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C l o s t r id i u m b if e r m e n t a n s と C l o s t ridi u m

S O r d ellii の 分類学的再検討

金沢大学医学部微生物学講座 (主任 : 西 田 尚紀教授)

林 秀 秋

(昭和51 年10 月9 日受付)

Cl o s tridi u m b if e r m e n t a n s と C l o s t ri di u m s o r d e .

ilii は培養性状, 生物性状が極 めて 似 た菌種 であり,

僅 か に毒素原性 (t o x i g e ni city) とウ レ ア ー ゼ産生能

で 異る と され た菌種で あり, B e r g e y
'

s d e t e r m i n a ti v e

B a c t e ri ol o g y ( 第 7 版 19 5 7)
1)
で は C . s o r d ellii は

C .bif e r m e n t a n s の 1 変異株(n o n ･ p a th o g e n i c v a ri e t y)

と して取 り扱われ て 来た｡ 然 し乍ら, 元 来, 病原性

Cl o s tridi a 属の同定の 最終的決定 は, その 出す s p e c ifi c

t o x i g e ni c ity に よ っ てな され る の で あり
2 )

, 果して C .

S O r d ellii がC .b if e r m e n t a n s の 無毒株で あ るか どう か

は
,
Cl o st ridi a 分類学上の 懸案 の 問題 で ある ば か りで

あ るに と どま らず
,｢有毒種の 無毒株 と は何か｣ と い う

基本的な問題に 連な り, C . s o rd ellii の 無毒株 を決め る

こ とに より
,
有毒株と無毒株の 間の T o x i g e n e si s 研究

の 素材とす る とい う意義をも っ て い る ｡

分 類学の 立場か ら は既に B r o o k s ら
3 )
が両者を別

種 と して取り扱う様述 べ て い る が, 軌 ゝて T a m ai ら
4)

H u a n g ら
5)
は ｢ C ･ S O r d e llii の S in gl e c q11 c u ltu r e

に よ っ て得られ た薗 の 中か ら
,
毒性陰性 で且 ウ レ ア ー

ゼ陰性の 極め て C .bif e r m e n t a n s に似 た株 を つ く り出

せ る｣ と述べ た ｡ 更 に 最近で は N o v o t o n予
6)
は両菌種

の細胞壁構成糖が異 る所か ら両者が別種 と して 区別 し

得 る旨, 述 べ て い る ｡ 著者 は本研究で最近の 分類学の

新手法で あ る数値分類
7)
及び D N A - D N A h o m ol o g y

8:19)

D N A - D N A h yb rid s の 熱安定性試験
1 0 )
等を用 い て,

両者の 関係を検討し たい と考え た
｡
且 N o v o t o n≠ ら

の主張に したが い 細胞壁構成糖 の 分 析を も併せ検討 し

た｡

実験村料並 びに 方法

Ⅰ . 使用菌株

使用菌株名並 び に その 由来に つ い て は表 Ⅰ に 示 した｡

こ のう ち, 特に 説明 を要す る株 に つ い て 述 べ れ ば次の

如く で あ る｡ C . s o rd ellii 8 2 は元 来, 英国 L e e d s 大学

細菌学教室 ( P r of . C ､L . O a k l e y) か ら西田 が1959 年

金大医学部微生物学教室 に持参した も の で あ るが ,

持 ち帰 っ た 時点で 既 に 毒性 (- ) で ウ レ ア ー ゼ ( - )

