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赤痢菌族の「ヒスタミン」産生能に関する実験的研究

第1報　培養液の含有成分の影響，特に「ヒスタミン」原の問題について
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本論文要旨は昭和24年5月第52回日本小児科学会総会及び同年10月十全医学会第3回集会に

おいて発表した．二本研究の費用の1部は昭和24年度文部省科学研究費によるものである．

腸内感染を来す各種細菌が「ヒスタミン」（以下「ヒ」

と略記する）を産生する事に関しては既に幾多の実験

報告1）冨32）があるが，その内赤痢菌に関するものは多

くはない．

　恩師泉教授は20年来疫痢様症状に対する治療法確立

の為に，これが本態について研究せられ33），『疫痢症

状は，腸内感染を来せる病原菌の産生する非特異性毒

素たる有毒アミン」，就中「ヒ」による中毒が主要原

因なり』とし，吾教室においては今や本症状に対し，

「アンチヒスタミン」療法を行い，極めて優秀な治療

成績を得つつある34）印36）．而して本説の一根拠たる腸

内細菌の「ヒ」産生能については，既に一部を先輩西

村28）剛30），館31）両氏が研究発表している所である．然

し乍らその量的関係，或は産生時間，その他種々の条

件を考慮に入れる時は，猶各種の問題が存し，必ずし

も簡単ではない．従って一部本邦学者の間に否定的見

解すら存する所以である37）卿39）．

　更に昭和23年夏米国より疫痢研究団が来朝し，病理

学，細菌学，生化学的に調査研究して，疫痢患児の約

90％において赤痢菌を証明し，一方三児血清「カル

シウム」量の減少を認め疫痢は低「カルシウム」血＋

赤痢症なりと結論した40）．　　　，

　叙上に鑑み，疫痢の病原菌と見倣される赤痢菌族の

「ヒ」産生の問題を再検討すべく，私は泉教授御指導

の下にこれが産生能に関する実験的研究を行い，多少

の知見を得た．

　以下4報に亘りこれら知見について報告し，御批判

を仰ぐものであるが，先ず本報においては，培養液成

分中「ヒ」原の問題について攻究した．即ち赤痢菌の

「ヒ」産生に際し，先ず考うべきは「ヒ」原となる材

料の問題である．「ヒ」は化学構造式上特有なImida・

zolringを有するβ一lmidazoly1－athylaminであっ

て，これが供給原を自然界に求めるならば，蛋白質或

はその構成物質たる「アルブモーゼ」，「ペプトン」，

「ペプチド」及至は「アミノ酸である．従って本報に

おいては，生理的消化機構をも考慮し，蛋白質及び

消化酵素によるこれら分解産物等を培養液中に添加し

て，赤痢菌の「ヒ」産生度を検討した成績について述

べる．

実　験　方　法

　1．使用菌株

　本学細菌学教室より分譲を受けたる伝二分譲赤痢菌

株中の大原，大野（府中）を主として使用した，而し

て実験に際しては普通寒天平板37。C，18～20時間培

養のS型集落を，培養基20c．c．につき1白金耳宛使

用した．

　2．基本培養液　　　　　　　　　　、1

　主として次の如き2種を使用した．

　1）牛肝臓浸出肝ブイヨン」：牛肉使用弱「アルカリ

性ブイヨン」700c．c．に細挫した新鮮牛肝臓3009を加

え，煮沸30分間後濾過しpH：7．4に修正して，100。C

15分宛3日間間歌減附したもの．

　2）Eggerth式合成培地（卵黄「アスパラギン」培

地）：Eggerth記載15）の合成培地を変法したもので，次

の如く作製する．即ち新鮮鶏卵黄に7培量の蒸溜水を

加え，よく撹罪し1時間温浸出後濾過した卵黄浸出液

に，「アスパラギン」その他を下記の割合に渥合する．

　Experimental　Studies　on　the　Histamine　Producing　Acti∀ity　of　Bac．　Dysenteriae．〔1〕

Influence　of　the　Contents　of　the　Cultivating　Medium，　especially　on　the　Source　Materials
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卵黄浸出液

