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金沢 人判ラミ学部微生物学講件 (三iミ任 : 剛l 摘 紀教授)

奥 村 誠

( 昭 和5 鯛
ニ
･ 1 2 = 2 4 ‖ 受付)

Cl o s trid主u m h i s t ol y ti c u m U) 務素原性, 胞子 形 成俳凍は び溶蘭活性物質塵生の 関係を明ら か に す る

ため に本実験 を行な っ た ･ 菌桃 と して は , 強胞 子形成能
, 強毒薬劉 鮒) C . hi s t o I Yti e u m 7 菌 楓 培掛生

化学性状が C ･ hi st o l y ti c u m に 類似す るが 無毒の Cl o s t ridi u m s p e ci e s ( S p .) 2 南棟 を 剛 ､ , 互い を指示 粛と

して寒天 穿刺培魔法 に よ り溶菌酒性物質の 産生の 有無 を検討 した ･ そ の 結 軋 無苺の Cl o s t ri di u r n s p . 2 薗

株を指示菌と した 時U ) み C ･ hi s t ol yti c tl m 全蘭怖か ら溶菌活性物質の 塵生が認め られた .
さらに

, Cl ｡ St ridi u m

S p ･ の 1 菌株 を指示 薗と して, C l o st rid王a 4 6 蘭種 57 南棟 を用 い 清閑消性 を検討し たと こ ろ
,
わ ず か に 2 蘭株

の み が溶 齢卵生を示 し た に す ぎな か っ た . 溶薗活性物質ほ利潤紺勺に 作用しり ト リ プ シ ン ある い は プ ロ ナ ー

ゼに よ っ て不消化さ れ た が, 1(肝 C 30 分の 加慨= こよ-1 て は 不柄化さ れ な か っ た∴暦薗活性物質は胞子 が著 し

く増加し はt: め る先端川椚抑制･こ培地中にLl_ 潤
し た

.
さ L: ) に , S O d i u m d o d e c )

rl s ulf a t e ( S D S) 処理 に よ り

溶菌活性変異株 を分離 L 分析 を行な っ た ･ S D S 膿度 5 ～ 9 JL g/ m l の 処理 に よ り 被験 C . h i s t ol y ti c u m 7 南

棟中6 南棟 か 引㈲菌活慄微弱の 変瀾株 が得 られ
,
その 冊見頻度は被験集落 の 5 ～

r

4 0 % であ っ た . 変異株は
,

1 菌株 ( K Z 6 31) 由来 の変異株 を除き , 胞子 形成の 弱化と共 に 轟賓摩生も低下 して い た . ま た
, 観株の マ

イ トマ イ シ ン C 潜薗液は 潜蘭活性変展株に 対し て プ ラーーク を形成し た . したが っ て苺寮原性
, 胞子 形成儲

およ び洛南浦性に 閲 し フ ァ ー ジが 関与し て い る可能性に つ い て 考察し た .

K e y w o r d s Cl n d 7イd;zt m h なf ()h ･ti(
1

z[ m
,
L y t ic a g e n t( s) , S p o r ul at oi n p o t e n c y ,

T o x l g e ni cit y .

Cl o st rid i u m h i s t oI y ti c u m は 19 1 6 年 W ei n b e r g ら
1)

によりは じめ て分離 さ れ, その 後 Ni sh id a ら2 ) に よ り 土

壌に おける分布が明 ら か に きれ た . そ の 毒 素原性 に 関

しても, い く つ か の 研 究 が み -: J れ る 3 州
. 著者 は, C .

his toly ti c u m の 毒素原性 を検討中
, 本薗が C . h i st o .

1y ti c u m 類似菌 胱億 , 培養 ･

生 化
l

芋性状が ･

致 する が

無勧 に対 し発育阻IL 作用 をホ す が実 に 遭遇 し た . 他

のCl o st ridi a で は既 に 発 育阻止物質 に つ し) ては数 多 ＼く

の幸辰告5 ト 9) が な され てお り , 特に Cl ｡ S t ri d i u m b o t ulト

n u m
1 0)1 1 )
お よ び CI o st rid i u m p e rf ri n g e n s

1 3 卜 1 4
切 産 生

する発育阻止物質に つ い て は 詳細 な研究が なさ れ
,
そ

れらは
, 各々 の 種 に ほ ぼ特異的で あ ると 報告さ れ て い

る
･
このうち C . b o t ulirl u m E 型 煩似菌の 産生す る発

L ytic A g e n t( s)
,
S p o r u l a ti o n P o t e n c y , a n d

21

育阻 止物質 に 対 して は有毒の C . b o t u lin u m E 型菌が

感受性 で あ っ た と 報告さ れ てい る1 5) . C . h i st o l y ti c u m

の 発 育阻止物質に 関す る報告は未だ な い の で著者は 本

研究で この 本態を 明 ら か に し
,
か つ 発育阻止 物質塵生

能, 胞 子形 成能, 毒素産 生能の 関係 に つ い て検討を行

な い , この 見地 か ら C . hi st ol yti c u m の 毒素原性の 解明

を試み た .

材料お よ び 方法

Ⅰ . 使用菌棟

C ･ h i s t ol y ti c u m K Z 62 0 , 6 2 1 , 6 2 2 , 6 2 6
,
62 7

,
6 3 1

,

6 3 2 の 7 菌株お よ ぴ C . h i st o l y ti c u m に 類似した形態,

培養 ･ 生化学性状 を示 す Cl o st rid i u m s p e ci e s ( s p .) K Z

T o x i g e ni cit y of C lo st ridiz L m 始t o b ttic u m .

