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C g o ∫抒idf 祝 椚 d げJf cfJ g の 胞子形成 に 及 ぼす ア ミ ノ 酸の 影響

金沢大学医学部微生物学講座 (主 任 : 中村信 一 教授)

押 野 善 則

(平成4 年1 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～0∫汁 城 祝 m df〟f cfg g ｢ C ･ 観伊 嵩 勅 の 胞子 形成 に 及ば す ア ミ

ノ酸 の 影響 に つ い て 5 菌株 を用 い て
,
0 . 2 % グ ル コ

ー

ス 添加 ･ 非添 加合成培地に て 検討 した ･ 被験 ア ミ ノ 酸は ヒ ス チ ジ ン
, トリ

プ I フ ア ン
,

グ リ シ ソ
,

チ ロ ジ ン
,

ア ル ギ エ ソ
,

フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ソ
,

メ チ オ ニ ン
,

ス レ オ ニ ン
,

ア ラ ニ ン
, リ ジ ン

,
セ リ

ソ
,

バ リ ソ
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

プ ロ リ ン
,

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ,
ロ イ シ ソ

,
シ ス テ イ ソ

,
グ ル タ ミ ン 酸 で あ っ た ･ 各 ア ミ ノ 酸欠損合

成培地 を使用 する こ とに よ り , 充分な胞 子形成 に は ト リ プ ト フ ア ン
,

バ リ ン
,

シ ス テイ ソ
,

プ ロ リ ン が グ ル コ ー

ス の 有無 に 関

わ りな く 5 株全株 に お い て必 須で あ る こ と が分 っ た . 更に
,

グ ル コ
ー

ス 存在下 に お い て は
,

ロ イ シ ン お よび メ チ オ ニ ン が V P I

l O 4 63 株 ,
K Z 1 6 4 7 株に おい て

,
ロ イ シ ン が K Z 1 7 4 8 殊 に お い て

,
メ チ オ ニ ン が K Z 1 6 3 0 株 に お い て 必 須 で あ っ た ･ ま た グ

ル コ ー

ス 非存 在下 に お い て は ロ イ シ ソ が V P I l O 4 6 3 株を 除い た全株 に お い て 必須 で あ っ た . こ れ らの ア ミ ノ 酸は ま た 菌の 発育

に と っ て も必須で あり
, 胞子形成 に の み 必須 の ア ミ ノ 酸 は 存在 しな か っ た . 各 ア ミ ノ 酸量 を基 礎合 成培 地 (b a s al s y n th e ti c

m e di u m
,
B S M ) の1 0 倍量に 増量 した時 ,

バ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

プ ロ リ ン
,

ロ イ シ ン が 胞子 形成 に 有効 で あ っ た が
,

グル コ ー

ス 存在下で は プ ロ リ ソ が
,

グル コ ー

ス 非存在下で は イ ソ ロ イ シ ソ が 全株に お い て 最 も有効 で あ っ た ■ プ ロ リ ン お よ び イ ソ ロ イ

シ ソ 濃度 と胞子形成 の 関係を 各 々 K Z 1 6 2 6 株 ,
V P I l O 4 6 3 株 を用 い て 検討 した結果 ,

プ ロ リ ン お よび イ ソ ロ イ シ ソ 濃度が 各々

500 m g/1 ,
4

,
0 0 0 m g/1 の 時胞子形成率 は100 % に 達 した . 各ア ミ ノ 酸 を B S M の1 0倍 量含 ん で い る培地 に て 培養を 行 い

,
産 生さ

れた脂肪酸を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー

に よ り解析 した結 果,
プ ロ リ ソ 以外の 胞 子形成促進 ア ミ ノ 酸 お よ び ス レ オ ニ ン

,
ア ラ ニ

ン
,

セ リ ソ が 発酵 ･ 利用 され る こ とが 示 唆さ れ た . さ ら に
,
C ･ difji cil e O 胞子形成と 毒素原性 の 関係 を0 ･ 2 % N a 2H P O 4 添加ブ

レ ー ン ハ ー

ト イ ン フ
ュ

ー

ジ ョ ン ( m o d ifi e d b r ai n h e a rt i nf u si o n
,

m
- B H I) ,

イ ソ ロ イ シ ソ お よび プ ロ リ ソ を 各 々 5
,
0 0 0 m g/ l

,

6 0 0 m g/ l の 高濃度に 含む B S M ( B S M r ei n f o r c e d wi th i s o le u c in e a n d p r ol in e
,
B S M -I P) に て 検討 した ･ m - B H I で は両者 の 間に

ほ い か なる 関係も見 い 出 され な か っ た . しか しな が ら
,

グ ル コ
ー

ス 不含 B S M-I P で は 1 m l 当り 1 0
5

以上 の 胞 子を形成 した 菌株

は有毒株 で は20 株 中5 株(25 % ) で あ っ た が
, 無毒株 で は20株 中13 株 (6 5 % ) で あ っ た . 以上 の 結果 ,

S ti c kl a n d 反応 に お い て 酸

化基質ある い ほ還 元基質と して 利用 され る ア ミ ノ 酸 が胞子 形成を 促進する こ と
,

お よ び無毒株の ほうが 有毒株 よ り胞 子形成能

が強い 可能 性が 示唆 され た .

K e y w o r d s C . diffi c ile
,

S P O r u la ti o n
,

a m i n o a cid
,
f e r m e n t a tio n

,
t O X ig e n e sis

C わ∫けfdf 祝 m df
.〃先払りC , d げJf cfJ gノ は偽膜性大腸炎 ,

一 部の

抗生物質関連腸炎 の 原因 菌で ある
1-

. 本菌 の 主 病原 国子 は 2 種

類 の 毒素,
ト キ シ ソ A ( エ ソ テ ロ ト キ シ ソ) お よ び ト キ シ ソ B

( サ イ ト ト キ シ ソ) で ある と考 え られて い る
2)

.

ヒ トの C . 観廿 最わ 腸炎に お い て は腸内フ ロ
ー

ラ と して 存在

して い る C . d ぴJf cfJ g に よ る内因感染が 主な感染経路 と考 え ら

れ て い るが , 病院で の 集団発 生 で は 外 因感染 が 考 え られ て い

る
3 卜 5】

. 外因感染 の 場合 ,
C = 札〃先払ヲ 腸炎 慮者糞 便 か ら の C ･

威力牧混g に よ る病院環境の 汚染が 原因とな る . こ の 場合 , 本菌

は嫌気性胞子形成菌で ある の で栄養型ほ大気下 で ほ 速 や か に 死

滅す る . しか しな が ら
, 菌の 耐久型で ある胞子は 大気下で も長

期 間生存 し
, 外因感染を 引き起 こ す

3‖)
.

ヒ ト の C . 就伊最 ね 腸炎の 治療 に は バ ン コ マ イ シ ソ が 使わ れ

る が ,
バ ン コ マ イ シ ソ 投与を 中止す る と しばしば本腸炎が 再発

す る
6)

. 再発 の 原 因は バ ン コ マ イ シ ソ 投与に よ り C . d げJf c iJ g の

栄養型細胞は 死 滅する が , 胞 子が 死滅せ ず生存 し , 薬剤の 投与

中止に よ り発芽 ･ 増殖す る こ と に よ る と考 え られ て い る
7)

.

以上 の こ とは C 諭 牡 砕 壷 の 胞 子形成が C = 玖〃克粛㌢ 腸炎に

重要 な役割を 演 じて い る こ とを 示 すもの で ある .

ク ロ ス ト リ ジ ウ ム の 毒 素 原性 に つ い て は
,

C わ∫けfd f祝∽

タg rメrf 乃g e 那 ｢ C . ♪g rJ rf 乃 g g 乃∫ノ の エ ソ テ ロ ト キ シ ソ
,

C h 油壷虹

㍑m あ0亡祝Jよ乃祝 椚 ｢ C . あ0 抽Jf 乃 祝 m ノ の C 2 毒素は胞子 形成 と密接に 関

係 して い る こ と が 明らか に され て い る
8)g)

.
C . d げJむiJ g の 毒素原

性に つ い て ほ , 毒素が 培養後 期に産生 され る
10)1 1 )

と こ ろか ら, 本

菌 に お い て も胞 子形成が 毒素産生 に 関係 して い る こ と が考 え ら

れ る .

本研究で は
,
C . 動什最ゐ 腸炎の 外因感染 , 再発に 重要 な意義

を 有す る胞子に つ い て
,

そ の 形成条件を 明 らか に する こ と に よ

A b b r e vi a tio n s : B H I
,
b r ai n h e a rt in f u si o n ; B S M

,
b a s a l s y n t h e tic m e di u m ; B S M -Ⅰ

,
B S M r ei n f o r c e d w it h

is ol e u ci n e ; B S M TI P
,
B S M r e inf o r c e d wi th i s ol e u ci n e a n d p r oli n e ; B S M - P

,
B S M r eihf o r c e d w it h p r oli n e ;

B S M - ⅤI P L
,

B S M r e inf q r c e d w it h v ali n e
,

is ol e u ci n e , p r Oli n e an d l e u ci n e ; C . b o t u li n u m
,

Cl o s t ri di u m

b o t u li n u m ; C ･ diffi c il e
,
C l o st ridi u m d iffi c ile ; C ･ P e r f ri n g e n s

,
C lo s t ridi u m p e rf r i㌍g e n S ; C U

,
C y t O t O Xi c u nit ;



C ･ 蛮〃よcfJ g の 胞子形成

り , 本腸炎 の 予防 ･ 治療に 寄与す る こ と を 目 的と して ,
ア ミ ノ

酸 の 胞 子 形 成 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た . 更 に C .

d f〟k 混 の 胞 子形成 と毒素産生に つ い て も検 討を加 え た .

