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潔)2 金沢大学十全医学会雑誌 第85 巻 第 5
･

6 号 勤2 Ⅶ510 (1 9 7 6)

C l o st ridi u m a b s o n u m の 分離 と そ の 培養

及 び生化学的性状 に つ い て

金沢大 学 医学部微生 物学講 座 ( 主 任 : 西田尚 紀教授)

早 瀬 満
( 昭 和5 1 年 4 月2 3 日受 付)

先に
,

N a k a m u r a
,
S h i m a m u r a

,
H a y a s e , N i s hid a

は Cl o s t rid iu m p e rf ri n g e n s 楼 蘭種 と し て Cl o st ridi u m

p a r a p e rf ri n g e n s N a k a m u r a
,
S hi m a m u r a

･
H a y a s e &

N i shi d a 1 9 7 3 を S p e Ci e s n o v . とし て提唱 し た
｡

ニ の

時同 時に , 著者が既 に 分 離し た ま ま ,
分類学的位置 を決

め か ぬ て い た C , p e rf rin g e n s 様簡殊 に つ い て , 中村ら と共

に 数値分類 ( N u m e ri c al t a x o n o m y) 及び D N A - D N A

相 同性試験 ( D N A - D N A h o m ol o g y ) に よ り
,

ニ の 菌

鮮を Cl o st rid u m a b s o n u m s p ･ n O V ･ と し て 脚昌L た
｡

こ の 際, ニ の 菌群 が C . p e rf rin g e n s と極 め て 似て い る に

もかか わら ず
, そ の レ ン チ ネ 一 久 活 性が C ･p e rf ri n g e n s

の A 型抗 毒素血 清で 抑 削きれ 懸 い 事 及び マ ウ ス に 対し毒

性 を示 す串か ら
,

ニ の 薗群に つ い て
,

更 に 分 取 生化学

的性状
, 毒性 な どに つ い て検討する必 要が ある と 考え,

こ の こ と に つ い て検討し た結果 を本鞭で 報告する ｡

実験方 法 及 び材料

供試南棟: C . a b s o Il u m ; 前報
1)

の 数 値分 頬実 験 に 用 い

られ た こ の 簡椎 の 代表 種3 株, 即 ち
,

C . a b s o n u m H A

7 1 0 3
,
H A 7 1 0 7

,
H A 9 1 0 3 及び結果の 項 で述 べ る新分 離

法 で分離し た2 0 株計2 3 株を主 と し て使用 し た
｡

C ･ p a r a p eT

rf ri n g e n s ; 前回
1 )

の 実験 で使崩 した1 0 株
,

即 ち C ･ p a r
-

a p e rf ri n g e u s 3 - 1
,

3- 3
,
9

,
1 W

,
5

,
G

,
H

,
2 2 2 7

,
7 6 0 6

,

1 2 / 1 6 B を 馴 ､ た
｡

C ,p e rf ri n g e n s ; 教 室保 存の 非加 熱

分 維株2 0 株と 国立予 防衛生研 究所よ り分 与を受 け た C ･

p e rf ri n g e n s t y p e A P B 6 K N , L ,
の 計 2 1 株を使用 し

た
｡

生化学的性状 試験 : S t e r n e
,

V a n li e y ni n g e n ら
2)

の

記載に従 っ て行 っ た ｡ 更 にゼ ラ チ ン 液化能は 従来の 方法

より 鋭 敏な V i r gi ni a p oly t e c h n i c I n s titu te ( U , S . A .)

の 方法
3 )

も併わせ 行 っ た
｡

Ⅴ. P .Ⅰ. の 方法は 次の 如 〈 で

あ る ｡
0 . 5 % プ ロ テオ ー ゼ ペ プ ト ン ( D if c o ) ,

1 .0 % 酵

母 エ キ ス( D if c o ) ,
0 .5 % 食塩

,
0 . 1 % チ オ グリ コ 叫 ル酸ナ

いj ウ ム
,
10 % ゼ ラチ ン r p H . 7 . 2) を5 m ゼず つ 中試 (1 6 , 5

× 1 6 知 m ) に 分 注 滅菌後, 肝 片 加肝 臓 ブイ ヨ ン で前培養

し た菌 液0 . 5 m ゼを植菌し, 嫌気 ジ ャ
ー で3 7 ℃ 3 週 間培養

後1 時間 4 ℃ に 放置し
,

そ の 後室温 で 試験 管を逆 にたて

内容物の 落下 時間 を測 定し, 植菌して い な い 培地 の落下

時間の % 以内で 落下 す る もの を陽性 とする
｡

ミ ル クの

s to r m y f e r m e n t a ti o n を検討する ため に 使用 した培地

は
,

脱 脂 粉乳20 g を蒸留水 18 0 に 溶解し1 0 mゼず つ中試に

分 注し ,
1 00 ℃1 5 分 3 日間 3 回 間敬 滅菌し 使用 した

｡
D N A

D N A 相 同性 試 験 : N a k a m u r a d
)
の 記載に 従 っ て行っ

た
｡

毒素塵性 及びそ の 活性 の 測 定: 毒素産生 用培 地はN 由一

hid a ら
4 )

の ク ッ ク トミ
ー トブ ロ ー ス を使用 し

,
7 時間

37 ℃培 養の 培養液液を 原毒素と し た
｡

段 階稀釈の毒素液

0 . 4 m ゼを 1 群2 匹 の マ ウ ス の 尾 静脈に 静注 し ,
4 8 時間以

内の マ ウ ス の 生 死を観 察し 2 匹 の マ ウ ス に 対 する M L D

を求め た ｡ 同時に レ シ テ ネ
ー ス 活性を V a m H e y ni n g e n

5)

