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石川県湖沼地帯 に お け る C l o s t ri d i u m

b o t u li m
.
u m C 型 の 分布

金沢 大学医 学部微生物学 講座 ( 主 任 : 西 田 尚紀教 授)

芹 川 俊 彦

( 昭和52 年2 月9 日 受付)

水鳥の Cl o s t ri d i u m b o t u li n u m C 型 備 に よ る 中

毒に つ い て 数多く の 報告が なさ れ て い る
】 ト 3

･
)

. 1 9 7 3 年

夏から秋 に か け , 東京都 , 茨 城 県 , 千 真県な どで カ モ

を主 と する多数の 野鳥の 変 死が み ら れ , そ の 原 因 は

C . b o t u li n u m C 型 毒素で ある こ と が tilE 明 さ れ た
4 1 ､

同 じ頃 , 石川 県河北潟 に おい て も カ モ の 変死 が み ら

れたの で , 著者 はそ の 原因 究明を目的 と し主 と して 河

北潟周辺 の 岸辺 お よ び石川 県内の 他 の 4 つ の 潟 に つ い

て C . b o t uli n u m の 分布状況 を調 べ る と 共 に
, 河

北潟に お ける C . b o t u li n u m C 型 菌 分 布 の 季 節 的

変動 . お よ び フ ナ の 木蘭 に よ る汚染状況 な どの 疫学的

研究を行 っ た .

本研 究に お け る もう 1 つ の 目的 は . 上 述 の 調 査中土

壌か ら蘭分離を試 み た際 . C . b o t u li n u m C 型 蘭 と

共に分離さ れ た 木南と 全く同 じ培養性 状 , 生 化
′

7 : 性状

をもっ 多く の 無毒株を 同定 する と い う こ と で あ る . 元

来 Cl o s tl
･

i di a の 有毒 s p e c i e s で は最 終 決 定 は 毒

素に よ っ て 行われ て い る関 係上 , 有毒 s p e c i e s の 無

毒棟と思 わ れ る株 は
=

u n i d e n tifi e d
. ,

と し た 方 が 良

いと さ えさ れて い る
7 )8 )

. 上狛こ . Y とI m a gi s h i ら
9 一

は

C ･ P e rf r i n g e n s C 型丙 の 同定の 際 , 凝 集反 応 が無 毒

株の同定に 際 し有効 で ある と 報告 して い る の で , 著者

は C . b o t uli ll u m C 型繭の 無毒件 の 同 定 に し凝 渠

反応 が利用出｣ミる の で はな い かと 考え 検討 し た . ま た

C ･ b o t uli n u m C 型蘭 と 同時 に 分 離 し た 南 の 申 で ,

培キ性状 およ び生化
′
ゝ

i十性状 か木蘭 に 似 た多 く の 兢似 蘭

につ い て 同定を行 っ た か . こ の う ち 毒 素 竹
`

I勺に C .

r1 0 叩 i A 型歯と 同定し た ら の の 中に , 従 来 の ▲丸 型 蘭

と異な る性状 を示 し た も の が 存在し た の で , こ れ に つ

いて も併せ 検討 した .
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実験材料お よ び実験方法

工 . 使用培地

C . b o t u li n u m C 型 薗の 分離培養の た め , V L 培地
脚

を 改良 し た東の 変法 V L- G 培地
】り

を用 い た( 表 1 ) .

こ の 変法 V し G 増地 は ガ ス噴射装置
11 )

を用 い , C O フ

存在下で 試験 管 ( 16 ×1 6 0 nl n l ) に 5 □1 慌 分 注 し , フ

チ ル ゴ ム 栓 を し て11 5
0

c . 1 5 分間高圧 滅 菌 し た
. 被 検

材料 の 希釈 に は , 東の 方法】卜
に 従 っ て 作製 した 希 釈 液

( 塩頓溶液 Ⅰ . 7 . 5 m 巨｣ 甘蝮溶液Ⅲ , 7 . 5 n ll ; レ ザ ズ

表1 変法 Ⅴし G 培地の 組成

塩 類 溶 液
*

Ⅰ 7
.
5 Illl

II 7 . 5 1TlI

レ ザ ズリ ン (0 . 1 % 漕) ()
.
1 111 1

ト リプ チ イ ケ
ー

ス ( B B L ) 0 .1 g

酵母 エ キ ス ( D if c o) 0
.
5 g

肉 エ キ ス (D if c o) o .2 g

寒 天

グ ル コ
叫 ス

蒸 留 水

N a
2
C O

3 ( 8 % 液)

塩酸 シ ス テ イ ン ( 3 % 液)

塩 類 溶 液

A
* *

;喜::‡B

l〕ⅠI T . 1I

Ⅰ : K
ゥ H f)

0 4 ()
, 6 %

rI : Ⅰく 粍 f
)
0

4
0 . 6 %

( N 托j 2S O ｡ 1 . 2モ塙

N a C l l .2 %

Ⅸ′I g S O 4 (J . 12 %

C a C l
リ 〔j .1 2 %

* ホ

A を加 獄 昏解し
,

C O
2 を吹込 み なが らB を加え,

レ ザ ズ リ ン が 脱 色する 宝 で C O
2 を通 す

｡

D i s t ri b u ti o n o f C l o s t ri d i u m b o t u li n u m t y p e C i n l a k e d i s t ri c t s o f I s h i k a w a P r ef -

e C t u r e ･ T o sh i h i k o S e ri k a w a
,

D e p a rt m e nt o f B a ct e ri o l o g y ( D i r e c t o l
→

: P r o f . S
.

N i s h i d a) ,

Sc h o o l of M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e l
嶋

S it y .
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リ ン (0 . 1 % 液) , 0 . 1 mi : N a 2C O 3 ( 1 0 % 液) , 3 m l ;

塩酸 シ ス テ イ ン ( 5 % 液) . 1 m l ; 蒸留水 , 8 1 m り を

用 い た ( 塩類溶液Ⅰ , Ⅱ に つ い て は表 1 参照) .

上記 培地 より の純粋分姓 お よ び 分 離 東 棟 の レ シ テ

ネ ー ス 中和試験 の ため に , N a gl e r の 変法 V F 血 液

寒天培地2
-

, す なわ ち 肉エ キ ス ( 大 五 栄 養 化 学) 1 . 0

% .
ポ リ ペ プ ト ン ( 大五 栄養化学) 1 .0 % . 寒 天1 . 5

% . グル コ
ー ス1 .0 % ,

N a C l O . 5 % ( p H 7 . 2 ) の 割 に

加 え120
0

c
. 1 5 分間高圧滅 菌後 . 56

0

C に 冷却 し ,
ヒ ト

保 存血液お よ び卵黄液 (卵 黄と 等量 の 滅 菌生理 食塩水

を混合 した 液) を おの お の10 % に な る 様に 加え , 滅菌

シ ャ
ー レ ( 直径9 c m ) に20 m l ず っ 分注し た も の を 用

い た .

C . b o t uli n u m C 型薗の 毒素産生能 を 検討す る た め

に , 上述 の 変法 Ⅴし G 培地か ら寒天を 除去 し た も の

に
.

ク ッ ク ト ミ ー ト培地 ( 栄研化学) を1 .0 % ( W / V )

お よぴ グル コ ー ス を最終濃度0 .5 % に な る様 に 追 加 し

た もが を用 い た (変法 V L 培地 は既 に0 . 2 % の グ ル

コ
ー ス を 含む) ,

C . n o v y i の 毒素産 生用培地 と し て , N i s h i d a ら

の 培地
13 )

お よ び竹松の 記載 し た T Y G 培地‖)
を 用 い

た .

