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C g o sよわdよ祝 研 S O クゼg 捕吏 の 腸管毒性 お よ び そ の 細胞

障害性毒素と の 関係 に つ い て

金沢 大学医学部微生 物学講座 く主任 こ 西田 尚 紀教授I

山 川 清 孝

く昭 和6 0 年9 月1 8 日 受付I

C 触 血 撼 加乃 封 肌 肋 侮 の 培養濾液 の 腸管毒性 に つ い て
， 家兎結染腸 管試験 くル ー プ テス り に より

検討 した ． 細胞障害性毒素 くc yt o t o x i n
，
C T l 産生 C ． s o rd ellii 1 5 菌株 お よび C T 非産生 C ． s o r d ellii 34 薗

株 を用 い た
． 培養濾液は被験菌 を変法プ レ イ ン ハ ー

トイ ン フ ュ
ー ジ ョ ン 培地 に 接種 し嫌気培養 した もの よ

り調製 した ． C T 産生薗株 370 3 株 お よ び K Z l O 4 6 株 の 2 菌株の培養上 清は 結無腸管内に 血 性の 液体貯留を

起 こ しいレ ー プ チ ス ト陽性う， 腸管壁に は粘膜上 皮細胞の 剥離
， 粘膜層 か ら筋層 に 至 る 出血 性浮腰が顕著に

認め られ た
．

ま た他の C T 産生 13 菌株お よ び C T 非塵生 34 菌株 は ル ー プ テ ス ト陰性で あ っ た ． 培養濾液

を用 い 塩化 ナ トリ ウム 濃度勾配法 に よ る D E A E ． S e p h a c el カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

を行 な っ た 結果
，

ル ー プ テス ト陽性菌株で は C T は単 一

の物質で はな く
，
2 種 の 毒素画分 C T ． I

，
C T － II に 分画 され る ことが

分っ た
．

また ル ー プ テ ス ト陰性菌株で は C T － II の み を認め た に す ぎなか っ た ． C T ． I ， C T ．II の 抗原性は互

い に 異な っ て い た ． C T － I は ル ー プ テス ト陽性 を示 したが
，

C T － II は 同テス ト陰性 で あっ た
．

C T － I ， C T －

H は共 に 菌の対数増殖後期 より培地中 に産 生され た が
，

ル ー プ テス ト陰性菌株 に お い て は培養の い かなる

時期 に お い て も C T － 1 は検 出で きな か っ た
． 抗生物質随伴性下痢症の う ち現在 原因薗が 不明 と され る症例

に お け る C ． ざロケゼgg磁 の意義 に つ い て考察 した
．

E e y w o r d s Cl o st ridi u m s o rd ellii
，
1ig a t ed in t e s tin al l o o p t e s t

，
C y t Ot O X i n

，
a n ti －

bi o ti c － a S S O Ci at e d di a r rh e a ．

偽膜性大腸炎の 原因菌と して C 血 加 硫 抑 ヱ 勿狗 弛

が今 日広く認め ら れ て い る
1 ト 51

． 抗生物質随伴性下痢

症 に 関して は， その 一 部が C ， d室節d ね に よ る こ と は確

実 で あ る が， 大部 分 に つ い て は 原 因菌 が 不 明 で あ

る射れ
．

C 如 か祓 お朋 封 刑 ね伽 は従来創傷感染に よ るガ

ス 壌症 な どの 原因菌と さ れて い るが
8 ト 岬

， 細 菌性下痢

症の 原因薗と は 一 般に 考 え られ て い な か っ た ． しか し

なが ら近年家青 くウ シ ． ヒ ツ ジう の下痢 を伴な っ た腸

炎1 川 釘
や ヒ トの 抗生物質随伴性下痢症 相 川 か ら本薗が

分離さ れ ，
C ． 5 0 ，オgJ 滋 が かか る腸管系疾患 の 原因と な

りう る可能性が示 唆さ れ て い る
．

C ． d乞節d ね に よ る腸炎 に お い て は
，

該薗の 産生す る

腸管毒お よび細胞障害性毒素くc y t o t o x i n
，
C T l が そ の

病原 因子 と推定さ れ てい る
1 5l q 1 71

． N a k a m u r a ら は
，
C ．

朗 ね以巌 抗毒素血清が C ． 勿 斯 砲 の C T を中和 す る

事実り 刷 1 引
か ら C ． ぶ0 ナ豆gggブZ の毒素を検討 し

，
こ の菌の

産生 す る毒素が C T 活性 を示 し， C diqi cile D C T と

血 清学的 に 類 似 し て い る こ と を明 らか に し た
2 抽 出

C l o st rid i a に お い て は C T が 同時に 腸管毒性を示すこ

と が 多い こ とか ら 岬 2 2ト 2 41
，
C ． s o 托ねgJダブ の C T の 腸管毒

性 に つ い て検討を試み た
．

材料お よ び方法

I ． 使用 南棟

金 沢大学 医学部 微生 物学教室保存 の マ ウ ス致死毒

素 ． C T 陽性 C ， S O Y d ellii 1 5 菌株 く3703 ，
K Z lO 46 ，

K Z l O 4 7 株， 他 1 2 菌 株1 お よ び 両 毒 素 陰 性C ．

5 0 和r egZオブ34 菌株 を使用 した ．

H ． 毒素産生

基礎培地 と して b r ai n h e a rt i n f u si o n くB B L M ic r o ，

A b b r e v i a ti o n s ニ B H K
，
b a b y h a m st e r k id n e y i C T

，
C y t O t O X in ニ C U

，
C y t Ot O X i c u nit s ニ m － B H I

，

m od ifi ed b r a in h e a rt in fu si o n ニ M L D
，

m i ni m al l e th al d o s e i P B S
， p h o s p h a t e b uff e r ed s ali ne －