の 方法に よ っ て 測 定し た
｡

レ シ チ ネ ー ス 括性 と C .p e rf ri n g e n s の A 型抗毒素血清

と の 親和性 : (1) i n vit r o の 中和実験; 毒素液 0 . 4 m 現こ種

々 の 濃 度の C . p e rf ri n g e n s A 型 抗毒素血 清0 . 0 5 m e を加え

37 ℃2 0 分 反 応させ た 後,
0 , 0 2 M b o r a t e b f u ff e r p H 7 ･2

( 含 0 . 1 M C a

+ +
) を加え総量を1 m e と L M its ui ら

6j

の 記載に 従 っ て調整 し た卵黄液2 m老を加 え,
レ ン チネ

ー

ス 反 応 の 結果起 こ る 各管の 混 濁 度を光電比 色計 ( 島津ス

ペ ク ト ロ ニ ク ス2 0 ) の 波 長 4 7 0 n m を用 い 5 分毎1 時間測

定し た
｡ (2) i n v i v o の 中和実験; i n vit r o とIii】様に毒

素液 0 4 m ゼと種 々 の 浪度の C . p e rf ri n g e n s A 型抗毒素血

清0 . 0 5 舶 を混 合し3 7 ℃20 分反応 させ た後
,

0 .
4 5 mゼを1 群

2 匹 の マ ウ ス の 尾静脈 に 静注 し4 8 時間以 内 の マ ウス の生

I s ol ati o n of Cl o st ridi u m a b s o n u m a n d it s c ult u r al a n d bi o ch e m i c al p r o p e r ti e s M it s u r u

H a y a s e D e p a rt m e n t of B a c t e ri ol o g y ,
S h o ol of M ed i ci n e

,
K a n a z a w a U ni v er sit y

P ir e ct o r : P r of ･S ･ N i血id a) .
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死を観察L 2 L一⊆の マ ウ ス に 対する M L D を求め た｡ な お

C .p e r 狛 n g e II S の A 型抗 毒素血 清 ( 5 5(〕国際単位 / m ゼ)

: u
･

葉県血清研 究 所Ⅵ 製 品を使用 し た
｡

O X y g e n
-1 a bil e

h e m oly sin の 塵生 と そ の 括 生 の 測完 及び C . p e rf ri n g e n s

針軋毒素 血清 と の 親和性 : o x y g e n -1 a bil e h e m ol y s in 産

生 卵吉池 は 3 % ( W / v ) プ ロ テ オ
ー

ゼ ペ プ ト ン ( Dif c o )

0 .25 % プ ラ ク ト
ー ス

,
0 ･ 5 % 食胤 0 . 1 % チ オ グリ コ ー ル 恨

ナトリ ウム ( p H 7 ･ 4 ) を 使用 L た
｡
こ の 培地 で 4 代継 代

培養した菌液をn
･ 1 mゼ

/
′
/
/

1n mぞの 割 合で植菌 し3 7 ℃ 7 時間

培養した培養濾 液を原毒素と L た
｡

0 Ⅹy g g e n -1 a b ile h e m .

錦 S血 は 血 e m e r ら
7)

の 方法 に従 っ て測 定し た
｡

次 に

囁毒素0 ･ 0 5 m e に 適宜稀 釈 L た C ･p e rf r in g e n s の C 抗 毒素

血清0
･ l mゼを加え 室温 に 15 分放置 後, こ の 混合瀾 の 残余

の 0 Ⅹy g e n
･1 ab il e h e m o l y si n 清作 を測定 し精製 C . p e r

･

紬 g e n s の β 抗毒素血 清との 親和性 を み た
｡ な お , 精製

C .p e rf r in g e n s の 8 抗 毒素 血清 ( 6 1 8 単 位/ m e ) は国立

予 防衛生 研究 所の 村 田良介博 上 より 分 与を貴 け た
.
､

C . ab s o n u m の 毒素 の 精製: 毒素産生 開培 地 は 次 の もの を

使屈した
｡
' プ ロ テ オ ー ゼ ペ 7 ト ン( Dif c o ) 3 g ,

フ ラ クト 一

式0 .2 5 g , 食塩 0 . 5 g ､
チ オ グIj コ ー

ル 醸ナ ト リ ウ ムn . 1 g ,

F e S O 隻
･ 7 H P . 0 . 1 m g ,

M n S O .
･ 7 H

20 2 0 m g ,
Z n S O 2

･ 7 H 20

0 ･6 m g ,
M n C 1 2

･ 4 H 20 0 ･ 4 m g ,
N a 2 H P O l O ･ 5 7 g ,

K H 2S O l

O .1 4 g ,
thi a mi n e -2 H C l o . 1 m g , p y rid o x a mi n e

-2 H C 1

0 .1 mg ,
ni c o ti n i c a c id o . 1 m g ,

C al ci u m ･

p a n t O th e n a t e

O ･1 mg , p 血 e ric a cid o . 1 m g ,
rib ofl a v i n o . 05 m g ,

b i o

ti n o ･ 00 5 m g , 蒸留 水 10 0 m E ( p H 7 . 4 )｡
こ の 培地 を6 個

の 1 ゼの 三角 フ ラ ス コ に 9 0 0 m ゼず つ 入れ 滅菌後培養に 周

い た ｡ 前培養は 同 じ培地 で3 7 ℃ 4 時間 4 代静置培 養を繰

牛返した
｡ 5 代目の 菌液 9 m ゼを 9 0 0 m g の 培地 に 植菌し3 7

℃ 7 時間培養後, 冷却遠 心 機で 6
,
0 0 0 r p m ( 4

,
0 0 0 Ⅹ g )

