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石 川県に お ける ボ ツ リ ヌ ス 菌の 生態学的研究

金沢大学医学部微生物学講座 ( 主任 : 中村信
一

教授)

吉 村 清 人

(平成4 年 1 月1 3 日受 付)

石 川県 の 耕 作地 (水 田
,

レ ン コ ン 田
, 畑 地) , 手取川 水系 l 白 山山岳 部 の 土 壌 に お け る ボ ツ リ ヌ ス 菌 ( Cg o ∫けどdi 祝 m

毎 血丑 Ⅷ 澗) の 分布 , 家畜(ウ シ
, ブ タ) の ボ ツ リ ヌ ス 菌の 保有状況を 検討 した . ボ ツ リ ヌ ス 菌の 存在の 有無は 試料 を グ ル コ ー

ス

加肉 カ ス 培地 で 培 養 し, 培養液中の 毒素を検索す る こ と に よ り行 っ た . 耕作地土 動 こお い て は C 型毒素が
, 水田 で ほ33 試料 中

2 試料(6 . 1タの,
･ レ ン コ ン 田 で は21 試料 中3 試料 (1 4 . 3 % ) , 畑地 で は33 試料中 3 試料 (9 . 1 % ) に 検出 され た . ま た

, 畑 地 で ほ C

塑毒素が 検出さ れ た 3 試料 中1 試料に お い て E 塾毒素が 同時に 検 出され た . 手取川 では 上
･ 下流域共 に E 塑毒素が 高頻度に検

出 され , 下流域 で ほ 7 試料 中3 試料 (42 . 9 % ) , 上 流域で は31 試料 中10 試料 (32 . 3 % ) に 検出 された . C 型毒 素はわ ずか 1 試料

(2 .6 % ) に 検 出され た に す ぎな か っ た が
,

B 型毒素 が 3 試料 (7 . 9 % ) で 検出 され た . 山岳 部土 壌 に つ い て ほ1 5 試 料 中 3 試料

(20 % ) に E 型毒素 が検出 され た . 土壌 か ら ボ ツ リ ヌ ス B
,

E 型番素産生菌の 分離を 試み た 結 果 , 定型 的な 蛋白非 分解 性 B 塾

菌,
E 型菌が 分離 され た . 健康 な ウ シ75 頭 ,

ブ タ10 0 頭の 肝阻織を 検討 した結果 ,
ウ シ で は ボ ツ リ ヌ ス 毒素 は 検出 され な か っ た

が
,

ブ タ で は 8 頭 ( 8 % ) に C 型毒素が検出 された . C 型菌保菌 ブ タ が
一

過性 に存在 した の か 否か を検討す るた め
,

C 型菌保菌

ブ タ が存在 した 5 養豚場の うち の 1 つ に つ い て , 約 2 年間 に わ た り20 頭の ブ タ に つ い て 調査 した . 被験20 頭全て の 肝組織 およ

び16 頭 の 盲腸 内容物 に C 型菌の 存在 が示 された . ま た そ の 養豚場 の 環境試料 (床堆積物 , 汚泥
, 敷地 内士族 , 隣接水 田土壌) に

も高率 (62 . 5 % ) に C 型菌が 検出さ れ た . 以上 の 結果 , 石 川県 に お い ては湖 沼の み な らず, 耕作地 に もC 型菌 が広く分布 してい

る こ と
, 蛋白非分解性 B 型菌が 水系の 土壌に お い て我国 に存在す る こ と

, ま た E 型 菌の 自然 環境 に お ける増幅 に つ い て は
,
海

洋説と とも に 内陸説 をも考慮す べ きで ある こ とが 示 唆 され た . さ らに
,

C 型菌保 菌健康ブ タ もま た 自然 環境 に おけ る C 型菌の

汚染 ･ 増 幅の
一

因と な っ て い る こ とが示 唆 された .

K e y w o r d s C l o s t ridi u m b o t u li n u m
,
C ulti v at e d fi eld

,
d o m e stic a ni m a l

,
t e r r e St ri al t h e o r y ,

t y p e B

ボ ツ リ ヌ ス 菌 ( C b ∫汁fd f祝 m あ0 紬Jわ‡沈 m ) は
, 極め て 強力 な 神

経 毒素 を産生す る こ と よ り ,
ヒ トに 致命率 の 高い ボ ツ リ ヌ ス 中

毒を 引き起 こ すl)
. 神経毒素 はそ の 抗原性の 違 い に よ り A ～ G

の 7 型に 塑別 され , 菌自体もそ の 塵 生す る毒素型 に よ りA ～ G

の 7 型に 分類 され て い る
2)

.

或 る地域 で発生す る ボ ツ リ ヌ ス 中毒の 原 因歯型は , そ の 地域

の 土 壌に 分布 して い る菌型 と基本的に ほ 一 致 し て い る
1)

. そ れ

故 ,
ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 土壌 に お け る分布に つ い て は

, 世界を 通 じ

て 広く検索 され , 北 米で は 米国 に ほ A
,

B 型 ,
カ ナ ダ に は E

型 ,
ヨ ー ロ

ッ
パ で ほ A

,
B 型 , 中 国で は 新産地 方 に は A

,
B

塑
,

チ ベ
ッ ト地 方に は E 型が広く分布 して い る こ と が 明 らか に

され て い が ト 5)

我 国に おい て は195 1 年に北海道 で ｢ い ず し｣ に よ る E 型 ボ ツ

リ ヌ ス 中毒が 報告
81

され て 以来 , E 型菌は水系の 菌 で ある と こ

ろ か ら海岸を 含め た 河川下流域 , 湖沼土 壌を 中心 に 本菌の 分布

が 検索 され ,
E

,
C 塑 が 広く 存在 す る こ と が 明 ら か に さ れ

た
3)5)†〉

. 石 川県の 土壌 に おけ る ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 分布 に つ い て ほ
,

湖沼に つ い て詳細 に 検討 され
,

C 塾菌が極め て 濃厚 に 存在する

と報告さ れて い る
8)

. しか しなが ら
,
石川県をも含め て

, 河川上

流域▲ 耕作地土 壌 に お ける ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 存在 に つ い て ほ 充分

な解 明がな され な い ま ま取 り残 され て い る .

ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 自然界 に おけ る汚染 ･ 増幅に つ い て ほ
,

土壌

中に お け る増殖 に 加う る に
, 動物 の 腸管 内 で 増殖 し

, 排泄さ

れ
,

土壌 に 事項 され る こ と が考 え られ
,

C お よ び D 型菌に つ い

て ほ 鳥が原 因動物 と 考え られ て い る
珊 ､ -0)

以上 の 点 を鑑 み , 更に E 型菌 が河川下流域
,
湖沼に 多い の は

内陸部に 存 在す る E 型菌 が 水流 に よ り運 ばれ 蓄積 した こ と に よ

ると い う考 え ( E 型菌内陸説)
11)

をも考慮 し
, 本研究で は畑地 ,

水 田等の 耕作地 , 河川上 流域, 山岳 部土壌 に おけ る ボ ツ リ ヌ ス

菌の 分布を 検索 した . ま た
,

ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 自然界に おける汚

染 ･ 増幅に お け る鳥以外の 動物 の 意 義を 明 らか に す る こ と を 目

的と し
,

ウ シ ･ ブ タ の 肝臓, 腸管お よ び そ の 周辺土 壌 に お け る

ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 存在に つ い て 検討 した .

