid

S u P Pl e m e n t e d

M a xi m u m O D 56 0 V al u e d u ri n g l n C u b ati o n

P e ri o d i n C . d iffi cil e st T ai n
A)

V P I l O 4 6 3 B - 1 K Z 1 6 4 7

B D M O .8 5 0
. 8 7 0 .8 1

E s s e n ti al a m i n o N o n e O . 6 0 0 . 4 9 0 .7 5

a cid - d efi n e d G ly ci n e O . 7 0 0 . 6 6 0 .7 8

T h r e o n i n e O . 7 6 0 . 8 1 0 .7 9

O th e r 9

a m i n o a cid s
C)

0 . 5 6
-

0 . 6 1 0 . 4 3 - 0 . 5 1 0 . 7 6 - 0 . 8 0

-)
A O . トr n l p o r ti o n of w a s h e d 1 6 - h r li v e r b r o th c ult u r e of e a c h s tr a i n w a s

i n o c ul a te d i n t o l O m l of e a c h m e di u m . T h e b a c t e ri al gr o w th r e a c h e d th e

m a xi m u m l e v el i n l O t o 1 4 h r of i n c u b a ti o n p e ri o d .

b)
B D M c o n sis t s of 1 8 a m i n o a cid s (s e e T a b le l) . E s s e n ti al a mi n o

a cid - d efi n e d m e d i u m c o n si s ts of v ali n e
,

C y St ei n e
,
t r y p t O p h a n

,
m e thi o n i n e

,

p r oli n e ,
1 e u ci n e a n d is ol e u ci n e .

C) H is tid i n e
. gl y ci n e

,
ty r O S in e

,
a r gi ni n e

, p h e n yl al a ni n e
,
1y si n e

,
S e ri n e

,
a S p a rti c

a cid a n d gl u t a mi c a cid .
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O D 醐 掛 こ達す る培養時間は10 ～ 1 1 時間 で あり , 必 須 ア ミ ノ 酸

の み の 場合に 比 べ 菌の 発育は 促進 され た . 他の 9 種煩 の ア ミ ノ

酸に つ い て は 明確 な 発育 促進効果 は 認め られ な か っ た ｡ V P I

1 0 4 63 株の 増殖 曲緩 を図1 に 示 した . 固か ら分か る様に グ リ シ

ソ は 掛 こ増殖速度促 進に
,

ス レ オ ニ ン は増殖速度促進 と共に
,

先述の 如く増殖量増 加に 有効で ある こ と が分 か っ た . グ リ シ

ン
,

ス レオ ニ ソ を B D M に含まれ て い る量( グ リ シ ソ
,
1 0 0 m g/

1; ス レ オ ニ ン
,
2 0 0 m g/1) の 2 倍量 に 増量 した 臥 そ の 効果の 増

加 ほ 認め ら れ な か っ た . 逆 に グ リ シ ン
,

ス レ オ ニ ン を 各 々

50 m g/l ,
1 0 0 m g/1 忙 減量 した 時,

わ ずか なが ら増殖促進効果ほ

減少 した (成績略) .

以上 の 結果 よ り
,
以下 に 用い る培地に おい て は グ リ シ ン

,
ス

レ オ ニ ン 量を各 々 20 0 m g/1 ,
4 0 0 m gノ1 と した .

Ⅲ . 必 須ア ミノ 酸量 と毒素産生

1 . シ ス テ イ ソ 量

シ ス テ イ ン は還元 作用 を有する の で , そ の 還元作用が 菌の 増

殖 ･ 毒素産生に 重要と も考え られ る . そ こ で
､

シ ス テ イ ソ の 代

りに 還 元剤 と して チ オ グリ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム を 添 加 し た

B D M に お ける毒素塵 生を ,
V P I l O 4 63 , B -1 , K Z 1 6 4 7 株を 用い

て検討 した (衰4 ) .
シ ス テ イ ソ を含 む B D M と シ ス テ イ ン の 代

りに チ オ グリ コ
ー ル 酸ナ トリ ウ ム を 含む B D M に おけ る菌の 発

育ほ共に 最高 O D 5 闘 値0 . 4 以上 で あ っ た . また
, 産生 ト キ シ ソ B

量は ほ ぼ 同程度で あ っ た . した が っ て
,

シ ス テ イ ン は 還元剤と

L て 働い て い る こ と が分か っ た . 以下に 用い る培地 に は
, 還元

剤と して 働く最適量 で ある 500 m g/ 1 (0 . 0 5 % ) の シ ス テ イ ン を

添加 した .

2 . 他の 必 須ア ミ ノ 酸畳

シ ス テ イ ン 以外 の 6 種類の 必 須 ア ミ ノ 酸 ( バ リ ソ
,

ト リ プ ト

フ ァ ン
,

プ ロ リ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

ロ イ シ ン
,
イ ソ ロ イ シ ソ) の 量

を B D M に 含 まれ て い る量を 基礎濃度と し
,

2
,

3
,

4
,

5
,

6 , 7 , 8 , 9
,
1 0 倍量 に 増量 した 場合 の 毒 素産 生 を V PI

l O 4 6 3 株を用 い て 検討 した (図2 ) .

グ リ シ ソ ･ ス レ オ ニ ソ 非添加の 場合,
トキ シ ソ A 値 は各 ア ミ

ノ 酸濃度が基礎濃度 で ほ0 .4 4 m g/ m l で あ っ た が
,

2 倍 量 に 増

量 した 時1 . 4 2 m g/ m l に 増加 した . 3 ～ 8 倍量に 増量 し て も ト

キ シ ソ A 量の 増加ほ 認め られずほ ぼ 等 しい 値 (1 . 5 0 ～ 1 . 4 2 m g/

m l) を示 し
,

9
,
1 0 倍量 で は ト キ シ ソ A 量は む しろ減少 した .

トキ シ ソ B 値は ア ミ ノ 酸濃 度が 基礎濃 度 で は 2
13
C U/ 50 山 で

あ っ た が
,

2 倍量 に 増量 した 時,
2

15
C U/ 5 0 〟1 に 増加 した . 3 ～

9 倍量に 増量して も トキ シ ソ B 量の 増加 ほ認め られ ず等 しい 値

(2
-5
C U/5 仙1) を示 した .