15 分間遠心し そ の 上 清
5 )

4 0 0 舶 を 僚毒素と し た
｡
蛋 白質の

瀾窟は牛血清 ア ル ブ ミ ン を標準 と す るL o w r y ら
射 の 方

法によ っ た
｡
h o t -

C Old h e m o ly s in 活性の 測定 は Pill e m e r

ら
7)

の 方法に よ っ た
白 な お ,

t/ シ ナ ネ
一

久
,

O X y g e n
･1 a b il e

h e m oly s in
,

致死 活性 の 測 定は それ ぞ れ 前述 の 方法に よ

っ た
o 毒素液の 分画 精製は M it s ui ら の 方 法 に よ っ た

｡

操作はす ペ て 4 ℃ で行 い 遠心 は 冷却遠心 機で 6 , 0 00 r p m

r4 -000 Ⅹg ) 1 5 分間行 っ た
｡
なお 精製 の 詳和= ま結 果 の 項 で

述べ る
｡

実 験 結 果

1
.
C ･ a b s o n u m の 新分 離 法 C . a b s o n u m の レ シ ナ ネ

ー ス

反応が C ･ p e rf ri n g e n s の A 型抗毒素血 清 で 抑 制きれ 難 い

宰を利用 し,
C ･P e rf r in g e n s 及 び C . p a r a p e rf ri n g e n s か

:
) 区別L えるか も しれ ぬ と 考え C .p e rf r in g e n s の A 型杭

ま)3

毒素血 清 が 1
,

2
,

3
,

6
, 9 国際単位 / m 更に な るよ う

に ナ グ ラ ー

平 板培 地に 加え て検討 を行っ た 軌 表 1 に ホ

す 如く 2 国際単位/ m ゼで三 者を区別す る に 充分 で あ っ た

丈,
こ の 平板 を用 い る前の 増薗 剛 吉池 とし て C . a b s ｡ n u m

がサ リ ン ン を即 時分解す る が 他の Cl o s tridi a で サ リ ン ン

を分解す る も の が 少 な い 事を利用 し , 0 . 5 % サ ■j シ ン 加フ

ロ テ オ ー ゼ ペ プ ト ン 培 地 を使屈 し た ｡ 節分離法 は 次の 如

〈 で ある ｡ ま ず
,

′卜豆大 の 試 料をサ リ シ ン 加プ ロ テ オ ー

ゼ ペ プ ト ン 培 地 に 入れ3 7 ℃ 1 晩培 養L た
｡ 泡の ふ い た背

から 1 白 金耳 と
J) C ･ p e r f ri n g e n s の A 聖抗毒素 血清を 2

国際単位/ 舶 含むナ ブラ ー

平 板に 塗布し3 7 ℃
一

晩 培養 し

た
｡

こ の 際, も っ と も混 同き れや す い C .b if e r m e n ta n s

に つ い て は ラ クト
一

利Jロブ イ ヨ ン を開 い て
,

ラ クト ー ス

分解陽惟 菌 をと る こ と で C ･bif e r m e n t a n s の 混 入 を殆 ん

ど避け る こ と が で き た
｡

ナ グラ 】

平板上 で レ ン チ ネ
ー

ス

反応 が抑 制さ れ て な い 菌を釣菌L ラ ク ト ス加 ブ イ ヨ ン で

1 晩 培 善後, 泡の ∴ い た管か ら 1 白金打と 瞥) l
j グ ル コ

ー ス加 血液 寒 天上 に 埠和し3 7 ℃ M

晩培 糞磯 C .p e rf r in-
g e n S の コ ロ ニ

ー

惟満 と同様 の 釦 状 の 緑 色で 溶 血の あ る

コ ロ ニ ー

( 図 1 ) を釣 菌L 常用 の 生 化学性 状 試験 を 行 っ

た
0

こ の 際
,

2 % ゼ ラチ ン 酎 ヒ能 とラ フ ィ ノ ･

十ス 分解の

2 項 目 を 加 えた
｡

C
l a b s o n u m の 決 定に 際し ては,

サ リ

シ ン 即 時分軌 ラ クト
ー

ス 分解陽 性 ,
ラフ ィ ノ ー ス分 解

隙 軋 C ･p e rf ri n g e n s の A 型 抗毒素血 清で レ ン チ ネース

反 応 が抑 制され 難 い 事 ( 図 2 )
,
菌巾が0 ,8 ～ 1 .0 川 m ･て

あ る事 の 5 点 を他の 菌群と の 鑑 別点 と し た
｡

上 述 の 分 離

法で 土 壌か ら C ･ a b s o n u rn の 分離 を試 み た所, 第 1 回 は

試料9() の う ち4 4 即 ち4 9 % の 試 料に , 第2 回 は試 料4 5 の う

ち2 3 即 ち5 1 % の 試 料に こ の 菌を認 め た
｡ 但 し , 同時に 人

糞優に つ い ても4 9 試 料に つ い て分離 を試 晶 た が 1 株も 分

離L え なか っ た
｡