S eiic hi O k u m u r a , D e p a rt m e n t of B a ct e ri ol o g y ( D ir e ct o r : P r of . S . N i shid a) , S c h o ol of
M edici n e

,
K a n a z a w a U n i v e r sit y .



2 2

6 2 5 , 6 2 8 の 2 菌株 を用い た ･
こ の 2 菌株は形嵐 培養

･

生化学性状, 代謝産物の ガ ス ク
ロ マ げ ラ ム 分析 パ タ

ー ン お よび10 % 血液寒天上 で微好気性の発育を示す点

で C . hi s t ol y ti c u m
に 一 致 したが , 無毒で あっ た ので

cl o st rid i u m sp . と命名 して使用 した･
以上の 菌株は全

て 196 4 年 Ni sh id a ら
2) に より土壌 より分離さ れ金沢大

学医学部微生物学教室 に 保存 され て
い た も の で ある･

また, 発育阻止作用を検討する際, 対照菌株 と し
て

以下に記し た Cl o st rid i a 4 6 菌種 57 菌株を用
い た ■

1
.
金沢大学医学部微生物字数室保存菌株

cl o st ri di u m a c e t o b u t y ri c u m K Z 5 8 6 , C
l o st ri di u m

b u ty ri c um K Z 5 89 , C ･
b o t u li n u m B 型 K Z 5 3 3 ･ C 型

K Z 5 3 6
,
D 塾 K Z 5 3 7 , E 型 K Z 5 8 2 , F 塾 K Z 5 39 ,

cl o s t ri di u m c h a u v o ei K Z 3 8 2 , Cl o st ri di u m
n o v yi A

型 K Z 67 1
,
B 型 K Z 39 1 , D 型 K Z 4 1 5 , C ･ p e rf ri n g e n s

A 型 K Z 2 11 , B 遡 K Z 2 6 3 , C 塾 K Z 2 6 5 , D 型 K Z
2 6 7 ,

E 塾 K Z 27 5 , Cl o s tri d i u m s e p ti c u m K Z 9 3 3 ･

2
.
A T C C ( A m e ri c a n T y p e C ult u r e C oll e c ti o n ･

R o c k v ill e , U .S . A .) 菌株

Cl o $t rid i u m a b s o n u m 2 7 5 5 5 , C
l o st rid i u m a m i n o

-

v al e ri c u m 1 3 72 5 , C I o st rid i u m a u r a n ti b y ty ri c u m

17 7 7 7
,
C l o st ridi u m b a r k e ri 2 5 8 49 ,

C l o st rid i u m

b eij e ri n c k ii 2 5 75 2 , C ･
b o t uli n u m A 塾 25 7 6 3 , C l o s -

t ri di u m c a d a v e ri s 2 67 8 3 , Cl o st ri di u
m c a mi s 25 7 7 7 ,

cl o s trid i u m c o ch l e ar i u m 1 7 7 8 7 , Cl o st rid i u
m d iffi ･

cil e 1 7 8 5 9 , Cl o st ri d i u m
f all a x 2 5 7 54

,
C I o st rid i u m

gh o ni 2 5 7 5 7 , C l o s t ri di u m gl y c oli c u m
1 4 8 8 0

･
Cl o s ･

t ri di u m i n d o li s 2 5 7 71 , C l o st rid i u m i n n o c u u m 1 4 5 0
1
,

Cl o st ri d i u m li m o s u m 2 5 7 60 , Cl o st ri di u m
lit u s e b u ･

r e n s e 2 5 7 5 9 , Cl o st ri d i u m m al e n Q m i n a t u m 2 5 7 7 6 ,

C l o st ri di u m m a n g e n o tii 2 57 6 1 , Cl o st ri di u m o c e a n i
-

c u m 2 5 6 47
,
Cl o st ridi u m o r o ti c u m 2 5 7 5 0 ･ Cl o s t ri di u

m

p a r a p e rf
ri n g e n s 2 5 7 53 ･ Cl o st

ri di u m p a r a p u t rifi c u m

2 5 7 8 0
,
Cl o st rid i u m p a s t e u ri a n u m 6 0 1 3 , C

l o st rid i u m

p e r e n n e 2 57 8 2 , Cl o st
ri di u m p l a g a r u m 2 5 7 6 8 , C l o s

･

t ri di u m p r o pi o n i c u m 2 5 5 2 2 , C l o
st ri d i u m p s e u d o

･

t et a n i c u m 2 5 7 79 , Cl o st rid i u m p u t rifi c u m
2 57 8 4

･

Cl o st rid i u m r u b ru m 1 4 9 4 9 , Cl o st ri di u m s
a rt a g o

･

f o r m u m 2 5 7 78 , Cl o st ri di u m s c a t ol o g e n e s 2 5 7 7 5 ,

Cl o st ri d i u m s p h e n o id e s 1 9 4 0 3 , C
l o st ridi u m s p o r o

･

g e n e s 2 5 7 6 2 , Cl o s t ri di u m s p o
r o s p h e n o id e s 2 5

7 8l
･

C l ｡ S t ri di u m sti ck l a n dii 1 2 6 6 2 , Cl o st rid i u m s u b -

t e r m i n a l e 2 5 7 7 4 , Cl o st ri d
i u m t e t a ni 8 0 3 3 , Cl o s

･

t rid i u m t y r o b u t y ri c u
m 2 5 7 5 5 ･

ⅠⅠ . 使用 培地

発育阻止作用の検出に は P Y G 培地 (P
r o t e o s e p e p

･

t ｡ n e N o . 2 (D if c o) ; 2 % ( w / v ) ,
Y e a st e x t r a ct

村

( D if c o) ; 0 .5 % ( w / v) , Gl u c o s e ; 1 % ( w / v) , N a Cl ;