グリ シ ン
･

ス レオ ニ ソ を 添加 した 場合 ,
グ リ シ ソ

･

ス レ オ ニ

ン 非添加 に 比 べ トキ シ ソ B 値に 関 して は増加 は認め られ なか っ

た が
,

ト キ シ ソ A 備に 関 して は 著 しい 増加 が認 め られ た
. トキ

シ ソ A 値は ア ミ ノ 酸濃度が 基礎 濃度 で は 1 . 0 2 m g/ m l で あ っ た

が
,

ア ミ ノ 酸の 増量 と共に 増加 し
,

5 倍 量 に 増量 した 時 3 . 3 6

5

(
一

∈
､

ひ

∈
)

く

じ

完
0
ト

(

】

斗
O
S
､

⊃

U

N

ひ
0

こ

瓜

じ
膚

…
ト

5 1 0

C o n c e n t r q t i o n o† q m i n o q c i d s

( r q ti o t o t h e b q s q l c o n c e n
-

t r q ti o n )
F i g . 2 . E ff e c t of a m i n o a cid in c r e m e n t o n th e t o xin

P r O d u c ti o n b y C . d iffi cil e s tr ai n V P I l O 4 6 3 . B a s al

C O n C e n tr a ti o n s of a m i n o a cid s ( m g/ l) : tr y p t O P h a n , 1 0 0 ;

m e th i o ni n e
,
2 0 0 ; V ali n e

, 3 0 0 ; i s ol e u ci n e
, 3 0 0 ; P r Ol in e , 30 0 ;

l e u ci n e
,
4 00 . 0 , △ ,

e S S e n ti al a m i n o a c id- d efi n ed m e di u m ;

●, ▲ ,
e S S e n ti al a m i n o a cid- d efi n e d m ed i u m s u p pl e m e n t ed

W ith gl y ci n e (2 0 0 m g/ l) a n d th r e o n i n e (4 0 0 m g/l) ( mi ni m al

a m i n o a cid-d efi n e d m e d i u m
,
M A D M ) . 0 , ○ ,

t O Xi n A ; △ ,

▲ , t O Xi n B .

T a bl e 4 . C o m p a ris o n o f c y st ei n e a n d s o d i u m thi o gly c ol a t e f o r t o x i n B

p r o d u c ti o n b y C . d U fi cil e s tr ai n s

B D M c o n t ai n l n g

S tr ai n
C y s t ei n e (0 .0 5 % )

G r o w th
-)

T o xi n B

(lo g 2 C U/ 5 0 〃l)

S o di u m t hi o gl y c ol a t e

(0 .1 % )

G r o w tb
T o xi n B

(l o g 2 C W 5 0 〟1)

V pI l O 4 6 3 ≠

B
-

1 ≠

K Z 1 6 4 7 ≠

2

貞
U

7

1

A)
R ef e r t o th e f o o t n ot e s of T a bl e 2 .
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m g/ m l に ま で 増加 した ･ 6 倍量以上 に 増 量 し て も ト キ シ ソ A

債の 増加は 認め られず,
1 0 倍量に 増 量 した場合 ト キ シ ソ A 値は

や や減少 した .

以上 の 結果 , 発育促進に 有効な グリ シ ソ
,

ス レ オ ニ ソ は 毒性

産生に お い て も有効な ア ミ ノ 酸 で ある こ とが 分か っ た ･ また
,

バ リ ソ
,

ト リ プ ト フ ア ン
,

プ ロ リ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

ロ イ シ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ の 量を B D M の 5 倍 量に 含む 培地が 毒素産生 に 有

効な こ と が 分か っ た . なお
,

グリ シ ソ ･ ス レ オ ニ ソ を 含ま な い

場合,
グリ シ ソ

･

ス レ オ ニ ソ を 含む場 合
,

い ずれ に お い て もア

ミ ノ 酸 の 増 量に か か わ りな く 菌の 発 育 の 変 動 は 少 な く 最 高

O D 56｡ 値は 前者に お い て は0 . 2 5 ～ 0 . 3 0 , 後者 に お い て ほ0 . 4 5 ～

0 .
5 0 で あ っ た .

以上 の 結 果に 基づ き , 以下の 実験 に お い て は
t 培地 1

,
0 0 0 m l

あた り
,

グ リ シ ソ 2 0 0 m 臥 ス レ オ ニ ソ 4 0 0 m g ,
シ ス テ イ ン

50 0 m g ,
バ リ ン 3 0 0 m g ,

ト リ プ ト フ ア ン 1 0 0 m g ,
プ ロ リ ン

3 00 m g ,
メ チ オ ニ ン 2 0 0 m g ,

ロ イ シ ソ 4 0 0 m g ,
イ ソ ロ イ シ ソ

30 0 m g ( グリ シ ソ
,

ス レ オ ニ ン 以外 は B D M に 含 ま れ て い る

量) の ア ミ ノ 酸 を 含む 合成培 地を 最 小必 須 ア ミ ノ 酸 合成 培地

( m i n i m a l a mi n o a c id , d e王i n e d m e di u m
,
M A D M ) と して使用 し

た . また
,

バ リ ン
, ト リ プ ト フ ァ ン

,
プ ロ リ ン

,
メ チ オ ニ ン

,

ロ イ シ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ の 6 種類 の ア ミ ノ 酸量を M A D M の 6

倍 量 に 含 む 培 地 を 6 倍 増 量 M A D M (6 -f oId M A D M
,
6 ×

M A D M ) と して 用 い た .

次い で
,

上 述の 6 種煩の ア ミ ノ 酸の 中 で
,

い ずれ の ア ミ ノ 酸

の 増量が 毒素 産生 に 最 も有効 で あ る か に つ い て 検討 した (表

5 ) .

ト リ プ ト フ ァ ン
,

プ ロ リ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

ロ イ シ ン を 6 倍量

に 増量 して も トキ シ ソ A
,

トキ シ ソ B 共に そ の 産生量の 増加 は

み られ なか っ た , しか しな が ら
,

バ リ ソ
, イ ソ ロ イ シ ソ を 増量

した時 ,
ト キ シ ソ A

,
トキ シ ソ B 共 に 明 らか に 増加 した . 掛 こ

イ ソ ロ イ シ ソ を 増量 した 時
,

ト キ シ ソ A
,

ト キ シ ソ B 共 に

6 × M A D M と同 じ値を 示 した . 即 ち ,
6 × M A D M の 毒素産生促

959

F i g . 3 . C o r r el a ti o n b e t w e e n p r o d u c ti vi tie s of t o xi n s A a nd B

i n m T B H I (○) a n d 6 × M A D M (●) .
-

,
m -B H I ; th e

r e g r e s si o n e q u a tio n is Y = 0 ･2 3 Ⅹ- 0 ･O l a n d th e c o effi ci e n t

of c o r r el a tio n r is O .9 9 (p < 0 .01
,

n = 1 8) . - - -

,
6 ×

M A D M ; th e r e g r e s sio n e q u a tio n is Y = 0 ･2 2 X + 0 ･1 4 a n d th e

c o effic i e n t of c o r r el a ti o n r is O .9 8 ( p < 0 .01
,

n
= 1 3) .