Asparagin

Na2HpO4・12H20

KCI

MgSO4

300c．c．

　1gm
O．6gm

O．3gm

O．05gm

　以上をpH7．4にし，100。C　15分間3回欺滅菌した

もの．

　以上の培養液は直径約1cm，容量約25c．c．の硬質

中試験管に20c．c．野分注して使用した．猶使用に際

しては20％滅菌葡萄糖液（武田製薬）を，0・2％の割

に無菌的に添加した．

　3．培養液pH

　pH修正には10％NaOHまたは10％Na2人置3
溶液を用い，pH決定には東洋濾紙会社製水素イオン

濃度試験紙及び本学医科学教室早稲田助教授調製の万

能pH：試験紙（pH4～7）を用いた．

　培養液の起始pH：は7．3とした．培養除菌の発育

につれて「メヂウム」が酸性となり，為に菌の発育が

阻止されるのを防ぐ目的で，培養後3日目からは毎日

pH　6前後に修正した而して修正に際しては，駒込「ピ

ペット」で充分培養液を混和七，液層の上下による

pHの相違がないように努めた．

　4．培養方法

　培養温度は37乃至39。C，主として39。Cとした．こ

の理由については下国：報で述べる．

　培養方式として，先に西村28）印30），館37）等は産生毒

物の分解を可及的少くし強力な毒素を得る目的で，綿

栓封蝋による半嫌気性培養を採用したが，私もこれに

徹った．

　猶，培養途中において培養液の一部を随時平板培養

し，菌の発育状態及び雑菌混入の有無を検した．

　5．「ヒ」証明法

　上述の如くにして培養した液の一部を日を追って採・

り出し，滅菌に兼ねて真性毒素破壊の目的で100。C15

分間加熱後直ちに冷却し，その濾液について「ヒ」量

を検した．

　「ヒ」証明法としては主として薬学部的方法，即ち

Guggenheim－L6ffler　41）及び秋山42）法に従い，海狽

腸管に対する作用に依った，その方法の詳細は西村28）

論文記載の通りであるが，「ヒ」量決定には対照とし

て塩酸ヒスタミン（1－Histamin－HCI武田）0．1mg／

dl溶液0，1～0．3c．c．を用い，腸管収縮度が一定した

後，同量被検濾液の腸管収縮度を検：し，その収縮値が

対照単位収縮値と一致する迄被検液を稀釈した．而し

てその稀釈倍数決定には少くとも3回検定した．

　「ヒ」証明法として薬理学的方法は極めて簡単であ

田

り，且つ甚だ鋭敏なものではあるが，一面海瞑腸管収

縮は「ヒ」特有の作用ではないという欠点がある41）42）．

秋山氏法によれば「アセチールヒヨリン」または「ヒ

ヨリン」様物質の影響は避け得るというが，猶それ以

外に腸管収縮物質があり得ない訳ではない．従って

「ヒ」産生を確証するにはなお他の方法に依る必要が

あり，出来得べくんば「ヒ」の結晶を作出する事が望

ましい．

　私はその方法として，培養液の一部を瀬良一横山法

44）により精製比色定量して腸管法による値に検討を加

えた．

　なお先に泉教授及び兼松，白藤45）46）等は疫痢難平

尿，糞便中より「ヒ」を分離定量すべくEggerth　47）

法の変法として極めて優秀なr uヒ」分離定量法を確立

されたが，一部培養液を同氏等に托し「ヒ」量を比色

定量し且つ「ヒ」一「ピクラート」を作出していただい

た．その詳細は既に発表されている所であるが，腸管

法源との比較成績については項を改めて述べる．

実験成績及び考按

　1．蛋白質添加の影響

　基本培養液として牛肝臓浸出肝ブイヨン」を用い，

これに比較的各種「アミノ酸を含有する卵白，及び

「カゼイン」（片山化学）を2％，5％の割に加え型の

如く間欺滅菌後0．2％の割合に葡萄糖を添加した．対

照としては蛋白質無添加0．2％の葡萄糖加牛肝臓浸出

肝ブイヨン」を用いた，

　以上の各種培養基に夫々大原，大野菌を培養し，そ

の「ヒ」産生度を検した．

　その成績は表1及び表2の如くである．

　即ち「ヒ」産生量の時間的変化には相違があるが，

その最高産生量においては大原，大野両野上卵白或は

「カゼイン」添加の有無乃至はその濃度による差異は

認あ難い．　また培養液pHの変化も「ヒ］最高量産

生時には一様に5．3前後の酸性であり，「ヒ」帯解少

と共に中性乃至は「アルカリ性に傾いて行く．猶以上

の塁上血粉，「ヘモグロビン」，小豆について試みても

同様な結果を得た．（成績は略す）

　2．蛋白質「ペプシン」分解物添加の：影響

　蛋白質の「ペプシン」分解物即ち「ペプトン」が赤

痢菌の「ヒ」産生に如何なる影響を及ぼすかについて

は，和田26）は各種「ペプトン」中Witte－Peptonが

最も「ヒ」産生大で，且つ3％添加の場合が最もよ

く，2％これに次ぎ，1％は更に劣るとしている．ま

た館31）は駒込菌につき，「カゼイン」，卵白等の「ペプ

トン」を1～3％に添加して「ヒ」産生を検した結果
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　　　表1　大原菌の「ヒ」産生度に及ぼす蛋白質添加の影響

　　　　　　　　　（a）「ヒ」産生量（mg／1）

＼　　培養日数
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　　　　註　→はpH修正を表わす．

表2　大野菌の「ヒ」産生度に及ぼす蛋白質添加の影響

　　　　　　（a）「ヒ」産生：量（mg／1）
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「ペプトン」添加が直接「ヒ」産生に重大な意義を有

するものとは思はないとした．

　私は前節の卵白，「カゼイン」及び牛血粉の「ペプ

トン」を用い，大原，大野菌の「ヒ」産生に及ぼす影

響を追試した．

　「ペプトン」調製法は館論文所載の高橋の方法を若

干改変して用いた．即ち卵白は半凝固とし，「カゼイ

ン」はその儘，牛血粉は凝固牛血液から血清を分離し

た後の血餅よりなるべく繊維素を去り，重盈煎上で加

熱凝固せしめた後充分に細分して日光で乾燥して原料

とした．これ等を材料として次の如く作製した．

　即ち

　　　　可検材料　　　　　　409

　　　　10％稀塩酸　　　　7．2c．c．

　　　　溜水　440c．c．
　　　　「ペプシン」　　　　0．44g

を充分混和後，約18時間390Cの艀卵器中に置き，時

々二二混和し，更に0．6c．c．の濃塩酸及び0．2gの

「ペプシン」を加え約16時間消化した後，10％Na2CO3

で中和し，pHを大体7にしてKaolinを入れて，

表3　大原菌の「ヒ」産生度に及ぼす各種「ペプトン」添加の影響

（a）「ヒ」産生量（mg／1）

＼　　　　、＼＼添加「ペ
プトン」種類

　培養日数

同濃度＼
0 2 3 4

無添加（対照） ・％1 3 10 8 5

卵　　白
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ペプトン」

血　　粉
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2％
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⊥
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⊥
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（b）　同上培養液pHの変化

