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ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

を用 い た好気性菌代謝脂肪酸

の 経時的変動に関する研究
一 好気性菌同定法 へ の 新 し い 試み 一

食沢 大学大学院医学研究科小児科学講座 ( 主 任 : 谷 口 昂教授)

嶋 大 二 郎
( 昭 和56 年 1 月10 日受付)

1 01

K e y w o r d s G L C V F A N V F A A e r o b e s

ガス ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー ( G a s - L i q u i d C h r o m a t o

,

g r a p h y : 以 下 G L C と略す) は , 技 術的理論的 に 手法

が簡単で あ る こ と , 試料量 が少 なく て済 みか つ 極微量

の 物質の 検出に 適す る こ と , 短 時間 で 分析が行え る こ

と , 沸点 の 近 い 異性体の 分離 も極 め て 正 確 で あ り , し

か もデ
ー

タ の 再現性 に も富 む こ と な ど多 く の 利点 の 故

に
, 現在で は工 業化学 ･ 生化学 ･ 公 害分析等の 分野 で

広く活用 さ れ て い る .

医学の 面に お い て も近年, 尿 ･ 血清 あ る い は そ の 他

の 体液中 に 含ま れ る特定物質の 定量 や ,
ア ミ ノ 酸分析 ,

ある い は抗痙攣剤等薬物の 血中濃度 の 測定 に も応用 さ

れて い る .

細菌学 ･ 感染症の 分野 で は ,
19 7 0 年 M i t r u k a ら

‖

が
,
マ ウ ス で 実験的に 起 こ し た b a c t e r e m i a に つ い て

その 血清を 直接 G L C 分析 した パ タ
ー

ン を 比較 分類 す

る こ と に より , b a c t e r e m i a の 有無 や起炎菌を早期 に 捕

え得る可 能性を示 し , 感染症の 迅 速診断 へ の 一 方法 を

開い た .

そ の 後 , 例え ば s p e ci e s の 分類 が従来の 生化学的方

法で は困難 で あ っ た り , 煩雑で あっ た り す る P s g u d o ･

m o n a s s p e c i e s の 同定 に 用 い られ た り
2)3J

, また 嫌気性

歯の 分類に 重要 と さ れ る形態 ･ 芽胞 ･ グ ラ ム 染色性 ･

鞭毛 ･ 終末代謝産物 の う ち , 代謝産物 と し て の 揮発性

脂肪酸 ( V o l a til e F at t y A cid s : 以 下 V F A と略す) や

難揮発性脂肪酸 ( N o n - V o l a til e F a tt y A cid s : 以 下

N V F A と略す) の 分析 に G L C を 用 い て 嫌気性菌同定

の 一 助 と す る 試 み が 196 0 年代 か ら な さ れ ,
近年 で

は はば そ の 方法が 確立 され て 臨床材料に も 応用 さ れ つ

つ あ る
4)5)

.

しか し
, 各種細菌 の 拍 乙両 川 あ る い はi 和 む∫け 0 で

の 脂肪酸構成 に つ い て の 従来の 研究は , ある
一

時点の み

の G L C パ タ
ー

ン を論 じ て い るもの が 多く , 臨床検体 を

直接 G L C 分析 した もの と
, 検体か ら分離 した 菌 を1 玩

びf け 0 で 培 養 した も の の G L C 分析で そ の パ タ ー

ン が

大き く異 な る
¢l の は , 菌 の 増殖程度の 遠 い が 大 き く関与

し て い る可能性が考 え られ る . 従 っ て t G L C を 用 い た

脂肪酸分析 を臨床材料 に 直接応用し て い く た め に は .

そ の 前段階と し て t各菌種の f 乃 びf け 0 培養中の 菌代謝

産物 と し て の 脂肪酸構成の 変化を経時的 に 捉え て お く

こ とが 必 要 で あ る .

そ こ で 著者 は , 臨床医が 日常通過 す る機会の 多い 好

気性菌 16 菌種 に つ い て , 各々 5 株をf 乃 U′け 0 で 培養

し , 菌液全体 の 脂肪酸構成を時間経過 の 中で G L C 分析

し た と こ ろ , 結果 と して , 各菌特有の ほ ぼ安定 した 脂

肪酸構成の 経時的動態が得 られ , ま た技術的 に も V PI

m a n u a1
7)
に よ る抽 出法を更 に 簡略化及 び改善 し得 る

こ とを 確認 し ,
か つ 匪床材料 へ の G L C 分析導入 に 関す

る若干の 考察 も な し得 たの で 報告す る .

材料お よび 方法

1 . 被検菌

実験 に は各歯種 5 株を 用 い る こ と と し , 以 下 に 示す

S e q u e n ti al C h an g e S Of F a t t y A cid P r ofil e s i n M et a b olit e s of C ult u r e d A e r o b e s A s s e -

S S ed b y G a s
- L iq u id C h r o m a t o g r a p h y

- A N e w T ri al f o r I d e n tific a ti o n of A er o b e s -

D aijir o S hi m a , D e p a rt m e n t of P ed i at ri c s ( D ir e ct o r: P r o f . N . T a ni g u c h i) , S c h o ol of M e di
-

Ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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1 6 繭種80 株に つ い て 検索を 行 っ た .

1 ) S r 坤 カッJ o c o cぐ!J 5 α以 r g 以 S ( 以 下 S . α以 r g 混ざ

と略 す) : 標準株 A T C C 2 5 9 2 3 及び 教室分離株 4 株

2 ) 5 f α函 〆O C O C C ‡J ぶ 紳Jd g r 而 d∫ぶ ( 以 下 S . 紳
-

i d e r m id i s と 略す) : 標準株 A T C C 1 2 2 2 8 及び 教 室

分離株 4 株

3 ) 5 け 紳とO C ∂C C IJ ぶ ♪γO g β柁 g 5 ( 以 下 S . ♪γ
-

o g e n e s と略す) : 標準株 A T C C 1 9 61 5 及 び 教 室 分

離株4 株

4 ) S 汗 β郎 O C O C C 祝ぶ α g αJ α C わαβ ( 以 下 £ αg 一

αJ α C r∫αβ と略す) : 教室分離株の み 5 株

5 ) 5 汀 紳 拍 C O C C ZJ ぶ 舛 β祝 椚 0 和才α g ( 以 下 S . ♪7l
一

朗 川 肌 用 吏ほ と 略す) : 教室分離株の み 5 株

6 ) 且ぶCJl g r ね揖 α C O Jg ( 以 下 E . c o Jf と略す) , 標

準株 A T C C 2 59 22 及 び教室分離株 4 株

7 ) S d J 椚 0 搾g JJ α 才y ♪鬼才椚 以 r f 以椚 ( 以 下 5 . わト

P h i m u ri u m t 略 す) : 標準株 A T C C 1 4 0 28 及 び 教

室分離株4 株

8 ) C か 0 ∂αC f g r ′r g 祝乃d if ( 以 下 C ㌧ 〃 孤 肋 紬

と略す) : 教室 分離株の み 5 株

9 ) ∬J gわぶ∫gJJ α 0 ズγr O C α ( 以 下 尺 . 0 エツf o c α と

略 す) : 教室分離株の み 5 株

10 ) ∬J め ぶg gJ 払 ♪柁 g 〟 ∽ 0 托f αβ ( 以 下 尺 . ♪れ
･

c u m o n i a e と 略す)' : 標準株 A T C C 1 3 8 83 及 び教室

分離株 4 株

11 ) 且和才g r o ∂α C f g r cJ o α C αβ( 以 下 E . cJ o α C α g

と 略す) : 標準株 A T C C 233 5 5 及 び教室分離株 4 株

1 2 ) S e r r a tt a m a r c e s c e n s ( 以 下 S .
m a r c e ･

s c e n s と略す) : 模準株 A T C C 8 10 0 及 び教室分離株

4 株

13 ) P r o f g 祝ぶ び以J g αrf ぶ ( 以 下 P . び以J g α rよざ と略

す) : 標準株 A T C C 1 3315 及び教 室分離株 4 株

14 ) P r () f g 〟ぶ 椚 汗αむfJ fぶ ( 以下 P . 椚i r 如才Jf ぶ と

略す) : 標準株IF O 38 49 及び 教室分離株 4 株

15 ) P 5 β祝d o 刑 0 乃αぶ α g 門J g わ7 0 ぶα( 以 下P . α g r 以
-

gi n o s a と 略す) : 標準株 A T C C 2 7 8 53 及 び 教 室 分

離株 4 株

16 ) ガ g ∽ C ゆ九〃以ぶ f 柁′J ぴ g 和之α g ( 以 下 且 わげJ 以
-

βれ Z αβ と略す) : 教室分離株の み■5 株

以上16 菌種 80 株 は全て , 培養 に 先 立ち . 常 法に 従

い 再同定 し, 菌種 を確認 し た .

2 . 培養 方法

1 ) ･ 前培 養

各菌とも , 本培 養に 必要 な菌数 を確保す るた め , 予

め 前培養を行 っ た . H . i n fl u e n z a e 8= は B r ai n H e a r t

I n f u si o n (B B L) ( 以 下 B HI と略 す) b r o t h に 緬羊脱

繊血を 5 m 川口え た L e v i n t h a l b r o th を , そ の 他の 菌 に

は B HI b r o th を 用 い , 各培 地 5 mL に 該当菌を 1 ェ ー ゼ

分接種 し , 3 7 ℃ の 恒 温 槽に 8 時間静置 し て 前培養 し

た .

2 ) 本培 養

本培 養 に は , 約10 0 m上の 容 量 を も つ 血 液培 養用

b o ttl e を 用い た . 上記 b o t tl e で , B H I b r o th 5 0 mL に

L e v i n t h a l b r o th 5 mL を 添 加 し た も の , 及 び B H I

b r o t h 50 mL の み の もの を 予め 滅菌準備 し た . 1 ) で 前

培養 した各菌液 を生理 食塩水 に て 稀釈 し, 且 f 〃′J 祝 ･

e n z a e は前者 , そ の 他 の 繭 は後者 の b o ttl e に ,
それ

ぞ れ生繭数が培地 1 mエ 当 たり 数 ケ と な る様 に 接種 し

た .