2
･

D N A - D N A 相同性 試験 こ れ ら C . p e rf r in g e n s と

極め て似た新分 離株が
,

C . a b s o n u m に
M

致す る か 否か

をみ る ため 無選 択 的 に え らん だ 新分 離株:i 株 仏 □1 a n ｡_8

M a r u h a s hi -3
, .
C p p

･8 ) と こ れら と C . a b s o n u m H A

7 1 0 3
,

C ･P a r a p e rf ri n g e n s 2 2 2 7
,

C ･ P e rf ri n g e n s P B 6 K

との D N A 上 の 相同性 を し らべ た
｡

A m a n o-8 ,
M a r u

･

h a sh i ･3
,

C p p
-8 は C ･ a b s o n u m = A 7 1 (}3 とそd L ぞれ

7 6 %
･

8 0 % ,
9 0 % と 高い 相 当性 を示 し たか

,
C . p a r a p e r ･

f ri n g e n s 2 2 2 7 と は3 1 % , 29 %
,

2 8 % と快 く ,
C , P e rf r in ･

g e n s P B 6 K とは12 % ,
12 % , 1 1 % と更 に 低く C . a b s o n-

u m の 記載と完全に
一

致 し, 新分離件は C . a b s o n u m に

属する こ とが 確かめ ら れ た
｡

3 ･ C ･ a b s o n u m の 毒性 と レ シ ナ ネ ー ス清 作J互び C . p e r-
f ri n g e n s の A 型抗毒素血清 と 珊瑚係, _j二述

の 節分離法

で 得ら れ た南棟か ら任意 に26 株を選 び , そ の 春作 を調 べ



ま)4 早 瀬

表 1 ナ グラ ー 平板上 に おけ る C ･ p e rf ri n g e n s ty p e A a n tit o x i n に よ る レ ン チ ネ
M ス 反応の 抑 制

使 用 菌 株

C . p e rf ri n g e n s ty p e A a n tit o x i n i n N a gl e r
'

s pl a t e

(i n t e r n a ti o n al u n it s / m l)

0 1 丁 2 3 6 9

C . p a r a p e rf ri n g e n s

22 2 7 + 十
*

+ + ± ±

3- 1 十 + + 十

H

C . a b s o n u m

H A 7 1 0 3

+ +

+ +

+

十 +

十

+ 十

+

十 十 + + + +

B A 9 10 3

C . p e rf ri n g e n s

P B 6 K

+ +

+ +

+ +

+ 十

十 +

+

+ +

+

+ + + 十

S o O 8- 1 + 十 +

S 7 14 2 + 十 + 土

S 7 1 37 十 十 十 ±

S 7 1 3 2 十 + + ±

㌧ + : コ ロ ニ ー 周 囲に レ シ テ ネ
ー

ス 反 応陽性

+ : コ ロ ニ
岬 下 に レ シ チネ ー ス 反 応 陽性

士 : コ ロ ニ
ー

下 に か すか に レ シナ ネ ー

ス 反応 陽性

∵ : 完全に レ シナ ネ
ー ス 反 応 な し

国1 C . p e rf r in g e n s と C ･ a b s o n u m の コ ロ ニ
～

( 1 % グル コ
ー ス 加血 液寒 天 上)



C l o st ridi u m a b s o n u m の 分離 とそ の 培養及び生化学的性状 に つ い て

1 2 3

1 C , a b s o n u m H A 7 1 0 3

2 C . p e rf ri n g e n s P B 6 K

3 C . p a r a p e rf r in g e n s 2 2 2 7

ナ ダラ
ー 平板下 半分 に C . p e rf r in g e n s の A 型

抗毒素血 清 ( 5 50 国際単位/ m l ) を塗 布し て あ

る .

図2 ナ グラ ー 平板上 に お ける C . p e rf r in g e n s の

A 聖抗毒素血清に よ る レ ンチ ネ
ー ス 反 応 の 抑 制

O D J
■70 n m

レ

シ

ネ

ネ

ー
ス

反

応

瀾
濁

度

幻5

た所18 株に2 ･ 5 - 5 ･O M L D 再祀の 毒性が あ っ た
｡

同時に レ

シ テ ネ
ー ス活 性 を 測定L た所0 . 3 ～ 6 . 9 E g g u ni t s ( E u )