0 .5 % ( w / v) ,
N a ･ th i o gl y c oll a t e ; 0 ･1 % ( w / v )

, p H

7 .2 ) を用 い た .
P Y G 寒天平軌 P Y G 軟寒天培地作製

に際 して は寒天 を, 各々1 . 5 % , 0 ･7 % 添加 した . 毒素

塵生 に は V F ブイ ヨ ン
1 8) を用 い た .

ⅠⅠⅠ. 植菌お よ び 培養

P Y G 培地, V F 培地い ずれ に お い て も, 肝片加肝ブ

イ ヨ ン 24 時 間培養菌液 を培地 10 m l 当り 0 .1 m l の割

で 植菌 した . 培養 は 37
0

C で 行な っ た .

ⅠⅤ . 終生菌数, 胞子数 の 測定

被験培養菌液中の総生菌数 お よ び胞子数の測定は最

確数 ( M o st P r o b a b l e N u m b e r , M . P . N ･) 測定法17)に

ょ っ た . な お, 7 5
0

C 1 5 分加熱後の耐熱菌奴を胞子数と

した .

Ⅴ
,
毒素原性の 検討

N i sh id a ら
1 8) の 方法 によ り V F ブイ ヨ ン 18 時間培養

液を毒素液 と し, マ ウ ス M L D/ m l を測定 した.

ⅤⅠ. 溶菌活性 の 検出法

1
. 寒天穿刺培養法

被験菌株の肝片加肝 ブイ ヨ ン 3 アC , 2 4 時間培養菌液

を厚 さ 6 ～ 8 m m の P Y G 平板 に 白金線 を用い て穿刺

し, 37
0

C で嫌気的 に 48 時間培餐後 ク ロ ロ 如 レム に より

殺菌 した.
つ い で予 め溶解 して 47

0

C で保温 した P Y G 軟

寒天培地 3 m l に , 指示蘭の P Y G 培地 18 時間培養液

0 . 1 m l を加 え ∴混和 した後, 上 述の 平板に重 層した.

圃化後 37
0

C で嫌気 的に 24 時間培養 した尋乳 穿刺した菌

株集落 の周囲に認 め られ る発育阻止円の有無を判定し

た
.

2 .
ス ポ ッ ト接

被験菌株 の P Y G 培地培養薗液 を 100 0 × g , 1 0 分間

遠心 し, さ ら に タ ロ 口 癖/レム 処理 を し て得られ た上清

液 (以下, 無菌培養上浦液と呼 ぷ) を , 肝片加肝
ブイ

ヨ ンで 37
｡

C , 24 時間培養した 指示 菌0 ･1 m l を均 一 に塗

布 した P Y G 寒天 平板上 に滴下 し, 3 7
0

C で嫌気的に 24

時 間培養後, 指示 薗に 対す る発育阻止の 有無 を判定し

た
.

3 . 混合 培養法

被験無菌培養上 帯液 1 . O m l を指示 菌 の 対数増殖期

初期 ( O D 56 ｡ = 0 . 1 5
～ 0 ･ 18) の 培養菌液 2 ･O m l に添加

し
, 島津 ス ペ ク ト ロ ニ ッ タ 20 光電比色計( 島津製作所

)

を 用い 経時的に O D 56 ｡ を測定 した .

Ⅵl .
S D S 処理法

被験菌株 の P Y G 培地 18 時間培養菌液 1 m l を新鮮

p Y G 培地 10 m l に植菌 し, 37
｡

C で培 養, O D 5 60 が植菌

時 の 2 倍 に な っ た 時の培養蘭液 1 m l を 1
～ 1 0 〟g/ m l

の S O d i u m d o d e c yl s uIf a t e ( S D S , 束京化成
工業) を

含む P Y G 培地 10 1血 に植 薗 し, 2 4 時間培養後, そ
の培



C ･ h i s t ol yti c u m の 溶菌活性物質, 胞子 形成能お よ び 尊索原性

費薗液を P Y G 培地 を用
い て 希釈 し P Y G 平 板 に 塗布

し, 3 7
｡

C で 妖気的に 48 時間増発し た･

ⅤⅠⅢ. マ イ ト マ イ シ ン C ( M C) 溶函液の 作製

被験薗株の P Y G 培地 18 時間増発薗液 0 ･ 5 m l を 1 0

m l の新鮮 P Y G 培地に 楯薗( O D 6 60
= 0 ･ 7 ～ 0 ･ 8) し

,
3 7

0

c

で培養を行ない , 対数増殖の 初期( O D 聞 0
= 0 ･ 15 ～ 0 ･ 1 8)

に M C ( 三共) を終末漉度が 2 /̀ g/ m l に な る様 に添加

し
,
さら に培養 を続 け溶薗が完了 した 衡 100 0 × g , 1 0

分遠心, 上清 をミ リ ポ ア
ー フ ィ ル タ

ー (孔径 0 ･ 4 5 /` m ,

日本ミ リポ ア
ー ) で炉過 した も の を, 無菌 M C 溶薗液

とした .