C ． s o r d e11ii の 腸管毒性 と細胞障害性毒素

bi ol o g y S y st e m s
，
U ．S ． A ．JくB H IJ を用 い た ． 0 ．2 ％N a 2

H P O 4 を添加 した方が毒 素産生が 良い こ と が 既 に 知 ら

れてい るの で
2012 5l

，
この 添加培地 くm o difi e d B H I

，
m

－

B H り を毒素産生用培地 と して用 い た ． 肝片加肝 ブイ

ヨ ン で 前培 養 し た 菌液 0 ． 1 m l を 10 m l の m ． B E工 に

接種し，
窒素ガ ス 80 ％

， 炭酸ガ ス 1 0 ％， 水素ガ ス 10 ％

の嫌気的条件下で 3アC ， 24 時間培養 した
． 培養後

， 培

養菌液を3
，
50 0 X g ，

5 分 間遠心 を行 な い 上 清液 をと

り，
メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ

ー く孔径 0 ．4 5 メJ m
， 日本 ミ リポ

刀 で 濾過滅菌 したも の を培養濾液 と した
．

E L 細胞毒性試験

N a k a m u r a ら の 方 法2 61
に 従 い

，
b a b y h a m st e r

kid n c y c ell s くB H K － 21ノW I ．2JくB H K 細胞1 を用 い て細

胞毒性試験を行な っ た ． 本細胞の 培養 に は 5 ％ くvノvI

仔ウ シ 血清 く大 日 本 製妻削 添 加 E a gl e
，

s m i ni m al

e ss e n ti al m e di u m く日水製薬l くE C －5 培地I を用 い た
．

E C －5 培地 で 調製 した B H K 細胞 浮 遊 液 を N u n cl o n

mi c r o t e st pl a t e くN u n c
，
D e n m a rk J の各穴 中に 50 JLl

宛く1 X lO 個う 分注 し， 5 ％炭酸ガ ス存在下 で 3 アC
，

24 時間培養し単層 を形成 させ た もの を使用 した
．
E じ5

培地で2 倍段階希釈 した 被験液 50 ノJl を各穴 中に 接種

し
，
更に 培養を行な い 48 時間後 に細胞 毒性 を測定 し

た
． 穴中の す べ ての 細胞 を円形化さ せ る被験液 の 最高

希釈倍数の 逆数 を細胞毒性単位くc yt o t x i c u ni t s
，
C U jノ

50 ノ上1 と した ．

軋 家兎結染腸管試験 く家兎ル ー プテ ス り

D e らの 方法2 7
恨 準 じ行な っ た ． 体重 1 ． ト 2 ． O k g の

オスの 家兎く日本白色在来種ンを 24 時間絶食さ せ た後

チオペ ンタ
ー

ル 麻酔下で開腹 し
，

小腹 回盲部よ り小 腸

を約70 c m 上 向し た部位 か ら順 に 約10 c m の 長 さ に

腸管を結染し
－

羽 当り 7 個の結染腸管 を作製 した ． 各

結染腸管内に 被験液 1 ． O m l 宛 を注入 した 後 閑腹 部 を

縫合した
一 被験液は必 要 に 応 じ50 m M リ ン 酸緩 衝生

理食塩水くp H 7 － 31 くp h o s ph a t e b u ff e r e d s ali n e ， P B S l

により2 倍段階希釈 して 用 い た ． 被験 液注 入 20 時間後

に家兎を屠殺 し結勢腸管 内の 貯留液量 くm り を測定し

た
． 貯留液量 を結致腸管 の長さくc m I で除 した 債が 1 ． 0

以上を示す場合を ル ー

プ テ ス ト陽性と し た ．

V
．

マ ウ ス 致死 毒性試験

体重18 へ 2 0 g の オ ス の dd Y 系 マ ウ ス の 腹 腔 内 に

P B S で2 倍段階希釈 した 被験液を 0 ． 2 5 m l 注射 し， 2

日後の生死 をも っ て被験液の 致 死 毒性 くM L Dl m ll を

求めた．

V工． 抗毒素血 清の 作製

抗原と して タ ン パ ク濃度 100 旬 5 0 0 鵬 ノm l の 毒素画

分ある い は その ホル マ リ ン トキ ソイ ド を用 い た ．
ホル

マ リン トキ ソイ ド は毒素画分を 0 ． 2 ％ホ ル マ リ ン
，

50

8 9 9

m M L － リ ジ ン塩酸塩添加 P B S に て室温で 3 日間透析

す る こ とに より作製した
．

まずホ ル マ リ ン トキ ソイ ド

0 ．5 m l と 等量の フ ロ イ ン ト完全 ア ジ エ バ ン トの 乳濁

液を 3 週間隔 で 2 回家兎の 皮下に 注射し
，

その 2 週間

後よ り毒 素画分の み 1 週間隔 で 2 へ 3 回追加 注射 し

た
． 最終注射1 週 間後に 採血 し抗毒素血 清を得た

．

Wl ． 毒素中和 試験

細胞毒性に 関 し て は
， 2 C U ノ50 月1 に なる よう に E C －

5 培地 に より希釈調整 した毒素液 と 2 倍段階希釈 した

抗毒素血清と を 5 叫1 宛混合 し 37
0

C
，
3 0 分間放置後，

混合液 50 月1 中の残存毒性の有無 を細胞毒性試験に て

判定す る こ と に よ り， 被験抗毒素の 細胞毒性中和能を

求めた ． 抗毒素の 中和力価は
，
1 C U を完全に 中和 した

穴中に 含ま れ る抗毒素血 清 の 最大希釈倍数 の 逆数 を

も っ て 示 した
．

マ ウス 致死毒性に 関 して は
，
4 M L Dノm l に なる よう

に P B S に よ り希釈調整 した 毒素液と 2 倍段 階希釈 し

た抗毒素血清と を 0 ． 5 m l 宛等量混合 し 37
q

C
，
3 0 分間

放置後， 混合液 0 ．5 m l を マ ウ ス 腹腔内に 注射す る こ と

に よ り 中和能 を求 めた
． 注射 2 日後に草き残 っ た マ ウ

ス に用 い た抗毒素血清 の 最大希釈倍数の 逆数を も っ て

抗毒素血清の 中和力価 と した ．

い づ れ の 中和試験 も同 一 の 操作 を少な くと も 2 回行

な い 中和力価 を算出した ．

用
． カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

試料を限外濾過膜 Ult r a F ilt e r U K ．2 00 く分画分子

量 200
，
0 0 0

， 東洋科 割 に よ り限外濾過 し濃縮 した後，

以 下の カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

