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Clostridium　perfringens類似菌群に関する分類学的研究

特にClostridium　paraperfringens　Nakamura，　Tamai，　and　Nishida

1969　について

金沢大学大学院医学研究科微生物学講座（主任

　　　　　　　中　　村　　信　　一
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　Willisら1）が述べたNagler培地上のレチシネー

ス反応と，その抗血清による　Clostridium　perfr－

ingens判定法は広く一般の　C．　perfringens食中

毒検索に用いられているものであり，我国でも微生物

検査必携2）として一般に用いられている．しかるに著

者の研究室ではヒト腸管内あるいはガスエソ患者材料

を検討するうち，溶血反応弱陽性で，生物性状が

C．perfringensに酷似し，　Nagler培地上のレチ

シネース反応陽性，しかもそのレチシネースが600単

位／mlのウェルシュ囚虜α血清により抑制される性状

を持つC・P・・f・i・g吻に極めて類似した菌群が分離

され、著者はこれについて検討し，C．　paraperfri－

ngens　Nakamura，　Tamai，　and　Nishida　1969D

（Bergey’s　Manual　of　Determinative　Bacte－

riology第8版の　clostridiaの項のNo．5として

登録される旨，この項の著者の一人L．DS，Smith

博士より通知をうけている．）を提議した．　その後

さらに著者の研究室で土壌材料を検討している際，生

物性状が　C．perfringens，　C．　paraperfringens

の中間様性状を示し，かっウェルシュ菌抗α血清によ

って抑え切れないレチシネースを産生する菌群が分離

された．著者は本研究でこれらの　C．perfringens

類似菌の分類学的位置を明らかにするため数値分類

（Numerical　taxonomy）4）5）およびDNA－DNA

相同性実験　（DNA－DNA　homology　experime・

ntメ）7）を行った結果について述べたい．Clostridia

の数値分類については他に報告がないので外にも広く

　saccharolytic　clostridiaを集めて検討を行っ

た．

実　験　方　法

　1．数値分類

　使用菌株：表1に示した64株を使用した．　C．

perfringens類似菌は　Yamagishiら9）の　C．

perfringens分離方法によって　C．　perfringens

を分離している最中に分離されたものを用いた．

　被験性状：おのおのの菌株について表2に示した74

の　characters（featureとしては159になる．後

述）について調べた，

　コロニー性状および細胞形態：McIntosch＆

Fildesの嫌気ジャーで48時間培養した1％グルコー

ス加血液寒天平板上のコロニーについて，コロニー形

態を観察し，同一コロニーについてグラム染色を行

い，顕微鏡下で細胞形態を観察した．胞子；
Roberts　9）が記載したクックトミートブロースで5

日間培養し　Wirtz1｛1）の胞子染色を行った．糖によ

る増殖促進度：2％ポリペプトン（大五，大阪），0．5

％酵母エキス（大五，大阪），0．5％食塩，0．1％チオ

グリコール酸ナトリウム，pH7．2を基礎培地とし，小

試（109×105mm）に3．5mlあて分注，滅菌後，滅菌

該糖を1％の割に加え，肝片加肝ブイヨンで前培養し

た菌液0．15mlを植菌し，37。C　1週間培養後光電比色

計（島津スペクトロニック・20）を用い波長600mμに

おける吸光度の測定により濁度を求め，吸光度の値が糖

を含まない対照培地に較べ2培以上を示した時，増殖

促進度陽性と判定した．嫌気性；上記血液寒天平板上

に植菌し，嫌気，好気性培養を行った．溶血性：上記

血液寒天平板を使用した．莫膜形式：KeppieらlD

　Taxonomic　studies　on　Clostridium　perfringens－like　strains，　particularly　conc・

erning　Clostridium　paraperfringens　Nakamura，　Tamai，　and　Nishida　1969．　Sh．i・

nichi　Nakamura，　Department　of　Bacteriology（Director：Prof．　S．　Nishida），　School

of　Medicine，　Kanazawa　University．
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C. perfringens

  type A ; PB6K (National Institute of Health, Tokyo, Japan) SO02-3, S16550, S1610,

         S16102 ; Strains isolated from soil in Kanazawa, Japan.