で あ っ た もの で あ る｡ 当教室で は, こ の 株 をS t r ain 8 2

K a n a z a w a ( 8 2
- K Z ) と呼ん で い る

｡
L e e d s 大学の

原株か ら K . Ⅰ. J o h n st o n
ll)
( L e e d s 大学) に よ っ て

C . s o rd e llii 原株 か ら Sin gl e -

C e11 i s ol a ti o n を う けた も

の を 82 - S J 2 82 - S J ｡ 並 び に 82
･ SJ 4 と 名づ けら れ た

株
1 2)
が H u a n g を通じて 当教室 に保存さ れ て い る ｡ 元

来, C . s o r d ellii 8 2 株は バ リ ー の パ ス ツ ー ル研 究所 に保

管され た株 で ある の で, 19 6 3 年 に P rさv o t 博士 が 来日

の 際, 特に 持参願っ た株 を82
- P a st e u r ( 82 - P ) と本論

文で は記す こ とと す る｡ SJ ｡ 並 び∈と82 JP 株は ウ レ ー

ー ゼ ( 十) で毒性 ( + ) で あ るが ,
SJ 4 S J ｡ はウ

レ ア ー ゼ (
-

) 毒性 ( - ) で , こ の 点 C ,bif e r m e n -

t a n s と 区別 し難 い もの で あ る
5)
｡
C .s o r d e llii 7 2 22 R

/1 0 0 と記 され る菌 は毒性株で あ る C ･ S O rd e 11ii 7 2 2 2 R

を 1 0 0 ℃30 分加熱す る こ と に よ っ て 得ら れ た無毒株で

あり
,
C . s o rd e11ii 1 7 3 4 / 9 0 は毒性株 で あ る C . s o r d eT

11ii 1 7 3 4 を90 ℃30 分加熱し て得られ た無毒株 であ る｡

ⅠⅠ
. 数値分類

菌の性状決定 に使用 す べ き性状項目及び そ の 方成 に

っ い て は既 に N a k a m u r a ら
7)
が Cl o st ridi a に つ い て

決め たも の を用 い た｡ 更に , その 他に d e a m i n a s e 活

性 をも調 べ た が, 基 質と して は アラ ニ ン , ア ス パ レ ー

ト , ア ル ギ ニ ン , グル タ ミ ン , ロ イ テ ン , メ チオ ニ ン

フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン
,
セ リ ン

,
バ リ ン

,
ス レ オ ニ ン を用

い た
｡
項目総数 は 162 である｡ 項目の と り方, 相似値

(S i m il a rit y v al u e , 以下 S 一 億と略) の計算法等に

R ei n v e stig ati o n o n th e t a x o n o m y of Clo st ridi u m bifb r m e n k l n S a nd C lo st ridi u m s o rd bllii.

H id e a k i H 左y a s h i, D e p a rt m e n t of B a ct e ri ol o g y ( D ir e c t o r : P r of . S . N is hid a) , S c h o ol of

M e dici n e
,
K a n z a w a U ni v e l

I

Sit y .
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つ い て も N a k a m u r a ら
7)
の 方法に した が っ た ｡

ⅠⅠⅠ
. 細胞壁構成糖

東洋濾紙N o .51 で ペ ー パ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を用 い

て C u m m i n s a n d J o h n s o n
l:i)
の 方法に した が っ て行

っ た ｡ 細菌は 1 % フ ラク ト ー ス加 P Y 培地 (プ ロ テオ

ー ス ペ プ トン , イ
ー ス ト培地) (以 下 P Y F と称す る)

を用い て培養 した｡ P Y 培地の構成 は プロ テオ ー ス ペ

プ ト ン N o . 2 ( D if c o
,
U . S .
A . ) 2 % , 酵 母 エ キ ス

(大五 , 東京) 0 .5 % , N a C l O . 5 % , チ オ ブ リ コ ー ル 鞍

ソ ー ダ 0 . 1 % であ る ｡ 菌は対数増殖期 に 達した 直後 に

収獲 した｡

Ⅳ
.
マ ン ノ ー ス に よる増殖阻害

0 . 5 % フ ラ ク ト ー ス 加P Y 培地 の12 時間培養液 0 . 1

m 〟を10 m ゼの 1 % マ ン ノ ー ス 加と マ ン ノ ー ス を加え な い

P Y 培地の 両者に う え, 菌増殖 を波長 560 n m で その

O Pti c a l d e n sity ( E 56 0 ) を S h i m a z u-B o s c h -L o m b

S p e c t r o n i c 2 0 s p e c tr o ph o t o m e t e r ( 島津, 京都) で

12
,
2 4 , 48

,
7 2 時間目 に それ ぞ れ測 定 した｡ p H 値の

変化は Z e r o m a ti c S S -3 p H m e t e r ( B e c k m a n - T o-

Sib a L td
, 東京) を用 い て最終時の p H を測定 した

｡

Ⅴ
.
D N A の 調整

菌 はP Y F 培地で 増殖させ て 得られ た もの を用 い た｡
3
H ラ ベ ル D N A を得る た め に , 1 0 p C i の 3 H チ ミ

ン を 100 m ゼの 酵母 エ キ ス 抜き の P Y F ( つ ま り
,
P F )

培地に 加 え対数増殖期後期に 嶺終演度50 〃 g / m 現こ なる

様 に ペ ニ シ リ ン G を加 えた
｡ 3 7 ℃ で30 分間さ らに60 ℃

で1 0 分保 ち, この 薗液を遠心 葉蘭し, 更に P H 8 . 0

で 0 . 01 M -

e th yl e n e d i a m i n e t e tr a a c e ti c a c id

( E D T A ) を含む0 .1 5 M
- N a C l 液 に 懸濁 した｡ こ の

菌浮遊液 を- 25 ℃ で 保管し, 用 に の ぞん で緩解して 用

い た
｡ 菌浮遊液 をリ ゾチ ー ム ( 1 m g 川) で処理 し

,
更

に 3 % S o di u m l a u r yl s ulf a t e ( S L S ) の 中で 菌融

解を起 こ さ せ こ の 融解液を M a r m u r 14) の 方法に した

が っ て D N A 抽出を行 っ た
｡

Ⅵ
.
D N A p

D N A h o m o l o g y 試験

メ ン ブ レ ー ン フ ィ ル タ
ー に よる C O m p e titi o n t e s t

を J oh n s o n ら
9 )
の 方法 に したが っ て 行 っ た ｡ 即ち渡紙

上 の D N A ( r ef e r e n c e D N A ) に ホ モ ロ ー

ガ ス な10

表 I S o u r c e s a n d d e sig n a ti o n s of o r g a ni s m s e m pl o y e d i n n u m e ri c al t a x o n o m y a n d