/ mゼの 活性 を示 し た
｡
次 い で こ の C . a b s o n u m の レ ン チ ネ

ー ス 活性 と毒性 の C ･p e rf r in g e n s A 型 抗毒素血清 と の 関

係 をみ た
｡ ま ず

,
in vit r o で は C . a b s o n u m A m a n o

.8

と C ･p e rf r in g e n s P B 6 K を 同時に 培 養し, そ の レ シ テネ

ネ
ー

ス 活性 を それ ぞれ 4
. 6 E u ′

′

叱 5 .2 E u / mゼと だ い た い

同程度 に 調 整 し使 用 L た
｡ 結果 は 図3 に ホ す如く

,
C . a b

S O n u m A m a n o q 8 は2 5 単位の C , p e rf rin g e n s A 型抗 毒

素血清を加え ても,
レ シ ナ ネ

ー

ス 活 性 は遅延 しな か ら も

認め られ た
｡

しか L ,
C . p e rf rin g e n s P B 6 K は 1 単位の

抗毒素血 清の 投与 で その レ シ テ ネ
ー ス 反応 は完全に 抑 制

さ れた
｡

C ･ a b s o n u m A m a n o - 8 の 他に 7 株 ( H A 7 1 0 3

H A 7 1 0 7
,
A m a n o

･3
,

P 3 1 1
,

P 3 1 7
,

P 3 0 9
,

M a r u h a
-

S hi -3 ) の C ･ a b s o n u m に つ い ても 全く 同様の 結果を 得

た
｡

次 に マ ウ スを用 い て 毒性 と C .p e rf ri n g e n s A 塑 抗

素血 清 との 関係 をみ た
｡ 結果は表 2 に ノ汀す様に C . ab s o n

･

n u m 5 株と C .p e rf ni n g e n s P B 6 K を 用 い た 所 C .p e r
-

f ri n g e n s P B 6 K は その 30 M L D を 1 単位の 抗毒素血 清

で中和し えた が C . a b s o n u m では わず か 1 ～ 2 M L D を

中和す る の に 2 - 4 単位 の抗毒素血清が 必要であ っ た
｡

即 ち
,

C ･ a b s o n u m の レ ン チ ネ
ー

ス は C .p e rf ri n g e n s の

A 型抗毒素血清 との 親和性 ほ ほと ん どなく
,

その わ ずか

な毒性を中和す る に は大 量の C .p e rf ri n g e n s u ) A 型 抗

毒素血 清が 必要 で あ る こ とが 確かめ ら れ た
｡

O D 4 7 0 n m

30 6 0

m 】 ∩

* : 加 えた C ･ p e rf r in g e n s の A 型抗 毒素血 清単位 ( 国際単位)

図 3 C ･ p e rf ri n g e n s の A 型抗毒素血 清 によ る C ･ a b s o n u m と C . p e rf ri n g e n s の

培養 液の レ シテネ ー

ス 活性の 抑制 ( in vit r o)
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表 2 C . a b s o n u m と C . p e rf ri n g e n s の 培養液の 致 死 活性 レ シ テ ネ M ス 活 性及 び中和に 必

要 な C . p e rf ri n g e n s ty p e A a n tit o x i n の 最′ト単位

.＼
≡

妄

C ti vitl e S

i O .4 m l

‥
… lふ,

1
( E U)

A n ti to x i n

e q ui v al e n t ♯

C . p e rf ri n g e n s

P B 6 K

C , a b s o n u m

M a r u h a s hト3 璽 K a w ai A 111 a n O- 5 A m a n o- 6

トー:
′

実験 せ ナ

♯ : 0 . 4 m l の 培 養液中の 致 死活性 を中和す るの に必 要 な C . p e rf r in g e n s A 型 抗毒素血 清の

最小単位

表 3 C . a b s o n u Ill と C . p e rf ri n g e n s の O L ･h e m oly s in

活性 を中和 に 必要 な C . p e rf ri n g e n s の C - a n tit o x i n

C . p e rf ri n g e n s

G - a n tit o x i n

u n its a d d e d

.､

､

.

.
‥

‥

.:.

｡

..｡

.

⊥

O L -b e lTl O Iy s l n

C . a b s o n u m ;
H A 7 10 3 【

(3 . 7 0 し H U )

●
-
ト

6 1 L ± 弓

12

6

3

1

C . p e r f ri n g e n s

P B 6 K

(7 9 . 8 0 しH U )
1

1
こ
J . い I J l .

■
1

1 し
l

±

±

+

十 : 完全溶血

± : 不完全溶 血
-

: 格血 な し

O L -h e m oly si n : O X y g e n
-1 a b il e h e m ol y s in の 略

4
.

C . a b s o n u m と C p e rf ri n g e n s の 0 Ⅹy g e nTl a bil e

h e m ol y si n 活性と C . p e rf ri n g e n s の 8 抗毒素血 清と の 親

和性,
C . a b s o n u m H A 7 1 0 3 と C .p e rfi n g e n s P B 6 K

を同様 に 培餐 L
,

両者の 0 Ⅹy g e n ･1 a bil e h e m ol y s in 活

惟 を測定し た 所, それ ぞ れ 7 4 h e m ol y s in u nit s ( H u )

/ m E
,

15 9 6 H u / m E で あ っ た
｡

こ の 両者の O X y g e n
･1 a b il e

h e m ol y si n 活性を中和する の に必 要な C .p e rf ri n g e n s

のβ 抗毒素血清の 駁′卜単位 を求め た
｡

結果 は表 3 に 示す

如 〈 C . a b s o n u m H A 7 1 0 3 の 0 . 0 5 m 戚( 含 3 .7 H u ) を中

和す る の に6 1 8 a n tit o x in u nit s ( 8 - A u ) 以上 の C 抗

轟素血清が必 要で あ り
,

C . p e rf ri n g e n s P B 6 K の 0 . 0 5 m E

( 含7 9 . 8 H u ) を中和する に は 6 β - A u 以下 の β 抗毒

素血清 で充分 であ っ た
｡

即 ち ,
C . a b s o n u m の O X y g e n

l a bil e h e m ol y si n を中和する に は C . p e rf ri n g e n s の

O X y g e n -1 a bil e h e m oly si n ( 8 毒素) を中和す るの に必

要なβ 抗毒素血 清の 約 34 0 倍以 上 の β 抗毒素血 清 が必 要

な事が 確か め られ た ｡

( C 山 t u r e 川 t r a t e 5
.
4 0 0 m【)

( 帆)まs ｡ . 0 .7 S
★

l
★ T

S U P l

肌 ふ
I
s o . 0 . 2 S

( 肌 )皇弧 0 .6 S

l
▲

I
I

S U P 3 P P T 3

A ｡ e td ｡ 3 0 %

｢
･ - L -

r
S U P L

. P P T 4

A c e tム｡ 60 %

j U P 5 P P

s 叩 厄d e x
I

G - 10 0 1 s t

F r . N O . 1 6 . 1 7 . 1 8 . 1 9 . 詑 .