Ⅸ . プラ ー ク検出法

重層法
王9) に よ っ た . 下層に は寒天 漉度 が 1 . 0 % ( w / v)

のP Y G 平板 を用い , そ の 上に P Y G 軟 寒天 培地 3 m l ,

指示薗1 . O m l , 被験 M C 溶菌液0 ,1 m l の混合液 を塵

層した. 軟寒天が 固化後, 3 7
0

C で 2 4 時間嫌気的に増資

を行ない , プ ラ
ー

ク の有無 を検索 した
.

C 植 ゎ加ゎ〟椚

s tr ai n

K Z 6 2 2

E Z 6 2 0

K Z 6 31

K Z 6 2 6

K Z 6 3 2

E Z 6 27

ⅩZ 6 21

2 3

成 碗

Ⅰ . 胞子 形成能と車乗原性

発育阻止作用 を検討す る に先だ ち, C . hi st o l yti c u m

7 薗株の V F ブイ ヨ ン 37
0

C 18 時間堵牽菌液中の総生菌

数, 胞子 数お よ び培養上清申の寿性 を調べ た. 表 1 に

示す如 く
, 被験全薗株共に 256 ～ 5 1 2 M L D / mi の苺性を

示 した . ま た
,
1 株( K Z 6 2 1) を除き 10 8/ m l 以上の胞

子 を形成 した. 以上 の結果か ら, E Z 6 21 株 は幾分胞子

形成能が低 い が, その 全て が強 い 胞子形成能と車乗原

性 を保持 す る薗株である こ と が判 っ た .

ⅠⅠ . 藩菌活性

1 . 発育阻止作用の検出

上述の 7 薗株 お よぴ Cl o s t rid i u m sp . 2 薗株合計 9 薗

株を用 い, 各々 を指示菌と し て寒天 穿刺増発法 に よ り,
こ れ ら 9 薗株の 発育阻止作用 の有無 を検紆 した. C .

h i s t ol y ti c u m 7 薗株 を指示 菌と した 粗 い ずれの 蘭株

T a b l e l ･ S p o r ul a ti o n a n d t o x i g e ni cit y o f C . h is to bliit u m s tr ai n s

N u m b e r o f

Vi a b l e c e 11 s/ m l

2 .1 × 1 0
9

2 .2 × 10
9

1 .3 × 1 0
9

4 .9 × 1 0
9

3 . 3 × 1 0
9

4 . 0 × 1 0 9

4 . 9 × 1 0
9

豊富霊1 N 慧禁鳥㌫霊1s
T

漉粘
7 . 8 ×1 0

8

4 . 9 × 1 0
8

4 . 6 × 1 0
8

2 . 3 × 1 0
8

2
.
2 × 1 0

8

1 .1 × 1 0
8

1 .3 × 1 0
8

3 . 8 ×1 0
~

1

2 . 3 ×1 0
- 1

3 . 5 ×1 0
~

1

4 . 7 ×1 0
鵬 2

6 . 7 ×1 0
~ 2

2 . 8 ×1 0
~

2

2 . 7 ×1 0
~ 4

2

2

6

2

2

6

6

1

1

5

1

1

5

5

5

5

2

5

5

2

2

T a bl e 2 ･ G r o w th i n h ib iti o n a m o n g C . 始 t o & tit u m st r ai n s

I ndi c a t o r
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も指示 菌に対 して発育阻止円 を全く形成 しなか っ たが ,

C l o s t rid i u m s p . K Z 6 2 5 , 6 2 8 株 を指示 薗と した時 は,

C . hi s t ol yti c u m 7 菌株全株 が, その 2 菌株に対 し明確

な発育阻止円を形成 した( 図1 , 表 2 ) . 発育 阻止円の

直径 は, 被験 C . hi st ol yti c u m 7 菌株 間に は有意の差は

見 られ なか っ た . しか しな が ら発育阻止円の直径は指

示菌 によ り異なり, 指示 菌 K Z 6 2 5 株 に 対 して は 20
～ 2 2

m m で あ っ た が , 指示菌 K Z 62 8 株 に 対 して は 14 ～ 1 6

m m で あり, E Z 62 5 株 の方が や や 指示 菌と し て感受性

が高か っ た .
した が っ て以下 の実験 にお い て は発育阻

止作用検出の指示薗と して, K Z 6 2 5 株 を用 い た .

2
. 発育阻止作用の特異性

Cl o s t ri di a 4 6 薗種 57 菌株 を用い て K Z 62 5 株 を指示

菌と して 寒天穿刺培賛法に よ り発育阻止作用 を検討 し

た . 被顔57 菌株申 K Z 6 2 5 株に対 して発育阻止作用を

示 した の は, C . a u r a n ti b u t y ri c u m A T C C 1 7 7 7 7 株お

.よび C . b e ij e ri n ck ii A T C C 2 5 7 5 2 株の 2 薗種 の みで あ

り, 発育阻止円の直径 はそ れ ぞ れ 11 m m と 1 6 I n m で

あっ た . 以上 の結果か ら指示菌 K Z 62 5 株 は, C .
h i st o -

1 yti c u m の発育阻止作用 に対 して特異的 に反応 する 菌

Fi g . 1 . G r o w t h i n hi biti o n o f C . h i si o b)ii c u m K Z 6 2 0

a g ai n st i n di c a t o r st r a i n C1 0 S tYid i u m s p . K Z 6 2 5 ,

T h e g r o w th i n h ib iti o n w a s a s s a y e d b y a g a r l a y e r

m e th o d . C . h i si o b7ti c u m K Z 62 0 ( c e n t e r) w a s

st a b b e d i n t o a g a r , i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r 4 8 h r
,