材 料 と 方 法

Ⅰ . 使用菌株

金沢 大学 医学部微 生物学講座保存 の C 諭 甘 柿 混 有毒株20 菌

株 , 無毒株20 菌株 を用 い た . そ 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 ni a P ol yt 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 O4 6 3 株
, 著者の 研究室 で健康成

人か ら分離 した K Z 1 6 3 0 株 , 抗生物質関連下痢症患者か ら分離

した K Z 1 6 26
,
K Z 1 6 4 7 - K Z 1 7 4 8 株 を 主 に 使用 した .

ロ . 培 地

H a sl a m ら
12 '

の ア ミ ノ 軌 ビタ ミ ン
, 蓮池 ら

一3一
の ミ ネ ラ ル を 含

む培地を基礎合成培地 (b a s al s y n t h e ti c m e di u m
,
B S M ) と した

(蓑 1 ) ･ B S M は グ ル コ ー

ス を 含ま な い 培地 で ある の で , グ ル

コ
ー

ス の 有無 を 問題 と す る場 合 に は 特 に グ ル コ ー

ス 非添 加

B S M (B S M w ith o u t gl u c o s e
.
G 卜)B S M ) と称 した . また グ ル

コ ー

ス を0 ･ 2 % の 割 に 添加 し た B S M を グ ル コ ー ス 添加 B S M

(B S M w ith gl u c o s e
, G ( 十) B S M ) と称 した .

B S 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 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 ｡ 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

T a b l e l ･ C o m p o siti o n of b a s al s y n th e ti c m e di um (B S M )

A m i n o a cid s ( g)

H is tidi n e o . 1

T r y pt o p h a n O . 1

Gl y ci n e O . 1

T y r o s in e O . 1

A r gi n in e O . 2

P h e n yl al a ni n e O . 2

M e th i o n in e O . 2

T h r e o ni n e O . 2

A l a n i n e O . 2

L y si n e o . 3

S e ri n e o .3

V ali n e o .3

I s ol e u ci n e O . 3

P r oli n e o . 3

A s p a rti c a cid O . 3

L e u ci n e o , 4

C y s t ei n e o . 5

G l u t a mi c a cid O
. 9

V it a m i n e s (Jl g)

T hi a mi n e l
.
00 0

C a
- D- P an t O th e n a t e l ,00 0

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

R i b o 8 a vi n l
,
0 0 0

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

P
- A m i n ob e n z oi c a cid 5 0

B i o ti n 1 2 .5

F o li c a cid 12 .5

B 1 2 5 .O

M i n e r al s ( m g)

K H 2 P O 4

N a 2 H P O 4

N a C I

C a C12 ･ 2 H 2 0

ハ

リ

ハ

U

O

亡
U

O

O

O

2

9

0

9

5

M g C 12
･ 6 E 2 0 2 0

M n C 12 ･ 4 Ⅲ2 0 1 0

( N H 4)2 S O 4 4 0

F e S O 4
･ 7 H 2 0 4

C o C 1 2
･ 6 fi 2 0

N a H C O 3

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

1

0

n
U

O

O

O

O

5

1

A ll a m i n o a ci d s e x c e p t f o r c y s t ei n e (K a n t o C h e m i c al
,
T o k y o)

a n d all v it 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 ch a s e d f r o m W a k o

,
O s a k a .

6 9

ク 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 (1 5 × 1 6 0 m m ) に 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 した .

培地を還 元す るた め置換48 時間後に 使用 L た .

胞子形成に 良好な複合培 地 と して ブ レ ー

ン ハ ー ト イ ン

フ
ュ

ー ジ ョ ン (b r ai n h e a r t i n f u si o n
,
B H I) (B B L M i c r o b iol 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 . を0 . 2 % の 割 に 添加 し

た培地 ( m o difi e d B H I
. m - B H T)

14 一

を 用い た
. 1 2 0 ℃15 分高圧 蒸気

滅菌後 , 合成培地 の 場合と 同風 気相を混合 ガ ス に 置換 し4 ℃

に て 保存 した .

総菌数 , 胞子数の 測定 に は0 . 8 % グ ル コ ー ス
,
1 . 0 % 可溶性 デ

ン プ ン (和光 , 大阪) ,
0 . 05 % シ ス テ イ ン

一 塩酸塩 ,
1 .3 % 寒天加

B HI ( 日水 , 東 京) ( gl u c o s e a n d s ol u bl e s t a r c h イo rtifi e d B H I
.

G S- B H I) 培地
15 }

を用い た .

Ⅲ . 植菌お よび培養

菌 の 胞子 形成 に 必 須の ア ミ ノ 酸を 求め る た め の 各種 ア ミ ノ 酸

欠損 B S M へ の 植菌に は
,
G ( + ) B S M 1 6 時間培養菌液を , 他 の

場合に は肝 片加肝 ブイ ヨ ン16 時間培養菌液 をも用 い た .
い ずれ

の 場合に も, 培養菌液の 10~ 3

希釈液 の 0 .1 m l を 1 0 m l の 被験培

地に 植 菌 した (栄養型細胞数,
1 0ソm l ; 胞 子 数 ,

< 1 / m l) . 希

軋 植菌 は全て 上 述の 混合ガ ス 噴射下 で 行い
, 同ガ ス 存在下 で

37 ℃ で 培養 した ･ 5 日間培養後胞子 数を 測定 した . 培養液中の

サ イ ト トキ シ ソ 活性 の 測定に は
,

H V フ ィ ル タ ー

( 日本 ミ リ ポ

ア リ ミ テ ッ ド) に て 埴過滅 菌した 培養液 を用 い た .

Ⅳ . 菌の増殖 の測定

菌の 増殖 の 測定ほ 島津ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク ト ロ ニ
ッ ク 2 0 A

( 島* ･ 京都) を用 い
, 波長560 n m の 吸 光度 ( o p tic al d e n sity a t

5 60 n m ･ O D 56 0) を測定する こ とに よ り行 っ た . な お O D 56｡ の 測定

は培養24
, 3 6 時間 , 2

,
3

,
4

,
5 日 目に 行 っ た .

V . 総菌数お よ び胞子 数の測定

総菌数お よ び胞 子数の 測定 は
,
0 .1 % タ ウ ロ コ

ー

ル 酸 ナ ト リ

ウ ム (G R : 半 # , 東京) 添加 G S-B H I 培地 を用 い 混釈培養法

よ り行 っ たヤ ･ 総菌数測定 に は非加熱培養 菌液を , 胞 子 数 測定

に は70 ℃10 分加熱培養菌液を用 い た . 被験培養菌液を0 . 0 5 % シ

ス テ イ ン 一塩酸塩加 B HI ( 日水) で1 0倍段階希釈 を行い
,

そ の

0 ･ 1 m l を 直径 90 m m の ベ ト リ 皿 に 注入 し
,

5 6 ℃ に 保温 した

0 ･ 1 % タ ウ ロ コ ー

ル 酸ナ ト リ ウ ム 添加 G S-B H I 培地 20 m l を加

え 混和 した
･ 固化後37 ℃ に て 2 日間嫌気 ジ ャ

ー

を用 い 嫌気培養

を 行 っ た ･ 培養後成育 した コ ロ ニ ー 数を数 え る こ とに よ り培養

液 I m I 当た り の 総菌数 , 胞子 数を 算出 した
.

Ⅵ . 産生脂肪酸の 分析

培養液中に 産生され る脂肪酸 の 分析 は H old e m a n ら
け)

の 方法

に よ り ,
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム G C17 A ( 島津) を用 い

, ガ ス ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ り行 っ た . 揮発性脂肪酸の 分析 に は 培養液

1 m l に5 0 % H 2S O 4 0 . 2 m l , N a C l O . 4 g ,
エ チ ル エ ー テ ル 1 m l を

加え 穏や か に 混和後遠心 (70 0 × g , 5 分) を 行 い
, そ の 上 清液

( エ ー

テ ル 抽出液) を 用い た ･ 不揮 発性脂肪酸 の 分析に は培養液
r

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 .

即 ち , 培養液 1 m l に メ タ ノ ー ル 2 m l
,
5 0 % 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

G(
h

) B S M
･
B S M w it h o u t gl u c o s e ; G( + ) B S M

･
B S M w it h gl u c o s e ; G(

-

)寧S M -I P
,
B S M -I P w ith o ut gl u c o s e ;

G( + )B S M -I P ,
B S M -I P w it h g l u c o s e ; G S - B H I

, g l u c o s e a n d s ol u ble st a r c h -f o rtifi e d B H I ; m
- B H I

,
m O difie d B H I ;

O D 560 ･
O p tic al d e h sit y a t 5 6 0 n m
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0 . 5 m l を加 え穏や か に 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 供 した .

Ⅶ . サ イ ト トキ シ ン 活性の 測定

培養液中の サ イ ト トキ シ ソ 活性の 測定は B H K - 21/ W ト2 細胞

を 用 い
,

マ イ ク ロ タ イ タ 一

法 に よ り行 っ た
1 4)

. 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 円形

化す る添加試料の 最 大希釈倍数 ( 2 倍段階希 釈) を 被験 試 料 の

細胞毒性単位 ( c y to to x主c u nit
,
C U )/ 50 FL l と した .

成 績

Ⅰ . 胞子 形成に 必 須の ア ミノ酸

ア ミ ノ 酸 1 種類の み を 欠損 した G( +) B S M
,
G ( - )B S M に お

け る 胞 子形 成 を C . d ぴJむfヱβ 5 菌株 を 用 い て 検 討 し
,

C .

d げカci′β の 胞子 形成 に 必須 の ア ミ ノ酸 を求め た . 各 ア ミ ノ 酸欠

損培地に お い て 形成 され る胞 子数 が B S M に おけ る胞子 数に 校

べ
,
1 0~ 1

倍 以下の と き, そ の ア ミ ノ 酸 を胞子形成 に必 須の ア ミ

ノ 酸 と判定 した (表 2) .