凝集反応用並 び に免疫用抗原 は
t

プ ロ テ オ ー ス ペ プ

ト ン ( Dif c o ) 3 .0 % .
グル コ ー ス1 .0 % , N a C 1 0 .5 % ,

塩酸 シ ス テ イ
ン0 .05 % の 割 に合 む抗原作製用培地 ( p

H 7 .2 ) を用い た .

Ⅱ . 被検材料よ りの C . b o t 111i n u m 毒素 の 証 明

土壌 より の C . b o t uli n u m 毒 素の 検索 は 小 野 ら
1 5き

の 方法 に よノつ た . す なわ ち . 約 40 ～ 5 0 g の 被験 土壌

(潟 の 水辺お よ び水深約 1 m の 水底 よ り 約1 0 0 g 採 取

し , ビ ニ ー ル 袋に 入 れ供試す るま で 4
Q

c に 保 存 し た

も の) と50 m l の リ ン 酸緩衝食塩 水 ( N a2 H P O l
｡ 1 2 H 2

0 , 2 . 4 g ; K H 2 P O ト . 0 . 7 g ; N a C l
. 6 . 8 g ; 撥 留 水 ,

1 1 ; p H 7 .0 ) をよ く混合 し , 数分問静置 し た 後 上 槽

を 放り3 ,000 r p m
, 30 分間遠心 した 後 , 沈遺 に リ ン 惟

緩衝食塩水1 .5 m lを加 え再浮遊 させ 披 検 材 料 と し た .

そ の1 .O m I を10 m lの ク ッ ク トミ
ー

ト培地 ( 栄 研 化 学)

に 移植し , 60
0

c , 60分 間加熱 し急冷 し た後30
0

c . d 8

時 間培養し た . 増養後3 ,000 r p m , 20 分 間嵐L ､ し , 上

宿0 .25 m】を2 匹の マ ウ ス に腹腔 内注 射 し 4 日 間 観察

を行 い
. 致死寿性の 有無 を判定 した . 致 死毒性 の あ る

も の に つ い て は C . b o t uli n u m A 型 .
B 型 ,

C 型 ,

E 型抗毒素血清 に よ る中和試験 を行 っ た . 中 和 試験

は .
C . b o t uli n u m A 型 . B 型 , E 型抗毒素 血 清 の

各々6 . 7I U / r n lを 含む混合血清に 上述の 土 壌 培 養 上 清

を 等量 加 え , 37
0

c , 3 0 分間 放置 し た後 ,
マ ウ ス の 腹

川

腔内 に0 . 5 m l接 種し マ ウ ス の 生死 を 観察 し た . 上 述 の

抗毒素血清 に より 中和さ れ な い 場合 ,
C . b o t uli n u m

C 型抗毒素血清 ( 4 I U ′ m り で 中 和試験 を行 っ た
,

ま た
.

い ずれ の 抗毒素血清に よ っ て も中和 さ れな い場

合に は
, 土壌培養上宿を10倍 もし く は100 倍 希 釈 L た

後 , 同様の 操作 で 再検討 した .

フ ナ よ り の C . b o t uli n u m 毒素 の 証 明に は
,

フ ナ

を48 時間室温 に放置 し た後腸管を取 り 出し て 細 切 し .

約 1 g を10 m l の ク ッ ク ト ミ ー

ト培地 ( 栄 研化 学) に 移

植 し
, 60

0

c
. 30 分間加熱 し た後30

0

C
, 7 2 時 間培 養し

た . そ の 培養上清 に つ い て 上述の 土壌の 場合と同様の

方法 で 毒素を 検索 し た .

Ⅲ . C . b o t d 主n u m C 型菌の 分離

毒性 を認め た 披検 材料 か ら の C . b o t u li n u m C 型

菌の 分離 は , H u n g a t e
I6)

の 方法 に 従い
. ガ ス噴 射法

に て 変法 V L- G 培地を用 い R o ll t u b e 内培養を行

っ た . す なわ ち , 披検材料を80
0

c
. 2 0 分 間 加熱 した

後 . ガ ス噴射装置下で前 述し た希釈液 を用 い て10
l

～

10 3
に 希釈 し . それ ぞ れ の0 .1 m l を 5 m l変法 Ⅴし G 増

地に 接種 し , C O 2存在下で R oll t u b e を作 り3 7
O

c .

4 8時 間培養 し た
.
土吾養後 ,

C . b o t u li n u m C 型菌 ら

し い 集落 ( 直径 1 ～ 3 m m の ひ 薄で 中心 部不明瞭 な も

の) を 約菌し . N a gl e r の 変法 V F 血 液寒 天培地上

に塗抹 して37
0

c , 4 8 時間培養後 , 比 較 的大 き な レ シ

テ ネ
ー

ス 環を示 す集落 を取り . 純粋 分離 を 行い
, 次の

種 々 の 検討に よ り同定 を行 っ た .

Ⅳ . 分離薗株 の培養性状

培養性状は , 肝片加肝 ブイ ヨ ン にお け る発 育並 び に

N a gl e r の 変法 V F 血液寒天培地上で の 集落 . レ シチ

ネ ー ス
. 頁珠層な ど の 様相 を観察 し た . 胞 子 の 形態

は . N a k a m u r a ら
Ⅲ

の 糖分解用 基礎培地 に 1 . 5 % の

寒天 を加 え た培地を , 前 述し た如 く ガ ス 噴 射 法 で 作

り , 斜面培地 と して 用い
, 4 8時間培養後塗抹染色し煎

鑓し た .

Ⅴ . レ シチ ネ ー ス 中和試験

C . n o v y i と思わ れ る 分離南棟 の レ シ チ ネ ー ス 中和

試験 は, O a k l e y ら
IB) の 方法に 従 っ て 行 っ た . す な

わ ち N a gl e r の 変法 V F 血液寒天培地 の 片側に C ･

n o 叩 i A 型あ る い は B 型抗血清2 滴を 均
一

に な る様

に 塗抹 し , 肝 片加肝 ブイ ヨ ンで2 4 時間培養 した薗液を

画線塗抹 し . 3 7
0

c , 48 時間培養後 ,
レ シ チ ネ ー ス 反

応 あ る い は溶血反応 が A 型あ るい はB 型 抗血清に より

抑制さ れ るか 否かに よ り t
C . n o v y i の 型 別 を 行 っ

た .

Ⅵ . 分離薗株の産 生毒 素の 検討

1 . C .

■
b o t u li n u m 毒素
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C .
b o t u li n u m 毒素 の 毒 素 型 は , 前 述 の 如 く C .

b o t ul i n u m A 型 , B 型 , C 型お よ び E 型抗 毒 素 血清

に よる中和試験 を行 っ て 決定し た . 毒素産生能の 検討

は, 肝片加肝 ブイ ヨ ンで37
0

c , 2 4 時間 前 培 養 後 . そ

の0 .1 mi を毒素産生用 変法 V L 培 地 に 接 種 し3 0
日

c ,

5 日間培養し た . 培養後遠心 し , 上宿 を0 . 2 % ゼ ラ チ

ン加0 . 1 M リ ン 酸緩衝液 ( p H 6 .0) で1 0 倍段階希釈 し .

その0 .5 m げ つ 2 匹 の マ ウ ス に 腹腔 内注射 した後 . 4

日間生死 を観察 し M L D / m l を求め た ,

C . b o t uli n u m A 型 , B 型 , E 型抗 毒素血 清は千 糞

県血清研究所 より 購入し ,
C 型抗毒 素血清 は大 阪府立

大学阪口玄二 博士お よ び千葉県血清研 究所 近藤久博士

より 分与を受 けた .