T a bl e 5 . Eff e c t of i n c r e a s e of a si n gl e a m i n o a cid o n t o xi n p r o d u c ti o n b y

C . dif!i cil e s tr ai n V P I l O 4 6 3 i n th e m i ni m al a m i n o a cid -d efi n e d m e di u m

(M A D M )

A m o u n t of t o xi n p r o d u c e d

M e di u m

A r n i n o a cid

i n c r e a s e d
e )

C o n c e n tr a ti o n

( m g/ 1)
苫浣含 (1｡ gア爵諾〃1)

M A D M
&)

N o n e

V ali n e l
,
8 0 0

T r y p to p h a n 6 0 0

P r oli n e l , 8 0 0

M e thi o ni n e l , 2 0 0

L e u ci n e 2 . 4 0 0

I s ol e u ci n e l ,
8 0 0

0

0

0

0

n
U

O

O

8

0
0

8
ハ

U

O

4

6

9

4

9

0

9

6

9

1

1

1

4

5

4

4

4

3

5

1
1
⊥

1

1
⊥

1

1
⊥

l

6 ×M A D M
b) 1

,
96 0 1 5

A)
A mi n o a cid c o m p o siti o n of M A D M = V al i n e 3 0 0 ,

t r y pt O p h a n l OO
･ p r Oli n e

3 0 0
, m e thi o ni n e 2 0 0

,
l e u c in e 4 0 0

,
i s ol e u ci n e 3 0 0 , gl y ci n e 2 00

,
th r e o ni n e 4 0 0

a n d c y s t ei n e 5 0 0 m g p e r l
,
00 0 m l ･

b) M A D M s u p pl e m e n t e d w ith v ali n e
,
tr y p t O p h a n

. p r oli n e
･

m eth i o ni n e
･
l e u ci n e

a n d i s ol e u ci n e a t c o n c e n t r a ti o n s 6 -f ol d h i gh e r th a n th o s e i n M A D M ･

e) E a c h a mi n o a ci d w a s i n c r e a s e d u p t o th e c o n c e n tr ati o n 6 -f old hi g h e r th a n

th a t i n M A D M .
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進効果は イ ソ ロ イ シ ソ に よ る もの で あ る可 能性 が 示 さ れ た .

M A D M に 含 まれ る ア ミ ノ 酸の 中で イ ソ ロ イ シ ソ 濃度 を 6 倍 に

増量 した 培地 をイ ソ ロ シ ソ 6 倍 増量 M A D M (is ol e u c in e
-6 イ01d

M A D M
,
6 ×I - M A D M ) と して 以下に 使用 した ,

Ⅳ . C . 煎〃k 混 菌株の 各種合成培地に お ける毒素産生

有毒 C . 弟〃正混 20 菌株 の 毒素産生性を複合培地 m
- B H I

,
1 8

種 類の ア ミ ノ 酸か ら 成 る B D M
, 9 種類 の ア ミ ノ 酸 か ら成 る

6 × M A D M
,
6 ×Ⅰ-M A D M を用い て 比較検討 した .

3 種 の 合成培地 を 比 較す ると
,
被験2 0 株 中 K Z 1 6 0 4

,
K Z

1 74 8 株を除 い た 全株が 6 ×M A D M に お い て最 も良好な 毒素産

生 を示 した (蓑6 ) .
K Z 1 6 0 4 株に つ い て は 6 ×I - M A D M に お い

て トキ シ ソ A 値が 最も高く ,
K Z 1 7 4 8 株 に つ い て は B D M に お

い て ト キ シ ソ A
一

トキ シ ソ B 値は 最 も 高か っ た が
,

そ の 値 は

6 × M A D M に おけ る値と ほぼ 等 しか っ た . 毒素産生に 良好な複

合培地 で ある m
-B H I と 6 × M A D M とを 比較す ると , 被験20 株

中13株 ( K Z 1 6 0 7
,
K Z 1 6 1 0

,
K Z 1 6 9 4

,
K Z 1 6 1 3

,
K Z 1 62 6

,
K Z

1 6 0 6
,

K Z 1 6 04
,

K Z 1 6 08
,

K Z 1 6 6 5
,
K Z 1 6 0 2

,
K Z 1 6 5 0

,
K Z

1 6 01 , V P I l O 4 6 3 株) が 両培地 で ほぼ同産度 い キ シ ソ B 値 の 差

が 4 倍以内) の 毒素塵生を示 した . 6 × M A D M に お い て † キ シ

ソ A ,
ト キ シ ソ B が 共に 検出 され た 菌株 は m-B H I に て 2

T

C U/

5 恥l の ト キ シ ソ B 値を示 した 4 株中1 株お よび 2
8
C U/ 5 恥上 以

上 の ト キ シ ソ B 値を 示 した 菌株13 株全株 一 計14 株 で あ っ た . こ

れ ら14 株中4 株 (K Z 1 60 2 , K Z 1 6 5 0
,
K Z 1 6 0 1

,
V P I l O 4 6 3 株)

で は m
-B H I と 同程度( トキ シ ソ B 値の 差が 2 倍以内) の 毒素が

産 生 さ れ た ･ 残 り1 0 株 中 4 株 ( K Z 1 6 0 4
,
K Z 1 6 0 8

,
K Z 1 69 8

,

K Z 1 6 6 5 株) に つ い て は 6 × M A D M に おけ る トキ シ ソ B 値 は

m
- B H I の1/ 4 ～ 1/ 8 , ト キ シ ソ A 値 も約1/3 ～ 1/ 4 で あり , 比較的

高い 毒素産 生 が 認 め ら れ た . 6 株 ( K Z 1 6 4 8
, K Z 1 6 2 5

, K Z

1 6 3 0
,
B -1

,
K Z 1 7 4 8

,
K Z 1 64 7 株) に つ い て は

,
6 ×M A D M に お

け る毒素産 生性 は m-B H I に 比 べ 悪く l
トキ シ ソ B 億 ほ1/ 1 6 ～

1/ 6 4
,

ト キ シ ソ A 値 は 約1/ 6 ( K Z 1 6 3 0 株) ～ 1/ 2 0 ( K Z 1 7 48

株) に すぎな か っ た . m - B H I に お い て ト キ シ ソ A が 検出され な

か っ た 2 株 ( K Z 1 6 0 7 , K Z 1 61 0 株) ,
お よ び 6 ×M A D M に お い

て トキ シ ソ A が検 出され な か っ た 6 株 ( K Z ･ 1 6 0 7
,
K Z 1 61 0

, K Z

1 6 9 4
,
K Z 1 6 1 3

,
K Z 1 6 2 6

,
K Z 1 6 0 6 株) に つ い て

, 培養液を ポリ

エ チ レ ン グ リ コ ー ル2 0
,
0 0 0 を用 い 濃縮 した 後 に トキ シ ソ B 値 ,

トキ シ ソ A 値 を測 定 した . い ずれ の 場 合に も ト キ シ ソ B 値 が

9 ～ 1 1 C U/ 5 0 JLl に な る まで 濃縮 した 時,
9 6 ～ 1 9 0 n g/ m l の ト キ シ

ソ A が 検出され た .