グ ル コ ー

ス が 存在す る場合 , ト リプ トフ ァ ン
,

バ リ ソ
,

シ ス

テ イ ソ
,

プ ロ リ ソ が 5 株 全株 で
,

ロ イ シ ソ お よ び メ チ オ ニ ン が

V P I l O 4 6 3
,
K Z 1 6 4 7 株 に お い て

,
ロ イ シ ン が K Z 1 7 4 8 殊 に お

い て
,

メ チ オ ニ ン が K Z 1 6 3 0 株に お い て 充分な胞 子形成 に 必 須

の ア ミ ノ 酸 で あ る こ とが 分か っ た .

グ ル コ
ー ス が 存在 しな い 場合 ,

ト リプ トフ ァ ン
,

バ リ ン
,

シ

ス テイ ソ
,

プ ロ リ ソ が 全株に お い て
,

ロ イ シ ソ が V P I l O 4 6 3 を

T a bl e 2 . A m in o a cid s e s s e n ti al f o r s p o r ul a ti o n of C d i6i ci le s t r ai n s i n G ( + )B S M a n d G (
-

) B S M

G r o w th
b)

a n d n u m b e r o f s p o r e s (l o g lO/ m l) p r o d u c e d i n st r ai n

M ed i u m
a)

D e p ri v e d

a m i n o a cid
V P I l O4 6 3 K Z 1 63 0 K Z 1 6 2 6 K Z 1 74 8 K Z 1 6 4 7

G r o w 也 S p o r e s G r o w 址 S p or e s G r o w 也 S p o r e s G r o w 也 S p or e s G r o w th S p o r e s

G( + ) B S M T r y p t o ph a n

V ali n e

C y st ei n e

P r oli n e

L e u c in e

M e thi o n i n e

N o 11 e

G (
-

)B S M T r y pt o p h an

V ali n e

C y s tei n e

P r oli n e

L e u ci n e

N o n e

m - B H I

一

一

一

廿

十

≠

皿
¶

≠
一

8

8

3

6

0

7

2

0

0

0

0

4

2

5

6

7

7

2

0

0

1

2

一

+

+

≠

5

8

3

1

8

1

4

一

一

1

0

1

1

4

3

4

一

一
一

≠

=

甘

≠
=

≠

一

一

0

4

0

5

1

1

1

5

一

十

+

≠

_
C)

一

≠

‖

¶

仙
…

≠

一

一

一

. 8

. 3

. 3

. 7

. 9

0

0

2

2

2

3

8

2

1

1

2

2

5

一

十

十

廿

6

2

0

9

5

9

n

U

2

1

2

1

3

4

5

一
一

一

≠
=

皿
=

…

W

…≠

仁
U

O

3

9

9

7

2

1

1

1

1

5

一

一
一

十

+

廿

ー 2 . 6

- 0 . 3

一

≠

+

+

≠

7

8

3

2

2

4

. 3

. 3

一

. 〇

. 〇

. 5

1

0

1

3

5

一

一

一

+

≠
=

‖

廿

≠ 6 . 0 ≠ 6 .3 ≠ 5 . 5 ≠ 6 .4 ≠ 6 . 0

a) G ( + )B S M
, b a s al s y n th eti c m e di u m wi th O .2 % gl u c o s e ; G(

-

) B S M
,
b a s al s y n th e ti c m e di u m w ith o u t gl u c o s e ; m - B H I

,

m o di丘e d b r ai n h e a rt i Iぜu si o n .

b ) -

,
n O Vi sib l e g r o w th ; +

,
th e m a x ir n u m v al u e o f O D 56 0 d u ri n g 5 d a y s of i n c u b a ti o n ( O D m a x) ≦0 ･2 ; 廿

,
0 ･2 < O D m a x ≦

0 .4 ; 軋 O D
I
Ⅶ Ⅹ > 0 .4 .

C) -

,
n O S p O r e / m l .

T a bl e 3 . A m i n o a ci d s e n h a n ci n g s p o r ul a ti o n o f C . di6i cil e s t r ai n s i n G ( + )B S M a n d G ( -) B S M

G r o w t h
C )

a n d n u m b e r o f s p o r e s (l o g l O/ m l) p r o d u c e d i n st r ai n

M e di u m
a)

R ei n f o r c ed

a m i n o a ci d
b )

V P I l O 4 6 3 K Z 16 3 0 K Z 1 62 6 K Z 1 7 4 8 K Z 1 6 47

G r o w th S p o r e s G r o w th S p o r e s G r o w th S p o r e s G r o w th S p o r e s G r o w th S p o r e s

G ( + )B S M V al i n e

I s ol e u ci n e

P r oli n e

L e u ci n e

N o n e

G( - ) B S M V ali n e

I s ol e u ci n e

P r o li n e

L e u c in e

N o n e

m
- B H I

5

1

7

0

1

5

5

5

4

5

≠

≠

≠

≠

≠

9

7

5

7

ハ

U

≠
‖

什

止
T

≠
…

=

¶

4

3

4

2

4

5

5

5

3

4

冊

≠

≠

≠

≠

6

5

8
▲

4

4

≠
‥

]
‖

‖

甘

…≠

≠

≠ 5 . 7 冊 6 2

エ
U

1

7

2

7

4

5

5

5

2

≠
…

竹

山

¶

≠
…

≠

3

4

2

6

4

8

5

5

5
▲

4

5

5

≠
‖

T

≠
=

≠

‖

甘

…

什

8

4

5

0

2

5

5

6

5

5

≠

皿
≠

≠

…

W

≠

0

0

5

7

4

0

6

6

5

5

5

6

≠
‥

什

‖

¶

山
‖

≠
‖

…

廿

7

2

2

5

7

5

5

4
一

5

5

7

4

5

6

3

4

6

6

5

5

5

5

≠

≠

≠

≠

≠

廿

≠

≠

≠

廿

≠

a),
C) R ef e r t o th e f o ot

p
o t e s o f T a bl e l ･

b) C o n c e n t r a ti o n o f a m l n O a Cid
,
1 0 ･f old h i gh e r th a n th a t o f B S M .



C 烏 眈 柾 混 の 胞 子形成

除い た 4 株 に お い て 胞子形成 に必 須 の ア ミ ノ 酸 で ある こ と が 分

か っ た .

こ れ ら 胞 子 形 成 に 必 須 の ア ミ ノ 酸 が 欠 損 し た G( + ) ,

G(
-

) B S M に お け る 菌 の 発 育 は
, 全 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い る

G( + ) , G ( - ) B S M に 比べ 明ら か に 不 良 で あ り , 特 に ト リ プ ト

フ ア ン
,

バ リ ン
,

シ ス テ イ ン 欠損 B S M で は グル コ
ー

ス の 有無

に 関わ りなく菌 の 発 育は全くみ られな か っ た . イ ソ ロ イ シ ソ 欠

損 G( + ) ,
G ( - ) B S M に お い て は

, 発育 は 遅く G( + ) , G(
-

)B-
S M に 較 べ る と最高 O D 580 値 は幾分 低か っ た が

, 胞子形成 の 点

で は差異 は認め られな か っ た .

以上 の 結果 卜 胞子 形成 に 必須 の ア ミ ノ 酸 は同時に 菌の 発 育に

必須 の ア ミ ノ 酸で あ り
, 菌 の 発育に は 必 須で ない が

, 胞子形成

に ほ必 須の ア ミ ノ 酸ほ存在 しな か っ た .

Ⅲ ･ 胞子形成 を促進 するア ミノ酸 の 検討

1 . 胞 子形成促進 ア ミ ノ 酸

ア ミ ノ 酸 1 種類 の み の 濃度 を B S M の1 0 倍濃度 に 増 量 した

G( +) B S M ･ G( - )B S M に お け る 胞 子 形 成 を 検 討 し
,

C .

塊〃正最 の 胞子 形成を促進す る ア ミ ノ 酸を 求め た . 各ア ミ ノ 酸

強化 B S M に お い て 形成 され た 胞子数が B S M に お ける胞子数

に 較 ベ 10
1

倍以上 多い 臥 そ の ア ミ ノ 酸 を胞子形成促進 ア ミ ノ

酸と判定 した (蓑 3 ) .

グル コ ー

ス が 存在す る場合,
K Z 1 6 2 6 株 に お い て は バ リ ン

,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

プ ロ リ ン
,

ロ イ シ ン が , K Z 1 6 3 0 株 に お い て は

バ リ ン
,

プ ロ リ ン が , K Z 1 7 4 8 胤 K Z 1 64 7 株 に お い て は プ ロ

リ ン が 胞子 形成を促進 した . 特に プ ロ リ ン 強化 G( + ) B S M に お

い て 5 株全株 が最高 の 胞子数を 示 し
,

G( + )B S M で は プ ロ リ ン

が胞子 形成 に 最 も有効 な ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が示 唆され た .

グル コ ー

ス が存在 しない 場合 , V PI l O 4 6 3 株で は バ リ ン
,

イ

ソ P イ シ ソ
,

プ ロ リ ン
,

ロ イ シ ン が
,

K Z 1 6 30 株 お よ び K Z

1 6 47 株 で は バ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ が 胞子形成 を促進 した . 特 に

イ ソ ロ イ シ ソ 強化 G 卜)B S M に お い て は 5 株 全株 が 最 高の 胞

子数 ( V P I l O4 6 3 株を 除きバ リ ン 強化 G( -

) B S M と同程 度) を

示 し
,

G(
-

) B S M で は イ ソ ロ イ シ ソ が 胞子形成 に 最も有効な ア

ミ ノ 酸 で ある こ とが 示 唆 され た .