材料お よ び方法

Ⅰ . 土壌お よび動物試料

1 . 土壌試料

表層 よ り 10 c m の 深 さの 土壊約 100 g を滅 菌ポ リ/ 容器 に 採取

し
,

4 ℃で 保存 した . 耕作地 土壌 ほ
,
1 9 8 4 年 4 月 に 石川 県内

各々 1 0 k m ～ 2 0 k m 離れ た33 地点 に お い て 水田 お よ び 畑地 よ り

A b b r e vi a tio n s : C M G
,

C h o p p ed m e at -

gl u c o s e m edi u m ; I U , in t e r n atio n al u nit ; M L D
,

m i ni m u m le t h al d o s e ;

P B S
, p h o s p h a t e q b uff e r e d s alin e
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採取 した (図1 ) , また
,
1 9 8 4 年 6 月熊 本県産 草子 レ ン コ ン に よ

るA 塑 ボ ツ リ ヌ ス 中毒 が発生
12)

した た め
, 1 9 8 4年 8 月 , 金沢 市

内の レ ン コ ソ 田地域か ら21 個の 土壌試 料を 数1 00 m 間隔で 採取

した .

河川土妻掛ま
t
1 9 8 6 年か ら1 98 8 年 に か け て

, 手取川 の 下流域

(鶴来町よ り下流) 7 地 点
,
上 流域(鶴来町 よ り上 流) の 本 ･ 支流

の31 地点よ り採取 した (図 2 ) . 各地 点 間 の 距 離 ほ数 k m
～ 1 0

k m で あ り , 水 際よ り数 m 離れ た 場所 の 土壌 を採取 した .

山岳土 壌と して 手取川水系 の 水 源 で ある 白山山岳部 の 土 壌を

別当出合か ら山頂 に 至 る ま で 数 100 m
～ 数 k m 間隔 で 採取 し

た . 1 9 8 8 年 8 月 , 白 山 (標 高 2
,
70 2 m ) の 標 高 1

,
0 00 m か ら

2 ,
70 0 m の 1 2 地 点 お よ び 白 山 の 前峰 で あ る 砂 御 前 山 ( 標 高

l
,
3 2 6 m ) の 3 地点 よ り採取 した .

2 . 動物試料

1 ) 被験動物

198 6 年1 2月 か ら198 7 年 1 月 に 石 川県金沢食肉流通 セ ン タ ー へ

搬入 され た 石 川県塵 の 健康な ウ シ75 頭 ,
お よ び ブ タ1 0 0 頭 に つ

い て 検討 した . ウ シ ほ18 農場 で
,

ブ タ ほ36 養豚場 で 飼育 され て

い た もの で あ っ た ( 図3 ) . ウ シ
,

ブ タ と もに
一

農場 当た り1 ～

7 頭を 検討 した .

また1 9 卯 年 2 月 か ら198 8 年11 月 の 間に 特定 養豚場 ( T お よ び

･
■ ･ ･

.

.

0
●

●
● ●

■●
● ‥

-
■

､

0 20 k m

F ig ･ 1 ･ L o c a ti o n of s a m pli n g sit e s o f c u lti v a t e d fi eld s . 0 ,

b o t u lin u m t o x i n- n e g a tiv e sit e i n b o th fi eld s of ri c e a n d

O th e r c r o p s ; ① ,
C l t O X i n

-

p O Siti v e sit e i n ri c e fi eld ; e) , C l

a n d C 2 t O Xi n
.

p o siti v e sit e i n fi eld of o th e r c r o p s ; G) ,
C l a n d

ty p e E to x i n
-

P O Siti v e sit e i n fi eld of o th e r c r o p s ; ● ,
C .

t o xi n
-

P O Siti v e gite in b o th fi eld s of ri c e a n d o th e r c r o p s ;

△
,

a r e a Of l o t u s fi eld .

1 3 9

E 養豚場) か ら搬入 され た 健康 な ブ タ 計30 頭 に つ い て も検 討 し

た .

こ れ ら の ウ シ は18 ～ 2 8月 齢, 体重650 ～ 7 5 0 k g ,
ブ タ ほ 6 ～ 7

月 齢 , 体重約 80k g で あ っ た .

2 ) 被験試料･

ウ シ で は屠殺後30 分 以内に
,

ブ タ で ほ1 0 分以内に 肝 臓 ( ウ シ

ほ 右菓.
ブ タ は 外側右菓) を摘 出し

, 火烙滅 菌 した ス テ ン レ ス

バ
ッ ト 内で 滅菌ナ イ フ と ピ ン セ ッ ト に て 肝表層部を 無菌的に取

り除い た後 , 組織を約 2 c m 角に 細切 し
, そ の 約 10 g ､ を 滅菌ポ

リ 容器 に 採取 した . 盲腸内容物は
, 滅 菌採便管に 約 10 針 採取 し

た . 被験 試料は
-

8 0 ℃ で 凍結保存 した .

3 ) 養豚場の 環境 試料

動物試料と共に 養豚場環境中の 試料も採取 した . 1 98 9 年 2 月

お よび11 月 に T お よ び E 養豚場に て 計56 試料 を採取 した . 採取

試料は
, 豚房(飼育室) の 床堆構物 , 豚房か ら の 排水 路汚泥 , 養

豚場敷地内の 深 さ 15 c m の 土壌お よび 養豚場敷地に 隣接す る水

田 の 深さ 15 c m の 土壌 (敷地 の 端 よ り 5 m 離れ た 地点) で あ

る .

Ⅱ . 毒素産生 用培地お よび堵義

被験試料中の ボ ツ リ ヌ ス 菌の 証明 は
,
Y a m a k a w a ら

5)
の 方法

に 従い 試料を グル コ ー ス 加肉カ ス 培地 (c h o p p ed m e a トgl u c o s e

m e di u m . C M G 培地)
13)

で培養 し
, 培養液中の ボ ツ リ ヌ ス 毒素を

検出する こ とに よ り行 っ た .
C M G 培地は

. 牛肉抽 出液に 2 0 %

( v/ v) 肉 カ ス
, 3 % ト リ プ チ ケ ー

ス ペ プ ト ン (B e c t o n D i ck i n s o n

M i c r o b i ol o g y S y s t e m s
】
C o c k e y s v ill e

,
U S A ) . 0 . 5 % 酵母 エ キ ス

( D if c o L a b o r a t o ri e s
,
D e t r oit

,
U S A ) .

0 . 5 % K H 2P O . , 0 .0 5 % シ

ス テ イ ン
一

塩酸
一

水化物 ,
0 . 0 0 0 5 % へ ミ ソ 溶液 ( 和光 , 大阪) ,

0 . 0 0 01 % ビ タ ミ ン K . (和光) ,
0 . 0 1 % レ サ ズ リ ン (和光) を添加

Fi g . 2 . L o c a ti o n of s a m pli n g sit e s of th e T e d o ri ri v e r

s y s t e m ･ ○ ,
b o t uli n u m t o xi n

-

?
e g a ti v e si ･とe ; ① ･

C l t O X in -

p o siti v e sit e ; e )
,

ty p e S B a n d E t o x i n
-

p O Siti v e sit e ; G )
,

ty p e B t o x i n
-

p O Siti v e sit e ; ●,
ty p e E t o x i n

-

P O Siti v e sit e .



1 4 0

し
, P H 7 . 0 に 調整 した 後 ,

1 0 m l ず つ 試験管(16 × 1 6 0 m m ) に 入

れ
,

気相を 窒素 ガ ス に置換 した 後 プチ ル ゴ ム 栓を して高圧蒸気

滅菌 (12 1 ℃ , 1 5 分) した . グ ル コ ー

ス は 被験試料 の 接種 直前
,

炭酸 ガ ス 噴射下 で 終濃度0 . 5 % に な るよ うに 加え た .

被験試料 1 g を 炭酸 ガ ス 噴射下で C M G 培地 に 接種 した . 土

壌試料 , 床堆構物試料 , 汚泥試料ほ 加熱する こ と なく (非加 熱

培養) , 動物試料(肝臓 , 盲腸内容物) は非加熱 お よ び60 ℃ ,
3 0 分

間加熱後 (加熱培養) ,
3 0 ℃

,
5 日間培養を行 っ た .