繭を 接種 した C u l t u r e b o ttl e は全 て . 内外 の 通気性

を保 つ た め ,
シ リ コ

ー

ン ゴ ム 連続気泡 ス ポ ン ジ プ ラ グ

( シ ン エ ツ シ リ コ セ ン ⑧ s - 3 5 ) に て 栓 を し

G y r o t o r y
⑧ w a t e r B a t h S h a k e r : M o d e l G 76

(N E W B R U N S W I C K S C I E N T I FI C C O .
,
I N C .) を 用 い

て
. 温度3 7 ℃ ,

S p e e d 6 ( 約100 回/ 分) に て 振 潰培

養 し た .

3 . 検体 の 採取

踊 を接種 し た 後 は , 培 養開始前を 0 時間と して , 以

後 , 10 , 1 2 . 1 4 , 1 6 , 1 8 , 21 , 2 4 時間の 計8 回 に わ た っ て ,

b o ttl e より 両液 の 一 部を 採取 し , 4 ml を G L C 分析に

供 す る為 , 即刻 -

2 0 ℃ に て 凍結保存 し て 可 及的速や

か に 分析 を行う こ と と し, ま た 少量 は生 菌数 (C o l o n y

F o r mi n g U n i t s : 以 下 C F U と略 す) の 測定 に 供 し た .

4 .
C F U の 測 定

培養僻液 の 一 部 を と り . 生理 食塩水に て 10 倍稀釈系

列を つ く り ,
1 0~ Ⅰ

,
1 0~ 3

,
1 0~ 5

,
1 0~ 7 の 稀釈 段階を そ れぞ

れ 0 . 1 m ほ て 平板培地 に 播種し , 3 7 ℃ で 1 8 時間培養

後 ,
fl o o d pl a t e 法に て C F U を 算定 した ,

C F U 測定用

培地 と し て は , 5 . ♪γ O g g 柁 g ぶ , S . αg αJ α C Jg α g , 及 び S .

卯 g 以 椚 0 乃王α g に は
ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン 寒 天 培地

( ニ ッ サ ン) に 緬羊脱繊血を 5 % 加え た血液寒天平板

培地 を ,
H . i n fl u e n z a e に は B H I b r o th に 細菌 培地

用寒天末( 和光純薬) 1 . 5 % 及 び緬羊脱繊血 5 % を加え

た チ ョ コ レ ー ト 寒天平板培地 を . P . ロ㍑J g α r fぶ 及 び P ･

椚よrαわタJf s に は そ の 遊走能 を防 ぐ目的 で D H L 寒天( ニ

ッ サ ン) 平板培地 を , そ の 他 の 菌 に は 全て ,
B H I b r o th

に 細繭培地用寒天末 1 . 5 % を加 え た B H I 寒 天 平板培

地を そ れ ぞ れ用 い た .

5 . G L C 分析 へ の 検体の 前処置 ( 図1 参照)

1 ) V F A 測 定用検休の 調製

繭液2 mエに 50 % Ⅴ/ V の 精密分析用硫酸 ( 和光純薬

: 以 下硫酸 とする) 0 . 5 m ほ 加え て pH 2 . 0 以 下 に 調整

嶋



G L C を用 い た好気性菌同定法

S a m p l e 4 m l

5 0 1 S u l f u r j c A c l d O . 5 m l

M e t h a n o 1 2 m l
5 0 鷺 S u l f ロr l c A亡うd O . 5 1れ1

E t h y l E t h e r 8 ･ 5 m l

a
d d

E v a p D r a い o n o f

E t h ∫1 E t b e r

a t 5 0
0
C

C 0 0 1 1 n g
a t 4

0

C

E t h J
･1 E t h e r O ･ 4 m l

C e ロt r i f 叩 e

( 2 0 0 0 r p m , 5 爪1 n a t 4
0
C)

l n j e 亡tl o n o f

E t h y l E t h e r l a y 8 r

t o G L C

l ･ 叫1

H e t h y l a t i o n

( 3 帥 j n a t 5 5 0 C)

8 d d

C h l o r o f o r m

C e n t r j f u g e

( 2 50 0 r p m . 1 0 M †n

0 . ヰ爪 l

r o o m t e m p 亡r a t u r e)

Ch l o r o f o r m l暑け e r

t o G L C

2 ･ 叫 1

F i g . 1 . P r o c e d u r e f b r e x tr a cti o n o f fatt y a cid s .

N o t e : V F A m e a n s V ol a til e F att y A cid s .

N V F A m e a n s N o n - V ol a til e F a tt y A cid s .

し た後 , 特級 エ チ ル エ ー テ ル (和光純薬 : 以 下 エ チ

ル エ ー テ ル と す る) 0 . 5 m l を加 え て P A R A F I L M ⑳

(A M E R I C A N C A N C O M P A N Y : 以下 パ ラ フ
ー

ィ ル ム と

する) で密封 し . 強 く振退混和 した .

パ ラ フ イ ル ム を

開放 して 50 ℃ の W a t e r b at h 中に 1 5 分間静置 し て ,

一

旦 エ チ ノしエ ー

テ ル を全部揮発さ せ , 改め て パ ラ フ イ

ル ム で 密封 し て ,
G L C 分析を 行う ま で 4 ℃ に て 保存 し

た . V F A の G L C 分析 は こ れ より 1 2 時間 以 内 に 行 っ

た . G L C 分析時 , 再 び エ チ ル エ ー テ ル 0 .4 1れエを 加え て

強く 振盗混和 し , エ チ ル エ ー テ ル の 揮発を 最小 に 抑え

る為 ,
パ ラ フ イ ル ム で 密封 し て ,

4 ℃
,
2 0 0 0 回 / 分で

5 分間 , 冷却遠心 し た . 遠心 後 も氷水中 に 保存 して ,

可及的速や か に エ チ ル エ ー

テ ル 層 の 1 .6 〟ヱ を 分 析器

に注入 した .

2 ) N V F A 測定 用検体 の 調製

菌液2 雨 に 50 % Ⅴ/ v 硫酸0 . 5 山 を加 え てpH 2 . 0 以

下に 調整し た後 ,
ク ロ マ ト グラ フ 用 メ タ ノ

ー

ル ( 和光

純薬 : 以 下メ タ ノ ー ル と す る) 2 m l を加 え て 混 和後 .5 5

℃ の w a t e r b a th 中に 3 0 分間静置 し て N V F A を メ チ

ル化 した . 室 温 ま で 冷却後 , ク ロ マ ト グラ フ用 ク ロ ロ

ホ ル ム ( 和光純薬 : 以 下 ク ロ ロ ホ ル ム とす る)0 . 4 最 を

加え
,
パ ラ フ イ ル ム で 密封 し て 強く 振遽混和 し た後 ,

室温
,
2 5 00 回/ 分 で 約 10 分間遠心 し て .

ク ロ ロ ホ ル ム

層の 2 .0′∠エ を分析器 に 注入 し た .

3 ) 標準脂肪酸 の 調製

V F A の 標準脂肪酸液と し て , 酢酸 ｡ プ ロ ピ オ ン 酸 ･

10 3

イ ソ 酪酸 ･ 正 酪酸 ･ イ ソ 吾輩酸 ･

正 吉辛酸 ･ イ ソ カ ブ

ロ ン 酸( 以 下全て 和光純薬特級) 及び正 カ ブ ロ ン 酸(和

光純薬
一

級) の 8 種 を そ れ ぞ れ 0 .2 m g / 血 H 20 含 む

混合液を作り . そ の 2 mエに つ い て , 上記1 ) と 同じ要

領 で 抽出 ･ G L C 分析を行 い . 各脂肪酸同定の た め に 保

持時間( R e t e n ti o n ti m e : 以下 R t と略す) の C O n t r O l

と し た .

ま た . N V F A の 樟準脂肪酸液 と して .
ピル ビ ン酸 ･

乳酸 ･ オキ サ ロ 酢酸 ･ シ ュ ウ 酸 ｡
マ ロ ン 敢 ･ フ マ ル

酸 ･ コ ハ ク 酸 ( 以上全て 和光純薬特級) の 7 種 を そ れ

ぞれ 0 . 2 m g / mエH 2 0 含 む混合液を作り . その 2 山 に

つ い て
, 上記2 ) と同 じ要領で 抽出 ･ G L C 分析 を行 い

.

各脂肪酸同定 の た め に R t の C O n t r O l と した .

6 . G L C 分 析

G L C 分析 に は Fl a m e I o n i z a ti o n D et e c t o r ( 以 下

FI D とす る) を装備 した G A S C H R O M A T O G R A P H

G C
-

4 C M 画 (S h i m a d z u) を 剛 ､ , ま た c o l u m n
に は , 1 0 % R e o pl e x 4 0 0 0 n 8 0 ～ 10 0 m e s h C h r ,

O m O S O r b W ( 和光純薬) を 充填剤と す る径 2 .6 m m

X 長 さ2 00 0 m m の p a c k e d c o l u m n (S h i m a d z u ) を用 い

た . 以 上 の 操作条件 は ,I nj e cti o n T e m p e r a t u r e : 1 8 0

℃
,
C o l u m n T e m p e r a t u r e : 1 30 ℃ ,

C a r ri e r G a s は

窒素 ( 体積 % 99 .99 % 以上) : 6 0 山 / m i n , F I D の 条

件 は , 水素( 体積 % 99 .99 % 以上) : 0 .6 k g / 戚 ,
A i r

: 1 k g / c m z で . S e n si ti v i ty : 1 0
2
M L2

,
R a n g e : 8 ×

1 0
- 2

V と し た .

記録計 は , H I T A C H I R E C O R D E R Q P D s4 を用 い て ,

C h a r t s p e e d を 10 m m / m i n と し , 記録紙は 日 立 V D -

1 000 1
-

A を使用 した .

ま た
,
試料の Ch r o m a t o g r a p h へ の 注入に は , テ ル

モ マ イ ク ロ シ リ ン ジ M S
-

1 0 を用 い た .

7 . 分 析結果の 解析

1 ) 脂肪酸の 同定

V F A , N V F A と も に , 予め 標準脂肪酸に よ る ク ロ マ

ト グ ラ ム を 作製 して お き( 図2 ) t 試料の ク ロ マ ト グ ラ

ム で は
, 試料注入点 より 各 p e a k の 頂点ま で の R t の 長

さの 比較 に よ り脂肪酸の 同定を行 っ た . 標準脂肪酸 と

し た 15 種以 外 の R t を 持 っ p e a k が 出現 した場合 は .

例 え ば V F A の 場合 に は V o . 2 8 , N V F A の 場合 に は N 2 .旧

な ど の よ う･ に , V F A で はイ ソ 吉辛酸の . N V F A で は コ

ハ ク 酸の そ れ を 1 と し た R t の 比で 表わ す こ と と し ,

物質 の 化学的同定 は行わ な か っ た .