2 . C . n o v yi 毒素

C . n o v yi の 毒素 の 中 和 試験 は N a k a m u r a ら
19 )

の 方法 に従 っ た . す な わ ち肝片加肝 ブイ ヨ ン で 前培養

し た薗液1 .O m l を10 mi の N i s h id a ら の 培地
13､

ぉ よ び

T Y G 培地 に 接種 し
. 37

0

c
, 2 4 時間培養 後3 , 0 0 0 r p

m . 1 5 分間遠心 し た上清を 毒素液 と し た . こ の 毒素原

液ま たは適当に希釈 し た毒素液 と 等 量 の C . n o v y i

A 型お よ びB 型抗血清 を混合 し ,
マ ウ ス の 尾 静脈 へ 0 . 5

m l 注射し , 48時間後 にそ の 生死で 毒素型を 判定 し た .

用い た C . n o v yi A 型抗血清 は千糞県血清研究所近

藤久博士 より分与を 受 け, B 型抗血清 は W ell c o m e

R e s e a r c h L a b . ( 英国) よ り購入し た .

Ⅶ . 生化学性状試験

分離菌株の 糖分解性状 は , 変法 Ⅴし G 培地 か ら 寒

天と グル コ
ー

ス を 除い た培地を基礎培地 と し . 各糖 を

1 % ( サ リ シ ンの 場合0 .5 % ) に 加え た培地 を用 い た .

この 培地に 肝片加肝 ブイ ヨ ン で24 時間前培養 し た菌液

を0 .1 m l加え , 3 7
O

c で 3 日 間培養後 .
B e c k m a n Z e r

_

O m a ti c S S
岬3 p H メ ー タ ( B e c k m a n

一 束芝) で p H

を測定した
.

硝酸塩還元能 , 凝固卵白消化能 . ゼ ラ チ ン 液 化 能の

性状は N a k a m u r a ら
け)

の 方法 , ま た イ ン ド ー ル 産

生能は S m i th ら
紳

の 記載に 従 っ た .

Ⅷ . 凝集反応

1 . 抗原の 作製

肝片加肝 ブイ ヨ ン で2 4 時間前培養 し た歯液0 . 5 m l ず

つ を
. 1 5 m l の 抗原作製用培地6 本 に移植 し37

0

c . 2 4

時間培養後3 ,000 r p m
, 20 分間遠心 し . 0 . 1 5 M N a C l で

1 回洗職後 . 全体 の 沈漬を10 m lの0 . 4 % ホ ル マ リ ン 加

0 ･1 5 M N a C lに浮遊さ せ 抗原液 と した
2 .)

. な お凝集反 応

用の 抗原 は洗撤 し な い もの を用 い た .

2 ･ 抗菌血清の 作製

上述の 抗原液 を家兎の 耳静脈 へ 3 日 間隔で 7 回注射

した . 注射量 は1 回目0 . 5 m l , 2 , 3 回目1 . O m l , 4 ,

5 回目2 .O m 】, 6 , 7 回目3 .O m は し た . 最 終 回 よ り

7 日後 に 試験採血 を行 い
, 凝集価が1 , 2 80 以 上 の 時全

採血 を行 っ た .

最初 , 土壌 よ り分離 した C . b o tu li n u m C 型 薗 の

有毒株8512 と無毒株8 51 4 の
, 両方 の0 . 4 % ホ ル

.
マ リ ン

処理 抗原液を免疫 に用 い たが
, 前 者で 免疫し て い る途

中家兎が 幾死 し再度試み たが 失敗 し た
. そ の た め . 本

研究で は C . b o t uli n u m C 型菌 の 無 毒株 と 推 定 さ

れ る851 4 株 の 抗菌血清の みを 凝集反応 に用 い た
.

3 . 凝集価の 測定

上述 の 抗菌血清を0 . 1 5 M N a C l に て10 倍 よ り の 倍 数

希釈法 に よ っ て5 ,120 倍ま で 希釈 し
,

こ の 希釈血清1 .O

m l に 上述 の 如く 作製 し た抗原 を1 滴 加 え よ く 撹 拝 し

た 後, 56
0

c , 2 時間反応さ せ凝集塊 を 認 め た も の を

凝集反 応陽性 と し て凝集価 を求め た
.

4 . 凝集反応 の 対照南棟

作製 した抗 菌血清 の特異性を検討 す る ため
, 以 下 の

Cl o s t ri d i a を 対麒 の 薗株 と して 用 い た .

1 ) 金沢大学医 学部微生物学教室保存株

( )内は使用 し た南棟数 を表わ し て い る . C . b o t u l .

i n u r n A 型薗 ( 10) , B 型菌 ( 6 ) .
C 型菌 ( 2 ) . D

型菌 ( 1 ) . E 型薗 ( 10 ) , F 型菌 (･6 ) ; C . b if e r ･

m e n t a n s ( 1 ) ; C . s o rd ellii ( 4 ) ; C . n o v yi

A 型菌( 12) ; C . c h a u v o ei ( 1 ) : C . s p o r o g e n e s

( 2 ) ; C . p e rf ri n g e n s A 型 菌 ( 3 ) , B 型 菌

( 2 ) , C 型薗 ( 4 ) , D 型菌 ( 2 ) .
E 型 繭 ( 2 ) ;

C ･ a b s o n u m ( 2 ) : C . t e t a n i ( 3 ) ; C . s e p ti c u m

( 2 ) ; C ･ b u t y ri c u m ( 2 ) ; C . a c e t o b u t y ri c u m

害臼g =

以上の 南棟 は既報の 論文
け}22)

に 引用さ れ て い る も の

で あ る .

2) A T C C ( A m e ri c a n T y p e C u lt u r e C o ll e c ti p n )

保存株

C ･ a m i n o v al e ri c u m 1 37 25 : C . b o t uli n u m A 型 菌

2576 3 ; C . b eij e r i n c k ii 2 5 7 52 ; C . b a r k e ri 2 5 84 9

; C . c a r n i s 2 5 7 7 7 ; C . c a d a v e ri s 2 5 7 8 3 ; C .

C O C h l e a ri u m 1 7 7 8 7 ; C . d i 缶 c il e 96 8 9 ; C . f a11 a x

25 75 4 ; C . g h o n i 2 5 7 57 ; C . gly c oli c u m 1 4 8 8 0

; C . h i s t o r y ti c u m 25 7 7 9 : C . i n d oli s 2 5 7 7 1 ; C .

】it u s e b u r e n s e 2 5 7 59 ; C . 1 e n t o p u t r e s c e n s 1 77 94

; C ･ m al e n o m i n a t u m 2 5 7 76 ; C . m a n g e n o tii

2 576 1 ; C ･ O C e a n i c u m 2 56 4 7 ; C . p s e u d o
-

t e t a n i c u m 2 5 77 9 ; C . p u t ri n c u m 25 7 8 4 : C .

p e r e n n e 25 7 82 ; C . p a s t e u ri a n u m 6013 ; C . p a -

r a p u t ri n c u m 2 5 7 80 ; C . p a r a p e rf ri n g e n s 2 5 7 5 3
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; C ･ Pl a g a r u m 2 5 76 8 ; C . p r o pi o n i c u m 2 5 5 2 2

; C . r u b r u m 1 49 49 ; C . s a r t a g o f o r m u m 2 5 7 7 8 ;

C ･ S u b t e r mi n al e 2 5 77 4 ; C . s ti c kl a n d ii 1 26 6 2 ;

C ･ S p O r O g e n e S 2 57 62 ; C . s p o r o s p h e n o i d e s 2 -

5 78 1 ; C . s c a t o l o g e n e s 25 7 7 5 ; C . s p h e n o i d e s

19 403 ; C . t e r ti u m 1 4 5 7 3 : C . t y r o b u t y ri c u m

25 75 5 .