い ずれ の ア ミ ノ 酸強化 G( + ) , G (- ) B S M に お い て も菌の 増殖

は , 培養 5 日間に お け る最高 O D 560 値 を各 B S M と比較 した と

T a bl e 4 ･ C o n c e n tr a ti o n of v ali n e
, p r Oli n e

,
i s ol e u ci n e a n d l e u

-

C in e
,

a n d s p o r e p r o d u c ti o n of C . di5i cilb s t r a i n K Z
1 6 26 i n G ( + ) B S M

Ki n d of

蕊滋
C o

芯踪
tio n

G r o w th a) 声量靂ed

(l o g l O/ m l)

N o n e
b )

V ali n e 6 00

9 0 0

P r oli n e 6 00

90 0

I s ol e u ci n e 6 0 0

9 0 0

L e u ci n e 8 0 0

1
,
2 00

≠

≠

≠

冊

≠

≠

≠

≠
:
せ

3 . 4

5 . 3

5 . 3

5 .5

5 . 5

5 . 4

5 . 2

5 .1

5 . 0

a) R e f e r t o th e f o o t n o t e s of T a b l e l .

b) C o n c e n t r a ti o n o f ↓ali n e
, p r Oli n e

,
i s ol e u ci n e a n d l e u ci n e i n

G (+ )B S M a r e 30 0
,
3 0 0

,
3 0 0 a n d 4 0 0 m g/1 ,

r e S p e C ti v el y .

71

5

C o n c e n t r c tio n ( g /l)

F ig ･ 1 ･ C o n c e n tr atio n of v a li n e , is ol e u ci n e
, p r Oli n e a n d

l e u ci n e
･

a n d s p o r e p r o d u c ti o n o f C . diJfi cil e s t, ai n V P I
l O 4 6 3 i n G 卜)B S M ･ ○ ,

V a li n e ; 0 .
i s ol e u ci n e ; △

,

P r Oli n e ; ▲ ,
l e u ci n e .

C o n c e n t r q ti o n o f 盲s ol e u c i n e

( m g /l )
Fi g ･ 2 ･ E ff e c t of p r ol in e f o r s tr ai n K Z 1 6 2 6 ( A ) i n G( + ) B S M

a n d i s ol e u ci n e f o r st r ai n V P I l O 4 6 3 (B ) i n G (
-

)B S M ｡ n

th e s p o r ul a ti o n .
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き ,
G ( 岬

) B S M に お け る ロ イ シ ン 強化 B S M を 除き , 明 らか な

差異 は 認 め られ な か っ た .
ロ イ シ ソ の 場合 ,

ロ イ シ ソ 強 化

G(
-

)B S M に おけ る 5 株の 最高 O D 56｡ 値 は0 . 4 2 ～ 0 . 6 4 で あ り
,

G (
-

)B S M の 最高 O D 56｡ 値 (0 . 2 5 ～ 0 . 3 0) に 較べ 明 らか に 高か っ

た .

以 上 の 結果
,

バ リ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ

,
プ ロ リ ン を増 量 した 場

合, 増殖 よ りもむ しろ 胞子形成 が よ り促進 される もの と考え ら

れ た .

2 . 胞子形成促進 ア ミ ノ 酸の 濃度 と胞子形成の 関係

各 胞 子形 成 促 進 ア ミ ノ 酸 の 濃度 と胞 子 形 成 に つ い て
,

G( + )B S M に 関 して は K Z 1 6 2 6 株 ,
G (

-

) B S M に 関 し て は

V PI l O4 6 3 株を 用い て 検討 した .

G( + ) B S M の 場合 ,
バ リ ン

,
プ ロ リ ン

,
イ ソ ロ イ シ ソ

,
ロ イ

シ ソ 共に B S M の 2 倍 量
,
即 ち各 々 60 0

,
6 0 0

,
6 0 0

,
8 0 0 m g/1 が

胞子形成に 充 分 に 有効 な 濃度で あ っ た (蓑4 ) .

G ( -

)B S M の 場合 ,
G( + ) B S M に 比 べ 大量の ア ミ ノ酸 が胞 子

形成促進 に 必要で あ っ た .

バ リ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ

,
プ ロ リ ン で

は BS M の2 0 倍量 , 即 ち 6
,
0 0 0 m g/l ,

ロ イ シ ソ で は B S M の 1 0

倍 量,
4

,
0 0 0 m g/l の 時 , 充分な 胞子形成 が認め られた (囲1 ) .

G( + )B S M
,
G ( - ) B S M 各 々 に つ い て胞子 形成 に 最も有効な ア

ミ ノ 酸で あ っ た プ ロ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ に 関 し
, 胞子形成率 の

観点か らよ り詳細 に解析 した (図 2) .

G ( + )B S M に つ い て は
,

プ ロ リ ン が O m g/1 の 時 , 胞子 は ほ と

ん ど形成 されず
,
胞 子形成率は0 . 0 0 0 0 1 3 % に すぎな か っ た が ,

プ ロ リ ソ 濃度の 増量 と共に 胞子 形成率ほ 上 昇 し
,

プ ロ リ ン 濃度

が 500 m l/1 の 時10 0 % に 達 した .

G ( -) B S M で の イ ソ ロ イ シ ソ 濃度 と胞子形成の 関係 に つ い て

は
,
イ ソ ロ イ シ ソ 濃度 が O m g/ 1 の 場 合に も多少の 胞子 形成が 認

め られ , 胞子形成率は0 . 0 0 3 6 % で あ っ た . イ ソ ロ イ シ ソ の 培地

へ の 添 加 に よ り 胞 子 形 成 率 ほ 上 昇 し た が
,

先 述 の ご と く

G( 十)B S M に お け る プ ロ リ ン に 比 べ
, よ り大量を 要 した . 胞子

形成率は イ ソ ロ イ シ ソ の 濃度 が 1
,
0 0 0 m g/ 1 ま で は 急激 に 上 昇

し
,
以 降イ ソ ロ イ シ ソ 濃 度 の 増加 と 共 に 穏 や か に 上 昇 し

,

野

4 ,0 0 0 m g/1 の 時1 0 0 % に 達 した .

3 . 胞子形成促 進 ア ミ ノ 酸の 利用能

C . 斬〃k 混 が 胞子形成 促進 ア ミ ノ 酸を エ ネ ル ギ
ー

源 と し て

利用 し得 る可 能性を , 各 ア ミ ノ 強化 G( - )B S M 5 日 培養液 中の

代謝脂肪酸を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 用 い 解析す る とと に よ

り検討 した .

各 ア ミ ノ 酸 強 化 G( - )B S M 培 養 液 中の 代 謝 脂 肪 酸 量 を

G( -

) B S M の 場合 と比較 した 時 , 胞子形成促進 ア ミ ノ 酸 4 種類

中 プ ロ リ ン を 除 い た 3 種類 ( バ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ

ソ) で は い ず れ か の 脂肪 酸 が 著 しく増 加 した (表 5) . 即 ち
,

G (
- )B S M に 比 べ バ リ ン で はイ ソ 酪酸が6 . 9 ～ 9 . 2 倍 , イ ソ ロ イ

シ ソ で は イ ソ 青草酸が7 . 4 ～ 8 . 2倍
,

ロ イ シ ン で は イ ソ青草酸 と

イ ソ カ ブ ロ ン 酸が 各 々 4 . 0 ～ 5 . 0 倍 , 7 . 9 ～ 9 . 1 倍に 増量 した . 即

ち こ れ ら 3 種類の ア ミ ノ 酸は C . み廿 最 ね に よ り エ ネ ル ギ ー 源

と して 利用 され得 る可 能性が 示 され た . 胞子形成 非促進 ア ミ ノ

酸13 種類 に つ い て は
,

ス レ オ ニ ン
,

ア ラ ニ ン
,

セ リ ン 強化培地

で は各 々 プ ロ ピ オ ン 酸 ･ 酪酸 , 酢酸 ･ 酪酸 , 酢酸 ･ 酪酸に 明 ら

か な 増 量 が み ら れ
,

こ れ ら 3 種 類 の ア ミ ノ 酸 も ま た C .

弟〃紘混 に よ り エ ネ ル ギ
ー 源 と して利用 され う る可 能性が 示 さ

れ た .

以上 の 結 果,
C . 斬〃k 混 が エ ネ ル ギ

ー 源 と して 利 用 し う る

ア ミ ノ 酸は必ず しも胞 子形成 促進 ア ミ ノ 酸 で は な い こ と が 分

か っ た .

Ⅲ . 複合培地お よび合成培地に お け る 胞子形成 と毒素原性

1 . 胞子形成用 合成培地

グ ル コ ー ス 存在 ･ 非存在 い ずれ の 場合に お い て も良好な胞子

形成 を示 す ア ミ ノ 酸 で あるバ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
, プ ロ リ ン

,

ロ イ シ ン を 各 々 6
,
0 0 0

,
5

,
0 0 0

,
6

,
0 0 0

,
4

,
0 0 0 m g/ 1 に 含 む B S M

( B S M r ei n f o r c e d wi th v ali n e
,
is ol e u ci n e

, p r Oli n e a n d l e u ci n e .