D N A r e a s s o ci a ti o n s t u di e s

N a m e a n d s tr ai n n u m b e r
,
a S

d e si g n a t e d w h e n i s ol a te d o r

r e c ei v e d

C . 鋸か 椚 g 乃ね 〝∫
1 8 1 , 3 1 7 , 30 2

70 31
,
7 0 3 3

,
7 0 34

,

7 0 3 6
,
7 0 3 7

,
7 0 3 9

5 0 6

D - 6

C . b 埴 r m e n ( a n s -1ik e s tr ai n s
8 2 - K Z , 8 2 -S J 2

,

8 2 - S J 3
,
6 9 2 7

72 2 2 R /1 00

r . ∫クJ
′

(おJ揖

,

,

,

R

20

0 3

0 9

棚
〔
山

`
U

7

7

3

2

■
･
･

二
つ
J

4

1

7

1 9

2 3

0 8

00

3 4

`
U

`
U

7

8

7

1

1

4
′

O

1

2

1

7
q
ノ

3

3
つ
ん

0
つ
ー

3

7
`
U

7
0
ノ

7

1
一

1

4
′

b

l

8 2 -S J4
1 7 3 4/別)
8 2 - P

C . 申 βr O g g J‡e ∫

1 7 3
,
1 4

C . お / 〟〃〃〟 m
ty p e A : 9 7

- S
ty p e A : 1 9 0 ,
typ e E : I w a n ai , T e n n o

S o u r c e o r r e 托r e n c e

S tr ai n s i s ol a t e d fr o m s oils
,
K a n a z a w a

,
J a p a n ( N j sh id a , T a m ai

a n d Y a m a gi sh i , 1 9 6 4)
S t r ai n s i s o l a t e d f r o m h e n f h e c e s

,
K a n a z a w a

,
J a p a n (N i sh id a

e J αJ .
,
1 9 6 4)

H u a n g , H o n g K o n g U n i v e r si ty , H o n g K o n g ( O ri gi n ally
N C T C 5 0 6)
N a ti o n a! I n s tit u t e o f H e alth

,
T o k y o , J a p a n

H u a n g , H o n g K o n g ( H u a n g , 1 9 5タ)

H u a n g , T a m ai a n d N is h id a (1 9 65)

M r s I r e n e B a tty , W ell c o m e R e s e a r c h L a b o r at o rj e s , B e ck e n h a m ,
E n gl a n d

H tl a n g , H o n g K o n g (H u a n g , 1 9 5 9)

H u a n g g / dJ . (1 9 6 5)
P ri v o t

,
P a st e u r I n s ti tu t e

,
P a ri s

S t r ai n s i s ol a t e d f r o m s oil
,
K a n a z a w a

,
J a p a n

N a ti o n al I n s tit u te o f H e alth
,
T o k y o , J年P ? n

H o k k ai d o I n s ti tu t e o f P u b li c H e al th , H o k k ai d o , J a p a h
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F L l の ラ ベ ル D N A ( 1 . O F L g D N A ) に 対し, 1 00 p l

の 2 .2 僑強の ク エ ン駿 ソ ー ダ液 (以 下S S C と 略す｡

S S C と は0 . 1 5 M -S o dit l m C h l o rid e と 0 . 0 15 M
-S o d

i u m c itr a t e の 略 , p H 7 .
0) か 或 は C O m p e tit o r D

N A (普通は75 /J g を使う が時と し て 150 スノg を使う 時

も ある) の 2 . 2 倍濃度 S S C 溶解液 を バ イ ヤル 瓶 (

6 X 2 5 m m) の 中に 加える ｡ フ ィ ル タ ー の サ イ ズ は3 ×

9 m m であ る ｡ バ イ ヤル 瓶 を60 ℃1 5 時間で保 っ た後, 6 0

℃ の 温度で 2 倍強濃度の S S C で 洗い , 乾燥 した｡ そ

の 後 U nile x ト A ( N u c l e a r -C h i c a g o C o . , D e s P l a

i n e s
,
Ill .