a n d c ol o n y
}d e v el o p p e d w a s k ill ed b y c h l o r o f o rm

V a p O r . M i x t u r e o f O .1 加l o f i n di c a t o r st r ai h K Z

6 2 5 c ult u r e a n d 3 m l Q･f P Y G s o 紋 a g a r w a $ th e n

o v e rl a y ed o n th e P Y G a g a r a n d i n c u b a t e d a t 3 7
0

C

f o r 2 4 b r .

村

株で あ る こ とが 判 っ た .

3
. 発育阻止 の 作用機席

上述 の発育阻止円の 形成の磯序を検討 する た めに以

下 の 実験 を行 な っ た .
7 菌株の 番性株 の う ちの任意の

1 菌株 ( こ の 際は , K Z 6 2 0 株) の P Y G 培地 に おける

10 時間培襲無菌上滑液 1 . O m l を 指示 薗 K Z 6 25 株の

対数増穂の初期 ( O D 5 8 ｡ = 0 .1 5 ～ 0 . 1 8) の 培養菌液2 .O

m l に 捧加後 , 指示 菌の 増殖 ( O D 5 8 ｡) を経時的に測定

し た結果, 被験上 浦液添加後 O D 5 朋 は減 少し, 2 時間で

最低 と な っ た(図 2 ) . その 後, さ ら に 6 時間培養を行

な っ た 後, 培餐菌液 を無菌的に 遠心 , 沈漕 を滅菌生食

水で遠心洗浄 した 後, 1 m l の 滅 菌生食水に 再浮蒋さ

せ
, そ の全盈を 10 m l の 肉カ ス ブ イ ヨ ン に 植薗し, 37

0

c

で 7 2 時間培餐 を行な っ た が, 菌 の 発 育は全く認められ

な か っ た
.
す な わ ち上述の発育阻止円の形成は K Z 625

株 に対 して殺菌的 に作開 す る溶菌活性 に よる もの であ

る こ と が判 っ た .

4 . 溶菌活性(物質) の 出現時期

上述の 洒薗活性 を示 す 歯株 は, 胞 子形成が良好な薗

株 で あ る こ とか ら, P Y G 培地 を用 い て滞菌悟性(物質)

の培地中 へ の 出現時期と胞子形成時期 との 関係を検討

(
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言
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Ti m e ( h r)
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fl u id o f C . h i s io b ,ti c u m K Z 6 2 0 a g a i n s t i n d i c at o r

st r ai n C l o s irid i u m s p , K Z 6 2 5 ･ O n e m l o f C
l
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c u lt u r e s u s p e r n a t a n t fl u id w a s a d d ed , 0 ･
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fl uid
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n O n

･h e a t e d (○) , h e a t e d a t l O O
O

C f o r l O ( △) ,
30 ( A ) , O r 60 mi n ¢⊃,

W a S a d d e d t o 2 m l o f th e
C ult u r e o f i n di c at o r s t r a i n K Z 6 2 5 a n d th e

m i x t u r e w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

C . C o n t r ol (P Y G
m e di u m w a s a d d ed ), 0 .

2 5

した
.
K Z 6 2 0 株 を用 い 経時的 に O D 5 … 総生菌数, 胞

子 数お よ び培地中の溶薗活性 を調べ た(図 3) . な お ,

溶 薗活性 は被験無菌増強上滞液の 2 倍段階希釈液 を滴

下す る ス ポ ッ ト法に よ り半定盤的に 検討 した. 潜函活

性 は培養 6 時間後 す なわ ち定常期初期か ら培幾上滑申

に 出現 し, 増資 8 ～

1 2 時間が他 よ り強い 活性 を示 した

が
,
そ の 清性度 は弱く高々 2 倍希釈ま で 陽性 を示す に

す ぎな か っ た
.
ま た , 胞子は堵袈6 時間後か ら増加 し

は じめ
,
1 2 時 間ま で増加し続 け たが こ の時期 に 一 致 し

て潜薗活性が他の 時期よ り強く示 され た .

5
. 溶薗活性物質の熱安定性

K Z 6 2 0 株 の P Y G 培地 10 時 間培衆無菌上滑液 を

10(ドC l O 分
,
3 0 分お よ ぴ 60 分加熱し, 溶薗清性物質の

熱安定性を K Z 6 2 5 株を指示 薗と して浪合培餐法 に よ

っ て検討し た . 1 0 0
0

C l O 分お よ ぴ 30 分の加熱 を行な っ

た上浦液は加熱前と同程度の溶薗活性を示 し
, 本溶菌

溶性物質が耐熱性である こ とを示 した . た だ し
,
60 分

の 加熱に よ り磯分不倍化され た( 図4 ) .