を行な っ た ．

ゲ ル 濾過に は Bi o
－ G el A －5 m くB i o

－ R a d L a b o r a t o r y ，

U ．S ． A ．1 カ ラム く2 ． 8 X 80 c m l を用 い
， 2 0 0 m M 塩化

ナ トリ ウム 添加 50 m M トリ ス 塩酸塩唐衝液くp H 7 ．51

で溶出 を行 な っ た
．
ま た D E A E － S e p h a c elくPh a r m a ci a

Fi n e C h e m i c a l s
，
S w e d e nl カラ ム く1 ，6 x 30 c m J を用

い て イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 な っ た ． 5 0

m M トリ ス 塩酸塩緩衝液 くp H 6 ．0う で カラ ム を平衡化

1乳 同 じ康衝液で 4
0

C ， 2 0 時間透析し た試料 を添加 し

た ．
カ ラム を上 記緩衝液 で洗浄後 0 へ 50 0 m M 塩化ナ

ト リウ ム の 直線濃度勾配法に よる溶出 を行 な っ た
．

い

づ れ の 操作 も 4
0

C の 低温室で行な い 5 m l 宛分画 した ．

成 績

工 ． C ． 乱頼め痛娩 培養洩液 の 家兎ル ー プテ ス ト

まず被験 C ． ぶ0 畑 g措Z 4 9 薗株 中最も 強い 細胞毒性 を

示 した 370 3 株の m － B H I 培養濾液 ほ2
，
7 68 C U 1 5 0 JLll

を用 い ル ー プ テ ス ト を行な っ た ． 3 7 03 株の 培養濾 熟ま

原 液あ る い は 2 倍希釈液を注入 した場合家鬼を巣死 さ

せ たの で
，

4 倍希釈液を用 い て試験 した
．

4 倍希釈液
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Fi g ． 1 ， R a b b it li g a t e d i n t e sti n a l l o o p i nj e ct ed w ith th e c u lt u r e filt r a t e o f C s o rd bllii s tr a i n 3 7 0 3 ． O n e m l 。f

e a c h 4 ．

，
6 4 －

，
a n d 1 2 8 ，f ol d d il u t e d c u lt u r e fil t r a t e w a s in j e ct e d i n t o l o o p s A

，
B

，
a n d C

，
r e S p e C ti v ely ． A

mi x t u r e o f O ．5 m l o f th e t w o －f ol d d il u t ed c ul t u r e filt r a t e a n d O ．5 m l o f C ． s o Y d ellii a n tit o x i n w a s i nj e ct e d i nt o

l o o p D
，

a n d l m l of m
－ B H I m e d i u m w ith o u t b a c t e ri al i n o c u l a ti o n i n t o l o o p E a s th e n e g a ti v e c o n t r ol ．

T a b l e l ．
L i g a t ed l o o p r e s p o n s e t o th e c ult u r e 丘1tr a t e s of C ． s o rd ellii s tr ai n s

S t r a i n
く

漑競昔 L o o p r e s p o n s e
ホ

3 7 0 3

K Z lO 4 6

1 3 0 th e r c y t o t o x i g e n i c s t r ai n s

3 4 n o n
－

C yt O t O X l g e ni c st r ai n s

8
，
1 9 2

8
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T h e r a ti o o f a c c u m ul a t e d 8 uid v ol u m e b lJ t o l o o p l e n gth くc m l ．

を注入 した 時結染腸管内 に 血性 の 液体貯留が認 めら れ

た く図1 う． 更に 2 倍段階希釈 し た培養濾液 に つ い て

ル ー

プ テス トを行な っ た 結果，
6 4 倍希釈ま で 液体貯留

が 観察さ れ た ． 但 し2 倍希 釈培養液液 と C ． 甜 ね以損

抗毒素血 清を 等量 混 合 し37
0

C ， 3 0 分間放 置後 1 ． O m l

を注入 した 場合 は液体貯留は認 め られ な か っ た
．

次に 37 0 3 株 以外の 48 菌株に つ い てル ー

プ テ ス トを

行な っ た ．
こ れ ら の 菌株 で は培養液液原液 を用 い た が ，

家兎 を尭死 さ せ る こ と は な か っ た
．
3 7 0 3 株も含め計49

株 の ル ー プテ ス トの 結果 を培養液液中の 細胞毒性とあ

わせ 表 1 に 示 した ． 3 7 0 3 株の 他に K Z lO 4 6 株 一 株の み

が ル ー プ テス ト陽性 を示 した ． 両株 は い づ れも C T 陽

性株 で あ っ た が
， 他の C T 陽性 1 3 薗株 はル

ー

プテスト

陰性 で あ っ た ． また C T 陰性 34 菌株 で はす べ て ル
ー プ

テ ス ト陰性 で あ っ た
．

同じ細胞毒性 く1
，
0 24 C Uノ50 メイ1う を示 したル ー プテ
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Fi g ． 2 ． H is t ol o g y o f li g a t e d l o o p s i n j e ct e d wi th th e c ult u r e fil t r a te s o f C ． s o 7 d ellii st r ai n s
． T h e c u lt u r e

filtr a t eく1 ，
0 2 4 C U 1 5 0 J Lll of st r ai n K Z l O 4 6 くAJ o r K Z l O4 7 くB，w a s i nj e c t e d ． H e m a t o x yli n a n d e o si n s t ai n i n g ．