,
U .S . A .) 液体 シ ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー

で計 測した｡

Ⅶ . D N A
- D N A h y b rid s の 熱安定性試験

l())

濾紙板上 に 吸収 させ たh o m ol o g o u s 及びh e t e r ol o g o

u s D N A の 複合 hy b rid s は上 述の 操作方法に よ っ

て 作成した
｡
こ の 濾紙 を2 倍洩度 のS S C で洗っ た後,

昆 虫 ピン で辣 し, ガ濃度の S S C I . 2 Ⅶg を含む ワ ッ セ

ル マ ン試験管 (13 × 1 0 0 m m) の 中に 置く｡ こ の 試験管

は水槽の 中に 置く ｡ 次 に こ の 濾紙 を10 分 間隔で
一 連

の 5 ℃ずつ の 羞の あ る試験管の 申をう つ して行く
｡
( 水

槽の 温度は実際に は 5 分た つ と所定の 新温度 に 到達す

る) ｡ 各々 の 試験管内容 をシ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ヤ ル 瓶

の 中に 空け
,
0 . 5 Ⅰ判官のガ漉度強の S S C で 洗い 更に10 m ゼ

の T rit o n X ･1 0 0 調整液( トル エ ン対 T rit o n X ･1 0 0

= 3 対2 ) を バ イ ヤ ル 瓶の 中に う つ し, 最後 に液体 シ

ン チ レ ー シ ョ ン カ ウン タ ー に う つ す
｡

実 験 結 果

Ⅰ
. 数値分類に よ る検討

8 株の 有毒, 無寿の C . s o rd ellii
, 1 1 株の C .b if e r m ･

e n t a n s 並 び に 5 株 の C . b if e r m e n t a n s 類似 菌

( C . s o r d ellii と命名保管さ れ て はい る が, 無毒 で且 ウ

レ ア ー ゼ反応が 陰性で あ る) を用 い て , コ ン ピ ュ
ー

タ ー に よ る数値分類の デ ン ドロ グ ラ ム を作 ると (図

1 ) す べ ての 株が極 めて 高い S 一 億 , 即ち88 % で相

互 に 連り, C . s p o r o g e n e s や C .b o t uli n u m 等と は82

% で連り
一 応区別さ れ る こ とが わ か っ た ｡ こ の舶 %

で連 る分額群 (88 -

pb e n o n ) は更に91 % の S
州 債の

所で更 に 2 つ の 分類群 に 分かれ た ｡ こ れ を Ⅰ, 及 びlI

とい う ふ う に したが p h e n o n I に は , す べ て の C ･

b if e r m e n t a n s 株と C . bif e r m e n t a n s 類似株が 含ま

れ た が
,
p h e n o n II は , 有毒と無毒の す ぺ ての C ･ S O

-

r d ellii を含ん だ｡

い か に こ の 両群が類似した 菌群 である か を見るた

め に
, 表 2 で ph e n o n II (C , S O rd e11ii 群) の各菌の

p h e n o n II 群自身の 各薗との S
一 億 の総平均債(平均

S
一 億) を出 し, 且 又 , 第 I 群即ち C . b if e r m e n t a n s

及び C .b if e r m e n t a n s 類似菌各薗との S 一値の 総平

均S - 値 を出し たも の と比 べ た もの を表 2 と して示

した
｡
こ の 表 を見れ ば C . s o rd ellii の 中に は C , b if e ･

r m e n t a n s と極め て類似 した も の が ある こと が判 る｡

この 類似 した両群 の 間で両者 を区別す る 鑑別点を探

す とす れ ば, マ ン ノ ー ス
,
ソ ル ビト

ー ル の分 解, ウ

レ ア ー ゼ活性, ア ル ギニ ン , デア ミ ネ ー ス
,
並 び に

マ ン ノ
ー

ス に よ る 増殖抑制の 5 規準 と考 えら れた (

表 3) ｡ マ ン ノ ー ス に よ る増殖抑制に 関 して は従来報

告さ れて い な い 新事実で か るが , 1 % 加 マ ン ノ ー ス

加P Y 培地で は ph e n o n I の 菌群の 増殖を促進 した

が
, ph e n o n II の 菌群の 増殖を抑制す る こと が判 っ た

(表4 )
｡
1 2

～

2 4 時間培養の後で は菌の Iy si s が起る

の で24 時間値の 値 を示 し た｡ こ の他16 の 糖を調べ たが,

い づ れ も マ ン ノ
ー ス に よ る増殖抑制の 作用 を見る こ

とが な (
,
こ の p h e n o n II 群 に 対す る マ ン ノ

ー ス の

増殖抑制 は特異な もの で あ る こ とが 判 っ た ｡

ⅠⅠ
, 細胞壁構成糖

次 に C . s o r d ellii 並 び に C .bif e r m e n t a n s の 細胞

壁構成糖 を ペ ー パ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を用 い て 検

討を行 っ た (表5 )
｡
用い た34 株の 内1 株を除く33 株

の す べ て に グ ル コ
ー ス を証明す る こ とが 出来た が,