Ⅸ . 吸収試験

20 m l抗原作製用培地20 本 にそ れ ぞ れ 肝 片 加 肝 ブ イ

ヨ ンで 前培養 した 菌液1 .O m lを 接種 し , 37
0

c , 1 3 時 間

培養後3 .000 r p m . 2 0 分間遠心集菌 し
, 0 .1 5 M N a C l を

加え て全量20 m 忙 し20 倍に 濃縮 した 濃厚 菌液を 作 り .

こ の 薗液約3 ～

4 m lに 披験 吸収血清 の10 倍希釈液10 m l

を混和後56
0

c
. 2 時間反応さ せ た . 反 応後3 .0 0 0 r p

m , 20 分間 嵐亡､ し ,
そ の 上清 に 再 び 菌液 を加 え て 同様

の 操作 を行い 合計3 回の 吸収操作 を く り返 し た
!3 -

. 反

応後3 ,000 r p m . 20 分遠心 し そ の 上清液 を吸 収 血 清 と

し て 使用 した
,

なお 吸収後 の 抗血清 の 希釈 は 1 : 20 の

もの と した .

実 験 結 果

Ⅰ . C . b o t tlJi n u m C 型菌の 分布

1 . 河北潟に お け る分布

197 4 年 7 月3 1 日 お よ ぴ9 月17 日 に 河北潟周辺 の A ～

F の 6 地区の 岸辺 ( 図1 ) よ り 土壌100 検体 を 採 取 し

た . こ れ らの 土壌 の 披検材料を 方法の 項 で 示 した 様に

加熱処理 しク ッ ク トミ ー ト培地 で 培養 した後 一 培 養上

宿 に つ い て 毒性 を調 べ た結 軋 46 検体 ( 46 % )■の 培 養

上檜が マ ケ ス に対 し致死毒性 を示 し た ( 表2 ) . こ れ

ら の 殆死 した マ ウ ス は す べ て C . b o t u li n u m C 型

毒素 に よる特有 の症状 ( 腹壁 の 陥没 を伴 う呼吸 困 難 の

症状) を示 し た
･ そ こ で 培 養 上 清 の 毒 性 物 質 は

,
C ･

b o t uli n u m C 型毒素 で は な い か と想定 し , そ の う ち

4 検体 の 培養上清に つ い て 中和試験 を行 っ た と こ ろ .

すべ て が C . b o t u li n u m C 型抗毒 素 血 清 に よ っ て

中和さ れ たが
, C . b o t uli n u m A 型 , B 型 . E 型 抗

毒素血清で は中和され ず , こ れ らの 毒性が C . b o t u
.

1i n u m C 型毒素 に よ るもの で あ る こ と が 判 っ た . し

か し本研究の 初掛 こ は C . b o t uli n u m C 型 抗 毒素

血清が 不足 して い たの で . 致死 毒性 陽性 の す べ て に 対

し て は中和試験を行え な か っ た .

上記の 検索中 , 9 月17 日 に 採取 し た F 地 区 の27 検体

は100 % に 致死毒性陽性 で あ っ た . こ の 時期 は 水 鳥 の

数が増 加す る時 に あ た る の で , 場所 の 差 より む し ろ時

期の 差 に 意義が あ る の で は な い か と考 え , こ の F 地区

に つ い て1975 年2 月14 日 より19 76 年 6 月15 日 まで 継続

川

し て 土壌を 採取し 毒性 を調 べ 季節的変動 を み た 結 果
.

果 して 次年度の 秋期 ( 10 月) に 再 び高頻度 に 致死毒が

証明さ れ た ( 表3 ) ･ こ れ ら の マ ウ ス も 上 述 し た C .

b o t u li n u m C 型毒素 に よ る特有の 症状 を示 し 死 亡 し

た ･ こ の 検索 の 途中 , そ の 時々 に 致死 毒を 示し た検体

か ら無作 為に50 検体 を選 び , そ の 培 養 上 清 に つ い て

C ･ b o t uli n u m 抗毒素血清で 中和試験 を 実 施 し た と

こ ろ ･ 50 検体 す べ て が C 型抗 毒素 血 清 で の み 中和さ

れ
. 他の 抗毒素血清で は中和さ れ な か っ た .

以 上 の 結果 より t 河北潟 で採取 し た 土壌325 検体中

153 検体( 47 % ) の 培養液の 致死毒 は . そ の ほ と ん どす

べ て が C ･ b o t uli n u m C 型毒素 で あ る と推定 し た
.

2 . 石川県内の 他の 潟 に お け る分布

0 2 0 k m
､

､
､

_ ､

1 ･________
J

~
ヽ

/
＼ 一

ヽ

図1 土壌の 採取場所

表2 河北潟 に お ける C . b ot ul in u m C 型菌の 分布

採 取
地 区

採取年月 日 検体数
致 死 毒性陽性検
体数 ( % )

A 1 9 7 4 年7 月31 日 3 2 ( 6 7)

B ロ 22 9 ( 41 )

C ロ 25 5 ( 20)

D 〃 1 4 2 ( 1 4)

E ロ 9 1 ( 1 1)

F 1 9 7 4 年 9 月17 日 27 2 7 (1 0 0)

L _旦 仙

四 46 ( 46)



石川県 晰召地帯に お ける Cl o s t ri di u m b o t u li n u m C 些の 分布

表:i 河北潟の F 地区に お ける季節的変動
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二
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採 取 年 月 日
*

19 7 4 年9 月1 7 日

19 7 5 年2 月1 4 日

4 月15 日

6 月24 日

8 月 1 日

10 月17 日

12 月11 日

197 6 年1 月28 日

2 月25 日

3 月29 日

4 月27 日

6 月15 日

27 (1 0 0)

1 ( 5)

1 5 ( 6 0)

8 ( 4 0)

1 2 ( 6 0)

2 0 (1 0 0)

1 7 ( 8 5)

9 ( 45)

8 ( 4 0)

3 ( 1 5)

9 ( 4 5)

5 ( 2ち)

25 2 】 1 3 4 ( 5 3)

*
F 地区の 約200 m の 区域か ら

,
5 ～ 1 0 m の 間隔で採

取した
｡

表4 石 川県内に お ける C ･ b o tu li n u m C 型菌の 分布

採取年月 日
致死 毒性陽性
検体数 ( % )

柴 山 潟

木 場 潟

邑 知 潟

赤 浦 潟

七尾湾海岸

千里 浜海岸

197 5 年11 月 4 日

11 月 4 日

11 月12 日

1 1月21 日

11 月21 日

1 1月1 2 日

26 (6 5)

1 1 ( 5 5)

3 6 ( 90)

1 0 (3 3)

0 ( 0)

0 ( 0)