M a g n ifi c a ti o n
，

X 1 3 5 ． N o t e th e e pith eli al d et a c h m e n t i n th e u p p e r r e gi o n o f th e vi 11i a n d h e m o r rh a gi c

ed e m a of th e m u c o s a
，

S u b m u c o s a
，

a n d m u s cl e c o a t s i n th e pl a t e A
，

W hil e n o h i st o l o gi c a l c h a n g e s a r e

O b s e rv e d i n th e pl a t e B
．

ス ト陽性 K Z lO 4 6 株お よ び 同テ ス ト 陰性 E Z l O 4 7 株

の培養濾液を注入 した結勢腸管の 組織学的変化 を比較

したく図2 1
．

K Z l O 46 株 で は絨毛 上 皮細胞 の 剥離お よ

び粘膜層， 粘膜下 層か ら筋層に お よ ぶ 出血 性浮腰が顕

著に 認められ たが ， K Z l O4 7 株で は特別な 変化 は認 め

られなか っ た
．

工工 ． C ． 5 0 rd g77ダブ の 産 生 す る C T の 分 画

C T 陽性 15 菌株の う ち わ ずか に 2 菌株 く37 03
，

E Z

lO 46 株1 がル ー プテ ス ト陽性 で あ り
，

K Z lO 4 7 株他，

12 薗株は同テ ス ト陰性 で あ っ た ．
こ の こ と よ りル ー プ

テス ト陽性株が同テ ス ト陰性株と異な る C T を産生 し

ている 可能性 に つ い て 検討 した ．

C T 陽性ル ー プテ ス ト陽性37 0 3 株の n l
－ B H l 培養液

液 10 0 m l 札 1 9 2 C Uノ50 JLll を限外濾過 で 濃縮 し，
B i。

．

G el A ．5 n － カ ラ ム に よ る ゲ ル 濾過を行な っ た
． 限外濾

過に お い て 細胞毒性 は濃縮液中に保持さ れ 濾 液中に は

認められ なか っ た
．

ゲ ル 濾過 に お い て は
， 細胞毒性は

ひ とつ の ピ ー ク を示 した に 過 ぎな か っ た くデ ー タ略フ．

飢ニ3 70 3 株の 培養濾液300 血 を限外濾過 で 濃縮 し
，

D E A E － S e ph a c el カ ラ ム に よ るイ オ ン 交換 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

を行な っ た
． 塩化ナ トリ ウ ム の 濃度勾配 に よ

り溶出され た細胞毒性は ふ た つ の ピ ー ク に 分離さ れ た

く図 3ユ
． 両 ピ ー

ク は塩化 ナ トリ ウム 濃度 100 m M お

よ び2 40 m M 付 近 に 溶出さ れ た く以 後 こ の ふ た つ の

C T 画 分を そ れ ぞ れ C T ． I お よ び C T －II と称 す るl
．

ル ー プ テ ス ト 陽性の 他の
－ 菌株 K Z l O 46 株 の 培 養濾

頼 を 用 い た D E A E －S e ph a c el カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー に お い て も ， 3 7 0 3 株の 場合と同様に ふ た つ の細

胞 毒性 を示 す ピ ー クが 溶出され た げ 一 夕略う． 以 上 の

結果ル ー プ テス ト陽 性菌株 は D E A E －S e p h a c el カ ラム

ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に お い て 分離 され る 2 種類の C T

を産 生 する こ とが 分 っ た ．

次 い で C T 陽性 ル ー プ テ ス ト 陰性 E Z l O 4 7 株 の 培

養濾液 30 0 m l を用 い D E A E －S e p h a c el カ ラ ム ク ロ マ

ト グラ フ ィ
ー

を行な っ た結果， 本菌株 は 370 3 株と は異

な り ，
ひ と つ の 毒性 ピ ー ク が溶出さ れ たの みで あ っ た

く以 下 C T － K Z l O 4 7l ．
こ の C T － K Z lO 4 7 は

， 塩化 ナ ト

リ ウ ム 濃度 270 m M 付近 に溶 出さ れ る点で 370 3 株 の
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Fi g ． 3 ． C h r o m a t o g r a p h y o f th e c ul t u r e filt r a t e of

C ． s o Y d ellii st r ai n 37 0 3 0 n D E A E － S e p h a c el ． S oli d

li n e w ith o u t s ym b oI s
，

a b s o rb a n c e a t 2 8 0 n m ニ

s oli d li n e w ith s ym b oI s
，
C yt O t O X i cit y ニd o tt e d li n e

，
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Fi g ． 4 ． C h r o m a t o g r a p h y o f th e c ul t u r e fil tr at e of

C ． s o Y d ellii st r a i n K Z l O 4 7 0 n D E A E － S e p h a c el ．

S o li d li n e w ith o u t s y m b oI s
，

a b s o r b a n c e a t 280

n m ニ S Olid li n e w it h s y m b o I s
，

C y t O t O X i city i

d o tt ed li n e
，
N a C I c o n c e n t r a ti o n ．

T a b l e 2 ． A b ility o f th e a n ti s．e r a t o n e u t r ali z e th e a c ti vit y o f th e c yt o t o x i n s o f C ．

s o rd bllii st r ai n s 3 7 0 3 a n d K Z l O 4 7

N e u t r ali z a ti o n tit e r
．

o f th e a n ti s e r u m a g ai n st

C 舛O t O X i n

C T －II C T － K Z l O 47

C T － K Z l O 4 7 く 4

．
R e ci p r o c al o f th e m a x i m u m s e r u m dil u ti o n n e e d e d f o r n e u t r ali z a ti o n of l C U of c yt o