1 8 株の C . s o r d e11ii の 細胞壁 に マ ン ノ ー ス も ラ ム ノ
ー

ス も認め る こ とは 出来な か っ た ｡ これ に 反 し て マ ン

ノ ー ン は11 株の C . b if e r m e n t a n s の す べ て に 認め ら

れ た｡ C . b if e r m e n t a n s の う ちN() .7 0 31 , 7 0 3 3 , 7 0 3 4 ,

表2 M e a n si m il a riti e s o f e a c h ph e n o n - 1I s t r a in

( C . s o rd ellii) t o o th e r s tr a i n s in th e s a m e

ph e n o n (II) a n d t o all st r a in s i n a n o th e r

p h e n o n ( Ⅰ)
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7 0 3 7 並 び に70 39 の 記名をも つ 5 株はC .b if e r m e n t a n s

と して は異 常に 細小 な コ ロ ニ ー

を示 す に もか かわ ら ず
,

C .bif e r m e n t a n s の 通常型 の溶血 環 よ り はる か に ひ ろ

い 溶血環 を示 す と い う も の で あ るが
,
グル コ ー ス

,
マ ン

ノ ー ス と ガラ ク ト
ー ス を示 し, ラ ム ノ ー ス を認 める こ

と は出来なか っ た ｡ C .b if e r m e n t a n s 類似薗と して用

い た82 L K Z 菌は も とも と毒素原性 をも つ C , S O rd e11ii

株か ら得たウ レ ア ー

ゼ
,
毒素原性共 に 陰性で コ ロ ニ ー

図

P e r c e n 細g e si m 泡 rtt y

7 0 8 0 9 0

も 又 C ･bif e r m e n t a n s に 似た も の で あるが
,
こ の 菌の

糖構成 はグ ル コ ー ス と ガ ラク ト
ー ス を明瞭に 認 める こ

と が出来たが , マ ン ノ ー ス
,
ラム ノ ー ス は認知す る こ

と は出来なか っ た ｡ 現在毒性, ウレ ア ー ゼ 陽性の 定型

的な C ･ S O r d e llii 8 2 - P の 細胞壁構成糖 はは グル コ ー

ス の 他に 痕跡と し てガ ラ ク ト ー ス を示 し, 8 2
-

R Z と

等しい 構成 を示 した｡ しか し なが らも とも と82 -

K Z

か ら s in gl e c ell i s ol a ti o n に よ っ て得ら れた82 岬 S J 2 ,

S t r ai n
埼

p h e n o n

l O O

B 5 0 6

B D -

6

B 7 0 3 3

B 7 0 3 6

B 7 0 3て

B 7 0 3 4

B 7 0 3 9

B L 8 2 - K Z

B L 8 2
-

S ｣ 3

B 3 1 7

B L 6 9 2 7

B 7 0 3 7

B 3 0 2

B L 8 2 - S J 2

B L 7 2 2 2 R/ 1 0 0
N S 1 6 1 9

N S 1 7 3 4/ 9 0

N S 1 6 2 0

N S 6 8 0 0

S 1 7 3 3

S 1 7 3 4

S 4 7 0 8

S 7 2 2 2 R

N S 6 9 2 9

S 4 7 0 7

N S 1 3 4 0

N S 1 6 2 3

N S 1 6 2 1

S 3 7 0 3

S 1 7 3 2

S 8 2 - S ｣ 4

N S 4 7 0 9

S 8 2 - P

B 1 8 1

C . j p O ′叩 e 〃 e ∫ 1 7 3

C . 5 p O ′叩 e 〃 e ∫ 1 4

C . わo r 〟 仙 〟 m 1 9 0

C . β0 拍/血 〟の 9 7 S

C . ム0 ∫〟〟m 〟ロ ル㈹ n a i
⊥

ニ ー

C . 加 血 砧 仙 仰 T e n n o

D e n d r o g r a m o f C ･ b 腑 r m 轡
a 71 S

,
C ･ S O rd e M il

,
a n d r efb r e n c e s tr ai n s ･

*
B = C ･ b 砂

･

m e ′lt a ]1 S ;
B L = C ･ b 娩 r m e n t a n s -1ik e st r a m ; S = t O Xi g e n i c C . s o rd b 〃fi; N S

=
n O n

, t O Xi g e n i c C . s o r d u [[l .
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8 2 - S J 3 並 び に82 - S J . に 関 して は82 - S J 2 と82 - S J 3 に 関 し て は , グ ル コ
ー ス の み が 証明 さ れ る に す ぎ

は ウ レ ア ー ゼ
, 毒性共 に 陰性で コ ロ ニ ー

も C . b if e r m - ず, 毒性, ウ レ ア ー ゼ共 に 陽性で 定型 的 C . s o r d e11ii

e n t a n s に似たコ ロ ニ ー を呈 するもの であ っ たが 82
- S J , の 性状を 示す82 - S J . が グ ル コ ー ス の み を示 す の と全