トキ シ ソ A と トキ シ ソ B の 塵生性 の 関連性の 度合い を
,

トキ

シ ソ A
,

ト キ シ ソ B 翠に 検 出され る ト キ シ ソ B 値 2
6

C U/ 5 恥1 以

上 に つ い て
,

ト キ シ ソ A 値 (l o g l｡ n g/ m l
,
Y ) の ト キ シ ソ B 値

(lo g 2 C U/ 5 恥1
,
Ⅹ) と の 回帰方程式を 求め る こ と に よ り検討 した

( 図3 ) . m
- B H I , 6 ×M A D M い ずれ の 培地 に お い て も ト キ シ ソ

A 値と トキ シ ソ B 値 の 間に は 有意 の 正 の 相関 が み と め られ た

( それ ぞれ Y = 0 . 2 3 Ⅹ
-

0 . 0 1
,

r
= 0 . 9 9

, p < 0 . 0 1 ; Y = 0 . 2 2 Ⅹ +

0 .1 4
,

r = 0 . 9 8 , p < 0 . 01) . ま た
,

2 つ の 回 帰係数 の 差 の 検討を

行な っ た と こ ろ , 有意 の 差 はな か っ た (p < 0 . 0 1) .

T a b le 6 . T o xi n p r o d u c ti o n b y C . d if!i c il c s tr ai n s i n diff e r e n t d efi n e d m e d i a

A m o u n t of t o xi n p r o d u c e d i n

S tr ai n m
- B H I

▲)
6 × M A D M 6 ×r - M A D M B D M

A
b) B

C)
A B A B A

K Z 1 60 7

K Z 1 61 0

K Z 1 69 4 1 8

E Z 1 61 3 3 4

K Z 1 62 6 3 5

E Z 1 60 6 5 2

K Z 1 60 4 8 0

K Z 1 60 8 1 4 0

K Z 1 69 8 1 8 0

K Z 1 64 8 2 9 0

K Z 1 62 5 5 5 0

K Z 1 63 0 5 4 0

K Z 1 66 5 9 8 0

B - 1 1 , 1 0 0

K Z 1 74 8 1
,
9 0 0

K Z 1 64 7 1
,
6 0 0

K Z 1 60 2 4 5

K Z 1 65 0 1 3 0

K Z 1 60 1 2 2 0

V PI l O 4 6 3 1
,
9 0 0

5

5

6

7

7

7

8 2 4

9 3 8

9 4 7

11 1 9

1 2 4 2

1 2 8 8

1 3 3 2 0

1 3 1 0 0
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1 2 0

28
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1
,
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6

6
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9

-)
m

- B H I
,
B H I s u p pl e m e n t e d wi th O .2 % N a 2H P O 一; 6 × M A D M

,
r ef e r t o th e

f o o t n o te s of T a bl e 5 ; 6 ×I + M A D M , M A D M s u p pl e m e n t e d wi th i s ol e u ci n e a t

a c o n c e n tr a ti o n 6 -f old hi g h e r t h a n th a t i n M A D M ; B D M
,
b a s al d e fi n e d

m e di u m .

b)
T o x in A ( n g/ m l)ミ

ー

,
l e s s th a n l O n g/ m l .

C)
T o x i n B (l o g 2C U/ 5 0 JLl) .



C . 弟〃k 混 の 毒素塵生

考 察

C . d f〃f cよJ g は 偽膜性大勝炎 ,

一 部の 抗生物質閑適 下痢症 の

原因菌で あ る
‖

.
これ ら C ･ 動伊最ね 腸炎患者糞便中に は本菌の

産生す る ト キ シ ソ A ,
トキ シ ソ B が 存在 し

,
これ ら の 毒素が 主

病原因子 で あ る こ と が 明 らか に され て い る
2)

･ ト キ シ ソ A
,

ト

キシ ソ B ほ 主 な 生物学 的活性 と して共 に サ イ ト トキ シ ソ 活性 ,

致死活性 , 血 管透過性 増強活性 を有す る
錮 1 6)

･ トキ シ ソ A は結

染腸管液体貯留活性 ( エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 活性) を 有 し
, また

,
ト

キ シ ソ B は極め て 強い サ イ ト ト キ シ ソ 活性 ( ト キ シ ソ A に 比 べ

タ ン パ ク 当 り
,
約1 , 0 0 0 倍) を 有す る点 が特徴 であ る

2 ‖5)- 6 )
. 病因

的に は エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 活性を 有する ト キ シ ソ A の 方が 重要で

ある こ と が 示 され て い る
17 卜 柑)

C . 孔竹 前k 腸 炎の 発症要因と して 最 も 重要な も の ほ 抗 生物

質投与 で あ るが
,

そ の 他便 軌 イ レ ウ ス
, 結腸癌等 が挙げ られ

て い る
封20)

. こ れ らの 要因は い ずれも腸内細菌叢に 影響 を与え る

もの で ある .

健康成人 の 糞便か らの C . 斬〃正 混 分離率は 0 ～ 1 3 % と報告

者に よ り異 な る
5)6) 21 ) 2 2)

, N a k a m u r a ら
5)

ほ2 0 ～ 9 0 歳 の 健康成人431

人を 対象 と して49 人 (1 1 . 4 % ) か ら C . d げJf cJJ g を分離 (菌数 ;

10
2

～ 1 0ソg) し た . 健 康 C . 詔〃f cf∠e 保 菌 者 の 場 合 ,
C ･

動研 冨k 腸 炎患者 と異な り
,
そ の 糞便中 に は トキ シ ソ A ,

ト キ

シ ソ B は 検出され な い
5)6) 2 1) 2 2)

C . 動竹 前k 腸炎 の 治療 に ほ 通常バ ン コ マ イ シ ソ が 用 い ら れ

る が
, 再発を 繰 り返す場合 , 健康成人 の 糞便の 注腸投与が 有効

で ある と報告 され て い る
4)

.

以上 の こ とは
, 正常 腸内細菌叢の 乱れ が C ･ dよ〃k 混 の 異常

増殖 を招来 し
, 産生 された ト キ シ ソ A

,
ト キ シ ソ B が 主病原因

子と して働き , 腸炎が 惹起され る こ と を示 して い る .

一

方 , 腸

内細菌叢 ほ C . df 〃f c∫J g の 増殖 ･ 毒素産生 を抑制 して い る こ と

を示 して い る .

C = れげk 混 の 毒素塵生機構 に つ い て は 主 と して 胞 子形成 の

観点か ら検討され て い る
23) ､ 2 5 )

. K a m i y a ら
9)

は極め て 少量の 栄養

型細菌の み を植 菌す る こ とに よ り ,
ト キ シ ソ B は胞子形成 時期

に 一 致 して 産生され 仁 培 地 中 に 放出 され る こ と を 明 らか に し

た . しか しな が ら
,

い か な る物質が 毒素産生に 影響 し
, 毒素産

生を制御す るの か 全く 不 明 で ある .
こ の 事を 解明す る に ほ

, 成

分が複雑な 複合培地 ほ 不 適で あり , 毒素産生の た め の 合成培地

の 開発 が望 まれ て い る .