た だ し ,
こ の 分析法 で は , N V F A の ピ ル ビ ン 酸と オ

キ サ ロ 酢酸 が とも に 二 つ の P e a k に 分か れ . そ れ ぞ れ

の p e a k の R t が両 酸 で 等 し い 為 . 乳 酸 の 前 に 出 る

p e a k を Ⅹ , 乳酸 と シ ュ ウ 酸と の 間に 出 る p e a k を Y
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と 名付け た .

2 ) 各脂肪酸 の 半定量

各脂肪酸とも , 注入し た脂肪酸量 と p e a k の 高 さ と

は
,
記録紙の 範囲内で は 正確 に 比例 す る の で , 各 p e a k

の 経時的な 相対的量的変化を 見 る に は , p e a k の 高さ の

動 き の 観察 の み で 充 分 で あ る . 従 っ て 各 p e a k は ,

p e a k の 頂点か ら b a s e li n e に 下 ろ し た垂線 の 長 さ を

計測 して .
m m の 単位 で 表現 した . ま た , p e a k が 記録紙

か ら振 り切 れ た場合に は , 改 めて 適 当な少量 を注入し

た ク ロ マ ト ゲ ラ ム を得 て , 他 の 既 知の 高さ の p e a k と

の 比 , あ る い は 注入量 の 比 よ り そ の 高さ を 求め た .

成 績

各菌種 5 株の 各採取時 に お け る 全 p e a k の 平 均 値

( Ⅹ) 及 び標準偏差( 恥 1) を 求め , 平均値の 対数値が .

2 4 時間8 回の 計測内 にお い て , 途 中で の 新 し い 出現 あ

る い は消滅 を も 含め t 2 倍以上 の 動 き を示 し た場 合 の

み
,
そ の 酸 は有意の 動 き を示 し た と 見撤 した-

. 各繭 に

お け る有意の 動 き を示す脂肪酸 の 経時的変動及び生菌

数 ( C F U ) の 動き を 表 2 ～ 1 7 に 示 した . ま た 代表例

と し て ,
ざ. α〟 r g 餌5

,
5 . ♪ 即 g β柁βざ, 且 c o Ji , ガ ･

王妃′J 祝 g れ Z α g の 対数値で 表わ した 脂肪酸及 び C F U の

経時的動態 を示す グ ラ･ フ と 16 時間及 び 24 時 間に お け

る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を示 した ( 図3 ～

6 ) . な お β .

f乃′J ぴβれ Z α g と そ の 他の 菌 で は , 本培養 に 用 い た 培 地

の 内容が若干異 な っ た が , 0 時間 に お け る そ の 脂 肪酸

構成に 全く 差 は無か っ た . (図 及び 表に お け る 脂肪酸

名 の 表示 は , 表1 , 及 び方法 の 節 の 7 の 1 ) で 述 べ た略

号 に よ る .)

1 ) S . a u r e u s は約16 時間 で g r o w th c u r v e が

L o g a ri th m i c p h a s e か ら S t a ti o n a r y p
h a s e へ と 移

行 した(以 下 こ の 時点を L
-

S 点 と略 す) . 緩徐 に 増加

を 続け た 酢酸 は , L
-

S 点 を少 し越 え る と 急激に 減少

した . ま た 有意 の 動 き を示す他 の 酸と して ,
V F A で プ

ロ ピオ ン 酸 ･ イ ソ 酪酸 ･ イ ソ 吉夢酸 ,
N V F A で マ ロ ン

酸 ･ コ ハ ク 酸及び N 2 . 0 3 が大幅 に 増 加 し続 け た はか , 新

し く出現 した N ｡ . 7 6 も同様 の 動 きを 示 し た ( 表 2 ･ 図

3 ) .

2 ) S . 紳f d g r 〝‡∫df ぶ は菌の 発育が 遅 く , 2 4 時間 で

よ う や く L o g a ri th m i c p h a s e の 終 わ り に 達 し た . こ

の 段 階ま で で 動 き を見せ た の は , イ ソ酪酸
･ イ ソ吉草

酸 ･ コ ハ ク酸 ･ N 2 .旧 の 4 看 で あ っ た ( 表3 ) .

3･) S . ♪ツ O g 抑 βぶ も繭 の 発育 は遅 く , 2 4 時間で も

L
-

S 点 に 達 しな か っ た . V F A に 有意 の 動き を 示 す

も の は なく , N V F A で 約1 2 時間 より , Ⅹ と本菌特有の

N … ｡ が 新 しく 出現 して 著増を示す の が 特徴 で あ っ た .

そ の 他 Y 及 び マ ロ ン 酸の 著増を み た (表 4 ･ 図4 ) .

4 ) S . d g (〟α C ri α g は 1 6
～ 1 8 時間 に L

-

S 点が

あ り , S . p y o g e n e s よ り も g r o w th c u r v e に 沿 っ て 長

期 に わ た り 観察 し得 た に も 拘わ らず , S . ♪ 叩 g ♂柁どぶ の

特徴 で あ っ た X や N 8 . 6 ｡ の 出現
･ 増加 を 見 ず , わ ず か マ

ロ ン 酸が 有意 の 動 き を 示 し たに 過 ぎな か っ た ( 表5) .

5 ) 5 . 舛 g 祝 椚 0 れ′αβ は 21
～ 2 4 時間 で L -

S 点

に 達 した が , 特 に 有意 の 動 き を示 し た脂肪酸 は無か っ

た ( 表 6 ) .

6 ) g . c o Ji は 以下の グ ラ ム 陰性梓繭
一

般と 同様 に

発育 が早く ,
1 2 ～ 1 4 時間で L - S 点に 達 した . L

-

S 点

を数 時間越え る と , そ れ ま で 増加 して い
■
た酢酸が急激

に 減少 し た( 以 後 こ の 酢酸特有 の 動 き を
"

A 動態
' '

と称

す る) . 5 . ♪ 川 g β搾g ぶ と同 様, N V F A に Ⅹ が 出現 す る

が , L
-

S 点 を越 え る と 急激に 消失 し , し か も最高値

で も 5 . ♪y O g g 柁βS の そ れ
の 約1/6 豊 に 過 ぎな か っ た .

乳酸 も L - S 点 を越え る と酢酸 より や や 早 く 消失 し

た . そ の 他 ,
シ ュ ウ 酸 は漸増す る が ,

コ ハ ク 酸 は 12 時

間付近で 最高値 に 達 す る ま で 急増 し た後 , L - S 点付

近 か ら急激 に 減少 し て い く
パ タ ー ン を示 し た (以 後 こ

の コ ハ ク 酸特有 の 動 き を
"

S 動 態
t'

と称 す る) ( 表7 ･

図5 ) .

7 ) S . け 如 血 裾 血 憫 は 16 時間前後 で L
- S 点

に 達 し た . 酢酸 は A 動態を 示 し , プ ロ ピ オ ン 酸 も ー 度

増加 して 24 時間で 突然消庚 し た . 乳酸.
は
,
且 c o Jg の

場 合と 同様に L - S 点を 越 え る と急激 に 消失 し た .
マ

ロ ン酸 及び 1 8 時間 より 新 し く 出現 し た N l . 6 4 は漸 増 し

た が ,
コ ハ ク 酸 は特有の S 動態 を 示 し た ( 表8 ) .

8 ) C . ′r g 以 乃d f f は 18
～ 2 1 時間で . L

-

S 点 に 達

し た . 酢酸 は A 動態を 示 した .
プ ロ ピ オ ン 酸 も ほぼ同

じ動 き を 示し た . 乳酸 は こ れ に や や 先立 っ て 突然消失

し た .
しか し

,
L

-

S 点を 越え る と , 新 た に V 4 . 3 1 , N l.
64 t

N 4 . 2｡ の 3 種 の 脂肪酸が出現 し て それ ぞれ 増加 し た ･
こ

の う ち
,
Ⅴ り b N ｡ . 2 ｡ の 2 者 は , 披検 頗の 中で 本菌の みに

見 られ た も の で あ る .
シ ュ ウ酸 ･ マ ロ ン 酸は 漸増 した

が
,
コ ハ ク酸 は特有 の S 動態を 示 した ( 表 9 ) .

9 ) 尺 . 0 エ ツf o c α は 14
～ 1 6 時間で L -

S 点に 達

し た . 酢酸 は典型的 な動態を示 した . 乳酸 は や はり酢

酸に 先立 っ て 消 失 し た .
シ ュ ウ 酸 は漸増 し ,

コ ハ ク 酸

は典型的な S 動態 を示 し た ( 表 10 ) .

1 0 ) 丘 . 舛 g 祝 椚 0 れよαβ は 16 時 間前後で レ S 点

に 達 し た . 酢酸 は A 動態を 示 した .
イ ソ 吉草酸は漸増

し た が , コ
ハ ク 酸は 典型的な S 動 態 を 示 し た ･ ま た

N 2 . ｡ ｡ も コ ハ ク 酸 に や や 遅 れ て 似 た 動 き を 示 し た ･

L o g a ri th m i c p h a s e 早期 よ り N o ･ 7 6 が 出現 し て 漸 増 し

た ( 表 11 ) .

嶋
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11 ) E . cJ o α C α g は1 6
～

1 8 時間 で L -

S 点 に 達

した . 酢酸 は A 動態 を示 し , イ ソ 吉草酸 は漸増し た .

コ ハ ク酸 は典型的 な S 動態を 示し た が , N 2. 03
も や や遅

れて 似た動 き を示 し た .
こ の 他, L o g a ri th mi c p h a s e

前半よ り V o . 2 8 , N o . 7 6 , N J.
別 の 新し い P e a k が 出現し て 漸

増した (表 12 ) .

1 2 ) S . ∽ d r C g ぶC g 乃 S は1 6 時間前後で L - S 点 に

達した . 約 12 時間 より Ⅴ｡.28
を 出 した の は 且 cJ o d C α e

と本菌の み で あ っ た が , 本南で は 前者の そ れ の 約2 倍

量に も達 し た . ま た L
-

S 点付近 よ り N l .朗 も出現 ･ 増

加した . そ の 他 ,
イ ソ 酪酸と イ ソ 吉草酸が増加を示し ,

コ ハ ク酸 は典型 的 な S 動態を 示 した ( 表13 ) .