B S M -ⅤI P L ) ,
グ ル コ ー

ス 存 在培 地 で 特 に 有効 な プ ロ リ ン を

60 0 m g 几 グ ル コ ー ス 非存在培地 で 特 に 有効な イ ソ ロ イ シ ソ を

5 ,0 0 0 m g/1 を 含む B S M ( B S M r ei n f o r c e d wi th is ol e u c in e a n d

p r oli n e , B S M-I P ) ,
お よ び 各 々

一 方 の み を 含 む B S M ( B S M

T ab l e 5 . G a s c h r o m at o g r a ph i c a n al y si s of f a tt y a ci d p r o d u c t s o f C (勿野il e i n G 卜) B S M c o n t ai ni n g e a c h a m i n o a cid

eff e c ti v e o r n o n - e ff e c ti v e o n s p o ru 1 a ti o n a t hi gh c o n c e n t r a ti o n

A m i n o a cid 票慧器 In c r e a s e d f a tt y a cid

A m o u n t( m M ) o f e a c h f a tt y a ci d i n th e t e s t e d m e d i u m
a ) i n st r ai n

V PI l O 4 63 E Z 1 6 3 0 K Z 1 6 2 6 K Z 1 7 48 E Z 16 4 7

V ali n e

I s ol e u ci n e

P r oli n e

L e u ci n e

T h r e o nl n e

A l a ni n e

S e r in e

+

+

十

十

一

I s o b u t y ri c a ci d (2 .9) b )

I s o v al e ri c a cid (3 .0)

N o n e

I s o v al e ri c a cid (3 .0)
I s o c a p r oi c a cid (6 .5)

P r o pi?
ni c a cid (0 ･4)

B u t y rl C a Cid (1 .5)

A c eti c a ci d (9 .
4)

B u ty ri c a cid (1 .5)

A c eti c a cid (9 .4)
B u ty ri c a ci d (1 .5)

O tb e r l O

a m i n o a cid s
d) N o n e

20 . 1 2 5 . 8 2 6 . 0 2 3 ,2 2 6 . 7

22 . 9 2 4 . 2 2 4 . 7 2 2 .2 2 3 . 4

1

5

2

2

9

1

4

d

3

5

●

●

l
●

l

●

.

2

2

8
5

n

n

8

2

0

2

5

7

3
7

1

3

5

9

1

7

7
2

9

3

1

5

1

1

2

7

5

4

0

3

2

9

0

2
2

0
0

6

3
5

6

3

1
5

2

2

1
3

5

7

0

8

2
1

2
9

9

7
･

8

2

5

3

1
5

1

2

6
2

8

2

0

2

3
3

3
1

1

9

6

3

9
4

1

5

1

1
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a) G ( ⊥) B S M c o n t ai n i n g e a c h a mi n o a ci d a t hi gh c o n c e t r ati o n . C o n c e n t r a ti o n o f e a c h a m i n o a cid i n th e t e s te d m e di u m

i s l O ･f old hi gh e r th a n th a t of B S M .

b) Am o u n t o f e a c h ねtt y a ci d p r o d u c e d i n G( - )B S M ( m e a n v al u e of 5 st r ai n s) ･ R a n g e : i s o b u t y ri c a cid
,
8 ･9 - 9 ･7 m M ;

p r o pi o ni c a cid
,
0 .3 - 0 .5 m M ; i s o b u ty ri c a ci d

,
2 ･4 - 3 ･6 m M ; b u ty ri c a cid

,
1 ･3

-

1 ･8 m M ; i s o v al e ri c a cid
,
2 ･6 - 3 ･6 m M ;

i s o c a p r o i c a cid ,
5 .4 ～ 7 .4 m M .

C) N o t i n c r e a s e d .

d) H i stid i n e
,
t r y Pt O b h a n

, gl y ci n e
,

a r gi ni n e
, Ph e n yl al a ni n e

,
m e thi o ni n e

,
1 y si n e

,
a S p a r ti c a cid

,
C y S tei n e a n d gl u t a m i c a cid ･



C ･ 萌〃i c王J g の 胞 子形成

r ei n f o r c e d w ith p r oli n e , B S M- P ; B S M r ei n f o r c e d wi th

i s ol e u ci n e
】
B S M-I) に つ い て グ ル コ ー

ス 存在 ･ 非存 在下 に お け

る胞子形成 を上 述 の 5 菌株に つ い て 比較検討 した (表 6 ) .

グル コ
ー

ス 存在下 で は 全株 に お い て B S M一IP と B S M -P が 胞

子形成 に 最も 有効 で あ っ た (両 培地 に お け る 胞子 数の 差 異は

1 0
0 4

倍以下) ･ グ ル コ ー ス 非存在下 で は B S M-I P と B S M-Ⅰ が 胞

子 形成 に 最も有 効 で あ っ た ( 両 培地 に お け る胞 子 数 の 差異 は

10
03

倍以下) ･ 即ち ,
B S M -I P は グル コ

ー

ス 存在 ･ 非存在の い ず

れ の 場合に も胞子 形成 に は 極め て 有効な培地 で ある こ とが示 唆

された .

2 ･ m- B H I
′

グル コ ー

ス 添加 B S M-I P ( B S M -I P wi th gl u c ｡ S e
,

G( + )B S M-I P) , グ ル コ ー

ス 非 添加 B S M -I P (B S M-I P wi th ｡ u t

gl u c o s e
･
G 卜)B S M I P ) に お ける胞 子形成 と毒素原性

有毒20 菌 阻 無毒20 菌株 を m-B H I に て 培養 した 吼 良好 な

胞子形成が み られ胞 子数 は 10
52

～ 1 0
74

/ m l に お よ ん だ . 1 0
6

/ m l

以上 の 胞子数を示 L た菌株は 有 毒株 , 無 毒株共 に 20 株 中1 6 株

(80 %) で あり両 者間に は差異 は認め られ なか っ た (表 7 ) . また

73

有毒株に おけ るサ イ ト トキ シ ソ 活性 と胞子数 の 間に は何 ら の 関

係も認め られな か っ た .

更に
･

G( + ) B S M J P ･ G 卜)B S MTI P に おけ る胞子形成を 毒素

原性 と の 関係に お い て 解析 した (表 8 ) . 有毒株は グ ル コ ー ス の

存在 の 有無 に 関わ りなく胞子形成 は不 良で あ り,
G( +) B S M一IP ,

G (- ) B S M-I P で は 共に 5 株(25 % ) が 10
5

以上 の 胞子 数を示 した

にす ぎず･ 両 培地間に は 胞子形成 に 関 して 明確 な差異は認め ら

れ な か っ た
･

こ れ に 反 し
′ 無毒株は 本合成培地 に お い て

, 特に

グル コ ー ス が 存在 しない 吼 良好 な胞 子形成 を 示 した . 即 ち

1 0
5

以 上 の 胞 子 数 を 示 し た 菌 株 は G( + )B S M -I P で は 7 珠

(35 %) に すぎな か っ たが
,
G 卜) B S M-I P で は13 株(65 %) も存在

した .

有毒株の G( 十) B S M に お ける サ イ ト ヤキ シ ソ 活性 は m-B H I

で の 値の 1 / 2 ～ 1 / 1 6 に すぎなか っ た . G ( - )B S M と 比べ る と

V PI l O 4 6 3 株 で ほ 等 しか っ た が(2 ･
0 4 8 C U/ 5 0 FL 仇 他 の 菌株で

は32 ～ 5 1 2 倍高か っ た . しか しなが ら 仁 胞子 数 と サ イ ト ト キ シ

ソ 活性 の 間に ほ 明 らか な関係は 認め られ なか っ た .

T a b l e 6 ･ S p o r u l a ti o n o f C ･ di5i cih 7 St r ai n s i n di ff e r e n t s y n th e ti c m ed i a

M e di u m
b)

G l u c o s e ( + ) B S M

B S M - ⅤI P L

B S M -I P

B S M - P

G l u c o s e ( - ) B S M

B S M - ⅤI P L

B S M -I P

B S M _Ⅰ

G r o w th a )
an d n u m b e r of s p o r e s (l o g l O/ m l) p r o d u c e d i n s tr a in
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エ
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亡
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b) C o n c e 中a ti o n o f gl u c o s e
,
0 ･2 % ; B S M

･
b a s al s y n th e ti c m e di u m ; B S M ･ V I P L

･
B S M r ei nf o r c e d wi th v ali n e (6 ,

0 0 0 m g/1) ,i s ol e u c l n e (5 ,
0 0 0 m g/1) , p r Oli n e (6 ･

0 0 0 m g/1) a n d l e u c in e (4 ･
0 0 0 m g/l); B S M -I P , B S M r ei nL o r c e d w ith i s o l e u ci n e (5

,
0 0 0 m g/1) an d p r oli n e (6 00 m g/1); B S M -P

･
B S M r ei n f o r c ed wi th p r oli n e (6 0 0 r n g/1); B S M -Ⅰ

,
B S M r ei n f o r c e d wi th i s ol e u ci n e(5

,
0 0 0 m g/1) .

T a bl e 7 ･ T o xi g e n e si s a n d s p o r ul a ti o n of C d # cile s tr ai n s i n

m
t B H I

N u m b e r

OfT o x ig e n e si s
st r a l n S

t e st e d

T o x i g e ni c
2 0

N o n t o x l g e n i c 2 0

N u m b e r of s t r a in s p r o d u c l n g S p O r e S

i n m
･ B H I i n n u m b e r (1 e v el/ m l) of

10 7
10

6
1 0

5

3 1 3 4

1 1 5 4

T a bl e 8 ･ T o x i g e n e si s a n d s p o r u l a ti o n o f C . di5i cil e st r a i n s i n B S M _I P

T ｡ Xi g ｡ n e Si s 慧怒
Of P r

晋
n C e

te s t ed gl u c o s e
a )

T o x i g e ni c 2 0 +

N o n t o x i g e ni c 2 0

wi th a n d wi th o u t gl u c o s e

N um b e r of s tr ai n s p r o d u ci n g s p o r e s in
n u m b e r (1 e v el/ m l) o f

10
5

1 0
4

1 0
3

l

l

l

l

/

4
.