  type B; 4964 (National Collection of Type Cultures, London, England)

. .type C. ;n3182rr.<'.N.mLatip.nal.rmCollection of Type Cultures, London, Endland)

-- type D;L9-(Leeds University, Leeds, England)

  type E;411 (L. A. Tarassevich State Control Institute for Med. Biological

        ' Plreparation, Moscow, US' SR)

  type F; 398 and 410 (L. A. Tarassevich State Control Institute for Med. Biological

          Preparation, Moscow, USSR)
C. terttum

  2Cl-1, 4C-2 ; Starins isolated from soil in Kanazawa, Japan.

C; multifermentans

  17795 (American Type Culture Collection, Rockville, U. S. A.)

  2C-2 ; Strain isolated from soil in Kanazawa, Japan.

C. butyricum '  3847, 3858 (Institute for Fermentation, Osaka, Japan)

C. acetobutyricum

  3346, 3859 (Institute for Fermentation, Osaka, Japan)

C. sePttcum

  5, 8, C-61, 94 (National Institute of Health, Tokyo, Japan)

  7281, 616 ; Starins isolated from sbil in Kananzawa, Japan.

C. chauvoei

  Holland, Frankring, M¢rkov, AA-11 (State Veterinary SerumLaboratory,Copenhagen,
   Denmark)
  C-59 (National Collection of Type Cultures, London, England)

  C6H (Leeds University, Leeds, England)
  11' (National Institute of Health, Tokyo, Japan)

C. ParaPutrificum

  17864 (American Type Culture Collection, Rockville, U. S. A.)

C. tnnocuum
  14501 (American Type Culture Collection, Rockville, U. S. A.)

C. botulinum type E E-59 (Institute of Health of Akita, Akita, Japan)

C. sphenoides 3560 (American Type Culture Collection, Rockville, U. S. A.)

C. bifermentan.s 315; Starin isolated from soil in Kanazawa, Japan.

C. sordellii 4708 (Wellcome Research Laboratory Collection, England)

C. sporogenes 80011 ; Strain tsolated from soil in kanazawa, Japan.
C'. di.fiicile

  1785.7,J9689 (American Type Culture Collection, Rockville, U. S. A.)

C. fa(lax A33H (Pasteur Institute, Paris, France)

L barati 2227, 7606 (Pasteur Institute, Paris, France)

L lacustris 12/ 16B, 12/ 16C (Pasteur Institute, Paris, France)

L sanguicole 1278A, 1259 (Pasteur Institute, paris, France)
'

L talis 1231 (Pasteur Institute, Paris, France)

'P. Pseudo-tetanicum 965 (Pasteur Institute, paris, France)
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C･ ParaPerfringens ; Starins isolated in Kanazawa.

  FIS-IW, FIS-5, 9, 3-3, 3-1 ; strains isolated from human feces.

  G, H;Starins isolated from gas gangrene.
unidentifled strains ; Strains isolated in Kanazawa.

  S06-4 (from soil), TFI (from buccal phlegmon), HA-7103 (from soil),

                                '  HA-7107 (from soil), HA-9103 (from soil).

             -C. tetani PQ5; Strain isolated from soil in Kanaza,wa, Japan. N

C. tetanomorPhum 288 (National Collection of Type Cultures, London,

   *labelled as C, septicum

England)

x2 zafilje

Characters

Colonies on 1% glucose
blood agar

  Growth
 . Edge
  Surface
  Colour
  Mucosity
Morphology of cell

  Gram reaction
  Shape of cells

  Arrangement

  Width
  Spore

added

  Capsule
Anaerobiosis
Haemolysis

Growth in PYG broth
  at 18 C

Growth stimulation by sugars
  Glucose, maltose, lactose,

  sucrose, galactose, fructose,

  xylose, mannitol, arabinose,
  salicin, mannose, raflfinose,

  inulin, sorbitol, adonitol,

  dulcitol, glycerin

Biological tests

  Indol production,

  nitrate reduction,

  coagulated egg white digestion
Gelatinolysis

Casein digestion

Features scored

Swarming or localized
Entire, uneven or irregular

Smooth or rough
Non"coloured, white or green

Mucous or not

Negative or positive

Strict rods or curved rods

Occuring singly or clustered

Filamentous or not
Slender (O.5u<) or stout (O.5u>

Terminal or not terminal
Oval or spherical

Swelling the rods or not

Capsulated or not
Anaerobic or microaerophilic
Negative, incomplete, or

complete haemolysis

Negative or positive

Negative or positive

Negative or positive

Negative or positive

Negative, weakly positive

or strongly positive

Negative, incomplete,

or complete digestion.
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　or　Isocaprolc　acid）