河北潟 は秋期 に 高 頻 度 に C . b o t u li n u m C 型

によ っ て 汚染し て い る事実が判 っ たの で . 石川県内の

他の 4 つ の 臥 す な わ ち 柴山潟 , 木場 潟 , 邑 知 臥 木

浦潟より197 5 年11 月 に 土壌 を採取し て C . b ｡ t uli n u m

の分布状況 を調査し た ( 但 し , 河北潟8 . 2 k m
2

に 対し

て柴山潟1 . 8 k m
2

. 木場潟1 . 2 k m
2

, 邑知 潟0 . 8 k m
2

,

赤浦潟0 ･3 k m
2
と 小さく , ま た こ の 4 潟 の 中 で 交 劇 犬

軋 人混 み など の 関係か ら 水鳥が 多数生息 して い る の

は実際に は邑知潟の み で あ る) . そ の 結果 , 邑 知 潟 よ

り採取した土壌40 検体中36 検体 (90 % ) の 培養上清 に

マ ウ ス に 対する致死毒性 が認 め ら れ た ( 表4 ) . こ の

際 ･ 致死 毒性陽性の 土壌83 検体か ら無作為 ほ47 検体を

249

選 び , そ の 培 養 上宿 に つ い て 再 び C . b o t u li n u m

抗毒素血清で 中和試験 を行 っ た結果t 4 7 検体す べ て が

C 型 抗毒素血清で 特異的に 中和さ れ た . 水鳥の 飛来が

確実 に 認 め ら れ て い る 邑知 潟 で 他 の 潟 よ り ( 医= )

C ･ b o t uli n u m C 型菌が 高頻度に 汚 染 し て い る こ と

が 判 っ た . こ れ に 反し , 七尾湾海岸 . 千里浜海岸 よ り

採取し た砂土 , 計90 検体の 培.養上宿 に は何 ら毒性 が認

め ら れ なか っ た ( 表4 ) .

3 . 河北潟の フ ナ に お け る 分布

河北潟で197 4 年12月 に 描達 し た全長20 c m 大 の フ ナ

( C a r a s si u m a u r a t u s) 1 9 匹に つ い て C . b o t uli n u .

m の 汚 則夫況を調 べ た と こ ろ , 2 匹 の 腸 管 内容 物 の

培養上清 に 致死毒性が認 め られ . 更に C . b o t uli n u
.

m 抗毒素血清 で 中和試験 を行 っ たと こ ろ , C 型 抗 毒

素血清で 特異的 に 中細され た . こ の 結 軋 河北潟 に 住

む 魚類もま た C . b o t u li n u m C 型 薗 で 汚 染 し て い

る こ と が判 っ た .

Ⅱ . C . b o t u)i n u m C 型薗の 分離

1 . 分離薗株の 培養性状

C ･ b o t uli n u m C 型菌の 分離 は , 実験当初平板培 地

を 馴 ､ て 行 っ たが 分離出来 ず . 通常 の 方法で は 禍難 で

あ ると い う こ とが 判 っ た の で , 前 も っ て 還元 さ れ た培

地 を用い
, 厳密 な嫌気条件下で 分離を 行 っ た

. 毒性試

験で C . b o t u li n u m C 型 毒素 の 認 め ら れ た 土 壌 の

披検材料 を , 方法の 項で 示し た如く . 加熱処理 後変法

V L
-

G 培地を 用い て R oll t u b e 内培養 を 行 い . 発

育 し た集落の 申か ら C . b o t u li n u m C 型 繭 と 思 わ

れ る集落を釣薗 し
,

N a gl e r の 変法 V F 血 液寒 天 培

地上 に塗抹 し純粋分離を行 っ た . その 結果 , C . b o t .

u li n u m C 型毒素を認 め た土壌中19 検体に つ い て 検 討

し たと こ ろ
, 1 2 検体 よ り C . b o t uli n u m C 型 薗 ら

しい と思わ れ る33 南棟を 分離し た . こ れ ら の 南棟 はす

べ て O V al , S u b t e r m i n al の 胞子 を示し た が , こ れ

ら を肝片加肝 ブイ ヨ ン で48 時間培養す ると .
ブイ ヨ ン

下部の み に し か発育 しな い22 株と , 上部ま で 充分 発雷

する1 1 株に 区 別出来 , 前者が か な りの s t r i c t a n a e
_

r o b e で ある 事巷 予想さ せ た . N a gl e r の 変 法 V F

血液寒天培地で 培養 す ると , 肝 片加肝 ブイ ヨ ン 下郎に

の み 発育 を示す22 株 は
. 集落の ま わ り の レ ン チ ネ ー

ス

環辺 が 不 明瞭で あ り . こ れ に 対し . 肝 片加肝ブ イ ヨ ン

で 上部ま で 生 え る1 1 株は , 環 辺 と培地 の 境界が 明瞭 で

あ っ た ･ 前 者に 属す る22 株を 第Ⅰ 群と し
, 後者 の11 株

を第Ⅱ群 と し た . 第Ⅲ 群 は ,
レ ン チ ネ ー ス環 の 大童 さ

の 相鼠 真珠層の 様相の 相違お よ び後述 す る生化 学性

状の 遠 い に よ り , 亜 群すな わ ち第Ⅱ芽卜 a ( 3 株) , 第

‡群- b ( 8 株) に 分か れ た ( 閲2 ) .
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図2 分離薗株の培養性状

群

性 状

ロ
(22 株)

田

a ( 3 株) b ( 8 株)

肝片加肝ブイ ヨ ン

(37 ℃ ,
48 時間)

下部 に の み発育 上 部 ま で 充 分 発 育

レ シ テ ネ
ー ス 反応

*

(斜 線 部) ⑳
環 辺 不 明 瞭 l

⑳
環 遡 明 瞭

⑳

真 珠 層
* 集落上 に み られ

,
レ シ

チ ネ ー ス 環上 に及 ばない

集落上 お よ び レ シ テ ネ 集落上 に みられ レ シチ ･

ー ス現上に み られ る ネ
ル ス 環上 に 及 ばな い 篭

集 落
*

1
-

2 m m 3
-

4 m m 2 - 3 m m

*
N a gl e r の変法 V F 血液寒天培地で37 ℃

,
48 時間培養した

｡

表5 分離菌株の 中和試験

群

レ シ チ ネ
ー ス 中和試験

書~ 毒 素 中 和 試 験 l
同 定

C . b o t uli n u m C ∴n O V yi C . b o t uli n u m C . n o v yi

C 型抗毒素血清♯ A 型 抗 血 清 C 型抗毒素血清 A 型 抗 血 清

ロ

14 株
* *

十

l

+

C . b o t uli n u m

C 型 薗

8 株

田

a

b

十

?

C . n o v yi A 型薗

十 C . n o 叩i A 型 菌

*
O a k l e y ら およ び N a k a m u r a ら の方法に よ っ た

｡

=
- : 中和出来な い

｡

十 : 中和出来る｡

漉 こ の C ,
b o t uli n u m C 型抗毒素血清 は精製 トキ ソイ ドに 対 して 作製 され , 抗 レ シ チ ネ

ー ス を持

た ない
｡

第II 群
-

a の 3 株 は . N a gl e r の 変法 V F 血 液 寒 天

培地上で 3 ～ 4 m m の 集落の 周臥 こ小 さ な レ シ チ ネ
ー

ス環 を作り . 集落上 お よぴ レ シ テ ネ ー ス 頂 上 に C ･

n o v y i A 塑菌に 特徴的 な真珠 層を 示 した . ま た , こ

の レ シ チ ネ ー ス 反応は O a kl e y らの 方法で 中和 試 験

を 行 っ た と こ ろ , C . n o v yi A 型抗血清で 特 異 的 に

中和さ れ た ( 表5 ) .