－

t o xi ci ty ．

C T － 工I に相 当した が， C T － 工 に相 当す る毒性画分 は認

められ なか っ たく図 り ． 更 に C T 陽性ル ー プテ ス ト陰

性の 2 菌株 に つ い て も追加 検討 し た が K Z l O 4 7 株 の

場合 と同様 に塩化 ナ トリ ウム 濃 度240 旬 2 7 0 m M 付近

に ひ とつ の 毒性ピ
ー

クが 溶出さ れ た に 過ぎなか っ た
．

m ． c 駅 肌 誠 闇 の C T の 血 清学的関係

D E A E ．S e ph a c el カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ り

分画した 370 3 株の C T － I ， C T ．II
，
お よぴ K Z l O4 7 株

の C T 一 正Z l O 4 7 に対す る 抗毒素 血清 を 作製 し毒素 中

和試験を行 な っ た く表 2 う．

C T ． I の細胞毒性は抗 C T ． I 血清に よ り高度 仲 和

力価，
8

，
1 抽 に中和さ れ た が

，
抗 C T 一王工ある い は抗

C T ． K Z l O 4 7 血清 に よ っ て は 中和 さ れ なか っ た ． ま た

C T ． II お よ び C T － K Z lO 4 7 は ， 抗 C T － II 血 清 に よっ て

も あ る い は抗 C T 一 正Z lO 47 血 清に よ っ て も そ れぞれ

同程 度 仲 和力価，
32

，
7 6 8 句 6 5

，
5 3 6う に 中和され たが，

抗 C T 一 工血清に よ っ て は 中和さ れ な か っ た ． 以上の結

果 か ら C T ． I と C T ．I I は 血 清 学的 に も 全 く異 なって

お り， C T － II と C T ． K Z l O 4 7 は 同 一 の C T で ある こと

が 分 っ た
．

n L 菌の 増殖 と C T － L C T ．II の 産生

37 03 株の産 生す る C T － I ， C T － II が それ ぞ れの抗毒

素血 清に より 特異的 に 中和され る こ と を利用 して
，
抗

c T ， I あ るい は抗 C T 一工1 血清を単独で加 え た後の残存
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C ． s o r d e11ii の 腸管毒性と細胞障害性毒素

Fi g ． 5 ． C y t o t o x i n p r o d u c ti o n o f C ． s o r d ellii st r ai n

37 0 3 d u ri n g b a ct e ri a l g r o w th
． O p ti c al d e n sit y a t

56 0 n m
，

ロ コ C y t O t O X i cit y o f th e c u lt u r e filt r a t e
，

O i C y t O t O X i cit y o f th e c u lt u r e fil t r a t e w ith th e

a n ti s e r u m a g ai n s t C T － I くA J ，
C T － II くA I ，

O r C T －

I pl u s C T － II くゆI ．
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F i g ． 6 ． C yt o t o x i n p r o d u c ti o n o f C s o Y d ellii s tr a in

K Z l O 47 d u ri n g b a c t e ri a l g r o w th ． O p ti c al d e n si ．

t y a t 5 6 0 n m
，

ロ
i C y t O t O X i cit y o f th e c u lt u r e

fil tr a t e
，

0 ニ C yt O t O X i cit y o f th e c ult u r e filt r a t e

W ith th e a n ti s e r u m a g ai n st C T － I 亡A J o r C T － Il

くAナ．

T a bl e 3 ． A bility of th e a n ti s e r a t o n e u t r ali z e m o u s e l eth alit y of C ． s o r dbllii c y to to x i n s

C 舛 O t O X i n

N e u tr ali z a ti o n tit e r
＋

o f th e a n ti s e r u m a g a i n st

C T －I C T －II C T ． K Z l O 47

6 5
，
5 36

く 4

C T － E Z l O 4 7 く 4

ホ
R e ci p r o c a l o f th e m a x i m u m s e r um d il u ti o n n e e d e d f o r n e u t r ali z a ti o n o f l M L D o f m o u s e

l e th ality ．

毒性を それ ぞ れ C T －II あ る い は C T － I の 毒性 と して

測定する こと に よ り
，

3 7 03 株 に お ける C T 一 工
， C T ． H

の産生時期 につ い て検討 した ． 培養濾液 中の 細胞毒性

は培養 い づ れ の 時期 に お い て も C T － H に よ る毒性 を

表わし
，
C T 一 工 に よ る毒性 は弱い こ とが 分 っ たく図51 ．

毒素の産生時期 に つ い て は C T－I
，

C T － II 共 に 菌の 対

数増殖後期 く4 旬 5 時間ン よ り培養濾液中に 産生さ れ

静止期 く8 へ 9 時間う に 最大の 毒性 を示 しそ の 後 一 定

となる こと が分 っ た
．

また各培養時間の 培養濾 掛 こ抗

C T ． I
， 抗 C T － II 血清 を同時に加 え た後の 残存毒性 を

測定した結果
， 細胞毒性は全く 認 めら れ な か っ た

．

K Z l O4 7 株 に つ い て も 同様 の 実験 を 行 な っ た く図
61 ． 本菌株の 細胞毒性 は抗 C T ． 工血清 の 添加 に よ り