Utilization　of　nitrogen　compounds

as　a　sole　nitrogen　and　carbon　sources

　L－91utamate
　L－histidine

Deamination　from

Characters　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Features　scored

Hydrogen　sulfide　production　　　　　　　　　　　Negative　or　positive

Enzymic　activity
　Lecithinase，　urease，　RNase，

　DNase，　phosphatase，

　collagenase，　lipase　　　　　　　　　　　　　　　　Negative　or　positive

Sensitivity　to　antibiotics

　Chloramphenlcol，　tetracycline，

　penicillin，　erythromycin，

　．streptmycin，　co豊istin，

　Kanamycin，　fradiomycin　　　　　　　　　　　Sensitive　or　resistant

Toxigenicity　tq　mouse　　　　　　　　　　　　　　Lethal　or　not

Alcohol　and　fatty　acid　production

in　PYG　medium
　Butanol，　isobutanol，　isoamyl

　alcohol，　acetic　acid，　propionic

　acid，　isobutyric　acid，　butyric

　acid，　isovaleric　acid，　valeric

　acid，　isocapro重。　acid，　caproic

　acid　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Negative　or　positive

　Amain　product（isoamyl　alcohol，　acetic　acid，　butyric　acid，

　isovaleric　acid，　valeric　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Negative　or　positive

Negative　or　positive

　Asparate，　histidine，　glutamate，　methionine，　ahd　s6rine－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Negative　or　positive

Gas　from　glucose　　　　　　　　　　　　　　　　Negative　or　positive

の法により1％グルコース加10％血清ブイヨンを用

いた，ゼラチン液化能，　凝固卵白消化，インドー

ル産生，硝酸塩還元：　Sterneら12）の記載にし

たがって行った．硫化水素産生：SIM培地　（栄

研，東京）を使用した．カゼイン消化：GrobB｝

の方法によった．レチシネース反応：WillisらDの

使用した　Nagler培地上の所見からレチシネースの

有無を判定した．ウレァ一町：Brooksらi4）の方法

によった．トリプチリン消化：ブレインハートインフ

ュジョン寒天培地（栄研，東京）に1％の割にトリブ

チリン（和光，東京）を加えたものを使用した．リボ

核酸分解酵素：ハートインフュジョン（栄研，東京）

2．5％，塩化カルシウム0．045％，酵母エキス0．5％，

寒天ユ．5％，pH7．2を基礎培地とし，別に滅菌したリ

ボ核酸　（Sigma，　U．S．A）を0．2％の割に加えたもの

を平板にし，菌を画線塗抹し，370C48時間培養後1．5

N塩酸を加え集落のまわりに透明帯を形成したものを

陽性とした．デスオ1キシリボ核酸分解酵素：DNA培

地（栄研，東京）を使用した．フォスファテェース：

2．0％プロテオースペプトン　（Difco，　U．S．A．），0．5

％酵母エキス，1．0完グルコース，0．5％食塩，0．5％リ

ン酸カルシウム，1．5％寒天pH7．2を基礎培地とし，

0．5％フェノールフタレイン・2燐酸塩溶液（栄研，東

京）を3銘の割に加えた平板に菌を画線塗抹し37。C4

8時間培養後集落をアンモニアガスにさらに集落の赤

変をもって陽性とした．コラゲネース：細粉ハイドパ

ウダー　（Baird＆Tatlock，　London）0．4％加寒

天平板（寒天濃度2％）にパンチボールを作り，クッ

クトミートブロース24時間培養液0．5mlを入れ370C24

時間培養し周囲の透明帯の有無を調べた．グルコース

からのガス産生：2％プロテオースペプトン
（Difco，　U．S．A．），0．5％酵母エキス，0．5％食塩，1

％グルコース，0，5％寒天，pH7．2の培地を使用し

た．マウスに対する致死活性：Nishidaら15｝の方法
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により培地を作製した．代謝脂肪酸およびアルコール