第Ⅱ 群
一

七 の8 株 は , 2 ～ 3 m m の 小 さ な 集 落 の 周

匡引こ大きな レ シ チ ネ ー ス環 を作 り , 褒珠層 は 集落上 に

の み認 め られ , ま た O a kl e y ら の 方法 で レ ン チ ネ ー

ス 中和試験を行 っ た と こ ろ , C . n o v yi A 型 抗 血 清

で い く らか 中和さ れ たが 不完全な ま ま で と ど まり . ま

た C . n o v yi B 型抗血清で は中和出来 なか っ た ･ し

か しな が ら , N a k a m u r a ら の 方法 ( こ の 際 t 抗血清を

大患 に 使 い 得る) に 従 っ て 中和試験 を 行 っ たと ころ完

全 に C . n o v y i A 型抗血清 で 中和 さ れ た ( す な わ

ち , 卵黄寒天平板培地 の 中央 に直径 5 m m の 小孔 をあ

け , ま た10 m m の 同心 円上 に 数 個 の 同 様 の 小 孔 を作

り . 中央 の 小孔 に C . n o v y i の A 型 あ る い はB 型抗

血清を0 .3 m 肱 人 し , 周辺部の 小孔 に T Y G 培 地37
0

C . 2 4 時間培 養の 菌液 を0 .3 m l 注入し た 後37
0

c , 4 8 時

間培養 し レ シ チ ネ ー ス反応 の 抑制の 有無 を 判定したと

こ ろ , C , n O V y i A 型抗血清で 中和さ. れ る こ と が 判

っ た) . しか . し C . n o v yi A 型薗の レ シ チ ネ ー ス と

し て は非定型的 なもの で あ っ た .

第I 群 虹 属す る22 株 は , N a gl e r の 変法 V F 血液
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表 6 分離菌株の 生化学性状

性 状

第 工 群 第 ⅠⅠ 群 C . b o t uli n u m c 型菌

(S to c k h o l m 株)
有 毒 ∴株
(14

*

)
無 毒 株

( 8 )
a

( 3 )
b

( 8 )

レ シ テ ネ
ー ス 反応 14

* *

8 3 8 十

真 珠 層

糖 分 解 性 状

グル コ
ー

ス

1 4

1 4

8

8

3

3

8

8

十

+

マ ル ト
ー ス 1 4 8 3 0 十

ラ ク ト ー ス 0 0 0 0

シ ェ ー ク ロ ー ス 0 0 0 0

サ リ シ ン
l

0 0 0 0
!

フ ラ ク ト ー ス 1.4 8 3 0 +

ガ ラク ト ー ス 0 6 田 0

マ ン ノ ー ス 1 0 7 3 田 +

メ リ ビオ
ー ス 9 田 田 田

イ ノ シ ッ ト 14 8 3 田 十

イ ン ド
ー ル 産生 0 0 田 0

硝 酸 塩 還 元 0 0 田 田
凝 固卵 白 消 化

ゼ ラ チ ン 液 化

2 %

0

1 4

0

田

0

0

0

8 +

1 0 % 田
H

6 0 8 +

*

使用 蘭株数
=

陽性菌株数

寒天培地上で 1 ～ 2 m m の 集落の ま わ り に 境 界の 不 明

瞭な大きな レ シ テ ネ ー ス環 を示し . こ の レ シ チ ネ ー ス

反応は上記 2 つ の 方法 の い ずれ を用 い て も C . n o v
･

yi A 型 抗血清で 中和さ れ なか っ た
. ま た 真珠 層 が い

く つ かの 小集落上に の み観察さ れ た が , 認 め ら れ な い

集落も多数 あ っ た . し か し こ の 真珠 層 は . N a gl e r

培地の 乳糖 に 代え て 1 % イ ノ ン ッ ト を入 れ た培地 で は

すべ て の 小集落上に 認 め ら れた が
, ｢ 第Ⅱ 群- a の 3 株

に みられ た C . n o v yi A 型 菌に 特徴的 な も の｣ と は

明らか に異 なり . む し ろ第Ⅱ 群
-

b の も の に 似 て い た .

2 . 分離南棟の 生化学性状

第Ⅰ 群に 属す る22 株 の 生化学性状 は
,

グル コ
ー ス

.

マ ル ト ー ス
,

フ ラ ク ト ー スお よ び イ ノ シ ッ ト を 分 解 ,

ゼラ チ ン を液化するが . イ ン ド
ー ル 産生能お よ び硝酸

塩避元 能は なく . 凝固卵白消化陰性 で .
こ の 性状 は

C ･ b o t uli n u m C 型薗の 標 準株 で あ る S t o c k h ol m

株と ほと ん ど
一

致 し た ( 表6 ) .

第Ⅱ 群 -

a の 3 株 は , B e r g e y
-

s M a n u al 第 8 坂の

C ･ n O V yi A 型薗に 関す る記載 と比 べ
, ガ ラ ク ト ー

ス ･
マ ン ノ ー ス お よ びメ リ ビ オ

ー ス を 分解す る点 , ま

25 1

た ゼ ラ チ ン を液化し な い と い う点で 異な り , C . n o
･

V yi A 型菌の 変異 型と考え た .

第Ⅰ 群
-

b に 属 す る 8 株 は . 第Ⅰ 群 , 第Ⅱ 群
-

a に 比

べ 糖分解性が 弱く ･ グル コ ー ス お よび イ ノ
ナ ッ ト以 外

は分解し なか っ た が
,
ゼ ラ チ ン を 液 化 し . C . n o v y i

A 型菌に関し て の B e r g e y
,

s M a n u al の 記 載と ほ ぼ

一 致し た
.

3 . 分離薗株の 産生毒素 の 検討

第Ⅰ 群の22 株の 毒性試験 を行 っ た結果 , 1 4 株に 毒性

が認 め られ 8 株が無毒だ っ た . 産 生 毒素 の 毒素 型 を

C . b o t uli n u m 抗毒素血清 で の 中和試 験 に よ り 検 討

し た結果 , い ず れ もC 型抗毒素血清 で 特異的に 中和 さ

れ た ( 蓑5 ) . 如上の 生化学性状の 結 果と 合わ せ て
,
こ

の14 株を C ･ b o t u li n u m C 型菌と同 定 し た .

.
残 り

の 無毒の 8 株 は . 培養性状 およ び生化学性状 より C .

b o t u li n u m C 型菌の 無毒株の 可能性 を考え た が .
こ

の 決定は後述す る凝集反応 に よ る手段に 任 す こ と と し

た . 有毒株14 株の 毒素産生能を方法の 項で 述 べ た術式

で 検討し た結果 , 2 株が105
M L D / m l . 1 1 株が10

1
M L D /

m l , 1 株が10
3
M L D / m l の 毒素産生能 を示 した .
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表7 C . b o t uli n u m C 型 菌 (8 5 14 株) の 抗菌血 清に 対する凝 菜反 応

菌 群

第 1 群

有 毒 株

無 毒 株

第 ⅠⅠ 群

a

b

対 照 菌 群

C . b o t ul in u m C 型菌

C . b o t uli n u m D 型菌

C . n o v yi A 型 薗

他 の 45 菌 種

菌 株 数 毒 凝 集 価 岳 同

320
-

6 4 0

3 2 0
-

6 4 0

n
U

ハ

U

(

ノ
l

｡; ト 3

第Ⅱ 群- b の 8 株 に つ い て の 毒性試験 を方 法 の 填 で

示 した通り , す な わち T Y G 培地 で37
O

C , 2 4 時 間

暮 した培養上清に つ い て 検討 し た 結果 , 8 株 中7 株の

培養上宿 に毒性が認 め られ .
い ずれ も .