Ⅲ . ボツ リヌ ス 毒素の 検出

ボ ツ リ ヌ ス 毒素の 検出は
,

マ ウ ス (d d Y
,

オ ス
,

4 週齢) ( 日本

エ ス エ ル シ ー

, 静岡) を 用 い
, 致死毒性試験お よび 毒 素 中和 試

験 に よ り行 っ た
5)

. 即 ち
,
培養液を

一

夜凍結(
-

2 0 ℃) 後室温 で

融解 し, 5 ,
0 0 0 Ⅹg ,

1 0 分 間遠心 して 得られ た 上 帝を 被験 液 と し

た .

被験液 を ,
0 . 2 5 m l ず つ 2 匹の マ ウ ス に 腹腔内注射 し

,
3 日 以

内 に マ ウ ス が舞死 した場 合, 致死毒性陽性と した . 致 死毒性 陽

性 の 被験液 に つ い で ほ
,
5 0 m M 燐酸緩衝生理食 塩水 ( p H 7 . 2)

(p h o s p h a t e- b uff e r e d s alin e
,
P B S ) で10 倍段階希釈 の 後,

マ ウ ス

に接種 し最小致死量 ( m i ni m u m l e th al d o s e
,

M L D)/ m l を 求め

た . 被験液の ト リプ シ ソ 処理は
,
被験液 と等量 の 0 . 5 % ト リ プ

シ ソ 溶液( T ･ リ ブ シ ソ 1 : 2 50 ( D if c o L a b o r a t o ri e s) を p H 6 . 5 の

P B S に 溶解 した) を 混合 し
,
37 ℃ , 3 0 分間イ ン キ ュ

べ - シ ョ ソ

する こ とに よ り行 っ た . また
,

トリ プ シ ソ 処理被験液 0 . 5 m l を
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○
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S w i n e f r o m f a r m s (●) T
,

E , Ⅰ, M a n d N c a rri e d C .

b ot u li n u m t y p e C i n th eir li v e r a n d th o s e fr o m th e o th e r s

( ○) did n o t . A n a d diti o n al st u d y w a s c o n d u c t e d o n f a r m s

T a n d K .

マ ウ ス 腹腔内に 注射す る こ と に よ り 致死 毒性 を 調 べ た . M L D

は
l 被輸液を ト リ プ シ ン 処理 後 ,

ト リ プ シ ソ 無処 理 の 場合と 同

様 , p H 7 . 2 の P B S で1 0 倍段 階希釈 して求め た .

被験液に 含 まれ る ボ ツ リ ヌ ス 毒素 の 血 清型の 決定 は
, ボ ツ リ

ヌ ス A
,

B
,

C (C l お よ び C 2)･ ,
D

,
E

,
F 型特異的抗毒素血 清

(千葉県血清 研究所 , 千葉) に よ る 中和試験 に よ り行 っ た . 中和

試験 ほ . 抗毒素血 清 4 国際単位 ( in t e r n a ti o n al u n it
,
I U )/ m l ( D

型の み 40I U/ m l) と被験液 を等量混合 し
,
3 7 ℃ , 3 0 分間保温後

マ ウ ス 腹腔 内に 混 合液 0 . 5 m l を 注射 し
,

マ ウ ス の 生死を 観察す

る こ と に よ り行 っ た .
マ ウス が 5 日 間生存 した 場合 , 被験毒素

を 中和 した と 判定 した . 単独の 抗毒 素血 清 に よ っ て 中和 され な

い 場合に ほ
, 複数 の 抗毒素血清 を観 み合わ せ て再試験 した

. ト

リ プ シ ン 処 理被験 液の 場合は
, 被験 液0 . 4 m l に 1 % ト リ プ シ ン

溶液 0 . 2 m l を 加え , 3 7 ℃
,
3 0 分間 保温後 , 抗毒素 血 清(8I U/

m l) 0 . 2 m l と混合 し
, 更に37 ℃

,
3 0 分間保温後そ の 0 . 5 m l を マ

ウ ス 腹腔 内に 注射 した .

中和試験 に よ り ボ ツ リ ヌ ス 毒素の 存在が 証明さ れ た試料に つ

い てほ ボ ツ リ ヌ ス 毒素 ,
ボ ツ リ ヌ ス 菌陽性と 判定 した .

Ⅳ . 蛋白非分解性ボ ツ リ ヌス 菌の 分離

蛋 白非分解性 B 塾 ボ ツ リ ヌ ス 菌 お よび E 塾 ボ ツ リ ヌ ス 菌の 分

離ほ ▲ 以下 の 方法 で行 っ た . 土 壌試料 1 g を B 型菌の 場合に は

I)
- サ イ ク ロ セ リ ソ (2 5 0 Jl g/ m l)(S i g m a

,
S t .L o u i s

,
U S A ) を含

む C M G 培地 に
, E 型菌 の 場合 に は D

- サ イ ク ロ セ リ ン を含ま

な い C M G 培地 に 接種 し
, 3 0 ℃ , 5 日 間培養 した 後, 培養菌液

を 還元後滅菌 した 希釈液
13)

( p r e-r e d u c e d a n a e r o bi c a11 y st e riliz e d

dil u e n t) に て 10
5

倍お よ び 10
6

倍希釈 し
, そ の 0 .1 m l を卵黄加

普通寒天平板に 塗布 した . 卵 黄加普通寒天平板 は
, 嫌気 ジ ャ

ー

で
一 夜保存 した もの を 用 い た . 植菌 した平板 は

, 少量 の シ リ カ

ゲル と共 に 嫌気 ジ ャ
ー

に 入 れ 気相を80 % 水素 ガ ス ･ 2 0 % 炭酸ガ

ス の 混合 ガ ス に 置換 し, 2 5 ℃で 3 ～ 4 日 間嫌気培 養 した . 培養

後 l 集落の 周 辺 に レ シ チ ネ
ー

ス 環 と真珠層を もつ 蛋白非分解性

ボ ツ リ ヌ ス 菌様集落を 肝片加肝 ブイ ヨ ソ に 釣 菌 し
,
2 5 ℃

,
2 日

間培養 した . 肝片加肝 ブイ ヨ ソ 培養に お い て
,

ガ ス を 発生 した

菌株 は
t

C M G 培地に 植菌 し3 0 ℃
,

3 日 間培養 した後 ボ ツ リ ヌ

ス 毒素産生 の 有無 を検討 した .

Ⅴ . 生化学性状試験

分離菌株 の 糖 分解性状 は N a k a m u r a ら
14) の 方法 に よ り 行 っ

た . 基 礎 培 地 ( 2 % プ ロ テ ア ー ゼ ペ プ ト ソ N o . 2 ( Dif c o

L a b o r at o ri e s) ,
0 . 5 % N a C l

,
0 . 0 5 % シ ス テ イ ソ

一 塩酸塩 d 水化

物 ,
0 . 1 % 寒天 , p H 7 . 2) に 被験糖 を 1 % に 加 えた 後 l 肝片加肝

ブイ ヨ ン で1 6 時間前培養 した 菌液 0 . 1 m l を植菌 した . 3 7 ℃
,
7

日間培養後 t 培養液の p H を測定 して 糖分解性を 判定 した .

ゼ ラ チ ン 液化能は N a k a m u r a [ ら
14)

の 方法 , ま た カ ゼ イ ン 消化

能 , 牛乳消化能 , 肉片消 化能
,

イ ン ド ー ル 産生 能 , 硝酸還 元

能 ,
エ ス ク リ ン 氷解能 , デソ プ ン 水 解能 , 代 謝脂肪酸 の 解析は

H old e m a n ら
1 3)

の 方法に 従 っ た .