：Mooreら16）の方法により，島津ガスクロマトグ

ラフィーGC－4A（島津製作所，京都）を使用し，ガ

スクロマトグラフィーを行った．内径4m凪長さ2m

のステンレスカラムを用い，充てん剤として
Resoflex　Lac－1－R－296（西尾工業，東京）を使用

した．キャリヤーガスは窒素ガスを用い，ガス流量60

m正／min，カラム温度120。Cの条件下でガスクロマト

グラフィを行った．表2に示した代謝脂肪酸，および

アルコールの存否を　featuresとして検索したが特

に代謝産物のうち最大ピークを示したものを主代謝産

物とし　featureを設定した．脱・アミノ反応：細胞

浮遊液（1mgN／ml）1mlに，0．1Mアミノ酸溶液

0．4ml，0．1Mリン酸緩衝液（pH7．2）1．σmlを加え，

370C　4時間嫌気振とう培養後，ネスラー法によりア

ンモニアを検出した．抗生物質に対する感受性：ディ

スク法によった．アミノ酸による発育：0．03％酵母エ

キス，0．02％リン酸1カリウム，0．01％硫酸マグネシ

ウム，pH7．2を基礎培地とし，0．75％の割にアミノ

酸を加え，小試（10×105mm）に3．5mlあて分注，滅

菌後，肝片加肝ブイヨンで前培養した菌液0．15mlを

植菌し，37。C48時間嫌気培養後，濁度を測定した，

　　　　　　　　　　ダ180C，500Cにおける発育：2％プロテオースペプトン

　（Difco，　U．S．A．），0．5％酵母エキス，0．5％食塩，

1％グルコース，pH7．2の培地を使用し，18。C，50

0Cの湯浴を用い培養した．上述の全ての検査結果は

（＋），・あるいは（一）で表示した．

　相似値　（Similarity　value，以下S一品と略）の算

出：　Beersらmの第皿法によりコーディング
（coding）し，S一二を算出した．例えば溶血性，イン

ドール産生をコーディングすると下記の如くになる．

　　　　　features　　　　　　　　　　　　　　features

溶血性陰性十一一　インドール（十）　十一

不完全溶血nc＊＋一　インドールe　nc＋

完全溶血nc　nc＋
　　nc＊；not　considered．

　S値の算出は，比較する2種の菌種かいずれも

”＋“の　featuresの数をNsとし，いずれか一方

の菌種が”＋．で他方の菌種が”一“，又はその逆の

場合の　featuresの数をNdとすると，S一二＝Ns／

（Ns＋Nd）として算出した．　S一二は　SneathDの方

法によりシングル・リンケージ（single　linkage）

によりソーティング　（sorting）　したものを一定の

S一値で門別し　Sneathら51の命名法によりフェノ’ン

村

（Phenon，数値分類群）とした．各フェノン内および

フェノン相互間平均相似値　（Mean　similarity

value，　MSV）は下記の式により求めた．

　フェノン内平均相似値二

　　　　　　　ゆ　　　　　2×（フェノン内S一値の総和）
　　（フェノン内菌株数）×（フェノン内菌株数一1）

　フェノンA，B間平均相似値＝

　　　　　　フェノン間S一値の総和
（フェノン”A．の菌株数）×（フェノン”B“の菌株数）

　電子計算機は　NEAC　2230（日本電気，東京）を
使用した．

　1．DNA－DNA相同性実験
　細菌の培養および二二：2％プロテオースペプトン，

　（Difco，　u．s．A，），0．5％酵母エキス，0．5％食塩，

1％グルコース，0．1％チオグリコール酸ナトリウム

（pH7．2）を含む培地を使用し，32P－DNA調整には，

　0．1mci　carrier　free　32P（日本放射性同位元素

協会，東京）を上述の培地100mlに加えた．菌の培養

は370Cで行い，対数増殖期に遠心二二した．

　DNA調整法：DNA調整は　Marmur18）の方法に

よった．即ち三体をエチレンジアミンテトラ酢酸（E

DTA）生食水溶液（0．15M　NaCl＋0．1M　EDTA）

に懸濁し，　リゾチーム　（Boehringer　Mannheim，

東京）を1mg／mlになる様加え，370C20分処理した

後，SLS　（Sodium　lauryl　sulfate）を加え，600

Cの湯浴で10分間加熱し溶高した．冷却後3％（V／

V）の割にn一オクチルアルコールを含むクロロホルム

で除蛋白を繰返した．除蛋白の後，DNA溶液に50μg