C . n o v y i A

型抗血檜 で特異的に中和さ れ た ( 表 5 ) . 以 上 の 毒 素

中和試験 の 結果 , ま た上述 し た培養性状お よ び生化学

性状の 検討 に より , 第II 群～b の 8 株 を C ･ n O V yi

A 型繭と 同定 し た (但 し , そ の レ シ チ ネ ー ス反 応 は従

束 の C . n o v yi A 型菌の そ れ と 著 し く 翼 な っ て い

た . ま た , 1 株は C , n O V y i A 型蘭の 無毒株 と恩 わ

れ た) .

な お , 第Ⅱ 群-

a の 3 株 ( 現 行 の 方 法 で 一 応 .
C ･

n o v y i A 型菌と 判定 し たが , 生化学性状 は か な り 翼

なり 変異型 と同定し た もの ) は T Y G 増 地 お よ び

Ni s h i d a ら の 培地 に お い て も毒性 を示 さ な か っ た .

Ⅲ . 凝集反応

本研究中に 分離 した第 Ⅰ 群に 属 する C . b o t u li n u
･

m c 型菌の 無毒株で はな い か と 考え た 8 株 の 同定 を

行う た め ,
こ の 無毒株 の 中の 1 株で あ る8 51 4 株の 抗菌

血清を用 い て 凝集反応 を行 っ た ∴轍集反応 の 価 値 は ･

毒素型判定 とどの 程度 一 致す るか と い う こ とが 問題で

あ るか ら, 先ず C . b o t u li n u m C 型 蘭 と 同 定 し た

もの と 凝集反応 を行う と , 1 4 株 の 同定株 す べ て が3 2 0

～ 6 40 の 凝集価 を示 し , 本薗の 無毒 株で は な い か と 考

え た 8 嘩 も また 同 一 の 凝集価を 示 した ( 表7 ) . 次 に

他の 型あ る い は他 の 薗種 と の 凝集反 応 を検討 し･ た と こ

C . b o t uli n u m C 型菌

C . b o t ul in u m C 型菌

C ,.n O V yi A 型菌 (変異型)

C . n o v yi A 型薗 (変異型)

ろ , こ れ に 反 し て , C . b o t uli n u m A 型 繭 . B lせ圭

薗 , E 型商お よ び F 型繭 の33 株 は凝 集反 応を 示 さ ず .

ま たそ の 他の Cl o s t rid i a 4 4 種 , 計66 株 に つ い て も

凝集反応陰性で あ っ た . 但 し , 対照と して 用 い た C .

b o t u li n u m C 型 歯の 標準 株2 株 ( S t o c k h o l m 株お

よ び C B - 3 株 ; 東京都衛 研分離株) の 他 に C .
- b o t ･

uli n u m D 型繭 1 株 (1873 株) が1 , 2 8 0 の 凝 集価 を示

し . ま た C . 11 0 V 〉
r

i A 型 繭1 株 (14 0 株) が32 0 の凝

集価 を示 した . し か し土壌 より 分離 し た 第Ⅱ 群の C ･

n o v yi A 型と 同定 し た1 1 株 ( い ず れ も 従 火 の C ･

n o v yi A 型薗 と比 べ て非定型的で あ る) は 凝 集 反 応

を示 さ なか っ た の で , 教室保存 の C . n o v yi A 型の

定 型的集落 を示 す11 株を追 加し て 検 討 し て み た と こ

ろ. 7 株が80 ～ 3 2 0 の 凝集価を示 し , C . n o v y i A 型

菌と もか な り交 差凝集を 示す こ と が判 っ た .

更に , 凝集反 応に 用 い た85 1 4 株 の 抗 菌 血清 を C ･

n o v yi A 型歯1 40 株 で吸 収試験を 行 っ た と こ ろ , 凝集

素 は完全 に吸 収さ れ た .

以 上 の 結果 より ,
C . b o t u li n u m C 型繭と 推 定さ

れ る851 4 株 の 抗菌血清に よ る凝集反応 は . C .
b o t ul ･

i n u m C 型繭の みで はな い こ と は判 っ た が , 近 縁 痢 の

C . b o t uli n u m D 型商お よ び C . n o v yi A 型 蘭

除い て は起 こ ら な い こ と が 判 っ た .
こ れ ら の 凝 集反応

の 特異性め検討結 果, ま た前述し た 培養性状 お よび生

化学性状の 成績 よ り . 第Ⅰ 群 の 8 株 の 無 毒 株を C

b o t u li n u m C 型菌と 同定 し た .
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考 察

本邦 にお け る C . b o t uli n u m C 型 中 毒 の 最 初 の

報告は , 196 1 年 に 北海道 で 発生 した ミ ン ク の 中毒
2 4)

で

ある が
, 最近野鳥の C . b o t u li n u m 中 毒 に つ い て

の 報告が な さ れた . 1 973 年9 月 東京 都の 中川 流域に 生

息するカ モ な どの 野鳥 が多数変死 し た事件 に つ い て
,

小野ら
5)

お よ び坂井 ら
6)

が調査 した結果 t C . b o t u li ･

n u m C 型中毒で あ る こ とが 判明し た .
こ の 事 例 と 同

じ頃, 茨城県や 千葉県 の 沼 で らカ モ の 大 量 死 が み ら

れ , その 原因が 福田 ら
り

ゃ坂口
25j

に よ っ て こ れ ら も ま

た C . b o t u li n u m C 型中毒で あ る こ と が 明 ら か に

され た .

同じ頃, 河北潟 に お い て もカ モ を主 とす る野鳥の 変

死がみ ら れた と い う情報を 得たが , 著者が 調査 し た11

月中旬に は既 に時遅く ,
カ モ の 死 体が み られ ず , そ の

実態を つ か む こ とが 出来な か っ た . しか し翌 年 より始

めた本研究に より , 河 北潟周辺 の 土壌 は C . b o t uli -

n u m C 型薗で汚染し て い る こ と が 判り , 河 北潟 に お

けるカ モ の 変死 もま た C . b o t uli n u m C 型 菌 に よ

るもの であ る こ と が推定 さ れ た . ま た , 河北潟 に 住 む

フ ナの 腸管内容物中 に C . b o t uli n u m C 型 毒素 が

証明さ れた こ と か ら . 潟 の 魚介規も広 く汚 染さ れ て い

ると思わ れ る .

S m i th
3)

は , C . b o t u li n u m C 型 菌 は 昆 虫 , 烏 玩

およ び動物 の 真正寄生菌 で あり , 水鳥 の 生息 す る場所

以外の 土壌 に は認 め ら れ な い と述 べ て い る , 著者が 調

査し た河北潟に は19 7 6 年 1 月 の 調 香 で . カ ル ガ モ

(P oli o n e tt a) ,
コ ガモ (N e tti o n ) ,

オ ナ ガ モ (D a丘1i a )

な ど2 ノノ羽 以上 の 野鳥が 生息し て おり . カ ル ガ モ な ど

の 永住する もの を除き こ れ ら の 大部分 は渡鳥と して 毎

年9 月中旬に 飛来 し . 翌 年の 3 月 下旬ま で 生 息 す る .

と ころ で . 著者が 土壌の 毒素原性 に つ い て 季節的変動

を調査し たと こ ろ , 渡鳥の 飛来する 秋期 に 非 常に 高頻

酎こ C . b o t u li n u m C 型 毒素が 認 め られ
, 渡鳥 が

C ･ b o t uli n u m C 型 薗の 分布 に 重要 な 役 割 を 果 し て

い ると考え ら れる . ま た石川県内の 他 の 4 つ の 潟 に つ

い て 秋期に検索し た と こ ろ
. 多数の 水鳥 が飛 来す る 邑

知潟に 高頻度 に C . b o t u li n u m C 型 毒素 が
.認 め ら

れた
. ま た い ずれ の 潟 も C . b o t u li n u m C 型 蘭 で

汚染して お り . 条件 が そ ろ え ば 秋 期 に 野 鳥 の C .

b o t uli n u m 中毒が再発生す る危険性が 考 え ら れ る .