　　　　　　　　培養日数＼＼　　　　　＼
奪糊種類同醸＼

0 2 3 4

無添加（対照） 0％ 7．3 5．3→6．3 6．0 6．5

卵　　白

「ペプトン」

「カゼインー

ペプトン」

血　　粉

「ペプトン」

0．5％

1％

2％

0．5％

1％

2％

0．5％

1％

2％

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7、3

7．3

7．3
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5．3→6．3

5．4→6．4

5．6→6．3

5．2→6．3
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5．3→6．3

5．4→6．3

5．5→6．3

5．5→6．4

6．0

6，2

5．5→6．3

6．0

5．6→6．3

5．6→6．3

　6．0

5．4→6．3

　6．0

6．7

6．7

6．5

6．6

6．5

6．5

6．6

6．5

6．6



赤痢菌族の「ヒスタミン」産生能，1．培養液中の「ヒスタミン」原 5

Nutscheで濾過し，これを50～60。Cの温度で減圧

乾燥して得た粉末を「ペプトン」として使用した，

　これらを0．5％，1％，2％の濃度に基本培養液

（0．2％葡萄糖加肝ブイヨン）に添加し，大原，大野菌

を培養し，その「ヒ」産生度を日を追って比較検討し

た．一

　その成績は表3，表4の通りである．即ち各種「ペ

プトン」加培養液とこれを加えない対照と比べるに，

大原，大野菌共にその「ヒ」産生度において殆ど差異

は認め難く，又添加濃度による「ヒ」産生度の差異も

認め難い．培養液のpHの変化も第1節同様「ヒ」産

生時には酸性を示し，「ヒ」の減量と共に中性乃至「ア

ルカリ」側に傾いている．

　3．蛋白質分解「アミノ酸添加の影響

　前同様蛋白質として牛血粉，卵白及び「カゼイン」

を用いた．これらの成分を考えてみるに，血粉ではそ

の含有する複合蛋白質「ヘモグロビン」中に「ヒチ」

を約8～11％含んであり48），Hanke　u．　Koessler　54）

等は血餅500c．c．よりH：istidinmono－chlorhydrat

として約25gの「ヒチ」を得ている．また卵白は殆

表4　大原菌の「ヒ」産生度に及ぼす各種「ペプトン」添加の影響

（a）「ヒ」産生量（mg／1）

＼．
添加「ペ

プトン」種類

培養日数

同濃度＼
0 2 3 4

無添加（対照）・矧 3 40 50 20

卵　　白

「ペプトン」

「カゼインー

ペプトン」

血　　粉

「ペプトン」

0．5％

1％
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0．5％

1％
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3
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（b）同上培養液pHの変化
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卵　　白

「ペプトン」

「カゼインー

ペプトン」

血　　粉

「ペプトン」

0．5％

1％

2％

0．5％

1％

2％

0．5％

1％

2％

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

5．0→6．3

4．8→6．3

4．5→6．3

4．8→6．3

4．5→6．3

4，3→6．3

4．8→6，3

4．5→6．3

4．3→6．3

5．1→6．3

5，2→6．3

4．8→6．3

5．2→6．3

6，0→6．3

4．5→6．3

5．0→6．3

4．8→6．2

4，8→6．3

6．5

6．3

6．4

6．5

6．4

6．2

6．8

6．2

6．3
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んど大部分が卵白アルブミンであり，約1．7％の「ヒ