／mlになる様RNase（Worthington，　U．S．A．）を加

えRNAを分解除去した．ラベルした32P－DNAはフレ

ンチプレッサーセル（大岳，東京）を通すことにより

　shearingを行った．

　DNA一寒天の調整およびDNA一寒天反応：Bolton

ら6）の方法により変性DNAをIonagar　No．2

（Oxoid，　London）に固定した．60。Cの2×SSC

（SSC＝0．15M　NaCl＋0．015Mクェン酸ソーダ）で

充分洗浄後，寒天に固定されたDNA量を260mμの吸

光度により測定した．DNA－DNAハイブリッド形成

は　McCarthy了），　Hanaoka19）らの方法にしたがい

行った．即ち1g中に100μg～300μgのDNAを含む寒

天0．1gにその1／10量の変性　　2P－labeled　DNAフ

ラグメント（1～3μg），及び蒸留水を加えて0．08ml

とし，これに0．02mlの5×SSCを加えて，総量が0．1

m1，かっ1×SCCになる様調整し，60。C14時間培養

した．培養後ハイブリッドを形成しなかったDNAフ

ラグメントは寒天を60。Cの2×SSC溶液中で洗浄す
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ることにより除去した．寒天中のDNAとハイブリッ

ドを形成したDNAフラグメントは寒天を70。Cの0．01

×SSC溶液中で洗浄することにより寒天から分離し

た．各々の洗浄液について放射能を液体シンチレーシ

ョンカウンター　Unilex　I－A　（Nuclear－Chicago，

U．S．A．）により測定した．ハイブリッド形成DNAの

割合は　（bound　counts／total　counts）×100

として計算した．おのおのの試料につき2回行い，必

要な場合には追加実験を行った．

　皿．C．　perfrlngensα毒素の測定

　α毒素産生用培地としては　Nishidaら15）のク，ク

トミートブロースを調整し使用した．α毒素の測定

は，van　Heynlngen20）の方法により　Egg　Unlt

（EU）を求あ，同時に　Evans2Dの方法に従い，毒

素lmlを中和するのに要する抗血清の力価（抗毒素

結合量，Antitoxln　Equivalent，以下AEと略す）

を求めた．ウエルシュ菌抗α血清は千葉血清研究所の

製品を使用した，

実　験　結　果

　先に著者らはヒト腸管内あるいはガスエソ患者から

　C．perfringensに類した菌を分離し，これらの

菌を　C．paraperfringens　Nakamura，　Tamal，

and　Nishida　1969Dとして提議し，これらの菌が

Pasteur研究所から分与された　1nflabilis　bara・

ti　2227，7606，1．　lacustris　12／16Bと同一てあ

ることを述べた．その後更に　C．perfringens，　C．

paraperfringensに類似した別の一群と思われる菌

を土壌から分離した．これら新分離菌株は　C．

paraperfringensとは細胞幅，レチシネースの強さ

か異る様に思われた．

　先ず　C．paraperfringens，ついで新分離　C，

perfringens類似菌の性状を詳細に再検討した結果

について述べる．

　1．C，　pefringens類似菌の性状

　1．C．　paraperfringensの性状

　コロニーの形態：1％グルコース加血液寒天平板⊥

のコ。ニー形態は，大きさが　C．perfringensよ

りやや小さく，正円形に近く，表面やや粗で，辺縁鋸

歯状てあった，コロニーの著しい緑化傾向は認めるこ

とは出来なかった．

　菌形態：グラム陽性桿菌．菌幅0．5～0．6μで　C．

perfringensに比し決定的に細い．おのおのの細胞

は群をなす傾向がみられた（図1）．英膜は薄いが確

認された．運動性陰性，

　生物性状：グルコース，マルトース，ラクト＿ス，

図1　C．paraperfringens　C．　perfringens

A；C．paraperfringens，　B；C．　perfringens

1％グルコース加血液寒天平板上に発育した菌をグラム染色した．（×2，000）
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シュクロース，サリシン，フラクトース，ガラクトー