本研究 で は腸 内細菌叢の C . d げJfビゴJ♂ に 対す る増殖 ･ 毒素産

生の 抑制機構 を栄養素 の 競合の 観点か ら検討す べく
,

ま た
,
毒

素塵生の た め の 合成培地の 開発をも 目 的と して , 栄養素の 中で

も重要な役割 を 占め て い る ア ミ ノ 酸の 毒素産 生に 与え る影響 に

つ い て 検討 した .

本研究 で は トキ シ ソ A の 測定に ほ E L I S A を用 い
,

トキ シ ソ

B の 測定に は 2 倍段 階希釈法に よ り培 養細胞 に 対す るサ イ ト ト

キ シ ソ 活性を 測定す る方法 を用い た . 培養細胞は トキ シ ソ B に

対す る感受性が 極め て 高い の で
, 本研究 で 用い た 方法 が ト キ シ

ソ B 測定 に は
一

般的に 用 い られ て い る
2)

.

まず各種 ア ミ ノ 酸欠損 B D M を 用い
,
C . 粛〃f cfg e の 毒素産生

に必須 の ア ミ ノ 酸を 求め た . 被験菌株 の 十分な 発育 ･ 毒素産生

には バ リ ン
,

シ ス テイ ソ
, トリ プ ト フ ア ン

,
プ ロ リ ン

,
メ チ オ

ニ ン
,

ロ イ シ ソ
,
イ ソ ロ イ シ ソ が必須 で あ っ た . H a sl a m ら明

ほ

C . 斬〃紘涼 3 菌株を 用い て検討 し
,

3 菌株 とも
, 著者の 成績

96 1

と 同様 ,
これ らの ア ミ ノ 酸が 発育 ･ 毒素産生に 必 須で ある と報

告 して い る . しか しな が ら , 欠損 した 時, 菌の 発育 ･ 毒素産生

が 認め られ な い ア ミ ノ 酸は
, 菌株 に よ り相遵が ある もの の

,
著

者の 成績で は バ リ ン
,

シ ス テ イ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン
,

プ ロ リ ン

で あ っ た が
,

H a sl a m ら
川)

の 成蹟 で は こ れ ら4 種 に 加 う る に メ

チ オ ニ ン
,

ロ イ シ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ で あ っ た .
さ ら に

,

H a sla r n ら
tO)

の 成績 で は菌株 に よ り異な るが
,

ヒ ス チ ジ ン
,

チ ロ

ジ ン
,

リ ジ ン
,

グル タ ミ ン 酸 ,
ア ラ ニ ソ

,
グ リ シ ン が 菌の 発育

に は必 須 で は な い が毒素塵生 に 必須 で あ っ た と 報告 さ れ て い

る . 上述 の 如く必 須 ア ミ ノ 酸が 異な っ た理 由と して は
, 使 用 し

た 菌株の 相違の 他に 使用 培地 の 違 い が 挙げられ る . 著者の 使用

した 培地 と H a sl a m ら
10)

の 培 地 と の 最も大 きな 相違点 は 培地

p H で ある . H a sl a m ら
10)

の 培地 p H ほ約 9 と極め て 高く , 菌の

発育に は 不適 で あ る .

上述の 7 種類 の 必 須ア ミ ノ 酸の み を 含む 培地に お け る菌の 発

育 ほ不 良で あ っ た の で
, 各種 ア ミ ノ 酸 1 種類の み を 更に 添加 し

た 培地 に お ける 菌の 発育を 検 討 し
, 発 育促進 ア ミ ノ 酸を 求め

た . 1 1 種類の ア ミ ノ 酸の 中で グリ シ ン
,

ス レ オ ニ ン が菌 の 発育

を 明 らか に 促進 した . しか しな が ら
,

グ リ シ ン お よ び ス レ オ ニ

ン を 同時に 添加 した 場合 に も相 乗作 用 は 認 め ら れ ず , 最 高

O D 56｡ 値ほ18 種類 の ア ミ ノ 酸全て を含 ん で い る B D M に 比 べ 幾

分低か っ た . 1 種類の みを 添加 した 場合 , そ の 発育促進効果 は

明確 で は なか っ た 残 り9 種類の ア ミ ノ 酸が
, 十分な 発育に は必

要 で あ る こ と を示 して い る . グリ シ ン
,

ス レ オ ニ ン の 発育促進

作用は B D M に 含ま れて い る 量が 十分量で あ っ た .

7 種類の 必須 ア ミ ノ 酸量と産生毒素量の 量的関係に つ い て 検

討 した . こ れ ら必須 ア ミ ノ 酸 の 中で シ ス テ イ ソ は 還元作用を 有

す る と こ ろか ら, 嫌気性菌の 培養に 当 っ て は通常還元剤 と して

用 い られ て い る
26)

. 本培地に お い て も シ ス テ イ ソ は 還 元 剤 と し

て 必 須で あ る こ と が 考え られ たの で
, 還 元剤 と して シ ス テ イ ン

の か わ り に チ オ グリ コ ー ル 酸ナ ト リ ウ ム を含ん で い る B D M に

お ける 歯の 発 育 ･ 毒素産生を 検討 した .
チ オ グ リ コ ー ル 酸 ナ ト

リ ウ ム 添加 B D M に お ける菌の 発育 ･ 毒素産生 は シ ス テ イ ン 添

加 B D M と 同 程度で あ っ た こ とか ら,
B D M に お い て も シ ス テ

イ ン は 還元剤 と して 働い て い る こ とが 明 らか と な っ た . 還元 剤

と して シ ス テ イ ン を 添加す る場合0 . 0 5 % が 最適で あり
,

そ れ 以

上 の 濃度 は 菌の 発育 に 対 し抑制 的に 働く こ と が 知 ら れ て い

る
26)

ト 以上の 点か ら シ ス テ イ ン 濃度を0 . 05 % とす る こ と と した .

次 い で ,
V PI l O 4 6 3 株を用 い て

, 残 り6 種煩の ア ミ ノ酸 の 量を

B D M に 含 まれ て い る量の 2 ～ 1 0 倍に 増 量 し
, 毒素産生を 検討

した .