成 績

Ⅰ . 石 粧県の 土 壌 にお け るボ ツ リ ヌス 菌の 分布 .

石川県 の 耕作地
, 河川 , 山岳土 壌 に お け るボ ツ リ ヌ ス 菌 の 分

布を検討 した (表 1 ) . 各土嚢 試料共
,

5 本ず つ 培養を 行 い
,

い

ずれか の 培養 に ボ ツ リ ヌ ス 毒素が 証明され た 時そ の 土媛試料に

つ い て は ボ ツ リ ヌ ス 毒素 陽性 と判定 した .

1 . 耕作地 (図1 )



ボ ツ リ ヌ ス 菌の 生態学 的研究

T a b l e l .
D i st ri b u ti o n of Cl o s t ri di u m b o t u li n u m ( C . b o t uli n u m ) i n I s hik a w a P r e f e c t u r e

S o u r c e of

S Oil s p e ci m e n

N u m b e r N u m b e r (% ) of s p e ci m e n s w ith b ot uli n u m t o x i n
■)

of ty p e

of s oil

S p

認諾3
n S

B B & E C I C . & C 2 C l & E E

C ul ti v a t e d fi eld

R i c e fi eld

L o t u s fi eld

3 3 0

21 0

F i eld of o th e r c r o p s 33 0

T h e T e d o ri ri v e r
b)

L o w e r p a rt

U p p e r p a r t

M o u n t ai n o u s di s tri c t

M t . H a k u s a n

M t . S u n a g o z e n

7 0

3 1 2 (6 . 1)

1 2 0

3 0

0 2( 6 . 1)

0 3 (1 4 .3)

0 1 ( 3 .0)

1( 14 . 3) 1 (1 4 . 3)

0 0

0 0

0 0

0 0 0

0 0 0

1 (3 . 0) 1(3 . 0) 0

0 0 2 (2 8 . 6)

0 0 1 0 (3 2 . 2)

0 0 1 ( 8 . 3)

0 0 2 (6 6 . 7)

a) F i v e l -

g p O r ti o n s f r o m e a c h s p e ci m e n w e r e c ulti v at e d wi th o u t p r e
q h e a ti n g a n d t e s t e d f o r

b) L o w e r

p
a r t

,
b e t w e e n T s u ru gi a n d th e m o u th of t h e riv e r ; u p p e r p a rt

･
u P P e r r e a C h e s f r o m

T s u ru g l .

水田土 壌33 試料 ,
レ ン コ ソ 田土 壌21 試料に お い て ほ C t 毒 素

の み が各 々 2 試料 (6 . 1 % )
,

3 試料 (1 4 . 3 % ) に 検出 され た , 他

の 作物の 畑地土壌 (33 試料) で は C l 毒素に 加 うる に C 2 毒素,

E 型毒素 が 検 出 され た . 即 ち C l 毒 素 が 検 出 さ れ た 3 試 料

(9 .1 % ) 中各 々 1 試料 に お い て C 2 毒 素 ･ E 型毒素が 同時に 検出

された .

2 . 河川土 盤 (図 2)

石川県を 流れ る最大の 河川 で ある手取川の 本 ■ 支流か ら採取

した 土壌38 試料 に つ い て 検討 した . 1 3 試料(34 . 2 % ) よ り E 型毒

素が 検出され , 3 試料 (7 . 9 % ) よ り B 型毒素 ,
1 試料 ( 2 . 6 % )

よ りC 型毒素( C l 毒素) が 検出され た .

E 型毒素陽性試料 は
, 手取川の 本 ･ 支流 を問わ ず広く 分布 し

て い た . 手取 川の 下流域 で は 7 試料 中3 試料(42 . 9 % ) で
,
上 流

域で は31 試料中10 試料(32 . 3 % ) で E 型毒素が 検出さ れた . E 型

毒素が検出 され た 最上 流地点は
, 標高 1

,
0 0 0 m の 山岳部の 渓流

で あ っ た .

B 型毒素 が検出 され た 土壌 は
,

上 流域の 2 試料お よび 下流域

の 1 試料で あ っ た が
,

い ずれ の 試料 に お い て も毒素の 検出に は

ト リプ シ ン 処理 が必 要 で あ っ た . な お
,

B 型毒素が 検出され た

下流域の 1 試料 で は
,

E 型毒素も同時に 検出 され た ,

C 型毒素が 検出され た土 壌は 手取 川の 河 口 ま で 約1 k m の 場

所で採取 した もの で あり被験土 壌中河 口 に 最も近 い 所に 位 置し

て い た .

3 . 山岳部土 壌

手取 川の 水源 で あ る白山 の12 試料
,
砂御前山の 3 試料 , 計15

試料に つ い て検討 した と こ ろ
, 白山 の 1 試料 (標高 1

,
7 5 0 m ) お

よ び 砂御 前山 の 2 試 料 ( い ず れ も 標 高 1
,
0 0 0 m ) 計 3 試 料

(20 % ) よ り E 型毒素が 検出された .

Ⅱ . 河川土壌 か らのポ ッ リヌ ス B 型菌 および E 型菌の 分離

B 型毒素の 検出さ れた手取川上流 域の 1 土 壌試料か らB 塑菌

の 分離を 試み た . ま ずボ ツ リ ヌ ス 菌は 胞子形成菌で あ る点を利

用 して
, 土壌中の 胞 子非形成菌を 殺菌 し

仁 胞子 を選択す べく土

壌を60 ℃
,
3 0 分間加熱 した後培養を 行 っ た . しか しな が ら こ の

培養法で は B 型番索は 検出され なか っ た . 即ち
,

士族中 に存在

141

T a bl e 2 . C ult u r al a n d b i o c h e m i c al p r o p e r ti e s of th e

is ol a t e s f r o m s oil s p e cir n e n s i n th e T e d o ri ri v e r

C . あofl(Jf 乃祝ナ柁 is ol a t e

P r o p e r ty T y p e B T y p e E

(3)
▲)

(4)
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1 0 %
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,
r n ilk

,
m e a t
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,
d e x t ri n

,
f r u c to s e ,

gl u c o s e , gly c e r ol , m al t o s e
,

m a n n o s e , ri b o s e ,
S O r bit ol

,

s t a r c h
,

S u C r O S e
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tr e h alo s e

G ly c o g e n

I n o sit oI

A r b u ti n
.

c e1l o b i o s e
.

m el e zit o s e
,

S ali ci n

O th e r 1 3 s u g a r s
C)

H yd r ol y sis of

E s c uli n
,

St a r C h

3

3

1 0

3

3

0

0

0

0

3

3

0
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0

0
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0
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b) N u m b e r o f r e a c ti o n
-

p O Siti v e i s ol a t e s ･
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1 a c to s e
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m elib i o s e
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r affi n o s e

･
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す る B 塑毒素産生菌 は , 耐熱性の 弱い 胞子 を 形成す る 菌で ある

こ とが 示 唆され た . 以上 の 胞子の 性状 ,
お よ び前述 の 如く毒素

は ト リ プ シ ソ に よ り活性化 され る こ とな どか ら , 土 壌 中の B 型

毒素産生菌は蛋白非分解性B 塾菌で ある こ と が示 唆 され た の で

本菌の 分離を試み た . 土 壌1 g を D
-

サ イ ク ロ セ リ ン 加 C M G

培地 で 非加熱培養 した と こ ろ , 培 養液 は , ト リ プ シ ソ 処 理 後

400 M L D/ m l の 毒性を 示 した . こ の 毒性ほ , 毒素 中和試験 に よ

り B 型毒素 で ある こ とが 分 っ た . こ の 培養菌液を 卵黄加普通寒

天 平板で培養後 , 蛋白非分解性 ボ ツ リ ヌ ス 菌様集落を54 個釣菌

した .
こ の うち 肝片加肝 ブイ ヨ ン に お い て ガ ス を 発生 した36 株

に つ い て 毒素塵生性を 検討 した と こ ろ
,

5 株が B 塑毒素を 産生

す る こ とが 分 っ た . な お 蛋白分解性 ボ ツ リ ヌ ス 菌様集 落 ( レ シ

チ ネ ー ス 環を 欠く集落) は卵黄加普通寒天平板上 に 認 め られ な

か っ た .