影響 を受 けず抗 C T ． 工I 血 清 に よ っ て 完全に 中和 さ れ
，

C T － 工 に 相等す る毒性が 培養のい か な る時期に も認 め

ら れ な い こ と が 分 っ た
． ま た C T － E Z lO 4 7 の 産 生 パ

タ
ー ン も 37 0 3 株 の C T － I

，
C T － II と ほ ぼ 同 じ こ と が

分 っ た
．

V ． C T 画 分 の 生 物活 性

3703 株 の C T ． I
，

C T ． II 画 分，
K Z l O 4 7 株 の C T －

K Z lO 4 7 画分 を用 い
，

ル ー プ テス トお よ び マ ウス 致死

毒性試験 を行な っ た
．

ル ー プテ ス トに お い ては
，

C T
l

． 工画分の みが 陽性 を

示 した
．

こ の 画分の ル ー プ テ ス ト陽性 を示 す最大希釈

試料中に 含 まれ る細胞 毒性 は 32 C Uノ50 ノf l であ っ た ．

C T －II
， C T － K Z l O4 7 画分に つ い て は共に 16

，
3 8 4 C U l
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5 0 月1 の 細胞毒性 を示 す 試料を 用 い て も ル ー プ テ ス ト

陰性で あ っ た ．
C T － I 画分の 陽性反応 は抗 C T － I 血清

に よ り中和さ れ たが 抗 C T － II あ るい は抗 C T － K Z l O 47

血清 に よ っ ては 中和さ れ なか っ た ． また マ ウ ス 致死 毒

性に つ い て は い づ れ の 画分共 に 致死 毒性 を有 して お

り ， C T － I
，
C T －工I ， C T ． K Z l O 4 7 画分の細胞 毒性 1

，
0 24

C Uノ50 ノノl を 含 む試料 で は それ ぞ れ 16
，
3 8 4

，
8

，
19 2

，

8
，
1 9 2 M L Dノm l の致 死毒性 を示 した

．
し か し な が ら

C T ． I 画分の 致死 毒性 は抗 C T ． I 血 清に よ っ ての み中

和され
， 抗 C T －II お よ び抗 C T － K Z lO 4 7 血 清に よ っ て

は 中和 さ れ な か っ た ． 逆 に C T －II あ る い は C T － K Z

l O4 7 画 分の 致 死毒性 は そ れ ぞ れ 抗 C T －工工お よ び 抗

C T ． E Z l O 4 7 血清に よ り同程度 の 中和能を も っ て 中和

され， 抗 C T 一 工血清 に よ り 中和 され る こ と はな か っ た

く表3 I ．

考 案

抗生物質 随伴性偽膜 性大腸 炎症 例 の ほ ぼ 100 ％に

C ． d 折 dg e お よ びそ の 毒素が証明 され る こ とか ら
， 本

菌が該疾患の起炎薗と し て広く認 め られ て い る6 川
． 抗

生物質随伴 性下痢症 に つ い て は C ． 劫靴 砲 が 関与 す

る 症例 は 20 へ 3 0 ％に す ぎ ず6 川
，

C ． 頑動 地 以 外 に

5 吻毎血c o c 瑚 虎視 柁 拡
2 87

，
C ぁぶオガd才紀椚 払 わ抄f才c 祝明

細
，

C わぶfわdf鋸 刑 中ロ和 g g乃 g S
抑

，
C J 8 ぶわイd言祝 刑 少gブタわ7 ．

那 瑠ざ
叫 3 2I 等が原因菌 と して考 え られ て い る ． しか しな

が ら近年か か る疾患に お い て C ． 甜 ね以偽 が 分離さ れ

る場合のあ る こ とが報 告され
，

小林 ら
1 引

は抗生物質投

与後 に 発症 した下痢症 124 例の う ち C ． d 析 dg g の 分

離さ れ な か っ た 65 例 中4 例 よ り C ． ざ8クておJgよブ を 分離

した と報告 して い る
． ま た荒井 ら

川
は抗生物質投与 に

よ り 発症 し た 急 性 出血 性 大 腸 炎 の 2 症 例 よ り C ．

ぶd 畑 g 措ブ を分離して い る ．
こ の 2 症例 は い づ れ も腹痛

，

血性 下痢 を来た し
， 大腸 内視 鏡 に よ り ざ状 結腸の 発

赤， びら ん
， 出血

， 粘膜混濁が 認め ら れた と 報告され

て い る
． 獣 医学領域 に お い て は ウ シ の 血 性下痢 を伴

な っ た腸 炎症例
1 1

や ヒ ツ ジ の 下痢 を伴 な っ た腸 炎症

例1 2I
よ り C ふ m 効 腸 が分離さ れ て い る ． しか る に C ．

ぷ0 柁由JJ才よが かか る腸管系疾患の 原因菌である と は従来

一

般に は認 め られ て い な か っ た
．

著者 は本研究 に お い て C ． 封 汁血沈抗 菌株 の 培養液液

を 用 い 家 兎 ル ー プ テ ス ト を 行 な う こ と に よ り C ．

ぶ8ナガgJgfゴの腸管毒性 に つ い て検討 した ． その 結果被験

49 菌株中2 菌株が 結染腸 管内 に血性 の 液 体貯留 を引

き起．
こす こ と が分 っ た ． また組織学的に は ル ー プ テ ス

ト陽性の結染腸管の腸管壁 に粘膜上 皮の 剥離， 出血
，

浮腫が認 め られ た ．
これ ら の こ と は C ． 甜 ね以損 の あ

る種の菌株が腸管毒性を有 して い る こ と を示 し
， 先に

述 べ た C 一 郎 ね以抗 が分離さ れた 腸炎症例 に お ける出

血傾 向や下痢症状は C ． 郎削薮沼器 に よ る もの であるこ

と を強く示 唆 した ．

C － 餌 ね厨抗 は従来 よ り知 ら れ て い る致 死 毒素の他

に C T を産生 す る こ とが 近年明ら か に さ れ た
20 ほ り

． ま

た C T 産生株 は致死 毒素産生株 に 限定され て いる こと

な どか ら ， 両毒素は 同 一 物質で あ る こ とが 示唆されて

い る
201

． 本研究に お い て用 い た C ． ざ0 畑 ggg主よ菌株中， 有

毒株 はす べ て致死毒素と とも に C T を産生する薗株で

あ っ た ． しか しな が ら有毒株す べ て が 腸管毒性を示し

た訳で は な か っ た ．