い か な る濃度に お い て も グリ シ ン
･

ス レ オ ニ ン を 含ん で い る

方が 毒素産生が 良好で あり ,
これ ら の 発育促進 ア ミ ノ 酸ほ 毒素

塵生に も有効で ある こ とが 分か っ た . トキ シ ソ B の 値 に は差 が

認め られ な か っ た が
,

こ れ は トキ シ ソ B の 測定が 2 倍段階希釈

法 に よ っ て い る こ とに 起 因す るもの と思わ れ る . グ リ シ ン
･

ス

レ オ ニ ン 添 加培地 に お ける毒素産生量 は ア ミ ノ 酸量を B D M の

5 倍量 に増 量 した 時 , 最高値に 達 した . 6 種類の ア ミ ノ 酸中,

毒素産生に 最も有効な ア ミ ノ 酸を 明 らか に す るた め
,

1 種類の

み を 6 倍量 に増量 した 培地に おけ る毒素産生を 検討 した . 6 種

類 中バ リ ソ
, イ ソ ロ イ シ ソ

, 掛 こイ ソ ロ イ シ ソ が 毒素産生 に有

効 で あり , 6 種類全 てを 増量 した 場合と等 しい 毒素産生が認め

られ た .

･ 以上の 結果 ,
C . 覇〃転侮 の 毒素廃盤の た め の 必 須､ア ミ ノ 酸
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ほ バ リ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン
,

プ ロ リ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

ロ イ シ

ン
,

イ ソ ロ イ シ ン で あ り
, 少な くと もグ リ シ ン

,
ス レ オ ニ ン ほ

毒素塵生を増強す る こ と が 分か っ た . 更に , 必須 ア ミ ノ 酸の 中

でイ ソ ロ イ シ ン が 毒素産生に 特 に 有効なこ と が分か っ た .

C わ∫行id f以 m の 中 で は
, 特 に C わ虎ridf 〟 m ♪βrノ

■

rf乃g β乃∫ (C .

♪g rJ r なg 乃∫) , C 祝融カd 加Ⅵ .ね血 直別 川 (C ｣ わ由止玩払 椚) ,
C わ∫亡-

r∫di 祝 m f e≠α乃∫(C . 緑勅封扇) に 閲 し毒素塵生に必 須あ るい は 有効な

ア ミ ノ 酸に つ い て 研究さ れ て い る . C . ♪gげrわ7 g g 花∫ の エ ソ テ ロ

ト キ シ ソ ほ20 種類
27)2 8 )

,
α 毒素塵生は1 9 種 類の ア ミ ノ 酸 を 含 む

合成培地 で 塵生 され る
29)

. α 毒素産生 に 必 須の ア ミ ノ 酸 ほ ア ル

ギ ニ ン
,

シ ス チ ン
,

グ ル タ ミ ン 酸 ,
グ リ シ ン

,
ヒ ス チ ジ ン

, イ

ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

フ ェ ニ ー

ル ア ラ ニ ン
,

セ

リ ン
,

ス レ オ ニ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン
,

チ ロ ジ ン
,

バ リ ソ の14 種

類で あり
,

ア ラ ニ ン
,

ア ス パ ラ ギ ン 酸,
リ ジ ン ほ 有効な ア ミ ノ

酸 で ある
細

.
c . 如 血尤 Ⅶ 澗 A

,
B 型菌の 神経毒素産生 に は ア ル

ギ ニ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

フ
ェ

ニ ー ル ア

ラ ニ ン
,

トリ プ ト フ ア ン
,

チ ロ ジ ン
,

バ リ ン の 8 種類 の ア ミ ノ

酸が必 須で ある
3 m =

. C . ねね 扇 の 神経毒素産生 に ほ 少な く と も

ア ル ギ ニ ン
,

グル タ ミ ン 酸 ,
ヒ ス チ ジ ン

,
イ ソ ロ イ シ ソ

,
ロ イ

シ ン1 セ リ ン
,

トリ プ ト フ
ァ

ン
,

チ ロ ジ ン
,

バ リ ン
,

リ ジ ン の

10 種類が必 須 で ある
32 ト 34)

. C . 動〃k 混 の 毒素産生 に 必 須 の ア ミ

ノ 酸は
よ 本研究で 示 され た如く

,
6 種顆 に すぎず , 本菌 は他 の

C わ∫行方d∫祝 m と比 べ る と極め て 少な い 種類 の ア ミ ノ 酸存在下 で

毒素塵生が 可 能 で ある こ とが 示 され た .

C ･ 粛〟i cfJ g の 毒素産生 に は イ ソ ロ イ シ ソ が特 に 有 効 で あ っ

た . イ ソ ロ イ シ ソ は C . dよ〃∫cfg β の 胞子形成を顕著 に 促進す る

ア ミ ノ酸 で あ り
35

＼ ま た C . 斬〃れ混 の 毒素ほ 胞子形成 時期に 産

生 され る
7 畑

こ とを 考え 合わ せ る と
,
イ ソ ロ イ シ ソ が本菌 の 毒素

産生の 制御に 重要な役割 を演 じて い る可能性が ある .

C 諭 牡 柾 涼 20 菌株 に つ い て
,
B D M (1 8 種類の ア ミ ノ 酸 を 含

む) ,
6 種 煩 の 必 須 ア ミ ノ 酸 を 6 倍 に 増 量 し た 合 成 培 地

(6 × M A D M ) ( 9 種類 の ア ミ ノ 酸を含 む) , イ ソ ロ イ シ ソ の み を 6

倍に 増量した 合成培地 (6 ×I-M A D M ) ( 9 種類 の ア ミ ノ 酸 を 含

む) に おける毒素産生を
, 複合培地 皿-B H I と比較検討 した . ほ

ぼ全菌株共 に , 3 種塀の 合成培地の 中で は
,
6 × M A D M に お い

て 毒素産生が 最も良好 で あ っ た . 即 ち ,
C . 瑚Ji cfJ ど の 毒素塵 生

に は本研究 で示 した 9 種類 の ア ミ ノ 酸 ( シ ス テ イ ソ を 含 む) で

十分であり , 他の ア ミ ノ 酸 は必 ず しも必 要で な い こ と が 分か っ

た ･ 6 ×I - M A D M お よ び 6 × M A D M に おける 毒素産生 が ほ ぼ等

しい 菌株が多か っ た が
,
6 ×Ⅰ- M A D M よ りも6 ×M A D M に お け

る方が 毒素塵生が 良好な菌株も存在 した . こ の 様 な菌株 で はイ

ソ ロ イ シ ソ 以外の 必須ア ミ ノ 酸が毒素産生に特 に有効 な もの と

考え られ る . 6 × M A D M に お ける毒素産 生を m
- B H I に お ける

場合 と比較す る と , 2 0株 中13 株 で ほ ト キ シ ソ B 値 ほ 4 倍 以内で

あり
, 本培地に 含 まれ て い る ア ミ ノ 酸 ,

お よ び そ の 濃 度が C .