4

亡
U

6

9

6

9

6

3

0
0

3

1

3

1

1
(

U

a) +
,
B岳M -I P W ith O ･2 % gl u c o s e ( G( + ) B S M -I P );

-

,
B S M -I P w ith o u t gl u c o s e ( G 卜) B S M -I P ).
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考 察

ヒ ト の C ｣ 動〃先払仁 腸炎 に お い て は
,

ヒ ト の 腸 内 フ ロ
ー

ラ
18 卜 20)

ある い は 泌尿生殖器フ ロ ー

ラ
21)

と して 本菌が 存在 し て い

る と こ ろか ら
, 内因感 染が主 である と考 え られ て い る . しか し

な が ら
,

入 院患者の 抗 生物質関連腸 炎患者分離 C ･ 故〃正 混 菌

株の 抗菌血 清 に よる凝 集反応 ,
プ ラ ス ミ ド D N A の ア ガ ロ ー ス

電気泳 動パ タ 岬

ン
,

バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジお よび バ ク テ リ オ シ ソ

感受性, 可 溶性蛋白の 電気泳動パ タ ー

ン
, 菌体 内蛋 白 へ の

36

S

標識 メ チ オ エ ソ の 取 り込み パ タ ー

ン
, 染色体 D N A の 制限酵素

切断パ タ
ー

ン 等 の 疫学的研究
詔 卜 2T)

か ら , 掛 こ病院 で の 集団発生

は外因感染 が主 で ある と考え られ て い る .

E i m ら
4-

は病院環境 に お ける C , dよ〃i cfg g の 存在 に つ い て詳

細 に 検討 し
,
C . 肘Jf cf` g 腸炎患者の 病室, 集中治療室 で は各 々

9 . 3 % ,
11 % ,

C . 威〃紘 肋 非保菌患者の 病室 , 集 中治療室 で は

各々 2 . 6 %
,

2 .8 % の 割り に C . 動竹前k を 検出 して い る ･
C ･

粛〟k 混 は 嫌気性胞 子 形成菌で ある の で
, 大気下 で は 栄養塑細

胞は速や か に 死滅す るが
, 胞子の 形で 病院環境をこ長期間生存 す

る . K i m ら
4)
は胞子 は 6 ヶ 月間病室 の 床 に 生存 して い た と述 べ

て い る . 即 ち
, 外因感染 の 主役は 胞 子 で あ る と考 え られ て い

る .

C . d げカciJ g 腸炎 の 治療に は バ ン コ マ イ シ ソ が 用 い られ て い

るが ,
バ ン コ マ イ シ ソ 投与後 しば しば再発する . 再発 の 頻度は

報告者に よ り異 な る が
,
B a rtl e tt ら

6)
ほ 高率 に 再発が起 きる と報

告 して い る . 彼 ほ治療患者189 名中46 名(24 %) に 再発 が お こ り ,

更に 再発者46名 中11 名(46 %) に 2 度 目 の 再発が起 こ っ た と述 べ

て い る . 起炎菌は バ ン コ マ イ シ ソ に 感受性で ある の で
, 本薬剤

投与に よ り栄養型細胞 は死滅す るが胞子が 残 り薬剤 の 投与中止

に よ り胞子が 発芽 ･ 増 殖を して 再発する と考え られ て い る .

以上述 べ た 如く ,
C . d げJi cfJ g 腸炎に お い て 本菌 の 胞 子ほ 大

きな役割 を演 じて お り
, 胞 子の 形成条件を 明 らか に す る こ と は

本腸炎の 予防
･

治療に 新 しい 方 向を 示 すもの と考え られ る
｡

そ

れ故 , 本研究 で は C 諭 牡 陣 地 の 胞子形成条件に つ い て
, 掛 こ

ア ミ ノ 酸に 関 して検討 した .

ク ロ ス トリ ジ ウ ム 属の 菌種は全 て
一

様に 胞 子形成が 良好なわ

け では なく , 胞 子形成 は菌種に よ り , 更に は 同 一 菌種 に お い て

も菌株毎に 異な る . C . 斬〃正混 の 場合, 胞子形成 は極 め て 良好

で あるが
,

一 方
,
本 菌の 胞子 は極 め て 発芽が 困難 で ある

1 5)2 8) 2別

本 菌の 胞子の 発芽 ･ 発育 に は
, 胞 子 を チ オ グリ コ ー ル 酸 ナ ト リ

ウ ム で 処 理 を した 後 に
,

リ ゾ チ ー ム 添 加培 地 に 植 菌す る 方

謝
5}28)

,
お よ び0 . 1 % タ ウ ロ コ

ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 添加培地 に 植菌

す る方法
18)Z9 ) 3 0)

が ある . 前者は熱( 80 ℃ 以上 の 加熱) あるい は ア ル

カ リ傷害胞子 の 発芽 ･

発育に ほ極め て 優れ て お り完全な 発芽 ･

発育を もた らす
31)

. 以上 の 点に 鑑み 本研究で は胞子数 の 測 定 に

は タ ウ ロ コ ー ル 酸 ナ ト リウ ム添加培地を用 い る こ と と した ,

著者 らは先 に B S M を 用い た予備実験で グ ル コ
ー ス 濃度 と胞

子形成 に つ い て検 討 した 際 ,
C . d W i cよJβ 菌株 の 中 に は グ ル

コ
ー

ス が存在 した方が 胞子形成 が 良好な菌株 と ,
グ ル コ ー

ス が

存在 しな い 方が胞 子形成が 良好な菌株が 存在す る こ と をみ い だ

した
32)

. 従 っ て
, 本研究で は グル コ ー ス 存在お よび 非存 在 の 両

者に つ い て 検討す る こ と と した .

本研究で は 先ず各種ア ミ ノ 酸欠損 B S M を 用 い C . 鎖〃危地

の 胞 子形成に 必須 の ア ミ ノ 酸を 求め た . 被験菌株の 充分な発育

に は トリ プ ト フ ァ ン
,

バ リ ソ
,

シ ス テ イ ン
,

プ ロ リ ン
,

ロ イ シ

ン
,

メ チ オ ニ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ が 必須 で あ っ た .

H a sl a m ら
12)

も

こ れ らの ア ミ ノ 酸が C . 斬〃k 混 の 発育に 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 発育が ま っ たく認め ら

れ な い ア ミ ノ 酸 は
, 著者 の 成績で ほ ト リ プ ト フ ァ

ン
,

バ リ ン
,

シ ス テ イ ソ で あ っ た が ,
H a sl a m ら

12】
の 成績で は こ れ ら 3 桂 に

加う るに プ ロ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ソ
,

メ チ オ ニ ン で

あ っ た .
こ れ は 著者 らの 培地 の p H は7 . 6 で あるが H a sl a m ら の

培地 の p H が 約 9 と極め て 高 い こ と に 起因す るも の と 思わ れ

る .

C . タg けri 乃 g β乃∫ の 必須 ア ミ ノ 酸ほ ア ル ギ ニ ン
,

グ ル タ ミ ン

酸,
ヒ ス チ ジ ン

,
ロ イ シ ン

,
フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ソ

,
ス レ オ ニ

ソ
,

ト リ プ ト フ ア ン
,

チ ロ ジ ン
,

バ リ ソ の 9 種類 甜 )
,

C ･

あ0 抽Ji 乃 祝 m A
,
B

,
E 型菌 の 必 須 ア ミ ノ酸 は ア ル ギ ニ ン

,
イ ソ ロ

イ シ ソ
,

ロ イ シ ソ
,

メ チ オ ニ ン
,

フ ェ ニ
ー ル ア ラ ニ ソ

,
ト リ プ

ト フ ア ン
,

チ ロ ジ ン
,

バ リ ソ の 8 種類
35) で あ る こ とを 考え る と

,

C . 斬〃ぬ 混 の 場 合必 須 ア ミ ノ 酸の 種類は 少な い よ う に 思 わ れ

る .

上 に 述 べ た C . み〃h 混 の 発育 に 必須の ア ミ ノ 酸が 欠損 した

培地 に お い て は , 同時に 胞 子形成も また 不 良で あ っ た が , 菌 の

発育が 悪い こ と は 菌の 代 謝合成 が充分 に 機能 して い な い こ と を

意味す るもの で あ り
, 胞 子形成 が 不 良なこ と は 当然の こ と と 思

わ れ る .

また
, 欠損 した 時 , 菌の 発育が 全 て の ア ミ ノ 酸 を含む 場合と

同 じだ が
,
胞子形成が 不 良な ア ミ ノ 酸が存在 しなか っ た こ とか

ら
, 胞子形成 に の み 必須 の ア ミ ノ 酸 は 存在 しな い 様 に 思わ れ

た .

次に 各ア ミ ノ 酸 を10 倍量 に 増量 した 各種ア ミ ノ 酸強イヒ培地を

用 い て
, 胞 子形成 を促進す る ア ミ ノ 酸 に つ い て検 討 した . グ ル

コ ー ス の 有 無に 関わ りなく バ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

プ ロ リ ン
,

ロ イ シ ン が 胞子 形成 に 有効 な ア ミ ノ 酸 で あ っ た . グ ル コ
ー

ス 存

在下 で は 特に プ ロ リ ソ が
,

グ ル コ ー ス 非存在下 で は 掛 こ イ ソ ロ

イ シ ソ が 有効 で あ っ た . こ れ らの ア ミ ノ 酸を 増量 した 時, 菌の

発育 はは とん ど影響は 受 けず , 総 菌数 に 対 す る胞 子数 の 割 合

(胞子形成 率) は これ ら ア ミ ノ 酸 の 増量 と共 に 上 昇 し ,
プ ロ リ

ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ 各 々 50 0 m g/1 ,
4

,
0 0 0 m g/1 の 時10 0 % の 値を 示

した . 即ち
,

こ れ らの ア ミ ノ 酸は 先述 の 如く発育 に 必 須 で あ る

が
, 更に 胞子形成 に 極め て有効な ア ミ ノ 酸で ある こ と が分か っ

た . イ ソ ロ イ シ ソ は C . 占o f 祝肋 加 m E 型 ,
C . ♪g rJ rf 乃g β乃∫ の 胞

子形成 に 有効 な ア ミ ノ 酸 で ある
36)3 7 )

. C . タg rJ rよ乃 g g 乃∫ の 胞子 形成

に は イ ソ ロ イ シ ソ の 外 に メ チ オ ニ ン
,

セ リ ソ
,

リ ジ ン が
37)

,
C ･

あo f 祝Jf乃祝 m A 型の 胞子形成に は ア ル ギ ニ ゾ
8)

が 有効 と報告 され

てい る . 胞 子形成 を促進 する ア ミ ノ 酸 に つ い て は 好気性胞子 形

成菌で ある βα仁王Jヱ祝 ∫ に つ い て 特 に 研究 さ れ て お り
,

βα Cよ肋 ∫

c g r g 祝∫
3g)4 0)

,
βαC f 肋 ∫ ∫祝如 拙

41)
の 胞 子形成 に は グ ル タ ミ ソ 酸が 有

効 で ある と されて い る .