E 塾毒素が 培養に よ り検出され た 土壊試料の うち 手取川上 流

域お よ び下流域で採取 され たそ れ ぞれ 1 土壌試料を 選び E 型菌

の 分離を試み た . B 型菌分 離 の 方 法 に 準 じ (但 し C M G 培地

は
.

D
-

サ イ ク ロ セ リ ソ を含 まな い もの を使用 した) 蛋 白非 分

解性ボ ツ リ ヌ ス 菌様集 落を 分 離 した . 上 流域 か ら の 1 試料 で

は
,
肝片加肝 ブ イ ヨ ソ に お い て ガ ス を発生 した18 株 の うち14 株

が
, また 下流域の 1 試料 に お い て は

, 同 じく16株 の うち 1 株 が

E 型番素を産 生 した
,

ボ ツ リ ヌ ス B 型 お よ び E 塾毒素産 生分離菌株 の 培養 ,
生化学

性状を 表 2 に示 した . こ れ らの 分離株 ほ 10
2

～ 1 0
5

M L D/ m l ( ト

リ ブ シ ソ 処理後) の 致死毒性を 示 した . ま た い づ れ の 分離株も
,

カ ゼ イ ン 水解能 , 牛乳消化能 , 肉片消化能 は陰性 で あり
, ま た

代謝脂肪酸 の 塵生 パ タ ー

ン も分離株 全て 同 一

で あり , 酢酸お よ

び酪酸 を塵生 した .
ゼ ラ チ ン 氷解能 は弱 陽性 で あ っ た . 他の 性

状に お い て ほ ▲ 糖分解性状に お い て E 型分離株が イ ノ シ ト
ー

ル

分解陽性 ( 4 株中 3 株が 陽性) を 示 した 以外 は ほ と ん ど相違 は

認め られ な か っ た .

Ⅲ . 家畜に お け るボ ツ リヌ ス 菌 の検索

1 . 健康な ウ シ
,

ブ タ の 肝臓 中の ボ ツ リ ヌ ス 菌

石 川県産の 健康な ウ シ75 頭お よ び ブ タ10 0 頭 の 肝 臓 に お け る

ボ ツ リ ヌ ス 菌の 存在に つ い て検 討 した . 各肝組織の 1 g は非加

熱培養 し
, 別の 1 g ほ 加熱 培養 した .

ウ シ 肝組 織に お い て は , 加熱培養 , 非加熱培養を 問わ ずい ず

れ の 試料か らも ボ ツ リ ヌ ス 毒素 は検 出されな か っ た . ブ タ の 肝

観織 に お い て は
, 加熱培 養 に お い て 毒 素は 検 出 さ れ な か っ た

が
, 非加熱 培養に お い て 8 頭( 8 % ) に お い て C 型毒素が検出 さ

れ た . 即ち ,
C l 毒 素が 3 頭 に

,
C 2 毒素が 5 頭に お い て 検出され

た . C l 毒性 は
,

3 頭 とも に 16 M L D/ m l を示 し
,

トリ プ シ ン 処

理 に よ り不括化 された . C 2 毒性 は , ト リ プ シ ン 処 理 を しない 場

合は極 め て低値か
, 検 出され な か っ た が

,
ト リ プ シ ン 処理 を す

る こ と に よ り 40 ～ 4 ,0 00 M L D/ m l の 毒性 を示 した .

C 型菌を保有 した 8 頭 の ブ タ は 調査 した36 養豚場 の うち 5 養

豚場に 分布 して い た ( 図3 ) . そ の 詳細は
,

T 養豚場 で被験 6 頭

中 4 頭 ,
E 養豚場 でほ 6 頭中 1 頭

,
Ⅰ

,
M

,
N 養豚場 では

, そ
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れ ぞれ 3 頭中1 頭が C 型菌を保有 して い た .

2 . 特定養豚場 に おけ るC 型菌 の 保有状況

C 型菌を保有 する豚 の 存在が そ の 養豚場 に おける
一

過性 の 現

象か否か を 検討 した . C 型菌の 高度 な汚染 が示 唆 された で養豚

場 ,
C 塑菌陽性の 豚 が存在 しな か っ た E 養豚場を 被験養豚場 と

して選 び
,
1 9 8 7 年か ら約 2 年間に わ た り T お よ びE 養豚場 の そ

れ ぞれ20 頭 ,
1 0 頭の ブ タ の 肝組織お よび盲 腸内容物に つ い て C

型菌の 存在を 検討 した . 肝覿織に つ い て は
, 先 の 実験匿 お い て

加熱培養 は C 型毒素の 検出に 有用で な い こ と が示 され た の で
,

非加熱培養 の み を 行 っ た . 培養は 1 g の 肝阻織 を 5 本行 っ た .

盲腸内容物 に つ い て は 1 g の 培養を 加熱培養で 5 本 , 非加熱培

養で 5 本行 っ た .

T 養豚場 で飼育 され た ブ タ に つ い て は
,

い ずれの 時期 の ブ タ

に もそ の 肝覿織 には
,
全例に C 型毒素が 検出 され た . 即 ち

,
6

頭よ り C , お よ び C 2 毒素が
,
1 4 頭 よ り

,
C 2 毒素が検出 された

(表 3) . 盲腸 内容物に お い てほ
, 1 6 頭 (8 0 % ) に C 型毒素 が検出

され た . 即 ち ,
C l お よ び C 2 毒素 ,

C l 毒素 ,
C 2 毒素がそ れ ぞれ

5 頭 ,
1 頭 ,

1 0 頭 に お い て 検出され た . 培養前の 盲腸内容物の

加熱処理 は
l 肝紅織 の 場 合と 異 な り 毒素 の 検出 に 有効 で あ っ

た . 毒素陽性の16 頭 の 盲腸内容物 に つ い て ほ
,

C 型毒素は加熱

培養 では15 頭 (93 . 8 % ) で 検出 され た が , 非 加熱培 養で は 8 頭

(50 % ) で 検 出された に すぎなか っ た .

X 養豚場で 飼育 され た ブ タ に つ い て は T 養豚場 とは 対照的で

あ り, 被験10 頭の い ずれに お い て も肝組織 お よ び盲腸内容物か

らは 毒素 は全く検出 され な か っ た .

環境由来 の 試料に つ い て は
,

1 g の 非加熱培養 を計 5 本行 っ

た . T 養豚場 に お い て 198 9年 2 月 に 採取 した床堆額物 , 排水路

汚泥, 敷地 内土 壌 , 隣接水田土 壌 の い ずれ か らもC 型毒素が 検

出 され , 合計34 試料の うち21 試料 (61 . 8 % ) に C l お よ び C 2 ,

C り ある い は C 2 毒素が検 出され た(表 4 ) , 被鹸 6 試料 中5 試料

に C l 毒素が 検出 さ れ た 養豚場敷 地 内土 壌試 料 に つ い て は
,

1 9 8 9 年11 月 に 再度採取 し検討 したが
,

6 試料中 4 試料 に 引き続

き C l 毒素 が検出 され た . K 養豚場に 関 して は , 養豚場敷 地内

土壌 , 隣接水田 土壊 に つ い て 検討 した が
,

ボ ツ リ ヌ ス 毒素 は検

出され な か っ た .