1 3 ) P . び祝J g α r∫ぶ は発育が速 く , 1 4 時間で L - S

点に達 し た . 酢酸 は典型的 な A 動態を 示 し , 乳酸 ほ そ

れ に や や先立 っ て 消失 し た . イ ソ 酪酸 ･ イ ソ 吉草酸 ･

N 2. 0
3 の 他 , 途 中か ら 出現 し た V 3 . 4 4 ･ N o. 了

6
･ N こ} .㈹ は漸増

し た .

コ ハ ク酸 は典型的 な S 動態を 示 した .
シ ュ ウ酸

は1 2 時間で 10 0 0 m m を越 え る 大 き な p e a k に 達 し た

が
,
以 後激減 し , こ の パ タ ー

ン は P . 椚 f r (ヱわfJ∫ぶ と 共通

で あ っ て こ の 2 者以 外の 菌で は見ら れ な い 特徴で あ っ

た . そ の 他 , Y が 14 時間 に P e a k を も つ 増減を 示し た

( 表14 ) .

1 4 ) P . ∽～r (Zわ∫J∫s もや はり 14 ～ 1 6 時間で L -

S 点に 達 し た . P . む〟J g d ri ぶ と 同様 , 動き を 示す脂肪

酸の 数 が多か っ た . Y に 有意の 動き の 見 られ な い こ と

以外は P . び祝J g (Z rよぶ と大差が な か っ た ( 表15) .

1 5 ) P . α g r ㍑ gf れ 0 ぶα は1 6 時間前後で L - S 点 に

達した . 酢酸 は A 動態 を示さ ず , 最 初か ら減少す る の

みで , 被検南中本菌の 特徴で あ っ た . 乳酸 は L -

S 点

付近か ら急激 に 減少 し て 消失し た .
コ ハ ク 酸は 10 時間

T a b l e l . L i st of a b b r e vi a t e d w o r d s

＼
■

卜＼

A : A c e ti c A cid

P : P r o pi o n i c A ci d

iB : i s o ･ B u ty ri c A cid

B : n ･ B u t y ri c A c id

i V : j s o ･ V al e ri c A c id

V : n ･ V a l e ri c A cid

iC : i s o-C a p r oi c A cid

C : n - C a p r o i c A cid

N ＼
r

F A

L : L a c ti c A c id

O : O x a li c A cid

M : M al o ni c A cid

F : F u m a ri c A cid

S : S u c ci ni c A cid

N o t e : V F A m e a n s V ol a til e F a tt y A cid s .

N V F A m e a n s N o n - V ol a til e F a tty A ci d s .

1 0 5

で
一

旦 減少 して , しか る後漸増 して お り ,
こ れ も他 の

披検南に は見 られ な い 特徴 で あ っ た (表 16 ) .

1 6 ) 〃 . わげJ 以g 和之α g は16 ～ 1 8 時間で L -

S 点

に 達 し
,
こ の 時点 で 乳酸 は消失 した . シ ュ ウ 酸 は漸増

し ,
コ ハ ク 酸 は典型的 な S 動態を 示し た ( 表 17 ･ 図

6) .

1 . 実験成績に 関す る考察

細菌が嫌気的発酵を行う場合 . 脱水素作用 に より 基

質か ら得 られ た水素が有機化合物 に 渡さ れ . 乳酸 ･ プ

ロ ピ オ ン 酸 ･ 酪酸等の 低級脂肪酸や ア ル コ ー ル な どの

中間産物を形成 した と こ ろ で 反応が 終わ る . しか し菌

が好気的 な条件 で 発育す る場合 ,
つ ま り狭義 の 意味で

の 呼吸 を 行う 場合 に は , 基質 か らの 水素が最終的 に 酸

素に 渡 され る為 t もと の 基質は完全 に C O 2 と H 2 0 に な

る
削 9)

. 従 っ て こ の 研究の 方法に よ る培養を行 う と , そ

れが 充分 な好気的条件を提供し て い る為, 脂肪酸が 経

過的 に は増加 し て も , 最終的に は C O 2 及 び H 20 と な る

為, 大部分 の 脂肪酸が減少又 は消滅す る こ と が予想 で

き る . ま た実際 に 本法を用い て 2 ～ 3 の 薗を3 6 ～ 4 8

時間培養 し て G L C 分析を 行う と , 脂肪酸が ほ と ん ど消

失し て い る事実 を予備実験で 確認 し た , そ こ で 今回は ,

打 ｣ 可乱 射 ㍑ 郎 の 培地の み 構成々 分が 若干異 な る も

の の
,
そ の 他の 培養開始時条件を 一 定 に 設置 し , 培 養
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1 0 6

T a bl e 2 . S e q u e n ti al c h a n g e s o
f f a tt y a cid p r o丘1 e s

in c u lt u r e d S ･ a u r e W

O b r l O h r

A 1 49 ±7

P l . 7 ±0 . 3

i B 2 . 2 ±0 . 3

i V 8 .8 ±1 . 3

M . 1 .4 ± 0 . 3

S 9 .1 ±1 . 4

N o . 76

N 2 . 0 3 2 . 7 ±0 . 8

1 6 2 ±1 5

1 . 6 ±0 . 2

2 .4 ± 0 .
9

1 0 .1 ±2 . 3

1 . 4 ± 0 . 2

8 . 9 ±1 . 0

1 .3 ± 0 . 3

2
.
5 ±0 . 5

1 2 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

1 7 5 ±1 1

1 . 6 ±0 . 2

2 .1 ± 0 . 4

8 . 9 ±2 . 1

1 . 4 ± 0 .2

1 0 .
6 ±2 . 0

1 . 4 ±0 . 2

2
. 7 ± 0 . 6

2 7 5 ±2 8

3 . 0 ±0 .
6

2 . 0 ± 0 . 6

2 2 .8 ±1 1 .
4

4 . 5 ± 1 . 6

3 8 . 5 ±22 . 5

2 . 0 ± 0 . 4

3 . 8 ±1 . 4

33 2 ±1 2

5 . 0 ±0 . 6

1 0 . 5 ±3 . 9

1 8 5 ±6 0

6 .4 ±3 . 2

4 0 . 0 ± 14 .5

4
. 3 ± 1 . 2

1 8 . 7 ±1 0 .
4

2 82 ±3 2

8 . 7 ±1 .7

4 6 . 2 ±2 0 .
7

5 00 ±1 1 2

7 . 9 ±3 . 8

6 3 . 0 ±3 5 . 1

9 . 0 ± 2 . 2

8 0 .4 ±3 7 . 2

L o g o f C F U 6 . 0 6 ±0 .3 7

1 8 5 ±3 3

1 7 .1 ±0 . 9

1 6 7 ±7 6

8 1 0 ±1 1 0

1 4 .2 ±7 . 6

7 9 . 2 士3 2 . 7

1 8 . 6 ±3 .2

1 4 7 ±4 7

9 . 6 ±5 .1

2 5 .1 ± 1 . 9

2 3 4 ±5 2

9 4 6 ±81

12 . 4 ± 4 .5

7 4 . 9 ±2 6 .5

3 2 . 5 ±7 . 1

1 9 8 ±50

7 . 4 3 ±0 .3 9 8 . 2 7 ±0 . 3 4 9 . 3 0 ±0 ･ 5 1 9 - 4 2 土0 ･ 6 8 9 ･ 61 ±0 ･ 5 3 9 ■5 0 ±0 ･3 8

T a bl e 3 . S e q u e n ti al c h a n g e s of f a
tt y a cid p r o fi 1 e s i n c ult u r e d Sl e Pid e

r m idi s

O b r lO h r 1 2 h r 14 b r

i B 2 . 2 ± 0 , 3

i V 8 . 8 ± 1 .3

S 9 . 1 ± 1 . 4

N 2 .03 2 .7 ±0 . 8

1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

2 . 0 ± 0 2 . 1 ± 0 . 5 2 ･ 0 ± 0 ･4 1 ･ 9 土 0 ･5

7 ,
6 ± 0 . 5 8 .4 ± 1 . 8 9 ･ 0 ± 0 ･ 7 9 ･ 1 ± 2 ･ 4

7 .0 ± 0 .7 7 . 4 ± 1 . 6 8 ･4 ± 0 ･ 3 9 ･ 1 ± 1 ･ 4

2 .
3 ± 0 .3 2 . 5 ±0 2 ■ 6 ± 0 ･ 3 2 ･ 4 ± 0 ･6

1 . 9 ± 0 . 3 4 . 6 ± 3 .(J 1 5 . 9 ±3 . 5

20 . 0 士 1 0 . 4 1 0 6 ± 4 9 1 9 8 ± 52

1 9 .6 ± 1 1 . 3 57 . 1 ± 2 2 ■ 6 97 ･6 ± 2 2 ･9

3 . 3 ± 0 . 7 7 . 9 ± 3 . 5 3 1 . 3 ± 4 .6

L o g of C F U 4 ･ 0 0 5 ･ 6 1 土 0 ･ 52 6 ･ 5 7 士 0 ･4 6 7 ･ 5 6 ± 0 ■ 46 8 . 5 2 ± 0 . 3 7 8 . 9 8 ± 0 .6 6 9 ･ 3 4 ±O t 69

T a bl e 4 . S e q u e n ti al c h a n g e s of f a tt y a c
id p r o a l e s i n c ult u r e d

5 ･ Z y o g e n

O h r l O h r 12 h r 1 4 h r 1 6 h r

Ⅹ

Y l l . 2 ± 2 . 8

M l . 4 ± 0 . 3

N o . 60 1 . 4 ± 0 . 2

1 8 b r 2 1 b r 2 4 h r

Ⅰ6 . 0 ± 0 10 . 4 ± 3 . 1 4 4 ･ 6 ± 2 5 ･ 7 1 3 4 ± 5 5 2 1 0 ± 6 0 2 6 4 ±6 4

8 .
8 ± 0 . 8 9 .9 ± 1 . 7 10 . 2 ± 3 ･2 2 5 ･ 8 ± 1 4 ･ 2 7 9 ･ 8 ± 3 6 ･ 3 1 2 8 ± 6 5 1 5 9 ±8 0

1 .3 ± 0 . 3 2 . 5 ± 1 . 1 3 .5 ± 1 ･4 7 ･ 8 ± 2 ･ 4

1 .0 士 0 1 . 3 ± 0 . 4 1 . 1 ± 0 ･ 3 3 ･ 2 ± 1 ■ 5

L o g of C F U 5 ･ 0 7 ± 0 ･9 1 5 ･ 5 9 ± 0 ･7 6 6 ･ 0 9 ± 0 ･ 8 3 6 ･ 5 7 ±0 ･6 9