チ」を含有する．乳汁中の主な蛋白質たる「カゼイン」

は全べての必須「アミノ酸及びその他20種類に亘る各

種「アミノ酸を含有し，その内「ヒチ」は約2．5～4．3

％を占める49）50）．

　以上の蛋白質を材料とし，館論文所載の須藤氏法51）

に従って，大日本臓器研究上製「パンクレアチン」，

或は「トリプシン」を用いて「アミノ酸を調製した．

　今卵白』「アミノ酸の製法を挙げると，

　　　　半熟卵白（細挫）　　　25g

　　　　蒸溜水　　　　350c．c．

　　　　「パンクレアチン」　　　5g

を混和し，10％Na2CO3でpH8とし，「クロロフォ

ルム」約2．5c．c，ならびに「トルオール」の適量を加

え，艀卵器に入紅時々振臥して一昼夜放置後pHを

8に修正し，更に一昼夜艀卵器内放置後再び「パンク

レアチン」19を加えpH修正，時々振盈しつつ約2

日間血温放置し，その一寸を取り「ブローム水により

「トリプトフアン」反応を検し，陽性なるを確めた後

濃縮した，即ち酷酸で弱酸性として加熱し，析出した

沈澱を濾過し，その濾液を重亭亭上で濃縮し，更に析

出した沈澱を濾過しつつ濃縮した．斯くして芳香を有

する褐色飴色様「アミノ酸混合物を約10g得た．

　本混合物はS6rensenの　Formaltiration　52）によ

りその「アミノ窒素量を検するに，2g中0。29gであ

った．

　牛血粉も同様操作により「パンクレアチン」分解を

行った．

　「カゼイン」は前の「ペプシン」作用液220c．c．（「カ

ゼイン」20g含有）に，「トリプシン」0．3gを60時間

作用させて調製した．

　これら各種「アミノ酸混合物を基本培養液（0．2％

葡萄糖加牛肝臓浸出肝ブイヨン）に夫々表記（表5，

6）の濃度に添加したものに，大原，大野菌を培養し

表5　大原菌の「ヒ」産生度に及ぼす各種蛋白質分解「アミノ酸」添加の影響

（a）「ヒ」産生量（mg／1）

秀轍琴弦 0 2 3 4

無添加（対照）

卵　　白　一

「アミノ酸

「カゼインー

ア　ミノ酸

・％1 5 10 5 5

2％

5％

10％

2％

5％

10％

5

5

5

5

5

5

30

50

50

100

100

80

100

150

150

80

130

200

50

60

100

50

50

100

（b）　同上培養液pHの変化

こ＼、一 回忌日数

瓢繍同濃度＼
0 2 3 4

無添加（対照）

卵　　白　一

「アミノ酸

「カゼインー

ア　ミ　ノ酸

・％1 7．3 5．3→6。3 6．2 6。5

2％

5％

10％

2％

5％

10％

7，3

7，3

7．3

7．3

7．3

7．3

5．1→6．3

5．7→6．3

5．2→6．3

5，0→6．2

5．5→6．5

5．2→6．3

5，5→6．2

5．3→6．5

5．0→6．3

6．3

5．5→6．3

5　→6．2

6．3

7．3

6．7

6．7

6．5

6．8
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その「ヒ」産生度を検討した．

　その成績は表5表6の如くである．

　即ち，大原菌においては，卵白分解「アミノ酸及び

「カゼイン」分解「アミノ酸を夫々2％，5％40％

に添加した培養基で「ヒ」産生を検するに，「アミノ

ー酸無添加の対照に比し，何れも「ヒ」産生量増大を示

してあり，且つ添加濃度に比例して「ヒ」量増大する

ようである．又大野菌においても，上記2蛋白以外に

牛血粉分解「アミノ酸の0．5％，1％，2％添加をも

試みたるに，これらはいずれも大原菌の場合と同様成

績を得，等しく「ヒ」原たり得る事を認めた．

　4，「カルノシン」添加の影響

　前節の「アミノ酸混合物中には，「アミノ酸以外に

Peptideが混在している事は当然考えられる所であ

る，従ってPeptide中「ヒ」原たり得るものがある

や否やについて攻究すべく，Peptide中最も簡単な

Dipeptideの一である「カルノシン」を培養基中に添

加し，「ヒ」産生の有無を検討してみた

　CarnosinはGulewitsch・及びAmiradizibi　53）に

より哺乳類の筋肉から発見されたが，構造式上　β一

表6　大野菌の「ヒ」産生度に及ぼす各種蛋白質分解「アミノ酸添加の影響

　　　　　　　　　　（a）　「ヒ」産生量（mg／1）

ミこ一＿＿　　培養日数

秀癒白丁威 0 2 3 4

無添加（対照） ・％1 5 40 50 30

卵　　白　一

「アミノ酸

「カゼインー

ア　ミ　ノ酸

血　　粉　一

「アミノ酸

2％

5％

10％

2％

5％

10％

2％

5％

10％

5

5

5

5

5

5

5

5

5

80

100

170

80

150

200

70

90

100

130

180

250

150

250

330

100

60

80

100

150

200

120

200

250

50

30

50

（b）　同上培養液pHの変化

＼一
添加「ア

ミノ酸種類

培養日数

同濃度＼
0 2 3 4

無添加（対照） ・％1 7β 4．7→6．2 5．4→6，3 6．3

卵　　白　一

「アミノ酸

「李朝インー

ア　ミ　ノ　酸

血　　粉　一

「アミノ酸

2％

5％

10％

2％

5％

10％

0．5％

1％

2％

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

5．0→6．2

4，5→6．5

4．5→6．5

5．2→6．5

5．0→6．3

4．5→6．3

4．7→6．0

4．5→6．0

4．0→6．0

4．8→6．3

5．0→6．2

5．0→6．2

5．4→6，3

5．3→6．3

5．2→6．3

4．5→6．0

4．8→6．0

5．2→6．0

6．5

6．4

6．5

7．0

6．5

6．7

6．2

6．3

6．3
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AlanylhistidinなるDipeptideで，　Guggenheim