豪3 S o m e bi o c h e m i c al c rit e ri a diff e r e n ti a ti n g p h e n o n l f r o m ph e n o n II

p b e n o n
N u m b e r r

-

N u m b e r of st r ai n s givi n g a p o siti v c r e s u lt i n t e st s

O r g r O W t h

i慧蕊 r

免r m e n 禦竺竺L
in b

晋
i o n p b o s p b a t a 5 e n r e a S ¢ 由 a m i

三讐 L 詣…;y
m a n n o s ¢ S O r bit o l m a n n o s e

*
a 柑ini n ¢ V ali n ¢ al a ni n e

Ⅰ 14 12 ■ 13 0 8 0 14 7 8 0

ⅠⅠ 16 1 1 1 5 0 1 6 1 0 0 9

● S e e 員宛 f加 (お a n d t a bl e 4 .

喪4 I n hib iti o n of g r o w th o f c e r t a in o r g a ni s m s b y m a n n o s e

書
P Y =

p ep t O n e y e a St
-

e X t r a C t m e d i u m ; P Y M
ニ P Y m e d i u m wi th m a n n o s e (1 %) ( S e e 肋 th o d 5) .

† B = C
･b 昨 r m e n la n s ; B L = C . b 腑 r m e n la n s -1ik e $ t r ai n ; S ; = t O Xig e ni c C s o r d kZ H i; N S = n O n

-

t o xi g e n i c C . ∫♂r(お肪J .

=誘KJ
r

ft
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く等 しい 所見 を呈 した｡ しか し , 8 2
- S J 3 はウ レ ア ー

ゼ 陰性, 毒性陰性で コ ロ ニ
ー も C ■ bif e r m e n t a n s と

変ら ず, 細胞壁構成糖 も C . bif e r m e n t a n s と全く 変

らぬ も の で あ っ た ｡

ⅠⅠⅠ
.
D N A - D N A h o m ol o g y

ph e n o n I ( C . b if e r m e n t a n s) と ph e n o n II ( C ･

s o r d ellii) との 間で D N A - D N A h o m ol o g y 試験 を

行っ た ( 表6 )｡ p h e n o n I( C ･ bif e r m e n t a n s 群) の82

SJ 2 は , 元来 , C s o r d ellii 由来の も ので あ るが , 培養

性状, 生 化学性状の 他 に ウ レ ア
ー ゼ

, 毒素原性, コ ロ

ニ ー の 所見か ら C . b if e r m e n t a n s と殆 ど変ら な い
一

方 C . s o r d e 11ii の 株と90 % の S 一億 を示 す 程に C ･

S O r d ellii に も近く, 両者の関係を知る ため あ えて C .

bif e r m e n t a n s の レ フ ア ラ ン ス 株と して 用い た｡ こ の

82
- S J 2 は D N A - D N A h o m o lo g y の 上 で も ph e n

･

O n I ( C . bif e r m e n t a n s 群) の 各者と91
～

1 0 0 % に わ た

っ て の高い D N A
-

D N A 相同性 を示 したが , p h e n o n

II の 各者と は4 3 -

7 2 % に わ た っ て の 巾に わ た りなが ら

も か な り に 高い ホモ ロ ジ ー を示 す こ と が判 っ た ｡ こ れ

に 反 して ph e n o n II ( C . s o r d e llii) の レ フ ア ラ ン ス 株 で

あ るN o .1 6 2 0 株を レ フ ア ラ ン ス 株と して , それ ぞれ の各

群 の 各者 に 対 して検討 す る 時, ph e n o n I と ph e n o n II

はかな り に 近い グ ル ー

プ で あ ると は言え, 区別 しう る

可能性が あ る こ とが 判っ た ｡

表5 C ell- W all s u g a r s of C l o s t rid i u m s o rd e llii a n d C . bif e r m e n t a n s

+
一

〓
+

t r
一

+
t r
一

一

tr

十

t r

t r

〓
t r

〓
一

+

十

+

+
+

+

+

+

H
-

-

=

十

H

笠
十

H

H
-

‡
H

‡
H

エ
H

H

H

十

王
H

=
I
H
t r

H
+

H

H

H

≡

≡

≡

≡

≡

≡

H

+

H
+

H
+

‡
Ⅰ
+

-

1

H

H

H

一

≡
〓

二
二

≡
〓

〓

=

H

±

±

二

二
二

H

二
十

H

H

* tr = T r a c e ; + , + + i n di c a te th e r el a ti v e a m o u n ts p r e s e n t ･