1 9 . 6 ± 5 . 3 32 . 9 ± 3 . 4 3 9 . 3 ± 4 ･4

1 0 . 8 ± 3 . 7 2 2 .
0 ± 4 . 9 27 . 1 ± 5 ･7

7 . 0 2 ±0 .6 4 7 . 5 7 ± 0 . 5 4 7 . 8 9 ± 0 ･ 27

T a bl e 5 . S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a
tt y a cid p r o a l e s i n c ul

t u r e d S ･ a g al a cti a e

o h r l O h r 1 2 h r 1 4 h r 1 8 h r 21 h r 2 1 h r

M l .4 ± 0 . 3 2 , 5 ± 1 . 7 2 . 6 ± 0 ･ 7 8 ･
4 ± 5 ･ 2 1 5 ･ 4 ± 6 ･7 18 ･ 5 ± 7 t 4 15 - 1 ± 5 ･7 16 ･ 0 ±6 ･ 0

L o g o f C F U 6 ･ 19 ± 0 ･ 3 7 7 ■ 16 ± 0 ･ 4 5 8 ･ 17 ± 0 ･ 5 1 8 ･ 3 2 ± 0 ･ 4 3 8 .4 7 ± 0 . 4 0 8 . 3 1 ± 0 . 4 4 8 ,5 8 ± 0 ･3 8



G L C を用 い た好 気性菌同定法

T a b l e 6 ･ S e q u e n ti AI c h a h g e s o f f a tt y a cid p r o 創 e s i n c ult u r e d ∫ i) n e u m O n i a e

L o g of C F U

I O7

1 0 h r 12 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

N o si g ni負c a n t c h a n g e s of f a tt y a cid s

5 ･ 1 7 ± 0 ･5 4 5 ･ 8 4 士 0 ･7 4 6 ･6 3 ± 0 ･ 57 7 ･ 18 ± 0 , 8 1 7 .7 6 ± 0 . 5 0 8 . 13 ±0 , 4 1 8 . 3 5 ± 0 . 4 1

T a b l e 7 ･ S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a tt y a cid p r o 別 e s i n c ult u r e d E c oli

O h r l O h r 1 2 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

A 1 4 9 士 7 16 9 ± 5 2 7 7 ± 4 1

Ⅹ 2 7 . 1 ± 1 3 . 8 4 6 . 1 ± 1 9 .6

L 7 2 . 0 ± 9 . 1 8 1 . 1 ± 7 . 1 2 5 1 ± 9 5

0 6 . 8 ± 1 . 7 5 .9 士 1 , 6 13 . 2 ± 3 ,O

S 9 . 1 ± 1 , 4 2 1 ,8 ± 4 . 2 2 5 2 ± 9 8

3 2 2 ± 17 2 6 9 ± 29 14 9 ± 2 7 6 , 1 ± 2 . 3 3 . 3 ± 1 .5

1 1 2 ± 4 6

1 2 .4 ± 3 . 0 1 6 . 0 ± 3 . 3 14 . 0 ± 3 . 5 2 2 .9 ± 3 .5 3 7 . 7 ±1 3 . 4

1 69 ± 5 2 3 2 . 5 ± 8 . 7 27 . 0 ± 8 ,6 1 9 .3 ± 8 .7 4 . 6 ± 0 .7

L o g of C F U 7 ･4 6 ± 0 ･5 9 8 ･ 9 3 ±0 ･5 7 8 .9 4 ±0 . 39 9 . 3 1 ± 0 . 3 4 9 . 2 4 ± 0 . 17 9 .3 3 ± 0 .2 3 9 . 2 9 ±0 ､ 16

T a bl e 8 ･ S e q u e n ti al c h a n g e s of f a tt y a cid p r o丘I e s i n c ul t u r e d S .

O h r l O h r 1 2 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

A 1 4 6 ±7

P l . 7 ±0 . 3

L 7 2 . 0 ± 9 . 1

M l . 4 ± 0 . 3

S 9 . 1 ± 1 . 4

N l
.6 4

1 6 8 ± 9

1 .7 士 0 . 5

7 8 .2 ± 8 . 3

1 .0 ± 0

1 9 .8 ± 1 3 . 5

2 5 9 ± 2 7

1 . 9 ± 0 .4

2 0 9 ± 7 9

1 . 6 ± 0 .8

2 6 2 ± 49

3 4 0 ±11

4 . 4 ± 1 . 7

1 9 1 ± 4 5

4 . 1 ± 2 . 1

2 74 ± 9 8

2 9 2 ± 48

9 . 4 ± 3 .7

9 8 . 6 ± 3 3 . 9

5 . 8 ± 2 . 7

3 8 . 3 ± 2 2 . 5

2 33 ± 3 9

1 4 .8 ± 3 .9

6 0 .3 ± 2 3 .0

7 .9 ± 3 .6

9 . 4 ± 8 . 1

1 . 0 ± 0

1 3 6 ± 1 8

14 . 8 ±6 .3

1 0 .3 ± 5 .3

5 . 0 ± 2 .6

3 .9 ± 2 .4

4 . 6 ± 2 .3

14 . 9 ± 7 .0

4 . 0 ± 2 .5

10 . 8 ± 1 .9

L o g of C F U 7 ･0 6 ± 0 ･4 1 8 ･ 4 1 ± 0 . 4 3 8 . 80 ± 0 . 24 9 . 39 ± 0 . 3 4 9 .5 1 ± 0 .2 0 9 .6 0 ±0 .2 4 9 . 6 3 ± 0 .0 9

T a b l e 9 ･ S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a tt y a cid p r o丘I e s i n c ult u r ed C . jy e u n d ii

O h r l O h r 12 h r 1 4 h r 16 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

A 14 9 ± 7

P l
. 7 ± 0 . 3

V 4 . 31

L 7 2 . 0 ± 9 . 1

0 6 . 8 ± 1 .7

M l . 4 ± 0 .3

S 9 . 1 ± 1 .4

N l .6 4

N 4 . 2 4

18 4 ± 1 1

3 . 3 ± 2 . 1

6 8 . 3 ± 13 . 1

5 . 6 ±0 . 7

1 . 4 ± 0 . 4

5 7 . 3 ± 3 3 . 2

2 6 5 ±3 6

4 . 4 ± 2 . 5

2 0 7 ± 4 9

1 2 . 6 ± 2 . 5

2 .7 ± 1 . 6

20 4 ± 6 8

36 2 ± 6 1

6 . 6 ± 4 .0

16 4 ± 5 0

6 . 9 ± 1 .5

6 . 1 ± 2 .2

2 3 1 ± 30

3 57 ± 2 5

8 .7 ± 3 . 7

1 2 .7 ± 1 , 4

6 .9 ± 2 . 5

1 4 .1 ± 7 . 8

2 8 2 ± 33

2 0 . 6 ± 10 .0

2 3 . 4 ± 1 1 . 5

18 . 7 ±5 . 2

5 . 9 ± 3 . 0

19 . 2 ± 11 . 9

2 . 0 ± 0 . 4

89
. 0 ± 26 . 0

3 1 .0 ± 1 5 , 0

3 5 . 4 ±7 . 8

26 . 7 ±4 . 3

8 . 9 ±2 . 3

19
, 5 ±8 . 9

6 . 7 ±3 . 9

4 . 4 ± 2 . 7

1 . 6 ± 1 . 3

4 0 . 1 ±4 . 6

4 5 . 9 ± 1 1 . 4

1 1 . 1 ± 1 . 9

1 0 . 5 ± Z . 8

1 3 . 7 ± 8 . 5

7 . 6 ± 3 . 6 1 1 . 3 ±1 . 1 1 1 . 7 ± 1 . 5

L o g of C F U 6 ･ 9 8 ± 0 ･ 4 3 8 .0 3 ± 0 . 5 4 8 . 7 0 ±0 . 4 6 9 . 2 2 ± 0 .4 5 9 . 4 9 ± 0 . 3 3 9 . 6 9 ± 0 . 1 4 9 . 4 0 士 0 . 3 2



1 0 8 嶋

T a bl e l O . S e q u e n ti a l c h a n g e s o
f f a tty a cid p r o丘1 e s i n c u lt u

r e d K ･
O X y tO C a

o h r l O h r 1 2 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

A 14 9 ±7 1 44 ± 6 1 8 8 ± 12 3 0 9 ± 2 5 3 2 3 ± 19 2 7 8 ± 23

L 7 2 .0 土 9 . 1 7 2 . 0 ± 4 . 1 1 0 5 ± 1 7 1 7 6 ±3 7 1 0 2 ± 3 5 2 0 ･ 5 ± 1 5 ･4

0 6 . 8 ± 1 . 7 5 . 2 ± 0 . 6 7 . 6 ± 1 . 5 7 ･ 4 ± 1 ･6 9 ･ 4 ± 2 ･7 10 ･ 2 ± 2 ･ 1

S 9 . 1 ± 1 . 4 8 . 8 ± 0 . 5 29 .8 ± 6 . 7 9 0 ■2 ± 1 2 ･3 2 2 ･ 1 ± 1 0 ･ 8 2 0 ･ 5 ± 9 ･ 9

1 0 5 ± 5 1 3 . 8 ± 1 .8

8 . 8 ± 1 . 1

12 . 1 ± 4 . 2 3 9 . 4 ± 17 . 5

3 1 . 1 ± 1 1 . 2 13 . 8 ± 8 .9

L o g of C F U 6 ･ 64 ± 0 ･ 1 0 8 ･ 1 8 ±0 ･ 2 9 8 ･7 7 ± 0 ･ 5 6 8 ･ 9 6 ± 0 ･ 7 4 9 ･ 39 ± 0 ･ 1 1 9 ･5 2 ± 0 ･ 1 1 9 ･5 8 ± 0 ･0 7

T a bl e ll . S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a tt y
a cid p r o丘1 e s i n c ult u r e d K ･

o h r l O h r 1 2 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 21 h r 2 4 h r