考 察

ボ ツ リ ヌ ス 菌ほ産 生する毒素の 型に よ っ て A ～ G 型の 7 型に

分類され て お り
,

ヒ ト
‥
島類

, 家畜等各種の 動物 に ボ ツ リ ヌ ス

症を 引き起 こ サ
ー)

.

ヒ ト の ボ ツ リ ヌ ス 症ほ 発症機 序 に よ り , 食餌 性 ボ ツ リ ヌ ス

症
, 乳 児ボ ツ リ ヌ ス 症 , 創傷性 ボ ツ リ ヌ ス 症, 分類不 能 ボ ツ リ

ヌ ス 症 の 4 型に 分類 され る が
, 後 2 者は 希 で ある

l)
.

最も古く か ら知 られ て い る普通 の 型は 食餌性ボ ツ リ ヌ ス 症で

あり , 食品の 保存中 に 産生さ れ た毒素 の 摂食 で起 こ る . 本症に

お い て ほ
t

A , B , E , F 型菌が起 因菌で あ ると
一 般に ほ考え

られ て い る
2)

. c 型菌に 関 して は 本菌が疑 わ れ た 症例 も希 で は

あるが 報告され て お り ,
C 型菌もま た食餌性 ボ ツ リ ヌ ス 症を 引

き起 こ す可 能性 が考 え られ る
15 ト IT)

. 我国 に お い て は195 1 年 北海

道で ｢ い ず し｣ に よ る E 塾中毒が報告
6)

され て 以来 , 主 と して

｢ い ず し｣ に よ るE 塾 中毒が しば しば 発生 して い る
18)

.

乳児 ボ ツ リ ヌ ス 症 は197 6 年米国 で 発見された 病型 で ある
柑)

.

経 口摂取 された ボ ツ リ ヌ ス 菌胞子が 乳児の 腸管 内で 発芽 ･ 増殖

し
, 産生 され た 毒素 に よ る 中寿で あ る . 判 明 した 唯

一

の 原因食
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品ほ蜂蜜 で あ り
,

ほ とん どの 症例は A 型か B 塾菌で あ る
20) 凋 )

我 国に お い て は19 8 6 年に 初め て の 症例 が 千葉県 で 確 認 さ れ

た
23)

. そ の 後10 例余が 報告 され て い るが
, 最近 C 型 菌に よ る 症

例が 報告され
24)

,
C 塑 菌もま た本症の 原因とな り得 る こ と が 示

唆 された .

ボ ツ リ ヌ ス 症の 原因菌塑は基本的に は本症発生地域 の 土壌中

に存在する歯型 と
一 致す る

-)
, 我国 に お い て は ｢ い ず し｣ の E 型

菌 に よ る汚染を もた ら した 原田は 魚で ある こ とか ら
, 海岸 (海

底) , 糊招 , 河川下流域を 中心 に ボ ツ リ ヌ ス 菌の 検索 が広く行わ

れ てきた . その 結果, 北海道l 東北地方の 海岸 (海底) , 湖宙 ,

河川 に E 型菌, 関東 l 近畿で ほ C 型菌 , 琵琶湖北部に は E 型菌

が 分布す る等t 我国の 水系土 齢 こは C
,

E 型菌が広く存在する

こ と が 明らか と な っ た
3)5 冊 町 抑

石 川県 の 土嚢 に お ける ボ ツ リ ヌ ス 菌の 分布 に つ い て は ∴湖沼

に つ い て詳細に検討 され ,
C 型菌が 濃厚に存在す ると報告 され

て い る
8)

. 最近 , 芹川 ら
28)

ほ浅野川 , 犀川の 中流域に は E 塾菌が

存在 した と報告 して い る .

E 型菌が海岸 (海底) , 湖 軌 河川下流域の 土嚢に 高率 に 検出

され る こ と に つ い て ほ
, そ の 存在場所 の 土壌(泥) 中や 魚の 休内

で 増殖 した とす る考え (海洋説)
3)9)l O)

と 内陸部に 存在す る E 塑 菌

が水流に よ り運ばれ蓄積 した とす る考 え(内陸説)
3)11) 研

が 唱 えら

れ て い る . ま た
,

C 型菌の 自然界に おけ る増幅に つ い て は鳥が

重要な役割を果た して い る と考え られ て い る
3)8)

.

以上 の 鑑点か ら , 本研究で は石川県の 耕作地, 手取川, 白山

の 土壌 . 家畜( ウ シ
,
ブ タ) に おけ るボ ツ リ ヌ ス 菌 の 存在に つ い

て 検討 した .

耕作地 と して は
,
水田 ,

レ ン コ ン 田
,一畑地土壌 各々 33

,
2 1

,

3 3 試料 に つ い て検討 した . C 塑毒素が 水田 ,
レ ン コ ン 田

,
畑地

土 壌各々 2 (6 . 1 % ) ,
3 (1 4 . 3 % ) ,

3 試料(9 .1 % ) に 検出 され ,

石 川県に お い て は C 型菌に よる汚染ほ 湖沼の み な らず , 耕作地

に まで 及ん で い る こ とが 明 らか と な っ た . また 畑地土 壌に つ い

て は 1 試料 に E 型番索が検出され , 水 系の 菌 と
一

般に 考え られ

て い るE 塾 菌ほ 畑地に も広く 分布 し て い る 可 能性 が 示 唆 さ れ

た .

手取川の 土壌に つ い て は 河 口 近くか ら
,
水源に 近い 上流域の

本 ･ 支流に 至る合計38 試料に つ い て 検 討した . E 型毒素が下流

域 ･ 上 流域を 問わ ず高率に 検 出 され
,

検出率 は 34 . 2 % で あ っ

た .
こ の 結果は E 型菌 の 内陸説を 支持 するよ う に 思わ れ た . 従

来 の 内陸説で ほ内陸部の 水 系土壌に E 型菌 の 増幅 の 場を 求め る

もの で あり ,
こ の 際魚の 屍体等が E 塾菌の 増幅に 重要な 役割を

演ずるもの と考 え られ る . 著者は 内陸説に 閲 し
,

水棲動物以外

に E 型菌の 増殖 の 場が ある可能性を 考え 白山山岳部の 土 壌の 検

索を行 な っ た . そ の 結果 山岳部土 壌 にお い ても20 % の 割に E 型

毒素が検出 され た . 肥料 を与え られ て い な い 土壌に お い ては E

塑菌は増殖 しな い
-)

, あるい は マ ウ ス の 屍 体 に お い て は E 型菌

胞子が発芽 ･ 増殖
2 T)

す る こ とな どか ら
,

ネ ズ ミ そ の 他の 陸棲小

動物の 屍体が 内陸地域に おけ るE 型菌の 増幅に 主要な 役割を演

じて い るもの と 考え られ る . 結局 ,
E 型 ボ ツ リ ヌ ス 菌は 内陸陸

上 地域に お い て は陸棲小動物 , 内陸水系地域に お い て は 魚等を

増殖の 場 と し, 水流 と共に
, 海 , 湖沼に流れ 込み

,
さらに 泥 ,

魚等で増殖 し
, そ の 結果海岸 (海底) , 湖沼が 高度に E 型菌によ

り汚染 され るもの と考 え られる ,

本研究に お い て 手取川 の 河川土壌 よ りB 型毒素が検出 され ,

蛋白非分解性 B 型菌の 分離に 成功 した . 先述 の 如く我国の 土壊
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に ほ C , E 型ほ広く 分布 して い る が
, そ の 他の 型に つ い て は数

試料に A 型菌, F 型 菌が検出 され た に す ぎず
部)

,
土 壌 よ り の B

塾毒素の 検出お よ び菌 の 分離ほ
t

こ れ まで に 例が な い . 蛋 白非

分解性B 型 菌の 生態 は世界的に も全く知 られ て い な い が
, 河川

土壌 より E 型菌 と共 に 分離 され た こ とか ら, E 塾菌 と類似 した

水系土嚢 の 菌 と して 存在 して い る可 能性が ある . こ の 様な 蛋白

非分解性 B 型菌 の 分布が 手取川 に 特有な もの な の か 今後他 の 河

川に お い て も検討が 必要で ある .