ス，マンノース，セロビォースからの酸の産生全て陽

性．ラフィノース，アラビノース，ザイロース，イノ

シット，ズルシトール，ソルビトール，マニトール，

イヌリン分解陰性．ゼラチン消化，凝固卵白消化，イ

ンドール産生陰性．硝酸塩還元陽性．

　代謝脂肪酸およびアルコール：酢酸，酪酸を産生す

るがブタノールを産生しなかった．

　脱アミノ反応：アスパラギン酸，ヒスチジン，グル

タミン酸，メヂオニンを脱アミノしなかった．

　至適発育温度：300～40。C．50。Cでは発育を認めな

かった．

　レチシネース：Nagler平板上のレチシネース反応

は　C．perfringensのレチシネースに較べてはる

かに弱いが，WillisらDの法にしたがって平板の片

側に600単位／mlのウェルシュ菌抗¢血清をなすると

C，perfringensのレチシネースは当然抑えられ，

C．paraperfringensについてもほとんどの場合完

全に抑えられた．しかるに60単位／mlのウェルシュ

菌抗α血清をなすると，C．　perfringensの示す総

てのレチシネースはほとんど完全に，あるいは完全に

抑えられるのに対し，C．　paraperfringensの弱

いレチシネースはやや抑えられたにすぎなかった．ま

た　Nagler平板上の　C．　perfringens菌は培地

中に含まれているラクトースを分解し，存在する中性

紅を還元し，コロニー周辺に赤色帯を形成するのに対

し，同じラクトース分解菌である　C．paraperfrin・

gensは赤色帯を形成しなかった．先述の　Nagler

平板上のレチシネースとウェルシュ菌抗α血清との反

応は　C．paraperfringens．の出すレチシネースと

ウェルシュ八四α血清との親和性が異ることを暗示し

たので更にクックトミートブロース培養濾液を用い検

討した（表3）．van　Heyningen21Dの方法により

EUを測定した結果，全株共1EU／m1以下と極めて

低い値を示した．しかしながら　Evans～Dの法によ

りAEを求めた結果，1時間値は10株全て0．1AE以下

であったが，室温に24時間放置すると10株中3株が各

々1．0，2．0，2，0AEと高い値を示してくることが判

った．従来すべての　C．perfringensで普通発見

される0．2～0．3AE程度のものでは24時間室温放置す

ることによって1時間値よりも0．4AE以上の誤差を

生ずることはあり得ないこと，また上述の3株のAE

値は　C．perfringensにおけるEUに対するAEの

比から算出されるAE値に較べ極めて高い値であるこ

とから，（通常　C．perfringensにおいてはAE／

EUは0．07位である．）これらのレチシネースはウェ

村

ルシュ菌抗α血清に対し親和性が弱く一旦抑えられっ

っも時間と共に解離するものと推定された．

2．新分離C．perfringens類似菌の性状

　コロニー形態：1％グルコース加血液寒天平板上の

コロニー形態は，C．　perfringensとほとんど同一

で，正円，表面滑，のコロニーを形成し，コロニーの

緑化傾向は　C．perfringensに比べ弱かった．溶

血陽性．

　菌形態：グラム陽性桿菌。菌幅0．9～1．0μと　C．

perfringensとの差を認めることは出来なかった．

英膜は狭いが存在した．運動性陰性．

　生物性状：グルコース，マルトース，ラクトース，

シュクロース，サリシン，フラクトース，ガラクトー

ス，マンノース，セロビオース分解陽性．ラフィノー

ス，アラビノース，ザイロース，イノシット，ソルビ

トール，マニトール，イヌリン分解陰性．凝固卵白消

化，インドール産生陰性．ゼラチン消化弱陽性．硝酸

塩還元陽性．

　代謝脂肪酸およびアルコール：酢酸，酪酸を産生す

るが，ブタノールを産生しなかった．

　脱アミノ反応：被験アミノ酸を脱アミノしなかっ

た．

　至適発育温度：300～400C．500Cでは発育を認めな

かった．

　レチシネース：Nagler平板上のレチシネース反

応の強さは，C．　perfringensと同一程度であっ

た．しかしながらこのレチシネース反応は600単位／mll

のウェルシュ綿甲α血清によっていくらか抑えられる