A ｡ etし 犯 %

l
t

l

S U P 6 P P T 6

A c e td ｡ 6 0 %

sJ ∴
s e D hとd e x G -1 0 0 2 n d

図4 C . a b s o n um の 毒素の 精製法

S
*

: S a tu r ati o n の 略

S U P
* *

: s u p e r n a ta n t の 略

P P T
* * *

: p r e ci pit a t e の 略

5
.

C . a b s o n u m の レ シ テ ネ
ー ス の 精 製 ･ C . ab s o n u m の

毒性 が 弱 い なが ら もレ ンチ ネ
ー ス 活性と 比例するように

み え, か つ in v iv o で C . p e rf ri n g e n s の A 型抗毒素血

清 と 親和惟が 弱 い なが ら も中和され る傾 向 をホし たの で

C .p e rf ri n g e n s の cr - t O X i n にお け る如 〈 レ シ ナ ネ
M ス活

性 と毒性 が
一

致 する か 否 か をみ る ため C . a b s o n u m H A



C lo s t rid i u m a b s o n u m の 分離 と そ の 培養及 び生化学 的性状に つ い て

71 0 3 の毒素の 分画精 製 を試 み た
｡

まず
, 原 毒素 5

,
0 0(〕

舶を出発 材料と し精 製 法は図 4 に 示 す如 く 行 っ た ｡ 即 ち

5 .4 00 mゼに 0 .7 飽和に なる よ うに 粉 末硫 安を ス タ ー ラ ー

で授拝し なが ら加え3 0 分放置 後遠心 分 離L て P P T l を

得た
｡
P P T l を生 食水 14 0 m ゼに 溶解し 硫安を 0 . 2 飽 和に

なるよ うに 加 えて P P T 2 を遠心 分 離 で除 き , そ の S U P 2

に 0 . 6 飽 飽和に な るよ う に 硫 安を加え た
｡

3 0 分放置 後遠

心分離でP P T 3 を得て こ れ を4 0 舶 の 生 食水に 溶解し た
｡

これに ス タ
ー

ラ
ー 撒抒｣F 3 0 % 飽和 に な る様に 冷 ア セ ト ン

を滴下 し直ちに 遠 心 分 離し得た S U P 4 に さ ら に 冷 ア セ

ト ン を滴下し 最終60 % 飽和に し た ｡
3 0 分 放 置 後遠心分 離

しP P T 5 を得て こ れ を14 m ゼの 生 食水に 溶解し た
｡

ニ の ア

セ トン 分画 に よ り ほと ん どの O X y g e n
-1 a bil e h e m o l y si n

C 0l u m n 2 .2 x 4 0 c m

F t o w r a t e l O m I/ h r

5 0 7

活性 は除去 され た
｡ 二 の P P T 5 を S e ph a d e x G -1 0 0 上

に充填し 0 ･ 0 2 M b o r a t e b uff e r p H 7 .1 ( 含0 . 0 0 3 M

C a C 1
2 ) に て溶出し た

｡
フ ラ ク シ ョ ン ナ ン バ ー 13 番に

0 Ⅹ y g e n -1 a bil e h e m o ly si n 活性 ピ
ー

ク が 認め ら れ
,

H o ト

C Ol d h e m o l y si n 活性
,

レ ン チ ネ
ー ス 活性,

M L D の ピ

ー

ク は1 8 番にあ っ た
0 即 ち ,

0 Ⅹ y g e n
-l a bil e h e m oly s in

活性 と 3 つ の 活性 は分 離され, そし て 3 つ の 活 性 が 同
一

画分 に あ る事が 確か め られ た
｡ さら に レ シ テ ネ

ー

ス 活 性

等の 高 い 部分16 番か ら2 0 番 を集め 次 の 操作を行 っ た
｡ わ

ずか に 混 在 す る O X y g e n
･1 a b ile h e m o ly si n 活性 を除 去す

る目 的で
, 冷 ア セ ト ン を2 0 % 飽和に な るよ う に 滴下 しP P T

6 を 直ちに 除去 し そ の S U P 6 に さ ら に 冷ア セ ト ン を滴下

し最終60 % とし た
0

3 0 分放置 後遺心 分離L P P T 7 を得た
｡

ELL u t e d b u†f p r ‥n O 2 M b o r at e b u f†e r

( p H m )i n O .0 0 3 M C q C l l

司ト‥ 1 0 1 dl p ro t ei n ( m g )
牒ト: O D 2 8 C n m

l ヒ ‥ 敷花 鳥此 ( M L D/ m g )
妻 ｢

: しジケ ネ
ー

入 ネ肱 ( E u/ 叩)
-

ひ : H o モ
ー

C Old h p m 叫
′
Si n 詰腹

( H u / m 9 )

一

個
･ ･

1 ト

1 6 20

F r a c ti o n N u m b e r( 5 m l/t u b e )

図 5 S e ph a d x G ･1 0 0 G el F iltr a ti o n o f P P T ､7
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表 4 C . a b s o n u m H A 71 0 3 の 毒素の 精製

F r a c ti o n
*

H o トC Old 溶血活 性 レ ン チ ネ
ー ス 活性 致 死 活 性

H U / m g 比 活 性 E U / m g 比 活 性 M L D / m g 比 活 性

S t a r ti n g m a t e ri al 6 .
0 ロ 0 . 2 4

1
1 0 , 1 6 ロ

P P T ･1 2 6 0 .0 6 3 1 1 . 7 4 8 6 . 3 4 0

P P T ･3 5 4 5 . 5 9 0 2 4 . 0 10 0 1 1 . 4 7 3

P P T ･5 1
,
2 9 0 . 0 2 15 6 0 .