従来 ボ ツ リ ヌ ス 毒素を塵 生す る菌は ボ ツ リ ヌ ス 菌 の み で ある

とみ な され て い た が
, 最近 E 型毒素 を 産生 す る C 仏 壇 厄蜘 刑

古址亡〆 c 〟 m
抑

,
F 型毒素を 産生す る C わ∫けfdf 加 m 占αr α亡㌔

1)
が 報告

され た . そ こ で
一
本研究に お い て E 型毒素 ,

B 塾毒素が そ の 培

養液中に 検出 され た 土壌か ら各毒素を産生す る菌の 分離を試 み

た . 最初 , 蛋白分解性 A ･ B 型菌の 分離法
5)

に 準 じて
, 土 壌を 直

接卵黄加普通寒 天平板 に 塗布する こ とに よ り分離を 試み た が分

離 できな か っ た . そ こ で C M G 培地 に て増殖 させ た後 に 卵黄加

普通寒天平板に 塗布 した結果 ,
E 塾 菌ほ分離で きた . しか しな

が ら B 塑菌に つ い て は不 成功に 終 わ っ た . A , 臥 F , G 型菌

の 糞便か らの 分離 に は サ イ ク ロ セ リ ン
,

ス ル フ ァ メ ト キ サ ゾ
ー

ル
,

トリ メ ト プ リ ム 添 加培地 が 有効 で ある と の 報 告
32)

に 基 づ

き
,

サ イ ク ロ セ リ ン 添加 C M G 培地 で増殖さ せ た後 に 卵黄加普

通寒天平板に塗布 した 結果 ,
B 型菌を 分離する こ とが で きた .

分離B , E 塑毒素産生菌の 性状 は成 書
2" 3) 記載の 蛋白 非分解 性

B
,

E 型ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 性状 と
一

致 し
, 石 川県土 壌中に ほ B

,

E 型ボ ツ リ ヌ ス 菌が 存在する こ とが 確認された .

健康 な家畜の 肝臓に お い て は
, C 型菌は極め て 希 に しか 存在

しない と され て い る . M 山1 e r
33)

ほ
, デ ン マ ー ク で 飼育 され た 健

康な ウ シ
,

ブ タ そ れぞれ100 頭 の 肝観織 を培養法に よ り検索 し
,

ウ シ
,

ブ タ そ れ ぞれ 4 %
,

3 % の 割合で C 型毒素を検 出 した .

本研究 に おい て 著者は , 健康な ウ シ75 頭 ,
ブ タ1 0 0 頭 の 肝 組織

に つ い て 検討 した . C 塾毒素は ウ シ で は検出 され な か っ た が
,

ブ タ で は 8 頭( 8 % ) に 検出 され た . 本研究 に お い て は
,
わ ずか

1 g の 肝巌織 しか用 い て い な い こ と を考慮すれ ば
,
本研究 で対

象 と した ブ タ に おけ る C 型菌の 保有率 は
, デ ソ マ ー ク の 成績 と

較 べ か な り高い も の で あると 思われ る . S e rik a w a ら
8)

の 研究 ,

お よび 本研究で 示 された 如く 石 川県 の 土 壌に は耕作地 を含め C

型菌が 広く存在す る こ とが 考えられ ,
こ の こ とが 上 記結果 の 主

要 な原因で ある と思わ れ る .

デ ン マ ー ク の 耕作地土壌で は
,

C 塑お よ び D 塑菌の 検出率は

わ ずか 2 % で あるの に 対 し
,

B 型菌は30 % で ある
31)

. しか る に

肝臓中に 証 明され る ボ ツ リ ヌ ス 菌は C 型菌の み で あ っ た
細

. ま

た
, 本研究に お い て 肝臓中に C 型菌を保 有す るブ タ の ほ と ん ど

が 同時に 腸管 に も C 型菌を保有す る こ と が分か っ た . こ れ らの

こ と ほ C 型菌は ブ タ で は 消化管か ら肝臓 ま で達 しや すい こ と を

示 唆 して い る ように 思わ れ る .

最初 の 検索 で C 型菌を保有 して い る ブ タ が 高率 に 存在 した T

養豚場 に つ い て ほ
,

さ らに 2 年間に わた り検討 した結果 , 被験

20 頭の ブタ 全て に お い て C 型毒素が 検出された . ま た
, そ の 養

豚場の 床堆横臥 敷地 内土 壌 , 隣接 水田土 壊にも C 型菌 の 存在

が 示 され た .

一 方 , C 型菌を保 有 して い るブ タ が存在 しなか っ

た K 養豚場に つ い て は
, そ の 環境 に も C 型菌 ほ存 在 し な か っ

た ･ 以上 の 所見 ほ
,

ブ タ 腸管内の C 型菌は糞便中に 排泄 され 豚

舎 内を 汚染 し
, 再び ブ タ に 摂食 され る とい う増幅 サ イ ク ル が 起

こ っ て い る こ とを 示唆 して い る . また
一

こ の ような C 型菌の 増

幅サ イ ク ル が養豚場環境 の 土 壌 の C 型菌に よ る汚 染の 原 因と な

り , さ らに 汚染 が広 が っ て行くも の と 考え られ る . 即 ち , 鳥に

加うる に C 型菌保菌健康 ブ タ も また 自然界に おけ る C 型菌の 汚

染 ･ 増幅 の 一 国と な っ て い る こ と が 考え られ る ､

結 論

石 川県の 耕作地 (水 軋 レ ン コ ソ 臥 畑地) , 河 川(手取川) ,

山岳部 (白山) 土 壌 , 家畜 (ウ シ
,

ブ タ) の 肝 胤 お よび 養豚場

環境 に お け る ボ ツ リ ヌ ス 菌の 存 在に つ い て 培養法 に よ り検討を

行い
t 以下の 結 果を 待た .

1 ･ 水田 士族33 試料,
レ ン コ ソ 田21 試料 , 畑地土壊33試料に

お い て C 型毒素が 各々 2 (6 . 1 % ) ,
3 (1 4 . 3 % ) ,

3 (9 .1 % ) 試料

に検出 され た ･ ま た畑地 土壌 1 試料 に お い て E 型毒素が C 型毒

素と 共に 検 出さ れ た .

2 ･ 手取 川 の 本 ･ 支流 か ら 採取 した 土 壌38 試 料 中1 3 試 料

(34 ･ 2 % ) に E 型毒素が 検出 され た . E 型毒素陽性 試料 ほ河 口 か

ら水源近く ま で広く分布 して い た . また
,

3 試料 (7 . 9 %) よ り

B 型毒素 ,
1 試料 (2 . 6タの よ り C 型毒素が検 出さ れた .

3 ･ 山岳部土壌15 試料 中3 試料(20 % ) よ り E 塑毒素 が検出さ

れ た ,

4 ･ 河川土壌か ら ボ ツ リ ヌ ス B 塑毒素 , E 型毒素産生菌を分

離 し
, そ の 性状を 検討 した 結果 , 各 々 蛋白非分解性 B 軋 E 型

ボ ツ リ ヌ ス 菌 で ある こ と が 分か っ た .

5 . ウ シ75 頭 ,
ブ タ10 0 頭の 肝臓を 検討 した結果 ,

ウ シ で は ボ

ツ リ ヌ ス 毒素は 検出 され な か っ た が , ブ タ 8 頭 に C 型毒素が検

出され た .