54）によれば，人筋肉中には0，164％，馬筋肉中に0．182

％，牛では0．264％，含有されてあり，殊に新鮮筋肉

中に多いとされている．また吉村55）は鯖及び「まいか」

から1kgにっき2g及び2．24　gを得・ており，鈴木

等は鮭，鮪等の筋肉抽出物中から遊離状態の「カルノ

シン」を証明している．

　而してBaumann　u．　Ingvaldsen等に拠れば，硫

酸で処理する事により70％の「ヒチ」を収得し得ると

いう．

　実験に用いた「カルノシン」は本学医科学教室早稲

田助教授から恵与されたものである．今これを表示の

如く0．2％及び0．5％の割に基本培養液（0．2％葡萄

糖加牛肝臓浸出肝ブイヨン）に添加し，大原菌桃井株

（教室保存株）及び大野菌の「ヒ」産生量を検したる

に表7及び表8の如くである。

　即ち大原桃井株，大野両菌とも「カルノシン」無添

加の対照に比し，添加培養基の方が「ヒ」産生量大で

表7　大原菌桃井株の「ヒ」産生度に及ぼす「カルノシン」添加の影響

（a）「ヒ」産生量（mg／1）

培養日数

添加濃度

0％　（対照）

　0．2％

　0．5％

2

5

10

20

3

10

30

50

4．

7

20

30

（b）同上培養液pHの変化

＼培養日数

添加濃f＼

0％

0．2％

0．5％

0

7．3

7，3

7．3

2

5．3→6．0

5．4→6．0

5．4→6．0

3

5．4→6．0，

4．8→6．0

4．5→6．0

4

5．8

6．0

5．7

表8　大野菌の「ヒ」産生度に及ぼす「カルノシン」添加の影響

（a）「ヒ」産生量（mg／1）

＼　培養日数
　　＼＼、、

　　　　＼＼
添加濃度　＼
0％　（対照）

　0，2％

　0．5％

2

40

60

100

3

50

100

150

4

20

50

70

（b）同上培養液pH：の変化

培養日数

添加濃度

0％

0．2％

0．5％

0

7．3

7．3

7．3

2

4．7→6．0

5．0→6．0

5．3→6．0

3

5．4→6．0

5．3→6．0

5．2→6．0

4

、

6．8

6．5

6．0
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あり，且つ0．2％よりも0．5％添加の方がより多く

「ヒ」を産生する．従って「カルノシン」も「ヒ」原

たり一得る．と一考うべきであろう．　一一一一

　5．「ヒスチジン」添加の影響

　Fピーチ．」一一は一lmidazolringを有す．る「アミ．ノ酸で，

構造式上最も「ヒ」に近く，脱炭酸する事により容易

に「ヒ」となる．従って赤痢菌が「アミノ酸混合物，

或はDipeptideを分解して「ヒ」を産生するならば

当然「ヒチ」より「ヒ」を産生すべきである。斯る推

察の下に，本節においては，純粋の「ヒチ」結晶を添

加した場合の「ヒ」産生度を検した．

　「ヒチ」結晶は武田化学の化学用1－Histictn－HC1

を用いた．

’第1実験として，基本培養液に0．2％葡萄糖10％

牛肝加肝ブイヨン」を用い，大原，大野菌を37。C，

半嫌気的培養し，その「ヒ」産生度を検した．その成

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、績は表9及び表10如くである．

　即ち表9大原菌培養にあっては，「ヒチ」無添加の

基本培養液2日培養で僅に10mg／1であるのに比し，

「ヒチ」0．05％添加では3日目，0．1％添加では2日目

に100mg／1の値を示し，また0．2％添加では2日目

120mg／1で，明に「ヒ」産生度の増大を示している．

また表に示す如く，添加「ヒチ」濃度による「ヒ」産

生度の相違は0．05％と0．1％間には認め得なかった

が，0．2％添加では前者等に比し川副ら増している．

表10大野菌培養においても，「ヒチ」無添加の対照

培養基が最高40mg／1であるに比し，0．05％添加の

場合は3日目110mg／1，0。1％添加は3日目250mg

／1，0．2％にでは3日目270mg／1，更に0．5％添加

するに及んで2日目350mg／1の最高値を得た．即ち

「ヒチ」添加により，明に「ヒ」産生度の増大を認め，

且つ添加濃度め大となるに応じて「ヒ」産生量は増大

している．

　次に第2実験として，Eggrth式合成培地（Egg－

yolk－asparagin－glucose－medium）に0．1％の割合

に1－Histidin－HClを添加し，大原，大野菌を390C

で培養し，その「ヒ」産生度を検するに表11の如くで

ある．

　即ち大原，大野両菌培養共，「ヒチ」添加の方が，

「ヒチ」無添加対照よりも「ヒ」産生量が大である．

　以上の2実験により，明に大原，大野両菌は「ヒ

チ」を分解して「ヒ」を産生する能力を有するものと

考えられる．然し乍ら既に第2章において述べた如

く，腸管法による値が直ちに産生「ヒ」量に一致する

や否やについては検討を要する所である＿

　先ず大原，大野両菌の0．1％「ヒチ」0．2％葡萄糖

加肝ブイヨン」2日培養濾液を，瀬良一横山法により

比色定量して次の値を得た（表12）．

　即ち両菌共腸管法華の約50％の「ヒ」を本法により

分離抽出し得たに過ぎず，一見腸管法曽にけ，「ヒ」以

表9　大原菌の「ヒ」産生度に及ぼす1－Histidin　HCI添加の影響

（a）「ヒ」産生量（mg／1）

＼　　培養日数

　　　　　＼＼
　添加濃度　　＼＼＼

0％　（対照）

　0．05％

　0．1％

　0．2％

2

10

50

100

120

3

8

100

50

80

4

40

（b）同上培養液pHの変化

＼　　培養日数
　　＼
　　　＼
培養濃度＼
0％　（対照）

　0．05％

　0．1％

　0．2％

0

7．3

7．3

7．3

7．3

2

5．2→6．0

4．9→6．0

4．7→6．0

4．5→6．0

3

6．2

5，3→6．0

6．5

6．5

4

6．7
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表10大野菌の「ヒ」産生株に及ぼす1－Histidin　HC1添加の影響