こ の こ と よ り C ． s o 摘 e77Zオの腸管

毒性因子 は
， 致死 毒素，

C T 以 外の 今 ま で に 知 られてい

な い 毒性因子 で あ る こ とが 考 えら れ た ． 細菌の産生す

る腸管毒素の 多く は細胞毒性 を有 す る事実瑚
に鑑み

，

著者 は まず細胞毒性 に着目 し
，

ル ー プ テス ト陽性薗株

と 同テ ス ト陰性菌株の C T を比較検討 した ． その結果

C ． ぶ0，豆e7Zオブの C T は単 一 の 物質で は な く ル ー プテ ス

ト陽 性 菌株 で は 抗 原 性 の 全 く 異 な っ た 2 種 の C T

くC T － I
，

C T － II J を産生 して い る こ と が明ら かとなっ

た
．

ル ー プ テ ス ト陰性 菌株 で は C T － H の み を産生し

C T － I は検出 され な か っ た ． C T － I は ル ー プテ ス ト陽

性菌株の みが 産生す る毒素で あり か つ ル ー プテ スト陽

性， 致死毒性 を示 した こ と か ら
，

腸管毒性お よ び致死

毒性 を有 す る C T で あ り C ． s の豆gggオブ の 腸管毒性因子

の本態で あ る こ と が示 唆 され た
．

C l o st ri di a の 中には

腸管毒性 ， 細胞毒性，
致死毒性の 3 種の 生物活性をあ

わ せ も つ 毒 素と して C
． 如 ゆ め 郁 那 腸管毒素瑚

や

C 血 由 祓お 椚 か痛 擢 別 間 C 2 毒素2 3I 2 4 削 が知 られている
．

C ． 勿靴 地 腹管毒素1 5 ト 潤
も細胞 毒性 の 有無に つ いて

は議論が 残され て い る も の の 致 死 毒性 を示 す こ とが知

られ て お り
，
C ． 郎 研琉溝舅 の C T 一 工 も こ れ らの 毒素と類

似 した性 質を有す る も の と思われ る
．

一 方 C T －工1 はい

わ ゆる 有毒株 に よ り共通 して 産生 され
，
腸管毒性はな

く致死 毒性を有 して い る と こ ろ か ら， 従来よ り知られ

て い る致死毒 素その も の で ある と推定さ れ た ．

A トM a sh a t ら
3 5ユ

は ウ シ の 出血 性腸 炎症例よ り分離

した C ． 甜 ね以桁 の 培養 菌液 ある い は培養濾液を正常

な ウ シ に 経口 投与 して 軟便や 腸管 の 炎症が引き起こさ

れ た こ と を報 告して い る ．
こ の 実験 で 使用さ れた菌株

の 毒素産生性 に つ い て は 全く記載 は な い が
，

彼らが用

い た 菌株 も C T 一 王 座 生 性の 腸管 毒 性 を 示 す菌株で

あ っ た と推測 さ れ る ． 抗 生物質随伴性腸炎症例などよ

り C ． 甜 ね以 抗 を分離 した際分離菌株 の C T 一 王座生性

を検討す る こ と は C ． ぶ0 戒 g 措才の 起病性 を確認 する上

で肝要で ある と考 え られ る ．

一 方 C T－H は単独で は腸

管毒性 を示 さ な か っ た が
，
腸管病変 に 全く無関係であ

る と は速断で き な い
． C ． 勿卸 砲 の C T も単独で は腸

．二
二

．
．．

こ

．．こ．

＋

l

l
－

t



．二
二

．
．．

こ

．．こ．

＋

l

l
－

t

C ． s o r d ellii の 腸管毒性 と細胞障害性毒素

管毒性を示 さな い が ，
こ の 薗の 腸管毒素が少量 存在 し

てい る か ， あら か じめ 腸管壁 に 一 定の組織障害が あ る

場合こ れら が引き金と な り C T の 投与に よ り腸管病変

や致死作用 まで発現さ れ る こ と が最近 ハ ム ス タ ー

を用

い た実験で 明ら か に な っ て い る
3 6I

．
こ の こ と は C ．

緋 血 備 に お い て も C T －工工が 腸 管毒性 に 関与 す る 可

能性が ある こ と を意味し てい る
．

既 に 述 べ た よ う に と 卜 の 腸 管 疾 患 に お け る C ．

脚 励 脇 の 分離報告は 極 め て少 な い
． こ の こ と は C ．

緋 血 他 の起病性 が未解明 で あ っ た ため 臨床分離の 試

みが充分に 行なわ れ なか っ た こ と に よ ると 思われ る
．

また C ．
ぶ0 戒 e7gグZ 分離培地が考案され て い な い こ と も

大きな障害とな っ て い る ． 実際 C ． 勿 靴 砲 の分離が広

く実施さ れ るよ う に な っ た の は 選択培 地 くC C F A 培

地
37

り が開発さ れ た こ と に よ っ て い る
． C ． 勿 靴 故 の

場合日本の 健康成人 で も約 10 ％が 保菌 して お り
2 郎

，
こ

れら保菌者の 発病の 可能性 はも と よ り，
こ の薗の 環境

汚 染に よ る 院 内 感 染 も 指摘 さ れ て い る
3 8 卜 叫

． C ．

ざ0 ナ滋ヱgZよに 関して は と 卜の 保菌状況や環境 ． 自然界 に

おける分布 に つ い て も ほ とん ど解明され て い な い
． 本

研究に お い て腸管毒性 を示 した 菌株 は被験 49 薗株中

2 菌株であり， C ． 5 0 浸 eZgZよの 中で 占め る位置が
一 見小

さいよう に 思わ れ るが
， 今後上 記諸点も 含め た検討が

進むこと に よ りは じ めて C ． 郎削 羞沼野 腸炎の 普遍 性が

明らか にさ れる と思 わ れ る ．

結 論

C T 産生1 5 薗株お よ び C T 非産 生 34 菌 軌 計4 9 薗

株の C 蝕 m 紬 徴 に つ い て その 培養濾液 を用 い 腸管毒

性を検討した
．
C T 産生 37 0 3 株お よび K Z l O4 6 株 は家

兎ル ー プテス ト陽性 を示 し結染腸管内に 血 性の 液体貯

留を起こ した
． 組織学的 に は腸管壁 に お ける粘膜上 皮

の剥離， 粘膜層か ら筋層 に 至 る出血 性浮腰が顕著 に認

められ た
． 他の C T 産生13 薗株お よ び C T 非産生 34

菌株はル ー プ テ ス ト陰性 で あ っ た ． 培 養濾 液 を用 い