4 8

Ⅳ
.
D N A ～ D N A d u pl e x の 熱安定性試験

同 一

ph e n o n 内の D N A 相互 の 間 で 形成さ せ た D N

A
-

D N A h y b rid s と異種の Ph e n o n s の 間に 形成さ

せ た D N A
-

D N A h yb rid s に 対 して その 安定性に 対

して 熱安定性試験を行 っ た ｡ 図2 に 示 した 様に p h e n o n

I の レ フ ア ラ ン ス株の 82 - S J 2 に しろ ph e n o n II の レ

フ ア ラ ン ス 株の1620 株 に し て も , そ の 自己 自身の D N

A とのh y b rid s は安定 した変性 カ
ー プ を示 す に か か わ

らず, p h e n o n I と ph e n o n II 間の h yb rid s で は , 表

6 に 示 す様 に △ T m ( e) に お い て ,
ホ モ ロ ー ガ スの コ

ン トロ ー ル 値と 9 ～ 1 0 ℃ の 差△ T m ( e) を示 した
｡
こ

れ に 反 して , 各 p h 印 O n 内群 と の 菌相互 の間で は,

D N A - D N A h o m ol o g y 試験 で は い く らか の 変異

域 を示 し つ つ も , D N A
-

D N A h y b rid s の 安定性

に 関し ては, 一 定した安定性の 差 を示 し, 異 っ た p h ･

e n o n I と ph e n o n II との 間で は遺伝的には近 い な が ら

も
,
差 を認めう る こ とが判 っ た ( ホ モ ロ ー ガ ス な D N

A d u pl e x で は 2 .6 ℃ 以 下で あ っ た の に
,
選る ph e

n o n の 間で は 7 . 8 ℃ - 1 0 .5 ℃ の 間 に わ た っ た) ｡

考 察

J o h n s o n ( 1 9 7 3 年)
1O )
は D N A - D N A h o m ol o g y

と い う 観点 か ら S p e Ci e s とい うも の を定義 し, 8 0r%

以 上 の 相同性を も つ も の を g e n o - V a ri e t y , 6 0 ← 7 0 % 台

の 相同性の も の を g e n o - S u b s p e ci e s と し て
,
この程

度 まで は -

つ の S p e Ci e s と して見な され る べ きも の

と した (彼 は現 実に 用 い られ て い る S p e Ci e s と区別

し て g e n o
･

S p e Ci e s と 言う 言葉を用い て い る) ｡ 著者が

本研究の 対象と した C . bif e r m e n t a n s と C . s o r d e

llii は こ の 見 地か ら言え ば, N

つ の g e n o
-

S p e Ci e s に

入 れ て 良い も の と思 える
｡
しか しな が ら

, 分 額学と い

う も の の 現 実性 か ら考え
,
医学上 , C . s o r d ellii が毒

素原性 の ある菌種 ( も っ とも その 無毒株 も多い) で あ

り
,
C ･ b if e r m e n ta n s が決 して毒素原性 を示 さ ぬ 株で

あ る こ と を考え る時, こ の D N A M D N A h o m ol o g y

上
, 約30 % , △ T m ( e) 上 約10 ℃ の 差 を 示 す こ の 近

接 した両群の 間 に 何ら か の 差を示 す性質 を発見 しよう

と し
,
例 え僅か なも の であ っ ても , それ で 区別 しう る

表6 P ol y n u cl e o ti d e s e q u e n c e r el a ti o n sh ip s b e t w e e n st r ai n s of ph e n o n s l a n d l I

ホ S e e f b o t n o te to ta bl e I V .

† …
= N o t t e s te d .
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な ら ば, 別種と す る こ と は意義 あ るも の と言う べ き で

あ ろう と 著者 は考える (別種とす るか , 或 は u n id e n -

tifi e d と し て無毒の 株を有毒種 と区別す る こ と は, 従

来の 医学に たづ さ わ る分類学者の伝統的手法で あ る) ｡
15 )