蛮〃ぬ混 の 毒素産生に ほ極め て 良好な こ とが 示 され た .

m - B H I ,
6 ×M A D M に お い て トキシ ソ B 値が 2

5
C U/ 5 0 pl 以下

の 場合, 本研究で 用い た E LI S A で は トキシ ソ A ほ検 出限界 以

下で あ っ た が
, 濃縮す る こ と に よ り ト キ シ ソ A の 存 在 を 認 め

た ･ 即 ち , 有毒 〔1 粛〟紘涼 は トキ シ ソ A , トキ シ ソ B 共 に 産

生す る こ と が 示 され た . 遺伝学的に は有毒株は トキ シ ソ A , †

ヤ シ ソ B 遺伝 子を共 に 有 し
, そ れ らほ染色体上 に 近接 して 存在

す る こ と が 明らか に され て い る
糾 9}

. 上 に 示 した 如く t 培 養液

中に トキ シ ソ A
,

トキ シ ソ B が 共に存在す る こ と は
, 両 トキ シ

ン 遺伝子の 発現が 同 一 機構に よ り行な わ れて い る こ と を示 唆す

る .

複合培地 で は 産生 され た トキ シ∵ / A 量と トキ シ ソ B 量ほ正 の

相関 に あ る
40 ト 42)

･ 本研究 で示 され た 如く合成培地 に お い て も複

合培地 の 場合と 同様 ,
ト キ シ ソ A 量と トキ シ ソ B 量の 間に は正

の 相関が 成立 す る こ とが 分か っ た . 即ち ,
ト キ シ ソ A

,
トキ シ

ソ B の 産生量の 制御は
l
両培地に お い て 同 一 の 機構 に よ る可能

性が 示 唆 され た . 本研究で 示 され た 合成培地は ア ミ ノ酸鼠成が

単純で あ り , 毒素産生機構解明の た め の 有効な 合成培地 である

と思わ れ る .

結 論

C ･ 動伊 嵩ね の 毒素 い キ シ ソ A
,

ト キ シ ソ B) 産 生に 有効な

ア ミ ノ 酸に つ い て 3 菌株を 用 い て 合成培地に て 検討 し
, 更に 新

た に 考案 され た 合成培地 に お け る毒素産生に つ い て検討 し
, 次

の 結果を 得た .

1 ･ C ･ d g〃山繭 の 毒素産生 に必 須 の ア ミ ノ 酸ほ バ リ ン
,

シ ス

テ イ ン
,

ト リ プ ト フ ア ン
, プ ロ リ ン

,
メ チ オ ニ ン

,
イ ソ ロ イ シ

ソ
,

ロ イ シ ソ で あ っ た .
こ れ らの ア ミ ノ酸 の 中で シ ス テイ ン は

還元 剤 と して 働い て い る こ と が 示 され た .

2 . 上 記 7 種の ア ミ ノ 酸に グ リ シ ン
,

ス レ オ ニ ン を添加 した

時 , 菌の 発育は 促進 され た .

3 . 7 種の 必須 ア ミ ノ 酸 の み を 含 む 培地 と , さ ら に グ リ シ

ン
･

ス レオ ニ ン を 添加 した 培地 ( M A D M ) に おけ る 毒素産生を

V PI l O 4 6 3 株を 用 い て比較 した 時 , 後者の 方 が毒素産生に よ り

良好 で あ っ た .

4 . 必 須 ア ミ ノ 酸( シ ス テ イ ソ を 除く) を増量 した時 , 毒素産

生は 増加 し
,

M A D M に お い て は ア ミ ノ 酸濃度を 基礎濃度 の 5

倍量 に 増量 した 時 , 毒素産生は 最高値 に 達 した . また
,

こ れ ら

の 中 で イ ソ ロ イ シ ソ が 毒素産生に最 も有効 で あ っ た .

5 . 必 須 ア ミ ノ 酸( シ ス テ イ ン を 除く) を基礎濃度 の 6 倍に 増

量 した 合成培地(6 × M A D M ) に おけ る 毒素塵生 は18 種類の ア ミ

ノ 酸を 含ん で い る 合成培地よ り 良好 で あり , 被験20 株中1 3株に

お い て 複合培地( m -B H I) とほ ぼ 等 しい 毒素産 生が 認め られ た .

6 . m→B HI
,
6 × M A D M に お け る ト キ シ ソ A

,
ト キ シ ソ B の

産生ほ 平行関係に あ っ た .

以上 の 結果ほ
,

C . 斬〃克最 の 毒素塵 生に 必 須 の ア ミ ノ 酸 の

種類ほ 他の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌種 の 場合 に 比 べ
, ほ るか に 少な

い こ と を 示 して い る . さ らに
,

ト キ シ ソ A
,

ト キ シ ソ B の 産生

は 同 一 の 機構 に よ り制御 され て い る こ とを 示 唆 して い る .
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Of th e t o xin B g e n e of C l o s tri di u m d iffi c il e . C u r r . M i c r o b ト

01
リ
2 0

,
3 9 7- 4 01 (1 9 90) .

3 7) D o v e
,
C . H .

,
W a n g ,

S . Z .
,

P ri c e
,
S . B .

,
P h el p s

,
C .

J .
,

L y e rl y ,
D . M .

,
W il ki n s

,
T . D . & J o h rl S O n

, J . L . :

M ol e c u la r c h a r a c t e ri z a ti o n of th e C l o si rid i u m d iffi c il e t o x i n

A g e n e . I nf e c t . I m m u m .
,
5 8

,
4 8 0-4 8 8 (1 9 90) .

3 8) W r e n , B . W . , C l a yt o n
,

C . L . & T a b a q c h a li
,

S . :

池

N u cl e o tid e s e q u e n c e of Cl o s t rid i u m d iffi cil e t o xi n A g e n e

f r a g m e n t a n d d e t e c ti o n of t o xi g e ni c s tr ai n s b y p ol y m e r a s e

C h ai n r e a c ti o n ･ F E M S M i c r o b i ol . L e tt .
,
7 0

, ト4 (1 99 0) .

3 9) M c M iili n , D ･ E
リ

M u ld r o w
･

L ･ L ･
,

L e g g et t e
,
S . J .

,

A b d ul a h i
,
Y ･ & E k a n e m e s a n g ,

U ･ : M ol e c ul a t s c r e e n ln g of

Cl o s t ri di u m diffi cil e t o x i n s A a n d B g e n eti c d e t e r mi n a n ts

a n d id e n tifi c a ti o n of m u t a n t s tr ai n ･ F E M S M i c r o bi ol ･ L e tt .
,

7 8
,
7 5-8 0 (1 9 91) ,

4 0) W r e n
,
B ･

,
H e a r d

,
S . R . & T a b a q c h a li

,
S . : A s s o cia ti_

O n b e t w e e n p r o d u c ti o n of t o xi n s A a n d B a n d ty p e s of

Cl o s t ridi u m diffi cil e ･ J ■ Cli n ･ P a th ol .
,
4 0

, 1 39 7-1 4 01 (1 98 7) .

4 1) L y e r ly ,
I) . M .

,
S u 11i v a n

,
N . M . & W il k n s

,
T . D . :

E n z y m e-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y f o r C

diffi cil e t o xi n A ･ J ･ C li n . M i c r o b i ol .
,
1 7

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

4 2) L a u g h o n
, B ･ E ･ , V is ci di

,
R . P .