A 1 49 ± 7 1 4 7 ± 1 0

i V 8 . 8 ± 1 . 3 1 1 . 3 ± 1 9 . 9

S 9
.
1 ± 1 .4 1 2 .2 ± 4 . 6

N o . 76 1 . 3 ± 0 .5

N 2 .0 3 2 .7 ± 0 . 8 5 . 1 ± 2 . 6

2 06 ± 2 7 3 0 6 ±3 0 2 9 4 ± 3 2 2 3 1 ± 2 5 7 0 ･ 4 ± 3 2 ▼ 1 7 ･ 2 ±5 ･ 0

1 1 . 0 ± 1 . 2 1 2 .9 ± 2 . 1 14 . 3 ± 2 ･ 2 2 3 ･ 5 ± 7 ･ 7 5 1 ･ 2 ± 1 6 ･ 4 9 6 ･ 4 ± 3 5 ･ 5

4 0 . 0 ± 20 . 1 1 0 8 ± 3 1 4 5 ･ 0 ± 2 0 ･ 6 2 6 ･ 5 ± 12 ･ 8 2 6 ･8 ± 13 ■ 3 2 7 ･4 ± 1 8 ･ 6

1 . 9 ± 0 .6 5 . 1 ± 2 , 1 6 . 8 ± 4 ･ 1 10 ･ 6 ± 5 ･ 9 2 1 ･ 2 ± 12 ･ 9 3 5 ･ 0 ± 1 4 ･9

6 . 9 ± 2 .
･2 19 . 2 ± 15 . 6 5 1 . 7 ± 3 3 ･0 9 2 ･ 5 ± 6 3 ･ 5 5 ･ 0 ± 2 ･ 6 2 ･ 0 ± 0 ･ 5

L o g of C F U 6 ･ 9 6 ± 0 ･ 2 7 8 ･ 1 1 ± 0 ･ 3 2 8 ･6 1 ± 0 ･2 9 9 ･ 2 3 ± 0 ･ 2 5 9 ･3 8 ± 0 ･ 1 8 9 . 5 7 ± 0 . 1 5 9 . 5 0 ±0 . 18

T ab l e 1 2 . S e q u e n ti a l c h a n g e s of f a tt y a
ci d p r o fi 1 e s i n c u lt u r e d E cl o a c a e

o h r l O h r 12 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 24 h r

A 14 9 ±7

i V 8 . 8 ± 1 . 3

V o .2 8

S 9 . 1 ± 1 , 4

N o . 7 6

N I .6 4

N 2 .0 3 2 . 7 ± 0 . 8

1 7 2 ± 9

8 . 5 ± 1 . 1

19 . 0 ± 5 . 2

2 . 5 士 1 .4

2 . 9 ±0 . 6

2 5 0 ± 4 8

9 .9 ± 1 . 3

9 .3 ± 0 . 9

6 6 . 9 ± 3 2 . 3

3 . 8 ± 2 .5

2 . 1 ± 0 . 5

2 8 5 ± 17

9 . 8 ± 0 .9

9 .9 ± 3 . 0

1 06 ± 2 1

6 . 9 ± 1 . 4

2
.
4 ± 1 . 1

8 . 6 ± 8 .0

2 5 7 ± 3 4

14 . 3 ± 2 . 2

8 . 5 ± 2 . 7

4 7 . 3 ± 3 4 . 3

7 . 3 ± 1 .3

7 . 8 ± 3 . 3

2 8 . 0 ± 1 3 .9

19 1 ± 4 4

17 . 6 ± 5 . 8

8 .0 ± 1 . 0

3 8 . 9 ± 9 . 8

12 . 1 ±3 . 2

17 . 1 ± 4 . 2

77 . 3 ± 1 6 . 2▲

1 3 9 士 43

42 . 8 ± 2 7 . 6

1
.
1 . 6 士 3 . 7

3 8 ,0 ± 11 . 8

1 7
●

.0 ± 5 . 3

2 7 . 6 ± 3 . 3

6 7 . 0 ± 3 .7

9 . 9 ± 7 .0

9 0 . 0 ± 24 .2

18 .0 ± 9 .3

3 0 .4 ± 9 .9

3 6 . 6 ± 6 .5

3 7 . 8 ± 3 . 7

3 . 0 ± 0 . 6

L o g of C F U 7 ･ 3 3 土0 ･ 3 2 8 ･ 3 7 土 0 ･ 2 3 8 ･8 3 土 0 - 23 9 ･ 1 1 ± 0 ･ 2 8 9 .4 7 土 0 . 2 6 9 .7 6 ± 0 . 1 0 9 .6 7 ±0 . 13

T a b l e 1 3 . S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a tt y a cid p r o丘1 e s
i n c ult u r e d S m a r c e s c e

o h r l O h r 12 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 r u
･

2 4 h r

i B 2 .2 ±0 . 3 2 . 2 ± 0 . 5 2 . 3 ± 0 . 6 4 . 0 ± 1 . 3 9 ･ 3 ± 2 ･ 6 12 ･ 8 ± 2 ･ 3 2 0 ･ 4 ± 3 ･ 1 2 7 ･ 6 ± 6 ･ 5

i V 8 . 8 ±1 . 3 8 . 5 ±2 . 2 9 .4 ± 2 . 5 14 . 5 ± 5 ･7 3 0 ･ 1 ± 1 1 ･ 8 4 3 ･ 7 ± 1 3 ･ 5 5 8 ･ 8 ± 1 9 ･ 6 7 5 ･6 ± 16 ･ミ)

V o .2 8 2 1 .8 ± 1 2 ･ 3 20 t O ± 9 ･ 2 2 7 ･ 0 ± 5 ■ 1 2 8 ･ 8 ± 6 ･ 5 29 ･ 8 ± 8 ･ 4 34 ･ 2 ± 2 ･7

S 9 . 1 ± 1 . 4 42 . 1 ± 17 . 4 2 16 ± 7 5 17 5 ± 2 5 2 1 ･ 5 士 6 ･ 7 2 8 ･ 1 ± 6 ･ 9 4 3 ･3 ± 11 ･ 6 4 6 ･ 1 ± 17 ･
7

N l . 64 2 ･ 2 ± 1 ･1 1 0 ･ 2 ±4 ･5 2 3 ･ 0 ± 8 ･ 8 4 1 ･ 4 ± 5 ･7

L o g o f C F U 7 ･ 4 2 ± 0 ･ 5 1 8 ･ 6 5 ± 0 ･6 4 9 ･ 0 8 ± 0 ･ 5 4 9 ･ 4 4 ± 0 ･ 27 9 ･ 7 6 ± 0 ･ 2 1 9 ･ 7 6 ±0 ･ 44 9 . 7 9 ± 0 .
34
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G L C を用い た好気性菌同定法

T a b l e 1 4 ･ S e q u e n ti al ch a n g e s of f a tt y a cid p r o丘1 e s i n c ult u r e d P u u な近 ri s

1 0 9

O h r l O h r 12 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r
'

2 4 h r

A 1 4 9 ± 7

i B 2 . 2 ± 0 . 3

i V 8 . 8 ± 1 . 3

V 3 . 44

L 7 2 . 0 ± 9 . 1

Y l l . 2 ± 2 . 8

0 6 . 8 ± 1 . 7

S 9 . 1 ± 1 . 4

N o .76

N 2 . 03 2 . 7 ± 0 . 8

N 3 , 40

14 6 ± 1 3

1 .5 ± 0

8 .3 ± 0 . 6

6 5 .8 ± 5 . 0

1 3 .3 ± 3 . 1

1 30 ± 1 9

8 .3 ± 0 . 8

1 .8 ± 0 .3

3 . 2 ± 0 . 8

16 1 ±29

1 . 8 ± 0 .3

1 1 . 2 ±1 .0

7 1 . 0 ± 1 0 . 6

5 9 , 2 ± 1 2 . 4

14 7 0 ±9 2

12 6 ± 1 1

12 .
7 ± 1 ,5

8 . 8 ± 4 . 1

2 4 3 ± 7 0

3 . 3 ± 0 . 8

1 9 .5 ± 2 . 5

3 .2 ± 0 . 6

1 17 ± 2 6

15 9 ± 3 3

1 0 8 8 ± 3 5

4 0 .5 ± 8 . 7

9 .5 ± 2 . 3

1 2 .2 ± 2 . 0

2 .2 ± 0 . 8

3 2 4 ± 2 8

2 5 . 2 ± 2 . 8

7 6 . 2 ± 13 . 6

5 6 . 8 ± 6 . 5

2 7 . 2 ±7 . 3

7 1 . 8 ± 8 . 9

5 4 . 5 士 11 . 8

1 4 . 0 ± 1 . 3

8 . 8 ± 3 . 1

1 3 2 ± 13

4 0 .8 ± 10 . 1

3 34 ± 2 2

3 3 .0 ± 4
. 4

1 0 2 ± 2 . 8

6 1 . 3 ± 1 4 .2

9 . 5 ± 3 . 1

3 9 . 3 ± 8 . 4

4 3 .8 ±6 . 1

2 0 .3 ± 6 . 8

2 7 .2 ± 5 . 2

16 0 ± 2 1

4 3 . 3 ± 8 . 1

2 07 ± 5 6

5 4 . 7 ±1 6 .5

1 57 ±2 7

5 7 . 7 ±1 6 .8

1 3 . 3 ± 1 . 8

3 8 . 5 ± 3 .0

2 2 .0 ± 2 .2

5 4 . 7 ± 9 .0

17 8 ±29

47 . 2 ±1 1 .3

4 . 7 ± 1 . 2

6 7 . 2 ±1 9 . 7

2 2 0 ± 5 . 9

53 . 5 ±1 2 . 3

10 . 7 ± 5 . 8

25 . 7 ± 5 . 5

26 . 3 ± 4 . 3

7 1 . 5 ± 9 . 3

19 1 ±2 9

48 . 7 ± 1 5 . 1

L o g of C F U 5 .3 9 ± 0 牒5 7 . 9 4 ± 0 .4 4 8 .7 6 ± 0 . 75 9 . 17 ± 0 . 16 9 . 2 1 ± 0 . 0 8 9 .3 1 ± 0 .0 6 9 .6 4 ± 0 . 18

T a bl e 1 5 . S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a tt y a cid p r o丘1 e s i n c ult u r e d P . m i rt ldili s