こ の 意味で 著者 は, 従来か ら述 べ られ て い るも のの う

ちで, ウ レ ア
ー ゼ

,
マ ン ノ ー ス 並 び に ソ ル ビ ト

ー ル の

分解の 他 に , ア ル ギ ニ ン脱ア ミ ノ 酵素反応, 特に マ ン

ノ ー ス に よ る増殖抑制の有無が上 述の 遺伝学的差異に

相応す るも の と して有意義 な鑑別点 と考 える に 致 っ た ｡

細胞壁構成糖 に 関し て は N o v o t o n; 6) は , C . bi -

f e r m e n t a n s は グ)t / コ ー ス
,
マ ン ノ ー ス と ラム ノ ー ス

或 はガ ラク ト ー ス か ら成り
,
C . s o rd ellii は グル コ ー

ス の み か 或 はグ ル コ ー ス の 痕跡の ガ ラ ク ト ー ス か ら成

乃

60

勤

40

卸

P
む

>
0

∈
巴
く
N

凸

P

望
①

ム
付

こ
0

¢

謬
l

u

g
L

¢

d

る パ タ
ー ン を示 す と述 べ て 両者が 区別 しう る と述 べ て

い る
｡ しか し , R od e ら

16)
に よ れ ば

, 彼の用 い た 6 株

中2 株の C . b if e r m e n t a n s は グル コ
ー ス の みの 構成糖

か ら成る と述 べ てい る (残りの 4 株 はグル コ ー ス
,
ラ

ム ノ ー ス と に 更に ラム ノ ー ス か 或は ガラク ト ー ス が加

わ っ て い ると 述 べ て い る)｡

こ の 様 に
,
構成糖が菌 に よ っ て色々 異 るばか りで は

な く,
一

つ の 菌株 に つ い て も色々 の構成糖を も っ たも

の が 現れ得 る こ とが , C . s o r d e11ii 8 2 の S u b st r ai n s で

見られ る と著者は本論文で述べ た｡ 元来, こ の株が無

毒株 を生 じ易い こ とに つ い て B r o o k s ら
3)

は1 95 8 年の

記載の 申で述 べ て い る が, H u a u g は L e e d s 大学 K .

Ⅰ. J o h n st o n の 協力1 1) に よ り
,
この 株より Si n gl e c e ll

図 2

王氾 55 6 0 65 7 0 75 80 8 5 90
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T h e r m o -
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- S J 2 ,

3 H - D N A : △ h o m o I o g o u s , A h e te r o -

l o g o u s ; St r ai n 1 6 2 0 ,
3 H - D N A : O h o m o ) o g o u s , ⑳ h et e r o 1 0 g O u S . T h e r e a s s o ci a ti o n s w e r c

ロ? T ねr m ed i n
-

d o u bl e - Str e rLg th S S C a t 6 0
0

C . T h e el u ti o n p r o fi ] e s w e r e p e rf b r m e d i n h alL
I
s tr e n gth

S S C .
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i s ol ati o n の 操作の 下に , い く つ かの S u b str ai n s (

8 2
一 引 ‥ 紀 - S J 3 , 8 2

-

S 4) を得たが, 著者はこの 株を

ゆずりうけて検討した所, 8 2
- S J 4 及び82

- S J 3 は , す べ

て の性 帆 D N A
-

D N A h o m ol o g y の 上 で は 全 く

C . bif e r m e n t a n s と し て 良い に も か か わ らず, そ の

c ell w a ll の み は C . s o r d ellii の それ で あ ると い う結

を得た ｡ H u a n g は又 , こ の S in gl e c ell か ら得た の

82
- S J 4 の 加熱耐性株を選択す る こ と に よ っ て , 生化

学性状, 免疫学的性質 の 上 で C ･ bif e r
m e n t a n s と区

別 し得ぬ 似た菌 を得たと述 べ て い る｡ 我々 の 研究か ら

推定 して 確か に , 現実的に は C . b if e r m e n t a n s と C ･

s o r d ellii と
一 応区別 して良 い 群が 自然界 に 存在す る

様に 思 わ れる が, 極め て近接性が つ よ い た め時と して

区別 し得ぬ 中間株が現われ る と著者 は考え る に 致 っ た ｡

結 論

Cl o st ridi u m b if e r m e n t a n s と C l o s
t ridi u m s o rd e -

11ii の分奨学的研究 を n u m e ri c al t a x o n o m y ( 数値分

類) と D N A
-

D N A h o m ol o g y 及 び D N A M D N A

h yb rid s の 熱安定性試験の 新方法 を用 い て再検討 した

結果, 両者 は遺伝学的に は
一

つ の g e n O
-

S p e Ci e s とす

べ き もの で は あ るが, い く ら か 異 る こ とで S u b
-

g e n O
･

s p e c i e s と見ら れ る こ とが 判っ たが
t a x o n m y の ｢ 現

実性｣ 換言すれ ば ｢ C ･ S O r d e llii は有毒種で ある の に

C . bif e r m e n t a n s は決 して毒素原性 を示 さ ぬ とい う 医

学上の立 場｣ か ら両者が実際の 性状 で 区別 しう るも
の

が あれ ば 区別 した い とす る立場 に 立 ち, こ の 鑑別点と

して, ウ レ ア
ー ゼ産生能 ,

マ ン ノ ー ス
,
ソ ル ビ ト ー ル

分解能 とい う従来知られ た もの を確認す ると共 に 祈ら

しく
,
ア ル ギ ニ ン 脱ア ミ ノ活性並 びに マ ン ノ

ー ス に よ

る増殖の 抑制の 有無に 由る差 を用 い る こ とが 出来 る こ

と が判 っ た｡

稿を終る に 臨み , 終始御懇璃なる御指導と御校閤を賜 っ た西 田

尚紀教授ならび に種々な る御援助御助言を戴い た中村信
一

助教授,
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