0 25 0 3 0 . 8 20 0

P P T ･7

S e p h a d e x G ･1 0 0

F r . N O . 1 6

5
,
2 0 8 . 0

2 2
,
4 0 0 . 0

7 66

3
,
7 33

2 3 l . 6

80 0 . 0

96 5

3
,
3 3 3

1 22 .6

5 34 . 0

7 86

3 ,
4 2 3

* F r a c ti o n : 図 4 参照

表 5 C ･ a b s o n u m と C . p e rf ri n g e n s と C . p a r a p e rf ri n g e n s の 生 化学 的性状 の 相違点

生 化 学 的 性 状

陽 性 株 数

C . p a r a p e rf ri n g e n s C . p e rf ri n g e n s C . ab s o n u m

( 10 株) ♯ ( 2 0 株) ♯ ( 2 1 株) ♯

サ リ シ ン 10 4
*

2 1

セ ロ ビ オ
ー

ス 10 3
*

2 1

ラ フ イ ノ ー ス 0 2 0 0

イ ノ シ ト
ー

ル 0 2 0 0

メ Ij ビ オ
ー

ス 7 19 0

ス タ ー チ 7 2 0 0

ト レ ハ ロ
ー

ス･

ゼ ラチ ン 液化能

2 %

0

0

16

2 0

2 0

2 1

10 % 0 2 0 5

10 % ( V P I ) 0 2 0 2 1

ミル クのS t o r m y f e r m e n t a ti o n 0 19 16

♯ : 使 用 株 数
* : 遅 延 分 解

こ の 操作 で若 干混 在して い た 0 Ⅹ y g e n ･1 a bil e h e m ol y si n

は完全に除去 され た｡ こ の P P T 7 を 4 m恩の 生 食水に 溶解

し ゲ ル 濾過を先と 同様の 条件 で行 っ た
｡ 結果は 図 5 に示

した
｡

先の 結果と 同様に レ シチ ネ ー

ス 活性
,

H o t -

C Old

h e m pl y si n 活性,
M L D の ピ ー ク は 完全 に

q

致 L た
｡

即 ち
,

1 6 番 に 3 者の ピ ー ク が あ り
, そ れ ぞ れ 比 活 性

は 3
,
7 3 3 倍 ,

3
,
3 3 3 倍 ,

3
,
4 2 3 倍 と な っ た

｡ 又 , 表 4 に

示 す 如 く 各段 階 に お け る 3 者の 比 活性 が 平 行 し て い

る 事 か ら も併 わ せ 考え C . a b s o n u m の 毒素は C .p e rf ･

ri n g e ⅢS の α 毒素の 如く
,

極め て分 離し 稚く 同 一 分子に

3 つ の 作用 を有する と思 われ る ｡

6 .
C . a b s o n u m

,
C . p e rf ri n g e n s

,
C .p a r a p e rf ri n g e n s の

生化学的性状の 再検弘 前述の C : a b s o n u m の 新分離法で分

経き れ た中か ら2 1 株 を選 び
,

C .p e rf ri n g e n s 2 0 軌 C ･

p a r a p e rf r in g e n s l O株を使用し生化学的性 状を比較検討しL: o

結 果は表 5 に示 した ｡ 表 に 示 す如 く C .a b s o n um がラ7



C 1 0 St rid i u m a b s o n u m の 分離 と そ の培養及び 生化学 的性状 に つ い て

ィノ ー ス , イ ノ ジ ト
ー ル

, メ リ ビ オ ー ス
,

ス タ ー チ 分解

陰性及びサ リ ン ン
, セ ロ ビ オ

ー ス 分解陽 性 の 6 点 か C ･

p e rf ri n g e n s と の 鑑 別 に 有用 で あ l)
･

C ･ a b s o n u m か ト レ

ハ ロ
～ ス分解,

ゼ ラチ ン 液化能, ミ ル ク の S t O r m y f e r m
-

m e n t ati o n 陽性 及 び メ リヒ オ い ス
,

ス タ ー チ の 分解陰性

の5 点が C .p a r a p e rf r in g e n s と の 鑑 別に 有閑 で あ る事

が確め られた ｡

考 察

C . ab s o n u m が土 壌材料 に約5 0 % も 分離さ れ る ほ ど広く

分布する菌群で ある こ と, か つ
, こ の 菌 は C p e rf rin g e n s

と極め て似て い るが , そ の 毒性 が C ･P e rf rin g e n s の A

路轟素血清によ っ て 中和さ れ 稚い こ とか ら実際の 臨 席 ケ

M スに 際し ては C .p e rf ri n g e n s と の 鑑 別 に 傾 重 を き す

ことが望まし い
｡ 最近

,
近藤 ら

9)