　　　　　　　　（a）「ヒ」産生量（mg／1）

＼培翻数
樵鎗＼
0％　（対照）

　0．05％

　0．1％

　0．2％

　0．5％

2

25

100

180

250

350

3

40

110

250

270

250

4

25

50

100

200

150

（b）同上培養液pHの変化

＼犠日数
　　　＼、＼
　　　　　＼＼
添加濃度　　＼

　0％

0．05％

0．1％

0．2％

0．5％

0

7．3

7．3

7．3

7．3

7．3

2

4．7→6．0

4．5→6．0

4．5→6．0

4．3→6．0

4．5→6。0

3

4．3→5．8

4．6→6．0

4．5→6．0

4．7→6．0

4．7→6．0

4

5．7

6．0

6．5

6．3

6．5

表11大原．大野菌の「ヒ」産生度に及ぼす1－Histidin　HC1添加の影響

　　　　　　　　　　（a）「ヒ」産生量（mg／1）

接　種

菌　種

大
原
菌

大
野
菌

＼培養日数
添加灘＼＼

0％　（対照）

　0．1％

0％　（対照）

　0．1％

2

4
7
04
130

3

2

100

8

200

4

40

5

150

（b）同上培養液pHの変化

接　種

菌　種

大
原
菌

大
野
菌

＼＼野鱗
添加濃度　＼

0％　（対照）

　0．1％

0％　（対照）

　0．1％

0

7．3

7．3

7．3

7．3

2

　6．0

5．6→6．0

5．4→6．0

5．4→6．0

3

　6．5

5．2→6．0

5．1→6．0

5．2→6．0

4

6．7

6．4

6．4
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外の所謂腸管物質による収縮値の混入大なるものある

を思はしめる．然し本法は操作可なり複雑で，且つ長

時間を要し，上記実験と同時に行った「ヒ」標準液に

よる対照抽出試験においても55．2％の抽出成績を得

た事実より推し，大原，大野両菌濾液の腸管二値は産

生「ヒ」量に．一々一致すると考うべきであろう．

　更に表13に示す如き培地に，大原，大野菌を培養

し，その培養濾液を教室同僚兼松，白藤両君に依頼し

泉教授及び同君等改良のEggerth法変法45）46）によ

り，その「ヒ」量を測定し，且つ抽出液から「ヒ・ピ

クラーート」結晶を作出．し，化学的に「ヒ」なる事の証

明を乞うた．その成績は次の如くであるL伽（表13）

　即ち本分離定量法値と腸管法値とは90～98％に一致

する．

　而して「ヒ」測定二三より「ピクリン酸結晶として

得た淡黄色針状結晶は，融点233～234。C（235。C）で

「ヒ・ヂピクラート」に一致し，且つ塩酸「ヒ」結晶よ

り作った「ピクリン酸結晶と混和して・も，その融点の

変化を認めない．更に本学附属薬学専門部析化学教室

に依頼した本結晶の元素分析成績では，N量は22．48

％となり，「ヒ・ヂピクラート」の計算N量22．14％に

殆ど一致する．

　以上の成績を総合考察する時は，本結晶が「ヒ・ヂ

ピクラート」なる事は疑う余地なく，従ってまた大

原，大野両菌は「ヒチ」を分解して「ヒ」を産生する

ものであり，且つその培養濾液の示す腸管収縮値は，

「ヒ」そのものの作用によるものと確信し得る．

総 括

　赤痢菌が「ヒ」を産出するとすれば，当然「ヒ」原

たるべき材料を必要とする．　Eggerth　15）は本菌の

「ヒ」産生には遊離の「ヒチ」を必要とするとし，和

田26）は牛肝片加「ブイヨン」に赤痢菌（Y菌，駒込B

菌，シュミット菌，志賀菌，駒込A菌）を培養し「ヒ」

の産生を認めた．また西村28）は大原菌及び駒込B菌の

「ヒ」産生培地として，5％家兎血清1％「ウヰッテペ

プトン」加肝ブイヨン」，及び5％家兎血清1％「ウ

ヰッテペプトン」10％牛肝片加肝ブイヨン」を使用し

て好成績を得た．館31）も同様に10％牛肝片加肝ブイヨ

ン」に赤痢異型菌或は「パラ赤痢菌を培養して「ヒ」

の産生を認め，之れに「カゼイン」，卵白等から製し

た「ペプトン」を1～3％に添加した場合，僅に「ヒ」

産生量は増加するが，添加濃度による差異は認められ

ぬとした．更に同氏は卵白，「カゼイン」，小豆，照内

ペプトン」等を牛膵臓或は「パンクレアチン」で分解

した「アミノ酸添加により，「ヒ」産生量が甚だ増大

する事を認めた．

　以上の文献より按ずれば，赤痢菌の「ヒ」産生には

少くとも「ヒチ」を必要とし，更に複雑な構造式を有

するPolypeptide乃至はそれ以上の高分子化合物を

分解して一茶q」を産生するやもしれない．この間を些

か究明すべく，叙上の如き一連の実験を行った．

表 12

接種菌種

菌
菌
原
野
大
大

培　養

日　数

2

2

腸管法による

「ヒ」産生量

ユ00mg／d1

170mg／dI

比色法による

「ヒ」産生量

54mg／d1

86mg／dl

一　致　率

　54％

50．6％

表 13

培　養　基　種　類

a

b

C

Eggerth氏　Egg－yolk－aspara・
gin－histidin－glucose　medium

肝浸出肝ブイヨン」＋a）培地

10％副肝片割肝ブイヨン」＋0．2
％ブドー面

接　種

菌　種

大原菌

大原菌

大野菌

養
数
台
日

3

3

3

腸管等値

40mg／d1

100mg／d1

280mg／d1

Eggerth法
改良法によ
る検：出漁

39mg／dI

94．6mg／d1

252mg／d1

検：出率

（％）

97．5

94．6

90．0

註　　「ヒチ」量はすべて0．1％に添加
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　今これを総括して述べれば次の如くである．