,
G d o v i n

, S . L .
,

Y ol k e n
･
R ･ H ･ & B a r tl e tt

,
J ･ G ･ : E n z y m e i m m u n o a s s a y s

f o r d e t e c ti o n o f C l o s t ri di u m diffi cil e t o x i n s A a n d B i n

f e c al s p e ci m e n s . J . I nf e c t . D i s .
, 1 4 9 , 7 8 1 7 8 8 (1 9 8 4) .

Am i n o A cid s E ffb cti v e fb r T o xi n P r o d u cti o n b y C L o sL ridi u m d m ciLb S t r ai n s T b h ru H a s uik e
,
D ep ar t m e nt o f

B a c t eril ol g y ,
S ch o ol of M ed i ci n e

,
K an a Z a W a U ni v e rsity ,

K an a Z a W a 9 2 0
q

J . J u z e n M e d S ∝ .

,
1 0 l

,
9 5 4

-

96 4 ( 19 9 2)

K e y w o rd s C . d 拶cile
,
t O Xin A

,
t O Xi n B

,
am in o a cid , d e 丘n ed m e di u m

A b 5t r a tt

T h e am i n o a ci d s e 飴c ti v e fb r to xi n p r o d u c ti o n ( t o xi n A a n d to xi n B) b y C l o st ri d i u m d 脚 cil e ( C . d 卿cil e) ,
W hi c h i s th e

C a u S e Of p s e u d o m e m br a n o u s c olitis an d s o m e c as es of an tibi oti c - a SS C Ci at e d di ar rh e a
,

W e r e i n v e stlg at ed u s ln g 3 s tr ai n s in a

d e 血 ed m e di um ･
m e d e fi n ed m ed i um C O n Sist in g of 1 8 am i n o a cid s w as u s ed a s a b as al d e B n ed m ed i u m ( B D M ) . B y u si ng

e a ch am i n o a ci d -d efici e n t B D M
,
it w a s r e v e al e d t h a L f o r s u f fi ci e n t t o x i n p r od u cti o n

,
V ali n e

,
C y St ei n e

, try P tO p h an
, P r Oli n e

,

m e th i o mi n e , i s ole u cin e a n d le u ci n e w er e e ss e mi al ･ It w a s al s o r e v e aled th at
,
O ut Of th es e 7 e s s e n ti al am in o a cid s

,
C y Stein e

W a S n e e d ed as a r e d u ci n g a g e nt ･ B y es ti m a ti n g b a ct e ri al g r o w th i n m e di a c o n sistl n g O f th e 7 e s s e n ti al am i n o a cid s an d e a ch

O f th e r e m a l n ln g l l am in o a cid s
,
it w a s fb u n d th a t gl y c ln e a n d th r e o ni n e c o u l d e n h a n c e th e b a c te ri al g r o w th . B as al c o n c e n -

tr ati o n s of th e s e t w o am in o a cid s
,

W hic h ar e th o s e i n B D M
,
W e r e S u 錦cie nt f or t h e g r o w th e n h an C e m e nt ･ M e di a c o n si s h n g O f

th e 7 e ss e n ti al am i n o a ci d s
,

an d o f d l eS e a m i n o aci d s
, gl y ci n e an d th r e o ni n e ( m i n i m al a m i n o a ci d -d e n n ed m edi u m

,
M A D M )

W e r e C O m P ar e d f b r t o xi n p r o d u cti o n b y a s tr ai n V P I l O 4 6 3 ･ R e s ul ts sh o w e d th at th e l atte r i s s u p e ri or t o th e f o r m e r . W h e n

am 0 un tS Of 6 es s e n ti al am in o a cid s ( V ali n e
,
tr y Pt O p h a n

, p r Oli n e
,

m e th io nl n e
,
i s ol e u ci n e an d l e u ci n e) w er e i n c r e a s ed

,
t O Xi n

P r O d u cti o n w a s als o i n cr e as e d ; t O Xi n pr od u c ti o n r e a c h e d th e m a xi m um l e v el at th e c o n c e n tr ati o n s of th e s e am i n o a ci d s 5 -f old

hi gh e r th an th e b as al c o n c e n tra ti o n s . I n ad diti o n
,
it w as r e v e al ed th at

,
O ut O f th es e 6 a m in o a ci d s

,
i s ole u c in e w as th e m o st

e 触 c ti v e f o r t o x in p r od u c tio n ･ F ur dl e rm O r e
,
t O Xi n p r o d u c ti o n of 20 t o xi g e ni c C ･ d W iciLe str ain s w as e x am in ed u s in g m odi -

R ed b r ai n h e ar t in fu si o n ( m - B H l) ,
B D M

,
M A D M c o n t ai mi n g v al i n e

,
tr y Pt O P h an

, P r Oli n e
,

m e th i o n in e
,
is ole u c in e an d le u ci n e

at c o n c e n b
'

ati o n s 6 -fbld hi gh er th a n 也o s e i n B D M (6
-f old M A I) M

,
6 × M A D M ) ,

an d M A D M c o nt a in in g is ole u ci n e at a c o n -

C e nt r ati o n 6 -f old hi gh er th an th at in B D M (is ole u cin e -6 -f old M A D M
,
6 ×I - M A D M ) . O ut of th e 3 di蝕r e nt d e 血 ed m e dia

m e n ti o n e d ab o v e
･
th e 6 X M A D M w a s t h e m o st e 飴 cti v e f or t o xi n p r o d u cti o n ･ W h e n th e 6 × M A D M w a s c o m p ar ed f o r

t o xin pr o d u c ti o n w ith m - B H I , W hi c h is an e X C elle n t c o m pl e x m ediu m fo r to x in pr o d u cti o n
,
O ut Of 2 0 str ai n s te st e d 1 3 str ai n s

P r O d u c e d n e arly e q u al am 0 un t S O f t o xi n s in b o th m e di a
･
in di c atin g 也at th e 6 × M A D M is f airl y e x c ell e n t f or t o xi n

P r Od u c ti o n ･ B y st a d c a n al y sis of c orr el ati o n b et w e e n pr od u c ti vi ti es of t o xi n s A an d B in m - B H I an d 6 × M A D M
,
it w a s

d e m o n str at ed th at b o th t o xin s w er e p r od u c e d in p ar all el in am O t m t ･ T h es e fi n d in g s in d i c at e th at n um b e r o f e s s e nti al a m i n o

a cid s f b r t o xin p r o d u c d o n b y C ･ diqicile ar e fa r le s s 血a n th o s e in th e o th er cl o s bi di al s pe Cie s
,

an d s u g g e st th at p r o d u c ti m of

t o xin s A a n d B m i gh t b e r eg ul at e d b y a c o Ⅱ 皿 O n m e C h a mi m .