6
. 潜 薗活性物質に対 す る蛋白分解酵衆の影榔

E Z 6 2 0 株 の P Y G 培地 10 時間堵餐無菌上滑液 を ト

リ プ シ ン ( Dif c o ) お よ びプ ロ ナ ー

ゼ (科研化学) で処

理 し
, 本潜函活性物質 に 対する蛋白分解酵素の 影響 を

検討 し た
.
トリ プ シ ンあ るい は プ ロ ナ ー ゼ を終末滅度

が 100 〟g/ m l とな る様 に 上滑液に 添加し, 3 7
0

C で 3 0 分

反応さ せ た後
,
K Z 6 2 5 株を指示薗とす る混合増資法に

よ 机潜函活性 を検討 した. 図5 に示 した如く本溶菌活

性物質は トリ プ シ ン お よ ぴプ ロ ナ ー

ゼ に より不治化 さ

れ る こ とが 判 っ た.

ⅠⅠⅠ. 溶函活性と毒素原性

1 . S D S 処理 によ る溶歯偏性変異株の出現

本格菌活性と胞子形成能お よび寿索原性に関 して は,

著者の 用 い た 7 薗株 は い ずれ も高い 胞子形成能, 強い

毒素原性, 溶菌活性を示 し, 性状が ほぼ似 た菌株であ

っ たの で, これ らの 関係を更 に検討する た め a c ri di n e

O r an g e ( A O , 和光純薬工業) , d e o x y c h oli c a ci d ( D O C ,

和光純薬工業) , S D S を用い て変異株を得ようと試みた.

S D S 処理 に よ り完全に溶菌活性陰性の変異株は得 るこ

と は 出来 なか っ た が 溶薗括性の微弱な変異株 が出現 し

た
.
その発育阻止円の直径 は2 m m で親株の 20 m m に

対 して歴然た る差異を示した(図6 ) . こ の性状 は分離

後現在 まで ( 2 年間) 安定 して保存 され て い る (以下

こ れ ら変異株を洛南清性変異株 と呼ぶ) . S D S 処理によ

る潜函惰性変異株 の出現頻度を表 3 に示 した
. 被験 C .

h i st ol y ti c u m 7 菌株 中6 菌株か ら S D S 処理 に よ り 潜

薗活性変異株 が得 られ, そ の際, S D S の有効濃度は 5
～ 9 描/ m l であ っ た . 変異株の出現頻度は S D S 洩度
およ び 菌株 に よ り異な る が, 変異株集落 は被験集落 の
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c u lt u r e s u p e r n a t a n t fl ui d , n O n
･t r e a t e d (○) , t r e a t e d w i th tr y p si n (F ig ･ 5 a) o r p r o n a s e

( Fi g . 5b ) a t 3 7
0

C f o r 3 0 m i n ( △) w a s a d d e d t o 2 m l o f th e c u lt u r e o f i n d i c a t o r st r ai n

K Z 6 2 5 a n d t h e m i x t u r e w a s i n c u b a t e d at 3 7
0

C . C o n t r ol ( P Y G m e d i u m c o n t a i n i n g

t r y p s in o r p r o n a s e w a s a d d e d) ! ● .

Fi g ･ 6 ･ G r o v th i n hib iti o n o f l yti c a c ti v it y m u t a n t

(c e 如$ r
･

) f r o m C . h iki o b )ti c u m K Z 6 2 0 a g ai n st

in di c a t o r st r ai n C l o s iYi di u m s p . K Z 6 2 5 . T h e

g r o w t h i n hi bi ti o n w a s･
L

a s s a y ed b y a g a r l a y e r

m e th o d . R ef e r t o t h e F i g . 1 f o r th e p r o c e d u r e .

5 ～ 4 0 % で あ っ た .
こ れ に 反 して A O およ び D O C 処理

で は変異株 は得 られ な か っ た .

2
.
溶菌活性変異株 の毒素原性お よ び胞子 形成能

C . h i $ t Ol yti c u m 6 菌株か ら S D S 処理 に よ り出現し

た溶菌活性変異株各 5 株 お よ びS D S 処 理後 も変異を

示 さ ず強 い 溶菌活性 を示 し た株各 5 株 に つ い て V F ブ

イ ヨ ン
,
3 7

0

C 1 8 時間培養菌液中の 総生 菌数, 胞子数お

よ び培養上清中の毒性 を検討 し た(表 4
,
5 ) . 総生菌

数は, 溶菌活性の異な る 両群 に お い て差 は認められな

か っ た
.
し か し なが ら胞子形成能 (胞子 数/総生歯数)

は
,
い ずれ の 菌株 に 関 して も溶菌活性変異株は溶菌活

性に変異 を釆たさなか っ た株に 較 べ 明 ら か に 低下してい

た . す なわ ち K Z 6 2 0 株
,
K Z 6 2 1 株お よ び K Z 6 2 6 株由

来 の 変異株 の胞 子 形成能 は 1 0
-

I O 以 下, K Z 6 22 株,

K Z 6 3 1 株 お よび K Z 6 3 2 株 由来 の 変異株 の 胞子形成能

は
,
そ れ ぞ れ 10

- 7

,
1 0

- 6
お よ び10- 4 ～ 1 0- 5 で あ っ た. 毒

性 は K Z 6 3 1 株 由来の変異株を除 き, 4 ～ 1 6 M L D/ m l

を示 し親株 の 256 ～ 5 1 2 M L D / m l に 較 べ 明ら かに 低下

し て い た
.
た だ K Z 6 3 1 株 由 来 の 変異株 の 毒性は

64 ～ 2 5 6 M L D / m l を 示 し, 胞子形成 の弱化に応じた著

し い 毒性の 弱化は み る こ とが出来なか っ た .