　先ず蛋白質添加の影響について検討を加えた．即ち

0．2％葡萄糖加牛肝臓浸出肝ブイヨン」にジ卵白，「カ

ゼイン」，牛血粉，小豆，「ヘモグロビン」を夫々2及

び5％の割に添加し，大原，大野菌を各培養して，そ

の「ヒ」産生量を検した．その成績は，蛋白質無添加

の対照培養基による「ヒ」産生量に比して，いずれも

産生量の時間的相違はあるが，最高産生量自体は勝る

ものではなく，従って両菌はこれら蛋白質より「ヒ」

を産生するとは考えられない．

　次に吾平の消化機構に従って，上記蛋白質中卵白，

「カゼイン」及び牛血粉を「ペプシン」で分解し，こ

れら「ペプトン」添加の影響について検討した．即ち

基本培養1．2％葡萄糖下半肝「ブイヨン」に上記「ペ

プトン」を0．5，1，2％の割に添加し，大原，大野

両菌を各々培養した．その成績は蛋白質添加の場合と

全く同様で，いずれの「ペプトン」添加の場合におい

ても，無添加対照に比し「ヒ」量は増大して居らず，

また添加濃度と「ヒ」産生量とは関係がない．従って

赤痢菌においては，「ペプトン」も「ヒ」原たり得な

いと考えられる．

　更に消化を進めて，「アミノ酸混合物を添加し，そ

の影響を検討した．即ち牛血粉及び卵白は「パンクレ

アチン」により分解し，「カゼイン」は前記第2節実験

において「ペプシン」分解を受けたものを，更に「ト

リプシン」分解した．大原菌培養においては，卵白

「アミノ酸及び「カゼイン・アミノ酸を夫々2，5，

10％の割に添加して対照無添加培養・と比較するに，

「ヒ」産生量は著明に増量し，且つ添加濃度に比例し

て居る．大野菌においてもまた上記2蛋白及び牛血粉

「アミノ酸を同様濃度に添加培養した成績は，大原菌

と一致して居る．

　然し乍らこの所に考うべきは，添加アミノ酸の純度

の問題である．蛋白質加水分解に通常最も用いられる

のは強鉱酸に依る方法で，特別の「アミノ酸分離以外

では，該法が最も確実且つ比較的短時間で行い得る．

然し私は生体の消化機構に準ずべく，該法に依らず，

蛋白質分解酵素類を用いた．本法によれば中間分解物

を生じ，全部を「アミノ酸に迄分解する事は出来な

い．即ち私の作った「アミノ酸混合物は，高分子の蛋

白質は除去してあるが，猶「ビウレット」反応弱陽性

を呈し，Polypeptideの若干残って居る事は否定し

得ない．然し乍ら「トリプトファン」反応陽性に出る

事よりして，「アミノ酸が生成されている事も事実で

あり，且つ「パンクレアチン」による卵白分解物2gm、

中にS6rensenのFormaltitrationに依り「アミノ

田

窒素0．29gmを明記し得ている．またDunn＆
Lewiss　56）によれば，「カゼイン」の分解に際し，「ペ

プシン」による「アミノ窒素の遊離は約10％であり，

更に「トリプシン」を添加する事により略々80％に達

する．従って本実験に供した「パンクレアチン」乃至

は「ペプシン」及び「トリプシン」による分解物は，

かなりの純度の「アミノ酸混合物と考えてよい．

　斯る見地よりすれば，赤痢菌は「ペプトン」を「ヒ」

原とする事は出来ぬが，「アミノ酸迄に分解されたも

のを「ヒ」原とする能力を有すると考えてよいであろ

う．この考察は，第2節実験で「カゼインペプトン」

を大原，大野粘菌共「ヒ」原となし得なかったが，第

3節実験で，それを更に「トリプシン」で分解したも

のを添加した場合著明に「ヒ」を産生する事実によっ

て是認し得を．

　前述の如く蛋白質分解「アミノ酸混合物中には，少

量ではあるががPeptide含有されている．

　斯るPeptide中赤痢菌の「ヒ」原たり得るものが

あるや否やについては遽に論断し得ない所であるが，

次にその一裏書たるべき第4節実験を行った．即ち，

Peptide中最も簡単なDipeptideたるCarnosinを

実験に用いた．本試料は吾人が動物性蛋白として剰る

哺乳類或は魚類筋肉中に含有され，且つ屡々遊離の状

態で含まれて居る点まことに興味がある．

　今Carnosinを基本培養基に0．2，0．5％の割に

添加して大原，大野両町の「ヒ」産生量を検してみる

に，いずれも無添加対照に比し「ヒ」の増量を示し，

且つ添加濃度に応じて増量している．従って赤痢菌は

DipeptideたるCarnosinを分解して「ヒ」を産生

し得るとすべきであろう．

　最後に構造式上最も「ヒ」に近似した「ヒチ」に対

する赤痢菌の態度について検討した．既に第1章にお

いて述べた如く，「ヒチ」より「ヒ」を産生する能力に