O h r lO h r 1 2 h r 1 4 h r 1 6 h r 1 8 h r 2 1 h r 2 4 h r

A 14 9 ±7

i B 2 . 2 ± 0 , 3

i V 8 , 8 ± 1 . 3

V 3 . 4 4

L 7 2 . 0 ±9 . 1

0 6 . 8 ± 1 . 7

S 9 . 1 ± 1 . 4

N o . 76

N 2 .0 3 2 . 7 ±0 . 8

N 3 . 40

1 7 1 ± 2 4

1 .8 ± 0 . 3

9 .9 ± 2 . 2

7 7 .4 ± 6 . 2

1 0 7 1 ± 3 3

4 5 . 9 ± 4 . 2

19 , 5 ± 6 . 5

5 .4 ± 1 . 1

2 9 1 ± 4 4

5 . 3 ± 2 . 5

22 . 3 ± 1 2 .3

13 . 0 ± 5 . 8

14 0 ± 4 3

2 0 9 ± 1 1 7

10 2 ± 2 6

6 . 0 ± 2 . 6

13 . 6 ± 1 2 .3

13 . 6 ± 6 . 0

3 3 3 ± 18

1 4 . 5 ±8 . 2

4 6 . 6 ± 2 3 . 2

3 3 . 9 ± 13 . 1

6 9 . 3 ± 4 6 . 5

3 4 . 3 ± 6 . 0

1 1 2 ± 6 3

5 . 6 ± 3 . 0

6 7 . 5 ± 3 5 . 7

2 9 . 3 ± 13 . 6

3 0 1 ±6 4

2 6 . 9 ± 1 2 . 0

9 5 . 3 ± 3 2 . 0

3 3 . 9 ± 10 .0

2 3 . 3 ± 20 . 2

9 . 5 ± 2 . 3

17 . 1 ± 7 . 4

19 . 4 ±4 . 9

1 0 4 ± 5 3

3 1 . 5 ± 17 .0

2 0 7 ± 5 7

4 2 . 3 ± 15 . 2

1 94 ±4 0

4 6 . 6 ± 9 . 2

1 3 . 8 ± 5 . 3

8 . 0 ± 1 . 6

1 9 . 1 ± 7 . 4

3 2 . 6 ± 5 . 5

1 3 1 ± 5 8

3 8 , 3 ± 9 . 5

5 . 8 ± 2 . 9

6 6 . 6 ± 1 8 . 7

3 0 4 ±4 9

4 4 . 5 ± 1 1 . 1

1 4 . 6 ± 1 2 .0

2 1 . 1 ± 5 . 0

4 8 . 3 ± 1 2 .7

1 7 5 ± 5 6

3 9 . 9 ± 9 . 5

1 . 8 ± 0 . 9

8 1 . 6 ± 2 3 .6

4 1 7 ± 1 2 8

3 9 .6 ± 7 . 2

2 8 .6 ±2 8 . 9

1 9 .9 ± 4 . 0

6 3 . 6 ± 16 . 3

2 2 0 ± 3 0

3 8 .4 ± 7 . 7

L o g o f C F U 7 . 4 1 ± 0 . 5 6 8 .4 9 ± 0 . 35 9 . 3 5 ± 0 . 2 1 9 . 5 3 ±0 . 0 6 9 , 7 7 ± 0 . 09 9 . 5 6 ± O . 2 5 9 , 8 2 ± 0 . 1 6
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. 4 ± 0 . 4

L 72 . 0 ± 9 . 1 6 7 .
1 ± 4 . 1 5 6 .

1 ± 8 . 5 3 7 . 8 ± 12 . 3 4 . 0 ± 1 . 7

S 9 . 1 ± 1 . 4 1 . 9 ± 0 . 2 3 .6 ± 1 . 1 5 . 6 ± 0 . 6 1 0 . 1 ± 1 . 6 1 3 . 1 ± 3 . 9 15 . 5 ± 2 . 9 1 4 . 9 ± 2 . 7

L o g of C F U 6 , 2 4 ± 0 . 6 0 7 .3 0 ± 0 . 5 3 8 . 2 5 ± 0 . 4 0 9 . 2 4 ± 0 , 5 1 9 . 3 8 ± 0 . 1 8 9 . 5 3 ± 0 . 3 1 9 . 7 3 ± 0 . 2 2
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T a bl e 1 7 . S e q u e n ti al c h a n g e s o f f a tty a cid p r o丘1 e s i n c ult u r e d H
i J d7 1te n Z
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L 7 2 . U ± 9 . 1 65 .8 ± 1 2 . 7 6 3 , 8 ± 7 . 9 3U .7 ± 1 6 ,
9 6 , 3 ± 3 . 2

0 6 . 8 ± 1 . 7 5 .5 士() . 5 5
, 4 士 0 . 8 6 .2 ± 0 . 8 至ミ. 3 士 0 . 8 1 9 .0 士 8 . 9 3 2 .6 ± 10 ･ 3 34 ∴j ± 10 ･ 1

S 9 . 1 ± 1 . 4
.
7 .9 ± 0 .2 8 . 1 ± 0 . 9 1 2 .9 ± 4 . 1 80 . 1 ± 7 7 . 8 8 0 . 0 ±6 0 , 1 2 2 . 9 ± 1こi ･ 5 (; ･ 5 ± 4 ･4

L o g of C F U 5 . 4 7 土 0 .4 4 6 . 8 5 ± 0 .5 6 7 ■･9 2 ± 0 ･ 5 3 8 ･ 8 2 ±0 ･4 9 9 ･ 0 9 ±0 ･ 2 4 8 ･ 8 2 ±(〕･ 2二∃ 8 t 7 1 ± rl ･3 7
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O 時間 ～ 2 4 時間の 範囲の み で そ の 歯液の 脂肪酸構成

を G L C 分析 し . 各席 に 特異的 な動態が得 られ るか どう

か を検討 し た .

披検繭16 菌種 を 24 時間 に わ たり 本法で 培養中 ,
そ

の 粥液の G L C 分析 で 有意 の 動き を見せ た の は ,
V F A

7 種 . N V F A 1 2 種 , 計 19 種 の 脂肪酸 で あ っ た . 各繭種

と も 5 株に つ い て 実験 し , 5 株間で の 各 p e a k 値の 標準

偏差( α
い 1) は充分 に 小 さ い の で t 各脂肪酸の 動き に 関

す る値に は 充分 な信頼性 が あり .
か つ

. 歯未接種の ま

ま同方法を行 っ た n e g a ti v e c u l t u r e の 実験 で は , 2 4

h 托 叫和 紙 M .

時間を 経て も G L C パ タ ー

ン に 全く 変化が見 ら れ な い

こ と よ り , 各脂肪酸の 動き ほ 全て 細繭の 増殖及 び代謝

に 関連 して 起 こ っ た もの と考 え られ る .

有意の 動き を 示 した脂肪酸 の 中 に は ,
C . ′r g び乃d g′

の 場合の V 4 . 3 1 や N 4.
2石 あ る い は S . ♪叩 g g 乃 gざ の 場 合

は N o . 6 0 の 様 に , あ る特定薗種の m a rk e r と な り 得る

もの も あ る が
. 多く の 酸 は複数の 菌に お い て 複数個が

動き を 見せ て い る為 .
そ の 全容は複雑 で あ る . そ こ で .

各菌種と有意の 動 き を示す 脂肪酸と の 組み 合わ せ を ま

と め る と 表18 の よう に な る .
しか し これで も脂肪酸
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の 動 き の 組 み合 わせ か ら菌 の 同定 に 至 る に は 若干 の 煩

雑さ を伴 な う .
こ の 為 , 最近繁用 さ れ る よ う に な っ た

簡 易同定法の 手法 に な ら っ て 前述 し た ( 表1 8 ) の 脂肋

酸 を左か ら順 に 3 個1 組の 6 g r o u p に 分け る .
た だ し

こ こ で , V 4 . 3 1 及び N 4 . 2 4 は共 に C . ′r g 〟柁d ff の み に 見

られ るの で , 1 個と し て N V F A の 最 後 に 置 い た . 各

g r o u p は 左か ら順に 4 . 2 . 1 , 4 . 2 . 1 , ･ ‥ と配 点 し て ,

有意の 動 きを 示 した酸 に は そ の 点数を 与え , 各 g r o u p

毎 に 点数を 合計 して 6 つ の 数を 並 べ ,
で き あが っ た 6

桁 の 数を その 菌の コ ー ド番号 とす る . こ の よ う に し て

お けば
, 動 き を見せ た脂肪酸の 組 み合 わせ か ら コ

ー

ド

番号 を介 して 菌 の 同 定 を 容易 に 行 う こ と が で き る

( 表19 ) .

1 9 7 0 年前後 よ り , 嫌気性菌 の 同定 に G L C が導入 さ

れ 始め て 以来 , そ の 代謝産物 の G LC パ タ ー

ン を利 用 し

て の 拍= 扉わⅦ 培 養で の 嫌気性菌 の 同定
4)1 0 )
や t 臨床 材

料を直接分析 して 嫌気性菌感染症 の 迅速診断に至 る方

法
6)
な ど , G L C は主 と し て 嫌気性菌の 分野で 活用 さ れ

て 重 た . 前に も触 れ た如 く , 嫌気 性菌の 終末代謝産物

の 多く は低級脂肪酸の 頬 で あ り ,
そ の 検出 に G L C が 優

嶋

れ た力 を発揮 す る点を 考え る と ,
こ の 事実 は極く 当然

の こ と と言 え よ う .

しか し
, 好気 性菌に G L C が 応用 され る機会 は少 ない

様 で , わ ず か に P s e u d o m o n a s 属の S p e C i e s の 同定に

用 い る試 み を 報告 し た文献
2}3)
が 散 見 さ れ る 程度 で あ

る . そ の 理 由の 1 つ は . は とん どの 好気性菌 は
,
従来

か ら の 方法 に よ る同定が 必 らず し も困難 で は な い こ と

に あ る が . もう 1 つ , 前述 の 如 く そ の 終 末代謝産物が

主 に C O 2 と H 2 0 に な る為 に .