3 .
M C 溶菌液の溶菌活塵変異株に対するプラ

ー

ク形
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成

上述の 如く, C . h i s t ol yti c u m 6 薗株か ら S D S 処理

に よ り容易に 溶蘭活性変異株 を得 る こ と が 出来た こ と

か ら, 著者は本現象にケ ァ
ー

ジが 関与 して い る可能性

を考え, 被験 C . hi st o l y ti c u m 7 薗株 の M C 溶菌液 に

つ い て変異株 を指示菌と して プラ
ー ク形成 を試み た(表

6 ) . その結果 K Z 6 2 1 株の M C 溶薗液は K Z 6 2 0 株お

よ び ⅩZ 62 1 株 由来 の 変異株 に対 し少数 な が ら (約

100 0/ m l) プ ラ
ー

クを形成す る こ とが 判っ た . ま た プ ラ

ー

ク の部分をかき とり P Y G 培地で増殖させ た後さ らに

P Y G 平板 にひろ げ菌株を分離す ると こ れ らの大半は強

溶菌括性, 強毒素産生, 強胞子形成を示した . また,

上述 の E Z 6 2 1 株の M C 溶菌液 を 100 0 0 0 ×g , 9 0 分道

連心する こ とに よ っ て得 ら れ た ペ レ ッ ト中に は フ ァ
ー

ジ様粒子が認め られ た(図略) . しか しなが ら K Z 6 2 1 株

の M C 溶薗液と K Z 6 2 0 株あるい は K Z 6 21 株 由来の溶

菌活性変異株を P Y G 培地中で混合培養 しても, こ こ か

ら強溶菌酒性 を示す菌株を得 る こ と は 出来な か っ た .

考 察

バ ク テリオ シ ン は細菌が産生する発育阻止物質 のひ

とつ で あり その定義 は バ ク テ リ オ シ ン に関する研究が

進 む につ れ変化 して い るが , バ ク テ リ オ シ ン と して最

も共通な性質 は, 生物学的 に活性のある蛋白部分の存

在お よび殺菌的作用の 2 点で ある
2 0)

.
バ ク テリオ シ ン に

は分子畢800 0 程度の も の か ら 10
8 を越 え る もの まで あ

るが, B r adl e y
細 は バ ク テ リ オ シ ン をそ の分子 量 によ っ

て, トリ プ シ ン な どの 蛋白分解酵素 に感受性で, 比較

的耐熱性 である低分子畳 バ タテ リ オ シ ン
▲
と , 比較的蛋

白分解酵素に耐性で, 易熱性で ある高分子畳 バ ク テ リ

オ シ ン の 2 群に分け た .

本研究で著者が明らか にした C . h i st ol y ti c u m の産生

す る溶薗洛怪物質 は, そ の作用が 殺菌的であり, か つ

トリ プ シ ン , プ ロ ナ
ー ゼ な どの 琵自分解酵素に よ っ て

不溶化 さ れ た. ま た , 本溶歯痛性物質 は, 1 00
0

C 30 分の

加熱に 耐性 であり, B r a dl e y の低 分子 盈バ ク テリオシ ン

の 性状 に
〟 致 す る様 に見 える .

しか し なが ら
,

一

般に

バ ク テ リオ シ ン は 少な く とも 同
一 種 に 対 し て活性を示

す とされ て い る
20) が

,
本溶薗活性物質 は同･･､h一一種であるC .

h i s t ol yti c u m に対 して, 全く活性 を示 さ なか っ た .
グ

ラ ム 陽性薗 の 腐生す る バ クテ リオ シ ン , 特 に Cl o st ridi a

の産 生す る バ ク テ リオ シ ン の 多く は M C に よ っ てその

産生 が誘導さ れ る こ とが報告され て い る
20)が , 本溶菌活

性物質は M C に よ っ て産生が 誘導さ れ る こ とはなかっ

た
. 本溶菌清性物質は, 胞子 形成が は じまる 時期に

一

致 して 培贅菌液中に出現 した こ と , お よ び S D S 処理に

ょ っ て得 られ た溶菌活性変異株 は親株に較 べ 胞子形成

が低下 して い た こ と か ら, 本港蘭活性物質の産生は胞

子形成 と密接 な関係がある と思 われ る .

C . h i st ol y ti c u m の毒素原性に関 して は, 胞子形成が

密掛 こ関係 し胞子形成が良好な菌株 は強姦株で あり,

胞子 形成が 不良な菌株 は弱毒株 である と報告され てい

る
3)

.
ま た

,
S e b al d ら

4)
は C . h i s t ol y ti c u m の α 毒素は

大量 の α A と少量の α B と か ら成 っ て お り , 胞子 形成が

st a g e I で 障害さ れ て い る菌株で は α A の産生が抑制さ

れ , α B の み が産生 され る と述 べ て い る . 本研究に おい

て S D S 処 理 に より得 ら れ た弱胞子 形成株 は, 1 菌株

( K Z 6 3 1) 由来 の弱胞子形成株 を除 き, 弱毒株で あり

上述の報告と 一 致 した .
K Z 6 3 1 菌株 由来 の 弱胞子形成

株 は他の 菌株由来の弱胞子形成株と異な り高い 毒性を

示 したが , この こ と に 関 して は, 次の 2 つ の可能性

す な わ ち 1 ) S D S 処理 に よ っ て得 られ た弱胞子形成株

は St a g e I よ り進行 した 部位 で障害 を受 けてい る, 2)