は エ ン テ ロ ト キ シ ン 血

痕の 牛の 十二 指腸 内容物よ り C . p e rf ri n g e n s に 似て, そ

のA 型抗毒素血清に 殆 ん ど中和さ れ 難く 毒性 を も っ た菌

の分線を報告し て い る が
, その 後 こ の 蘭 が C . a b s o n u m

である こ とが 判 っ た
1 0 1

｡
次 に C . a b s o n u m の 同定 に 際L

てほ C . p e rf ri n g e n s の A 型抗毒素血清 2 国際単位 / me

を加えたナ グラ ー 平板上 で , その レ シナ ネ
ー

ス 反応 が中

和きれ難 い こ とを重視す べ きと述 べ た
｡ し か し ,

i n v i v o

でほ過剰の 抗毒素血清の 投与で マ ウ ス の 死 を防 ぐ こ とが

できる と い うや や 矛盾し た よ う な結果 を得た
｡

ニ れ は全

く C . a b s o n u m の レ シナ ネ
ー ス 活性 とC . p e rf ri n g e n s の

A 型抗毒素血 清の 量 的な 間濁 であ ると 考え て い る ｡ 即 ち ,

C .a b s o n u m はナ ダラ ー 平板上 に 含ま れ る抗毒素血清 量

が2 国際単位/ m 里程度で は , その レ シ ナ ネ
ー

ス 反埠が 抑

卸され 掛 ､ 商桂 で ある が も っ と 多量の 抗 毒素血 清をナ グ

ラ ー

平板中に 含ませ れ ば そ の レ シ ナ ネ
ー ス 反応 は結 局抑

制きれうる 菌種 で ある と思 われ る
｡
次 に こ の C . ab s o n u m

と C ･p a r a p e r f ri n g e n s 及 U
r C . p e rf ri n g e n s の 生 化学 的

性状の 相違点を述 べ た が
,

N i shid a ら
‖ 一

は C . p p e r f r in g

g e n s を土壌や 人糞便等の 試 料から 分線す る際,
種 々 の

条件で試料を加 熱す る と その 加熱条件に よ っ て生 化 学的

性状に 相通点を認め う る と述 べ た
｡

又 N a k a m u r a J〕
12′

も C ▲ P e rf r in g e n s の サ リ シ ン
,

セ ロ ビ オ ー ス
, イ ノ ン

ト
ー ル 等の 糖分解性 状 が 試料か ら C . p e rf r in g e n s の 分離

の際の 加熱条件で 異な る と述 べ た
｡ 従っ て こ れ ノ

⊃
の 糖分

解性状は鑑別点 とし てす す め られ な い
｡

こ の 点 を考 え 3
■

穐の菌群の 鑑 別点 と し ては C . a b s o n u m が ナ グラ ー 宰

上でその レ シ ナ ネ
ー ス 反応 が C .p e rf r in g e n s の A 型抗毒

素血清で抑制 封 L 難い こ と , ゼ ラチ ン 液化能陽性, ミ ル

クの S t O r m y f e r m e n t a ti o n 隙 軋 ラ 7 イ ノ ー ス 分 解陰

性
･

メ リ ビオ
ー

ス 分解陰 性 , ト レ ハ ロ ー ス 分解陽性 ,
ス

5 09

タ ー ナ 分解l認性 の 7 点カゞ有用 であ る
｡

又 C p a r a p e rf ri n
･

g e n s はB e r g e y
'

s m a n u al 第8 版
1:主
七 G e n u s C l o s tr

idi u m の g r o u p I の 5 C l o s trid i u m p a r a p e rf r in g e n s

N a k a m u r a
,

T a m ai a n d N is h id a 1 9 7 0 とし て記載

され て い る が C . a b s o n u m は 記載され なか っ た
｡

こ れは

C ･p a r a P e rf ri n g e n s の 原 著
14 1

は 医学 と生 物学 の 19 7 0 年の

8 0 巻3 号 で B e r g e y
'

s m a n u a l 第8 板の 出版 に 間 に 合い

C . a b s o n u m の 原 著は I n t e r n at . J . S y s t . B a c t e rio l . の

1 9 7 3 年2 3 巻でB e r g e yls m a n u al 第8 取 の 出版 に間 に 合

わなか っ た こ とに よる
｡

結 論

C ･ a b s o n u m の 新分 離法を 考案L ,
こ の 方法に よ F) 土

壌 13 5 試料 か ら6 7 株を分離L たが
,

人糞健か らは 全〈 分

鞋し えなか っ た ｡
こ の C ,

a b s o n u m の レ シ テ ネ
ー ス は マ

ウ スに 毒性 をホ し C .p e rf ri n g e n s の A 型抗 毒素 血清に

よ り 中和さ れ る が
, そ の 毒素杭毒尊の 親和性 が低 い こ と

が わか 1 た
｡

C . a b s o n u r n と 他の 2 菌種 との 生化学的惟

状 の 鑑 別点 と L ては C . ab s o n u m が ナ ダラ ー 平 板上に お

ける C . p e r f ri n g e n s u ) A 型抗毒素血 清に よ り レ シ ナネ

ー ス 反 応が抑 制さ れ 掛 - こ と , ラフ イ ノ ー

ス 分解陰性
,

メ 】j ビ オ ー ス 分解陰性 ,
ス タ ー チ 分解陰性 の 4 点 が C .

p e rf ri n g e n s と の 鑑 別に 有用 で あ り
,

叉 C . a b s o n u m が

ゼ ラ チ ン 液 化能陽 性 . ミ ル ク の S t O r m y f e r m e n t a ti o n

陽 性
,

ス タ ー チ分 解陰性 , トレ ′
､ ロ ー

ス分解陽性 の 4 点

が C ･ p a r a p e rf ri n g e n s との 鑑 別に 有閑で ある ｡

橘 を終 るに あた り
, 終始 御懇篤も

･

る御指噂 と御校 閲を鈍 い た所憫

満配教 投並 び に 御助 力を用土 【卜村信一･ ･

, 三 姑詔十
.

上 井健三の 諾 先

生をはじめ 微生物学教 室冒 各位に 深く 感謝 グ) 息を嘉しま一｢ = 貴 重な

標晶 を分与~F きい まし た国立 予防衛 生研究所 . 州i 鳩 介博七 富山

大学薬学部三丼健 一

郎博 士に 謝 意を 表します､
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