胞子形成促進 ア ミ ノ酸 の C . d f〟f cfJ g に よ る利用能を 明 らか

にす るた め G(
-

) B S M 培養液 中の 代謝脂肪 酸を ガ ス ク ロ マ ト

グラ フ ィ
ー

に よ り解析 した . C . d ぴJ ねfJβ は ペ プ ト ニ
/ - 酵母 エ

キ ス ー

グ ル コ
ー ス 培地で イ ソ 青草酸 , 青草 酸 ,

イ ソ 鱒 プ ロ ソ

酸 , 酢 酸
▲

プ ロ ピ オ ン 酸 ,
イ ソ 酪酸 , 酪 酸 を 産 生 す る

42)
が

G(
- ) B S M で も同様 の 脂 肪酸産生 パ タ ー ン を 示 した . 各 ア ミ ノ

酸を10倍量 に 増量 した時 ,
バ リ ン

き
イ ソ ロ イ シ ソ

,
ロ イ シ ソ

,

ス レ オ テ
ン

,
ア ラ ニ ン

,
セ リ ソ で ほ 各 々 特定の 脂肪酸 量が 2

～

9 倍増加 し
,

こ れらの ア ミ ノ酸が C . 観伊前 払 に よ り発酵 ･ 利
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用され て い る可 能性 が示 され た . こ れ らの 中で バ リ ン
,

イ ソ ロ

イ シ ソ
,

ロ イ シ ソ は胞子形 成促進 効 果を 示 す ア ミ ノ 酸 で あ っ

た ･ しか しな が ら ,
4 種類の 胞 子形成促進 ア ミ ノ 酸の うち唯

一

プ ロ リ ン に つ い て は
, 1 0 胤 ある い はそれ 以上 に増 量 した場合

に も代謝脂肪酸の 増量は 認め られ なか っ た .

ア ミ ノ 酸 の 発酵様 式に は単 一 ア ミ ノ 酸を 利用する方式 と
,

ク

､ -コ ス ト リ ジ ウ ム 属特 有の も の と して , 2 種の ア ミ ノ酸 の
一

方を

電子供与 附 他方を電 子受容体と して 利用する方式 (S ti c k la n d

反応) とが ある
43)

･ 上 記の 発酵 ･ 利用が 示 唆 され た 6 種類 の ア

ミ ノ 酸の うち
ト 胞子形成 に 有効な ア ミ ノ 酸 で あるバ リ ソ

, イ ソ

ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ン は単 一 ア ミ ノ 酸 を利用す る方法砿 よ っ て は

発酵 され ない が
,
S ti c kl a n d 反応 に よ っ て 発酵 され る ア ミ ノ 酸

である ･ こ の 際 ,
こ れ らの ア ミ ノ 酸は 電子供与体 と して働き ,

プ ロ リ ン ほ 電子受容体と して働 ぐ
3)

. 即 ち
, 胞子形成 に 有効 な

ア ミ ノ 酸は S ti c kl a n d 反応 に よ る発 酵に 関与する ア ミ ノ 酸 で あ

るこ とが 分か っ た .

有 毒 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 菌種 の 中 で C ･ 如 才r 玩g 耶
8)

,
C .

ゐ0豪〟Jよ乃 祝 m
9)

,
C h 油壷払 川 = 抑 り㌦

)

,
C わ∫けfd言祝 m 九通 0 如才c 祝椚

45)
,

C わ∫けf 血 椚 土成 α 花 押 こつ い て は そ の 毒素原性 と胞子形成 の 問に

は密接 な関係が 存在す ると報告 され て い る . 特 に C . 卵 小 壷-
g g乃∫ の エ ソ テ ロ トキ シ ソ

,
C ･ あo f 祝J 血 m の C 2 毒 素に つ い て 詳

細に 研究 され , そ れ ら の 毒素は胞 子形成期 に 産生 され培地中に

放出され
,

か つ 胞子 に は毒素が存在 する こ とが 明 らか に され て

い る
8)9)

･ C 諭 牡 柾 壷 の 毒素 は培養 1 ～ 2 日 目か ら産生 さ れ
,

4 ～ 5 日 目 に 最高値に 達す る こ とか ら
, 本菌の 毒素も胞 子形成

斯 こ産 生され る と考え られる
】0)11)

･ しか しなが ら , 複 合培地を 用

い た今 日 ま で の 研究は 両 者の 関係に つ い て は む しろ否定的 で あ

る
15)4 7) 4 8)

本研究に お い て 複 合培地 m-B =Ⅰ を 用 い た 成績 で は
, 毒素原

性と胞子形成 に は何 ら の 関係も見い 出す こ と は出来な か っ た .

合成培地 G( + ) B S M I P
,
G ト)B S M-I P を用 い た 成績 で は

, 有毒

株 に つ い て は サ イ ト ト キ シ ソ 活 性 は G( - )B S M一IP で は

G( + ) B S M-I P に 比べ 低か っ た が , ト キ シ ソ 活性と胞 子数 の 間に

は 関 係 は み ら れ な か っ た ･ し か し な が ら ,
G( + )B S M I P

,

G( - ) B S M -I P に おけ る胞子形成 を比較 した 吼 無毒株は 有毒株
に 比 べ

, 特 に G 卜) B S M-I P に お い て 良好な胞子 形成を 示 した .

以上 の 結果ほ 有毒殊 に 比 べ て 無毒株 の は うが胞子形成能が強 い

可能性が ある こ と を示 唆す るも の で あ り , 更な る 研究 を 要す

る .

ハ ム ス タ ー に 無毒株を 投与 した 後 に 有毒株を 投与する と盲腸

炎ほ発症 しな い
49)

■ 臨床的 に は ,
C ･ 観廿最 わ 腸炎の 再発 を繰 り

返す患者 に 無毒 C 諭 牡 柾 壷 を 投与す る こ と に よ り再発を 防く-

こ とが で き る
50)

･ こ れ は無毒株の ほ うが 有毒株 よ り も定着 しや

すい た め と 解 され て い るが
, 菌の い か な る 因子 が 関与 して い る

か ほ不 明で ある .

本研究で無毒株の ほ うが 有毒株 よ りも合成培地で胞 子形成が

良好なこ と が示 された ･ こ の こ とは
,

よ り栄養条件 が悪 い 環境
下 で は無毒株の 方が胞 子を形成 しや すい こ と を 意味 して い る .

無毒株 の こ の 様な胞子形成 の 特徴が 有毒株の 腸管 へ の 定着の 阻
止に 関与 して い る 可能性が ある ･ こ の 点に 関 しても更な る研究
を要す る .

結 論

C ･ d 湘 抽 の 胞子形成 に及ぼ す ア ミ ノ 酸の 影 響を 5 菌株を

75

用い て 合成培地に て 検討 し
′ 更 に C ･ d 棚 c iJ g の 胞子形成と 毒

素原性 に つ い て 検索 し
, 次 の 結果を え た .

1 ･ C ･ d i 誹 c 混 の 胞子 形成に 必須 の ア ミ ノ酸 は グル コ ー

ス

の 有無に 関わ り なく5 株全株に お い て
,

ト リプ ト フ 7 ン
,

バ リ

ン
,

シ ス テ イ ン
′ プ ロ リ ン で あ っ た . 更に

,
グ ル コ

ー

ス 存在下
に お い て は 2 株に お い て ロ イ シ ン お よび メ チ オ ニ ン

, 1 株に お

い て ロ イ シ ン
,

1 株 に お い て メ チ オ ニ ン が必 須 で あ っ た . グ ル

コ ー ス 非存在下に お い て は 4 株に お い て ロ イ シ ン が必 須 で あ っ

2 ･ これ らの ア ミ ノ酸 は また菌 の 発育 に と っ て も必須 で あ っ

3 ･ C ･ 弟〃k 混 の 胞子形成を 促進する ア ミ ノ 酸は バ リ ン
,
イ

ソ ロ イ シ ソ
, プ ロ リ ン

,
ロ イ シ ン の 4 種類 であ り ,

グル コ
ー

ス

存在下で は プ ロ リ ン が
,

グ ル コ
ー

ス 非存在下 で は イ ソ ロ イ シ ソ

が 最も有効な ア ミ ノ酸 で あ っ た .

4 t 上 述の 4 種の ア ミ ノ酸を 増量 した 吼 菌の 発育 はほ と ん

ど影響を 受けな か っ た が
, 胞子形成率 は ア ミ ノ酸 の 増量と共 に

上昇 し
,

プ ロ リ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ に つ い て は各 々 50 0 m g/ 1 ( グ

ル コ ー

ス 存在･
K Z 1 6 2 6 株) , 4

,
0 0 0 m g/1 ( グ ル コ ー

ス 非存 在
,

V P I l O 46 3 株) の 時ほ ぼ100 % の 値 を示 した .