C ･ b o t u li n u m C 型繭 は通 常の 培地 で は 非 常 に 生 育

が悪く
, 実験の 当初平板培地を 剛 ､ て 分離を 試 みた が

失敗したの で .

rr

p r e r e d u c e d
"

で 作 っ た 東の 変 法 V

しG 増地‖)
を用 い て H u n g a t e 法 16･ に よ り 別 m

2 5 3

叫It u r e に よ っ た . しか し 本培地 で も培地上 を遁走 す

る Cl o s t rid i a の ため 分離が困難で , 更 に 分 離 方 法

を検討す る必 要が あ ると思 われ た .

著者が河北潟 の 土 壌 よ り C . b o t u li n u m C 型 菌

ら し い と患 い 分離 した33 薗株申 ∴現行の O a k k y ら

の 方法
】8)

に 従 っ て C . n o v yi A 型 菌と して 判定 し た

第Ⅱ 群-

a 3 株 は . 定 型的真珠層 を示 し たが t 最 も 鋭

敏な ゼ ラ チ ン 判定法 を用 い て も陰性 で あ る点 , ま た生

化学性状が 古典 的A 型歯 より は るか に S a C C h a r o l y ti ･

C で あ る点な ど
,

か なり 異な る もの で あ っ た . ま た毒

素学的 に C . n o v yi A 型 薗と した 第II 群- b の 8 株

は . 生化学性状 は ほ ぼ
一 致 し , ま た そ の レ ン チ ネ ー ス

反応 も C . n o v yi A 型抗血清 に よ っ て 中 細 さ れ た

が
.

そ の 毒素抗毒素問の 中和 は , 古 典的 な C . n o v
.

yi A 型 菌の 毒素 とか な り異 なり . 中和す る の に 要 す

る抗血清量 は保存株に 比 べ 数百倍 量で あ る こ と が現 在

判 っ た の で , 更 に 分類学的検討 を要 す る ( ま た こ の

C ･ n O V yi A 型 菌の レ ンチ ネ q ス 反 応は , 古典的 C .

n o v y i A 型 菌の そ れ と著 しく異 な る) .

有毒 Cl o st ri d i a の 無毒株の 同定 は , む し ろ ｢ 同定

し ない 方が 良い ｣ と さ れ る程 に偵重 を資す る
丁-8)

. H a y

ら
f }

は C . b o t uli n u m C 型薗の 蛍 光色 素 標識 抗 体

( W ell c o m e R e s e a r c h L a b . 英 国) を 用 い て
.

本蘭 の 無毒株 と推定さ れ る南棟を 分 線 , 同定 し て い

る . そ こ で著者 は土壌よ り分 離 し た C . b o t uli n u m

C 型菌の 無毒株解明の た め
. 特 に 沢 山 の 繭種 と株 を用

い , 凝集反 応の 特 異性 に つ い て 検 討 し た 結 果 , C .

b o t uli n u m C 型歯並び に その 類似痢 . C . b o t u li n u m

D 型 薗の 他 に C . n o v yi A 型 薗の 中 で 凝 集 す る も

の が あ る こ と が 判 っ た . 但 し . C . n o v yi は 生 化

学的に 容易に C . b o t uli n u m C 型 菌 と 区 別 し う る

の で , 凝集反応 は実際の 分離 , 同定 に極 めて 有意義 な

方法で あ る と判 っ た (C . b o t u li n u m D 型蘭 の 可 能

性 に つ い て は , 上壌よ り全く D 型 毒素が 証 明 出来な か

っ た こ と より 一 応否定 出 来 る) . C . b o t uli n u m C

型薗と D 型薗 は培養性状 , 生化学性状が 同 一

で あ り ,

ま た両種問で フ ァ
ー ジ変換 に よ り毒素原性の 転換が 出

来る こ と
Z6】2 丁}

か ら
. 両種 は相当 に 近縁の 種 で あ る こ と

が 考え られ る が . 著者の 凝集反応 の 結果 で も その こ と

が確認 さ れ た .

一

方 . C . n o v yi A 型薗 の ∵ 郎 が 凝

集反 応陽性 で あ り , ま た 吸収試験の 結 果 か ら も .
C .

b o t u li n u m C 型菌と C . n o v y i A 型繭 の
一

郎 は 共

通抗原を持 っ こ と が 判 っ た が , こ の こ と は E k l u n d

ら
28)

の C . b o t u li n u r n C 型菌を特 選 的 な フ ァ
ー ジ

に よ り C . n o v yi A 型 繭 ま た は C . b o t u li n u m

D 型薗に 転換出来る とす る 報告 か ら考え て . こ の 3 種
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菌群は分矩学 的に 近縁関係 に あ ると 考え られ . 更 に 将

来 こ の 面か ら検討さ れ る べ きも の と思わ れ る .

結 論

河北潟周辺 より採取 した 土壌3 25 検体中153 検 体( 47

% ) に マ ウ ス に 対する致死毒素原性が 認 め られ .
こ の

毒素 は C . b o t uli n u m C 型 に 特有の 症状 を示 し た .

毒素中和試験 を行 っ た結果 , C . b o t u li n u m C 型 抗

毒素血清 で 特異的に 中和さ れ , こ れ ら の 致死 毒が C .

b o t uli n u m C 型毒素で あ る こ と が判 っ た
. 更 に 河 北

潟 の
一

定地区 の 土壌材料 に つ い て
.

そ の 毒素原 性 に つ

い て季節 的変動を 調 べ
, 秋期 に 高頻度 に 毒素が 証明さ

れ る こ と が判 っ た .
こ の 致死毒素原性 を示す 土 壌 よ り

C . b o t u li n u m C 型菌の 分離を試 み , C . b o t u li n u m

C 型様の33 薗株を分離 し た . 請種性状 お よ び 毒 素 学

的検討 の 結果 , 1 4 抹を C . b o t uli n u m C 型菌 , 1 1

煉を C . n o v yi A 型薗 ( 但 し , い ずれ も 未知 の 変

異型) と 同定 し た . 残 り の C . b o t uli n u m C 型 繭

と培養性状並 び に 生化学性状 の 一 致 する無毒株 8 株 の

同定 の ため , C . b o t uli n u m C 型 菌の 凝集反 応 の 特

異性 に つ い て 検討 し
.

こ の 凝集反応 が用 い う る こ と が

判 り , 無毒の 8 株 を C . b o t uユi n u m C 型 繭 と 判 定

した
.

檎を終 る に臨み . 終始御懇篤 な る凱指導縄 び に御校閲

を戴い た西田尚紀教授 に心か ら御礼申 し上 げま す . ま た

本研究の 機会をJ
J えて 下さ っ た石川虹衛生公害研究所三

根晴雄所長に深く感謝の恵 を表しま す . 実験 の遂行 に あ

たり御協力御教示を償 っ た微生物
′
､

声教室 中村信
一

助教授

は じめ 教室員 各位並びに 衛生 公賓研究所 微生物 離水村普

克郎長 . 山田 邦代技師 ( 現′卜松保 健所) に 深 謝致 し ま

す . また C . b o t u li n u m C 型抗毒素 血 清 の 分
I
j･ を 受

けた大阪府立大
一

一

朗 机撒 職 □玄二 博士 , 千葉県血清 研究

所近藤久博士 . 頗株の 分
I
i を受 け た 墟京鮎立衛研坂 井千

三博士 に謝意を表します
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