DE A E － S e p h a c el カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 な っ

た結乳 ル ー プテ ス ト陽性薗株 で は C T は 2 種の 画分

CT ． I
，
C T －II に 分画 でき た が ，

ル ー プ テ ス ト陰性菌株

ではC T －II の み認め られ た に 過 ぎ なか っ た ． C T ． I
，

C T ．工1 に対す る抗毒素血 清を作製し毒素 中和試験 を行

なっ た結果，
C T － I

，
C T － II の 細胞毒性 は それ ぞ れ の 抗

毒素血清に よ り特異的 に 中和さ れ た
．

ル ー プ テ ス ト陽

性薗株で は C T － I
，

C T － II は共 に 菌の 対数増殖後期よ

り培地中に産 生 さ れた が
，

ル ー プテ ス ト陰性菌株 で は

培養の い か なる 時期 に お い て も C T － 工 は検 出 され な

か っ た
． C T － 工 はル ー

プ テス ト陽性を 示 しか つ マ ウ ス

致死毒性を有 して い たが
，

C T － H は致 死毒性 は 示 し た

905

が ル ー

プテ ス ト は陰性で あ っ た ． こ れ らの 生物清性 も

特異抗毒素血 清 に よ っ て の み 中和さ れ た ． 以 上 の結果

よ り C － ざ0 柁ねJgダブの 中に は腸管毒性を示 す 菌株が 存在

す る こ と が 分っ た
． ま た その 毒性 は C T ． I に よ る こ と

が示 唆さ れ た ．
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． T h e c u lt u r e fil t r at e s w e r e p r e p a r e d b y c u lti v a ti n g t h e s t r ai n s i n m o d i fi e d b r ai n h e a rt

i n f u si o n u n d e r a n a e r o b i c c o n d iti o n ． T h e c u l t u r e filt r a t e s o f o n l y t w o c y t o t o x i g e n i c st r ai n s 3 7 0 3

a n d K Z l O 4 6 c a u s e d b l o o d y fl u i d a c c u m u l a ti o n i n l o o p s w it h h i s t o l o gi c al c h a n g e s s u c h a s d e
－

ta c h m e n t o f e p it h eli u m c o v e ri n g t h e villi a n d i n t e n s e h e m o r r h a gi c e d e m a o f t h e m u c o s a t o

m u s cl e c o a t s ． T h e r e m ai n i n g 1 3 c y t o t o x i g e n i c a s w ell a s 3 4 n o n
－

C y t O t O X ig e n i c st r ai n s
，
h o w e v e r

，

Sh o w e d n o r e sp o n s e i n l o o p s － T h e c y t o t o x i c c u lt u r e filt r a t e s w e r e a n a ly z e d b y D E A E － S e p h a c el

C Ol u m n c h r o m a t o g r a p h y w it h N a C l g r a d i e n t ． T w o c y t o t o x i n f r a cti o n s
，

C T －I a n d C T 一 札 w e r e

O b t ai n e d f r o m t h e c u lt u r e filt r at e s o f l o o p t e s t －

P O Siti v e st r ai n s
，

W h n e o n l y o n e f r a cti o n ， C T 一札
W a S O b t ai n e d f r o m t h e c u lt u r e filt r a t e s o f l o o p t e st －

n e g ati v e st r ai n s
． T h e s e t w o f r a c ti o n s w e r e

a n ti g e ni c ally d if f e r e n t f r o m e a c h o t h e r ． C T －I e x hi b it e d a p o siti v e r e sp o n s e i n t h e t e st
，
b u t C T － H

f ail e d ． B o th C T －I a n d C T 一 正 w e r e p r o d u c e d i n t h e c u lt u r e m e d i u m d u ri n g t h e l a t e l o g a rit h mi c

P h a s e o f g r o w t h ． C T － I w a s n o t d e t e ct e d a t an y St a g e O f g r o w t h o f c y t o t o xi g e n i c b u t l o o p t e st －

P O Siti v e st r ai n s
． S ig n i fi c a n c e o f e n t e r o t o x i g e n i c C ． s o r d ellii w a s di s c u s s e d i n rel ati o n t o t h e

a ntib i o ti c －

a S S O Ci a t e d d i a r r h e a i n w h i c h n o c a u s a ti v e a g e n t h a d b e e n i d e n t ifi e d ．