K Z 6 3 1 菌株 は元来 穐 を優位 に腐生する, が考えられる･

細菌毒素 の産生が フ ァ
ー ジと 密接な関係 を持 つ こと

は
,
ジ フ テ リ ア毒素産生に つ い て最初 に発見され た

22)
･



C . h i st ()ly ti c u m の 溶 薗活性物質
,
胞子 形成能 お よ び薄紫原性

近年, Cl o st rid i a
にお い て も C ･ b `) tu li n u m C

･
D 型

2 3 棚 )

の毒素産生 ある
い は ･ C ･ n O V yi A , B 邸

7)
の 轟黄塵生

が溶靡性フ ァ
ー

ジに よ り支配さ れ て い る こ とが 見出さ

れた.

C . h is t ol yti c u m の 弱魔株 は, 少数で は あ るが 変異原

処理 する こと なく強者株
か ら生ずると 報告され て い る4)

が, 著者は本研究で述
べ た如く S D S 処理 に よ っ て容易

に多数の弱轟樺 を得る こ と がで き た .
こ れ らの 弱恐怖

(溶菌静性変異棒) を指 示 菌と して 強怒株 (親株) の

M C 溶薗液を用 い て , プ ラ
ー ク 形成 を試 み た結軋 被験

7 園申1 菌件の M C 潜 薗液 は, 弱礫株の あ るも の に 対

してプラ
ー ク を形成 し, ま た , プラ

ー

ク か ら得 られ た

集落の中に は, 強溶 歯痛性 強凝寮塵弘 強胞子形成

を示す築港が存在 し た.
ま た

, 用 い た M C 溶 薗液中に

は フ ァ
ー ジ横松子 が存在 し た.

以上の こ と は, C . hi st o ･

1y tic u m
の 番索塵軋 溶歯活性およ び胞子形成が酒原性

フ ァ
ー ジ に よ り支配 され て い る 可能性 を 示 し てい る .

本研究で は, M C 潜薗漕を 剛 一 ての P Y G 境地 申で の 混

合培餐では, こ れ ら惟状の 変換ほ成功 し なか っ た が ,

その理由と し て用 い た M C 潜函液中に溶性の ある フ ァ

ー ジが少な い こ と が考 え られ る が, プ ラ ー ク 形成能力

を有する フ ァ
ー

ジを魔窟 に得る に は至 っ て い ない .

結 輪

C . h i st ol y ti c u m 7 株 を用 い て , 本薗U )溶蘭活性物質

慮生に つ い て , 毒薬腐生能, 胞子 形成能 との 関係 を検

討した. 被験 C . h ist ol y ti c u m 金歯株は胞 子形成時期 に

一 致して, 指示 蘭 Cl o s t rid i u m s p . K Z 6 2 5 , 6 2 8 株 に

対して済性を示 す洛南物質 を産生し た; これ らの 指示

菌は, C . h i st o ly ti c u m の 溶菌活性物質に 対し て特異的

であり対照と して用 い た Cl o st rid i a 4 6 薗種 57 薗株中,

本指示常に 対 して潜函作用 を示 した も の は, C . a u r a n ti ･

b uti c u m
, C . b eij e ri n c k ii の 2 歯種の み で あ っ た . 本

格薗活性物質 は, 作用 が 殺菌的 で あ ー) , か つ 蛋白 分解

酵素( トリ プ シ ン
,
プ ロ ナ

ー

ゼ) に よ っ て 不満 化され ,

バク テリオ シ ン と し て の 性状 を有し , ま た ,
1 ( 肝C 3 0 分

の加熱に 耐性 で あ っ た . 5 ､ 9 〟 g / Il 11 洩魔 の S D S で

処理する こ と に よ t)
, 被験 C . h i s t ol y ti c u m 7 薗株 中6

蘭株から溶菌活性変異株 を得 る こ と が 出来た . 変異株

集落の出現頻度 は被験集落の 5 ～ 4 0 % で あ っ た .
し か

しながら完全に 溶歯痛性陰性 の 変異株は得ら れ な か っ

た. 溶薗活性変異株は全て親株 に 較べ 胞 子形 成 は不良

であり, ま た
,
K Z 6 31 株 由来の 変異株を除き毒素産生

も低下して い た . 本溶菌活性物質は胞子形成時期 に 一

致して出現し た こ と
,
お よ び S D S 処理 に よ っ て得 ら れ

た変異株は胞子形成が低下し て い た こ と か ら
, 両者 に

は密接な関係がある こ と が判 っ た . 変異株を 指示 菌と

29

して C . h i s t o l y ti c u m の M C 溶薗液 を用い て プ ラ ー

ク

形成 を試み た 隠軋 被験 7 薗株中1 南棟の M C 溶 薗液

が 2 薗株由来 の変異株 に 対し て プ ラ ー ク を形成す る こ

とが 判 っ た . また
,
プラ ー ク を形成 し た M C 溶薗液中

に は
,
フ ァ

ー

ジ様粒子 が 認め られ
,
か つ

,
プラ ー ク か

ら得 られ た集落 の 中 に は, 強溶薗活性, 強薄紫腐生,

強胞子 形成 を示 す輿落が存在 し た. 以上の 結果か ら
,

これ らの 性状 の 発現 に 関 して フ ァ ー ジが関与し て い る

可能性が 示唆 され た .
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