6 ･ C 型菌を 保有する ブ タ の 存在す る養豚場に つ い て 2 年間

に わ た りブ タ の C 型菌保 有状況を 検討 した 結果, 被験20 頭全て

に C 型菌の 存在 を認 めた .

7 ･ ま た
,

C 塑菌 を保 有す る ブ タ の 存 在す る 養豚 場環境 に

ほ , 高濃度 に C 塑菌 が存在す る こ とが 分か っ た .

以上 の 結果 は
,

石 川県 に お い て は 湖沼の み な らず , 耕作地に

もC 型菌が 広く分布 して い る こ と , 蛋白非 分解性 B 型菌が 水系

の 土壌 に お い て 我国 に 存在す る こ と
, ま た , E 型菌 の 自然環境

に おけ る増幅 に つ い ては
, 海洋説と とも に 内陸説を 考慮すべ き

で ある こ とを 示 唆 して い る . さ らに
,

C 塑菌保菌健康 ブ タ もま

た 自然環境 に お け る C 型菌の 汚 染 ･ 増幅 の
一

因 とな っ て い る こ

と を示 唆 して い る .
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3 3) M 揖I e r
,
J . : O n th e o c c u r r e n c e of C l o s t rid i u m b ot u li n u m

ty p e C b e t a i n th e li v e r s of sla u gh t e r a ni m al s i n D e n m a r k .

B u u . O ff . I n t . E pi z o ot .

,
6 7

,
1 4 7 3 -1 4 7 8 (1 9 6 7).

3 4) H u s s
,

H . H . : Di s trib u ti o n of C l o st rid i u m b ot uli n u m .

A p pl . E n vi r o n . M i c r o bi ol .
,
3 0

,
76 4 - 7 6 9 (1 9 80) .
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E c ol o g I C al S t u di e s o n C l o st ridi u m b ot uLit " m i n I s h ik a w a P r e f e c t u r e K i y ot o Y o s h i m u r a
,

D ep a rt m e nt o f
B a ct eri ol og y ,

S ch o ol o f M e di cin e ･ K a n a z a w a U ni v er sit y ,
K an a Z a W a 92 0 - J ･ J u z e n M ed S o c ･ , 1 01 ,

1 38 -

1 4 6 ( 1 99 2)

K e y w o r d s Cl o stridi u m b o tuli n u m
,
C uld v ate d 鮎Id

･
d o m e stic a ni m al

,
t e rr e Strial th e or y , t y p e B

A b st r a ct

S oils of c ultiv a ted B eld s (B eld s of ri c e
,
1 0t u S an d o th er c r o p s) ,

th e T b d o ri ri v er sy st e m an d t h e m o u n t ai n o u s di stric t ｡f

M t ･ H a k u s an i n I shi k a w a P r efb c tu r e
･

an d d o m e sti c a n i m al s b r ed i n th e pr e fe ct u r e w er e e x am in e d fb r Cl o st ridi u m b o tuli n u m

｢ C ･ b o tulin u m ) ･ ｢ m e pr eS e n C e Of C ･ b ot uli n u m in a s p e ci m e n w a s d e m o n 血 te d b y c ulti v a ti n g al iq u o ts i n c h op pe d m e at -

gl u -

C O S e m e di um an d d et e c ti n g b ot uli n u m t o xi n s i n th e c ult u r e s ･ I n s oil s o f c ultiv a te d 鮎1d s
,
t y P e C t o xi n w a s d et e c t ed i n

(6 ･ 1 % ) of 33 s pe Ci m e n s 負
･

O m ri c e 丘eld s
,
3 ( 1 4 ･3 % ) of 2 1 sp e ci m e n s fr o m l ot u s 丘eld s

,
an d 3 (9 ･

1 % ) o f 3 3 s pe Ci m e n s & o m

fi el d s of o th er cr o p s ･ I n a ty pe C t o xi n -

p O Si丘v e s p e ci m e n fr o m a 鮎1 d o f o th e r c r op s ty pe E t o xi n w a s al s o d e te ct ed . I n th e

T b d o ri ri v er s y s te m
,
t y p e E t o mi w a s d e te c t ed at e x b

･

e m el y hi gh r a te s i n u pp er r e a c h e s as w ell a s i n l o w er r e a c h e s ｡ f th e

ri v e r; d et e cti o n r at e s w e re 4 2 ･9 % (3 0f 7 sp e ci m e n s) i n th e l atte r a n d 3 2 ･3 % (1 0 0f 3 1 s p e ci m e n s) in th e f or m er ･ T y p e C

t o x in w as f o un d o nl y i n o n e s pe Ci m e n (2 ･6 % ) ･ H o w e v er
,
ty pe B t o xi n w a s d et e ct e d i n 3 s pe Ci m e n s . I n th e m o un t ai n o u s di s -

tric もty pe E t o xi n w as f o un d i n 3 sp e ci m e n s ( 2 0 % ) ･ I s ol a ti o n of b o tuli n um ty pe B or E t o xi n p

p r o d u ci n g b act e ri a w a s c a mi ed

O ut
, an d ty pic al n o n -

P r Ot e Oly ti c C ･ b o tuli 7 u L m ty pe S B an d E str ai n s w er e i s ol at e d ･
L i v e r s pe Ci m e n s & o m 7 5 h e al th y c a 山e

an d l O O h e al th y s w i n e w er e e x am i n e d fb r 血e p r e s e n c e of C ･ b o t uli n u m ･ I n c attl e
,
n O n e Of th e c ult ur e s y i eld ed th e t o 又i n

. I n

S W i n e
,
h o w e v er

, ty pe C t o xi n w a s d e m o n s & at ed i n 8 ( 8 % ) s pe Ci m e n s . A t o n e of th e fi v e fa r m s w h er e th e c ar ri e r _ S ta te S W in e

W er e p r e S e n t
,
2 0 s w in e w e r e s ur v e y e d fo r ab o u t 2 y e ar S t O d et er m i n e w h e th er th e c ar rie r - S tat e W a S 廿an Si e n t o r r e sid e nt . C .

b ot uli n u m ty pe C
･

W a S f o u nd in liv e rs of a11 s w i n e t e st e d a n d i n c a e c al c o n te nt s of 1 6 s w in e ･ I n ad did o n
,
C ･ b ot uli n u m ty pe C

W aS f b un d at an e吏tr e m ely hi gh r at e (6 2 ･5 % ･ 25 of 4 0 s pe Ci m e n s) in e n vir o 皿 e nt al sp e ci m e n s ( fl 0 0 r d ep o sit
,
S e W ag e

,
S Oil of

P r e m is e s an d s oil of adj a c e n t ri c e fi el d s) & o m d l e fa r m ･ T h e s e r es ul ts s u g g e st th at C . b ot uli n u m ty pe C m ay w e11 tx ! dis -

bib ut ed w id ely in c ulti v at e d 鮎1d s as w ell a s l ak e s an d m a rsh e s i n I shik a w a P 陀鎚ct u r e , th at C ･ b ot ulin u m n o n -

pr Ot e Oly ti c

ty pe B p r o b ably e xists in ふat er - r elat e d s oil in o u r c o un B y , an d th at t err e s 血1 th e o ry a s w ell a s m ar in e th e o ry s h o uld b e c o n -

Sid er e d fb r th e m ul dp lic ati o n of C ･ b ot uLi n u m ty pe E in th e n at u r al e n vir o n m e nt ･ F u r th e rm Or e
,
it w as s u gg est e d th at h e al th y

S W in e c a rry ln g C ･ b ot uli n u m ty p e C m ig h t pl ay s o m e r ole i n d le C O nt am in ad o n a n d m ul ti plic ati o n of th e org an is m i n th e n at -

u r al e n vir o n m e n t .