一 定以 上 の 長時間に わた

っ て 培 養を 行う と , 却 っ て 脂肪酸が少 な く な っ て しま

い
,
G L C の 威力 を発揮す る場 が全 く無 く な る と い う こ

と も大 き な 理 由 で あ る , 渡辺 ら
引
は
,
S け 紳 f o c o c c 祝ざ

S p e C i e s が 単独分離 さ れ た 膿汁 を直接 G L C 分 析 し た

パ タ
ー

ン と , 菌 を分離 し て 48 時間培地中で 増菌 したも

の の G L C パ タ
ー

ン が 異 な る こ と を指摘 して い る . これ

は 菌の 発育環境 や t 一

緒 に 分析 に か か る 膿中物質の 逢

い を 反映 し て い る事 も 一 因で あ る が , 著者の 実験か ら

明 らか な様 に , 増菌培養 した 時間の 長さ に よ っ て GL C

パ タ ー

ン が 大 き く変化す る こ と が最大の 原因 と考え ら

れ る . 殊 に 4 日 間の 長時間に わ た り 増菌培垂 すれ ば ,

T a bl e 1 8 . S p e ci五e d f a tt y a cid s i n m e t a b olit e s o f c ult u r e d a e
r o b e s

( 0 in di c a t e s f a tt y a cid s w h i c h s h o w e d si g ni a c a n t alt e r a ti o n s d u r in g 2 4 h r c u lt u r e ･)
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､

■

､

･

.遊型逆劉
S . a u r e u s ○ Cl 0

.
○ ○ (⊃ ○ ○

S . e pid e r m id is
○ (⊃ ○ ○

S . p y o g e n e s
(⊃ ○ ○ ○

S . a g al a c ti a e
○

S . p n e u m o n i a e

E . c oli ○ (⊃ ○ ○ ○

S . t y ph i m u ri u m ○ ○ ○ ○ ○ ○

C . f r e u n dii ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

K . 0 Ⅹ舛O C a ○ ○ ○ ○

K . p n e u m o ni a e ○ ○ ○ ○ ○

E . cl o a c a e ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

S . m a r c e s c e n s ○ ○ ○ ○ ○

P . vu 1 g a ri s ○ ○ ○ ○ ･ C〉 ○ ○ ○ ○ ○ ○

P . m ir a b ili s (⊃ ○ ○ ○ ○ ○ ○ (⊃ ○ ○

P . a e r u g lI1 0 由 (⊃ ○ ○

H . iI1 8 u e n z a e ○ ○ ○



G L C を用 い た好気性菌同定法

菌同定に 重要な役割を持 っ も の も含 め て 多く の 脂肪酸

が消失 して しま う こ と が 予想 され る .
つ まり , 増殖中

の 菌液の
一 時点の み の G L C パ タ ー

ン で 蘭 を 同定 す る

こ と ば , 例え ば 5 ･ ♪ツ O g g 〝g ぶ や C . ′r g ㍑柁d Ji の 様 に ,

m a rk e r と な る脂肪酸 を出す菌を除 い て は困難で あ る

と考え られ る , しか も膿汁の よ う に f れ ぴi ロ0 で 蛸の 増

殖し た臨床材料は , 菌の g r o w th c u rv e に お け る位

置が不明で あ る 上に . 菌の み な らず , 感染 ｡ 炎症 に 伴

なう白血球 や赤血球並び に それ らの 代謝産物の 混入 ,

更に 治療に よ る修飾 な ど榎雑 な条件 が絡 み合う の で ..

純培養検体と の G L C パ タ
ー

ン の 比較 に は相入 れ な い

部分が 多い . 従 っ て 臨床 へ の G L C の 応用 と して は , 臨

11 3

床検体を di r e c t に G L C 分析 し た もの の パ タ ー

ン を 比

較す るか . 臨床検体を 一

定 の 条件下で 増菌培養 し , そ

の G L C パ タ ー

ン の 経時的変化を比較するか の 二 者択
一

と な ろう .

今回の 著者の 実験成績 は , G L C が基礎的な意味で の

好気性菌同定の 一

助と なり 得 る こ と を示 して い る の み

な らず , 上記の 臨床材料 へ の 2 通り の ア プ ロ ー

チ の 仕

方の う ち , 後者に よ る起炎菌同定に威力を示す こ と を

物語 っ て い る . た だ し こ の 場合 , 例 え ば抗生物質投与

な どが 原因で 感染巣内の 菌が死滅し た場合に は検査不

能 とな っ て 前者に 譲 る もの で あり , ま た成績 か ら見 て

も明 らか な 様に , 脂肪酸の 多くの 動き は10 時間以後 に

T a bl e 1 9 . S c o ri n g s y s te m f o r th e p u r p o s e o f id e n ti鮎 a ti10 n O f a e r o b e s .
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見 ら れ る為 . 数時間内で の 迅速同定 は困難 で あ る .
こ

れ は 将 来. 検 出器 と し て FI D よ り も 感 度 の 高 い

El e c t r o n C a p t u r e D e te c t o r (E C D) な ど の 導 入 に よ

っ て 更に 細 か い 代謝産物の 観察 を行 う こ と で 解決 に 導

か れ る可能性 が あ る .

従来の , 主に 嫌 気性菌に 関 し て の G L C を 用 い た 研究

で は , 蓄積 して 検出さ れ る脂肪酸 と して は , V F A が 主

体 で あり ,
N V F A で は乳酸 ･ コ ハ ク 酸の 2 種が わ ずか

に 注目さ れて い る程度 で あ る
細 1 0) 川

. し か し
, 今回 の 著

者 の 成績 で は . 有意の 放 と して は , V F A よ り もむ し ろ

N V F A が有用 で あ り . しか も乳酸 ･ コ ハ ク 酸 は多数 の

菌に 共通 で あ る為 , 実際 に 薗鑑別 に 役立 つ の は む しろ

上記 2 者以外の N V F A で あ る . こ れ は . 1 時点 に お け

る酸の 絶対量 で は な く . 時間経過 の 中で 大き な 動き を

示す酸を中心に 見た こ と が原因の 1 つ と考え られ る .

2 . 実験方法 につ い て

V Pl m a n u al に よる 抽出
7)

を して 今回 と同様 に G L C

分析 を行 う と , N V F A の う ち ピ ル ビ ン 酸 と オ キ サ ル 酢

酸 と が それ ぞ れ 2 つ の p e a k に 分か れ ,
両者 と も に 2

っ の 酸 に お い て Rt が 同 じ で あ るた め区別が出来 な い .

今回の 実験 で は , 多 くの 検体 を扱 う こ と を前提 と し て t

少しで も手技 を簡略化す る目的 で ,
V PI m a n u a l の 抽

出法を 一 部改変 し た が ,
上記2 者以 外の 酸 で は 各酸 1

p e a k を な し , 結果 も原法 に劣 る点 は な か っ た ■ しか し
,

上記2 者が そ れ ぞ れ 2 峰化す る こ と に 変わ り は な く ,

原因を 求め た が得 ら れ な か っ た . 従 っ て ,
2 つ の p e a k ,

Ⅹ 及 び Y は , ピ ル ビ ン 醸 と オ キ サ ロ 酢酸の 濃度分布が

複雑 に 絡み 合 っ た もの と考 え て 良 い . 今後 こ の 点 の 解

決が 必要で あ る .

更 に ,
V P I m a n u al に 従 っ て エ チ ル エ M

テ ル で V F A

を抽 出す る場合 , 例え ば 且 c o li 等 で 菌数 が非常 に 多

く な っ た時 に は . エ チ ル エ
ー

テ ル 層が ゼ リ ー 状 と な り,

マ イ ク ロ シ リ ン ジで の 吸引が 不能 と な る . こ の エ チ ル

エ
ー

テ ル 層 で ゼ リ ー 状を なす物質 は不明だ が , 方法 の

項 で も 示し た通 り t 一 度 エ チ ル エ ー テ ル 層 を揮発さ せ

る操作に よ り. 分析 に 影響を 与え る 程度の V F A 損 失

もな く G L C 分 析を行 え る こ と が 判明 した .

ま た , 今回標準脂肪酸 と し て 用 い た 1 5 種 以 外 の

p e a k に つ い て は ,
繭種 同定 に は 大き な 支障を き た さ

な い 為 , 特 に 化学的同定 を行 っ て い な い が , 今後 こ れ

ら を同定 して い く こ と が , 細 菌代謝の 解明上 に も必要

で あ ろ う .

.
最後 に , 今 回 の 成 績 の 実用化 へ の 布 石 と し て ,

s a m pli n g 回数 の 問題点が あ る . 今回 は 24 時 間に 8 回

の S a m pli n g 巷行 っ たが .
こ れ を更 に 細 か く検討 した

も の を 通 し て ,
C h e c k p o i n t と す る 時 間 を 決 め ,

s a m pli n g 回 数 を 減 ら す 方 向 に 持 っ て 行 け ば ,

s a m pli n g
-
→ 抽 出- + G L C 分析 の 自働化と結び つ け て .

好気性菌同定 の省力化が期待で き る .

結 論

好気性菌の 終末代謝産物 は主 と し て C O 2 と H 2 0 に

な る の で , 好気性菌の
一 時点 の み で の 代謝産物 で 菌を

同定す る こ と は困難 で あ る .
そ こ で 本実験 で は , 好気

性菌1 6 菌種 を 24 時 間培養し て ,
そ の 代 謝産物と して

の 脂肪酸 の 経時的変動 を観察 した .

その 結果

1 ) S . 卯 孤 机 血 庖 牒 除く 全て の 菌 に お い て , そ

れ ぞ れ い く つ か の 脂肪酸が有意の 経時的変動 を 示 し

た . こ れ ら脂肪酸の パ タ
ー

ン の 変化が 好気性菌同定上

重要で あ る . S . 卯 g 〟 机 O J 血 g で は t 2 4 時間 の 培養中

に 有意 の 動き を 示す脂肪酸が み られ な か っ た .

2 ) S . ♪γ O g g 氾 g ざ で は N o . 肌 C . 〃 仇 鼎 招 で は

Ⅴ" l 及 び N 4 . 2 4 t また P . 〃祝J g αJ∫ぶ あ るい は P . 別 行か

b ili s で は V 3 , 4 4 及 び N a . 朋 な る 脂 肪酸 が m a r k e r と な

り 得 る .

3 )
■
上記2 ) 以 外の 好気性繭 で は m a r k e r と なる

脂肪酸 は見 られ なか っ た . しか し , 脂肪酸構成の 変化

を ス コ ア 化す る こ と に より , 各好気性歯 の 同定が比較

的容易 とな る .

稿を終 える に 臨み , 御指 導 と御校閲を賜わ っ た谷 口昂

教授, 研 究技術 面で 絶大 な御指 導を賜わ っ た西 田 尚紀教

授 に深 く感 謝の 意 を表 し ます . また G L C の理 論 , 手技

の 面 で懇切 な る御助言 を い た だい た 佐藤保助教 授に 深く

感謝致 します . 更 に , 本研 究に 際して 多大 な御 指導 と御

協力 を い ただ い た小 児科西田直 巳助手 に深 謝致 しますと

と も に
,
細菌培 養に お い て 長時間の 労力 を厭わず御協力

い た だ い た小児 科細 菌研究 グル
ー プの諸 先生 に感謝致 し

ます .
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