ついては種々の細菌について報告されている．然し赤

痢菌に関しては甚だ勘く，大腸菌は「ヒ」を産生する

も，赤痢菌は産生せずとする者すらある37）．私は上述

の第1節より第4節迄の実験成績より，赤痢菌は当然

「ヒチ」を分解して「ヒ」を産生すると確信し，種々工

夫実験を重ねた結果，或条件下では盛に「ヒ」を産生

する事を実証し得た．その条件については第丑報以下

において報告するが，「ヒ」産生成績の一端を第5節

実験・において示した．

　即ち0．2％葡萄糖片肝片隅肝「ブイヨン」を基本培

養基とする時，大原，大野両菌共「ヒチ」添加により

「ヒ産生量は増大し，且つ添加濃度に応じて増して居

る．今大野菌の場合をみるに，「ヒチ」無添加対照で
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は最高「ヒ」産生量は401ng／1であるに比し，0．05

％「ヒチ」添加では最高110mg／1で70　mg／1増量

している．これは添加1－Histictin－HC1より生成す

る「ヒ」計算量の約19％に相当する．0．1％「ヒチ」

添加の場合は対照よりも210mg／1増量し，計算量の

約30％に相当する．0．2％「ヒチ」添加では230mg／1

増量．し，計算量の約15％に相当し∫0㍉5％添加では略

48％の310mg／1増量している．大原菌の場合でも

「ヒチ」添加量に応じて「ヒ」産生絶対値は多くなる

が，計算量よりみた比は一程度迄比例するが，それ以

上は却って低下して居る，即ち「ヒチ」の一定濃度以

上の存在は却って赤痢菌の発育代謝に悪影響を及ぼ

し，「ヒ」産生量の低下を来すものと思惟せられる．

然し乍らこれは培養基容量，菌量その他に制約のある

試験管内成績であって，斯る制約のない生体腸管内で

は自ら異るものと考えられる．

　本「ヒチ」分解産物が「ヒ」である事は，瀬良一横

山法により精製定量し，また泉教授考案の新定量法に

よる比色定量，且つ作出「ヒ・ビクラート」の融点及

び分析N量決定により証明するを得た．

　猶最後に附言すべきは，「ヒ」産生時の培養基のpH

であるが，各節において示した如く等しく酸性で5～

5．5前後となっている．もっとも「ヒ」産生の殆どな

い対照の場合でも赤痢菌の発育により酸性となって居

るのであって，寧ろ随伴的な現象と考えられる．然し

乍ら疫痢症状患児の糞便及び尿は「ヒ」を含有して居

り，そのpHは5．5画面である事実45）46），或は「ヒ」

中毒家兎の尿も同様酸性で且つ「ヒ」を証明される事

実と符合する事は甚だ興味深い．

　以上の如く赤痢菌の「ヒ」産生には，「ヒ」原たるべ

き材料を必要とするのであって，この点を考慮しない

実験において「ヒ」の産生をみないのは蓋し当然と云

うべきである．

　猶従来疫痢症状発現機構として食餌的原因が重視さ

れてはいるものの，暴飲暴食或は不消化物摂取による

腸管の機械的損傷を以って主とし57）17），摂取食品の内

容については殆ど論及されていない．然し乍ら以上の

実験成績より按ずれば，「ヒ」原の豊富な食品を摂取

せる場合においては大量の「ヒ」が産生され，疫痢症

状が発現するものと考えられる．而して第五報におい

て述べる方面においても食品内容が「ヒ」産生に重大

な関係を有するものであって，従って大平洋戦争末期

から終戦後の食糧難時代では，赤痢は少くないにも拘

らず疫痢の発生が少く，食糧事情好転と共に増加して

来た事実57）58）59）の一端も敏上により解明し得るもので

ある．

結 論

　吾人の生理的消化機構を考慮し，蛋白質及びその消

化酵素分解物或は「カルノシン」「ヒチ」を培養基中

に添加して，大原，大野菌の「ヒ」産生度を検討し，

次の成績を得た．

　1）赤痢菌は蛋白質を分解して「ヒ」を産生する能

力はない．

　2）赤痢菌は蛋白質分解「アミノ酸混合物より「ヒ」

を産生する．

　3）赤痢菌は「ペプトン」より「ヒ」を産生しな

い．

　4）赤痢菌は「カルノシン」添加により「ヒ」産生

をみる．

　5）赤痢菌は「ヒヂ」より「ヒ」を産生する．

　即ち赤痢菌の「ヒ」産生には，「ヒ」原たるべき材

料を必要とし，「ヒチ」より「ヒ」を産生するが，これ

を含む蛋白質も一定度分解されて始めて「ヒ」原たり

得る．

　猶「ヒ」産生時の培養液のpHは5～5．5前後で，

「ヒ」の減量と共に「アルカリ」側に傾く．

潤筆するに当り，終始御懇篤な御指導並に御針鐘を辱うし，御

校閲の労を賜った恩師泉教授に方腔の謝意を表します，

文献第IV報にのせる．