5 ･ 代謝脂肪酸の 解析の 結果 プ ロ リ ン 以外の 胞 子形成促進ア

ミ ノ 酸( バ リ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ

,
ロ イ シ ン) お よ び ス レ オ ニ ン

,

ア ラ ニ ソ
,

セ リ ン が発酵 ･ 利用 され うる こ と が示 され
, 発酵 ･

利 用 され る ア ミ ノ酸の 全て が 胞子 形成 に 有効で あるの で は な く

て
,
S ti c kl a n d 反応 に 関与す るア ミ ノ 酸の み が有 効 で ある こ と

が分か っ た ,

6 ･ グ ル コ
ー

ス 不 含イ ソ ロ イ シ ソ (5 ,
0 0 0 m g/ 1) ･ プ ロ リ ン

(6 0 0 m g/1) 強化合成培地に お い て 1 m l 当 り 10
5

以 上 の 胞子を形

成 した 菌株 は有毒株 で は20株中 5 株 (25 % ) で あ っ たが
, 無毒株

で ほ20 株 中13 株(65 % ) で あ っ た ･ こ の こ とは 無毒株 の ほ うが有

毒株 よ り胞子 形成能が 強い 可 能性 を示 唆 L て い る .
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B a c t e ri ol ･
,
8 9

,
9 9 3-9 9 5 (1 9 6 5) .

4 5) S e b al d
･

M ･ & S c h a e ff e r
,

M ･ P ･ : T o x ig e n e s e t

S p O r ul a ti o n c h e z Cl o s t ri di u m h i s t ol y ti c u m . C . R . A c a d . S ci .

( P a ri s) ( G r o u p B) ,
2 6 0

, 5 3 賂 54 0 0 (1 9 6 5) .

4 6) S a n a d a
,

l . & N is h id a , S . : I s ol a ti o n f o Cl o st ri di u m

t e t a n i f r o m s oil ･ J ･ B a c t e ri ol .
,
8 9

, 6 2 6-6 2 9 (1 9 6 5) .

4 7) K e tl e y , J ･ M ･
,

M it c h ell
,

T
･ J ･

,
】仙 摘I a m

, S . C .
,

S t e p h e n
･

J ･
. C a n d y ,

D ･ C ･ A . & B u rd o n
,

D . W . :

S p o r o g e n e si s a n d t o xi n A p r o d u ctio n b y C l o s trid i u m

dijfi ciL e ･ J ･ M e d . M i c r o b i ol り 2 2
,
3 3-3 8 (1 9 8 6) .

4 8) K e tl e y ,
J ･ M ･

, H a sl a m
●

S ･ C ･
,

M i t c h ell
,

T . J .
,

S t e p h e n
,

J ･
･

C a n d y , D ･ C ･ A . & B u r d o n
, D . W . :

P r o d u c ti o n a n d r ele a s e of t o xi n s A a n d B b y CL o st rid i u m

d iffi cil e ･ J ･ M e d ･ M i c r o bi ol .
,
1 8

, 3 8 5-3 9 1 (1 9 8 4) .

4 9 ) W il s o n l K ･ H ･ & S h e a g r e n , J ･ N ･ : A n t a g o n is m of

t o x ig e n ic C l o st rid i u m d iffi cil e b y n o n t o x i g e n ic C .

J ･ I nf e c t ･ D is .
,
14 7 , 7 3 3-7 3 6 (1 98 3) .

5 0) D e al
,
D ･

,
B o r ri ell o , S ･ P ･

,
B a r c la y ,

F ･ E . , W el c h
,
A .

,

P i p e r
･

M ･ & B o n n y c a 8 tl e
,

M ･ : T re a t m e n t of r el a p s l n g

C L o s t ridi u m d ijJi cil e di a r rh o e a b y a d mi n is tr a ti o n ｡f

n o n-t O Xi g e ni c s tr ai n ･ E u r ･ J ･ C li n . M i c r o bi ol
り
6

, 5 1-5 3 (1 9 89) .

E ffe c t o f A m i n o A ci d s o n t h e S p o r u l a ti o n o f C 1 0 S tTi di u m 櫛 cil e S t r ai n s Y o s h i n o ri O k i n o
,
D e p ar t m e n t O f

B a c teriol o g y ,
S c h o ol of M e d i ci n e

,
K a n az a w a U ni v er si ty ,

K an a Z a W a 9 20
-

J ･ J u z e n M ed S o c ･
,
1 0l

,
68 -

7 8 (1 9 9 2)

K e y w o r d s C ･ d W icll e
,
SP Or ul ati o n

,
am i n o a ci d

,
fe r m e nt a ti o n

,
tO Xig e n esis

T h e e fft c t of am i n o a cid s o n th e sp o r u l a ti o n o f C l o s trid i u m d # cil e ( C ･ d W icile) ,
W h i c h i s th e c a u s e o f p s e u d o m e m b r a -

n O u S C Oliti s an d s o m e c a s e s o f an ti bi otic - a SS O Cia ted d i ar r h e a
,

W aS e X a m i n e d u si n g 5 s tr ai n s i n a s y n th etic m e di um wi th o r

W it h o u t O ･ 2 % g l u c o s e ･ A m i n o a ci d s t e s te d w e r e h i s ti d i n e
,
t r y P t O P h a n

, g l y cl n e
･
ty r O Si n e

,
a r g l ni n e

, p h e n y l al a ni n e
,

m e th i o nin e
,
th r e o ni n e

,
al a ni n e

･
l y s l 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 SP ar tic a ci d

･
1 e u ci n e

,
C y St ei n e a n d gl u t am i c a cid .

B y u s l n g e aC h am i n o - aCi d -d en ci e n t sy n th e d c m e di u m
,
i t w as r e v e al ed th at･ f or s uf n ci e n t sp o ru 1 ati o n t o o c c ur

,
廿y pt op h an

,

V alin e
,
C y S tei n e an d pr oli n e w er e e s s e n ti al i n al 1 5 s 血 n s i n d e pe n d e nt o f th e p re s e n c e of gl u c o s e ･ I n ad di ti o n

,
in th e p r es -

e n C e O f g l u c o s e
,
1 e u ci n e an d m e th i o ni n e w e r e e ss e n d al i n str ai n s V P I l O 4 63 a n d K Z 1 6 4 7

,
l e u ci n e i n str ai n K Z 1 7 4 8

,
a n d

m e th i o nin e i n str ai n K Z 1 63 0; i n th e a b s e n c e of gl u c os e l e u ci n e w a s e s s e n ti al i n all s tr ai n s e x c ep t V P I l O 4 6 3 . Ⅷ e s e am in o
a ci d s w e r e als o e ss e n d al f or b a ct e ri al g r o w th

,
an d n o am i n o a ci d w a s e ss e n d al o nl y fb r sp o ru l ati o n . Wh e n th e am 0 un t S Of

e a c h a m in o a cid w e re i n c r e a s ed b y l O ti m e s th o s e o f th e b as al s y n th e ti c m e di um ( B S M ) ,
V ali n e

,
i s ol e u cin e

, P r Oli n e a n d
l e u c in e

･

W er e efft c d v e o n th e sp o r ul ati o n ･ T h e m o st e 蝕c ti v e am i n o a cid s w er e p r oli n e i n th e p r e s e n c e of gl u c o s e an d
is ole u ci n e i n th e ab s e n c e o f gl u c o s e

,
r e SP e Cti v ely ･

i n a11 5 s 血 s ･ W h e n th e r elati o n s hip b et w e e n sp o ru 1 ad o n an d th e
a m O u n t of p r oli ne an d is ol e u cin e w as e x am in e d u s in g str ai n s K Z 1 6 26 an d V P I l O4 63 , r eSP e C ti v el y ,

Sp O ru l ati o n r at e r e a ch e d
lO O % at th e c o n c e n u a ti o n of 5 00 m gn of p r oli n e o r 4

･
00 O m gn of is ole u ci n e ･ B y an aly si n g f atty a cid p r od u ct s u si n g a
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g a s c h r o m a t og r a p h i n th e c ul tu r e c o n tai n ln g e a C h am i n o a ci d at a c o n c e n tr a ti o n l O ti m e s th a t of B S M
,
it w a s r e v e al e d th a t all

O f th e e n h an Cl n g a m i n o a ci d s e x c ep t p r oli n e
,
th r e o ni n e

,
al an i n e a n d se ri n e m i g h t b e ft r m e nt e d . F ur th e r m o r e

,
th e r el a ti o n -

Ship b et w e e n sp o ru 1 ati o n a n d t o xi g e n esis of C . d 聯Cile str ai n s w a s e x am i n e d u si n g b r ain h e ar t i n fu si o n s u p pl e m e n te d w ith

0 .2 % N a
2
Ⅰ壬P O

4 ( m o d i丘ed b r ai n h e ar t i n fu si o n
,

m - B H I) a n d B S M c o nt ai ni n g i s ol e u ci n e a n d p r oli n e at th e h ig h c o n c e n tr a -

ti o n s of 5
,
00 O m gn an d 6 00 m g/1 ( B S M r ei n fb r c e d w i th is ol e u ci n e an d p r oli n e

,
B S M -I P) ,

r e Sp e C ti v ely ･ N o r el a ti o n s h ip

b e t w e e n th e m w a s f o u n d w ith m - B H I . H o w e v er
,
i n th e B S M -I P w i th o ut gl u c o s e

,
th e n u m b e r of st r ain s p r o d u cin g s p o r e s

l O 5 0r m Or e/ m l w e r e 5 (25 % ) of 2 0 t o xig e nic s b
･

ain s a n d 1 3 (65 % ) of 2 0 n o n t o xig e nic s 甘ai n s . T h e s e r e s ult s s u g g e st th a t

am i n o a ci d s u s e d a s an O X y d an t O r r e d u c t an t i n S ti c kl an d r e ac ti o n c o ul d e nl 1 an C e S P O ru 1 a ti o n
,

an d th at n o n t o x lg e ni c sb
･

ai n s

m i g h t b e str o n g e r i n sp o ru 1 ati o n p o te n c y th a n t o x l g e n ic s b
'

ai n s ･