傾向を示したがほとんど抑えられなかった．クックト

ミートブロース培養濾液中のレチシネースは2．2～6．7

EU／mlを示した，しかし大量のウェルシュ菌抗α血

清を用いてもこのレチシネースを中和することは出来

なかった．これら新分離　C．perfringens類似菌

4株のうち，1株CPP－8はマウスに対に常に致死活

　性を示した．残り3株，HA－7103，　HA－7107，

HA－9103のマウスに対する致死活性は実験により変

動を示した．

　H．数値分類

1．上述の菌について電子計算機を使用して数値分類

の原則に従って分類した．細菌の分類については古く

から形態学的所見を重視した分類，生物学所見を重視

した分類等，医学微生物については分類に際し病原性

が重視されて来た傾向がある．数値分類は”分類に際

しては全ての性質が等しく評価されなければならな

い．“との　Adanson22）の哲学的思索を1957年

Sneath4）23）が細菌の分類に適用した分類方法である．
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表3　Clostridium　perfringens・like　strainsのレチシネース活性

Strains α＿Antitoxin

　equivalents
　　（AE）

　　／ml

Egg
Units
（EU）

／ml

Lethal

tOXIClty

Lecithinase
reaction　on　half－

antltOXln　agar
contalnlng　α一
antitoxin　of
60　units，600　units．

1．ゐαγα莇　2227

1．δα7α言‘　7606

一τ．Zαcz68渉傭812／16　B

C．Pα7αPθげγぢηgeπ8

　　G

H

3－3

9

FIS＿5

FIS－1W

3＿1

0．1＞

0．1＞

0．1＞，

0．1＞

0．1＞

0．1＞

0．1＞

1．0

2．0

2．0

1．0＞

1．0＞

1．0＞

1．0＞

1。0＞

1．0＞

1．0＞

1，0＞

1．0＞

1．0＞

十＊　，

十

十

十

十

十

十

十

十

十

＊

Unidentified　strains

HA－7103

HA－7107

HA－9103

CPP＿8

C．Pε7ゾヅ疏8・επ8

　　PB6K

5．0〈

5．0＜

5．0＜

5．0＜

0．2

4．9

5．2

22
6．7

2．6

十，一

十，一

十，一

十

十

十

十

十

十

±＊

±

±

±

＊＋　：lecithinase’reaction　not　supPressed

　±：lecithinase　reaction　slightly　supPressed

　一　：1ecithinase　reaction　supPressed

これ．は細菌の持つ全ての性状を等価とし，総合的に扱

い，実験方法の項で述べた如く数学的処理により，微

生物相互の相似性を数学的に表現し・たものである．上

述の　C．perfringens類似菌とC．　perfringens

を．中．心とした　saccharolytic　clostridia　との

分類学的関係を数値分類により検討した結果をデンド

ログラム（図2）として示した．計算されたS一値を

シングル・リンケージ法により分けると被験64株中53

株は81％のS一値で連つた（81一フェノン）．これら81一

フェノンを形成する53株は　saccharolytic　but

non・proteolyticな菌群であり，残りn株の多くは

saccharolytic　and　proteolytic　な菌，および

non－saccharolytic　and　non－proteolyticな菌で

あった．81一フェノンに含まれる菌種は　C．perfri－

ngens　type　A，　B，　C，　D，　E，　and　F，　C．　tertium，

C．multifermentans，　C．　butyricum，　C．　aceto・

butyricum，　C．　septicum，　C．　chauvoei，　C．　pa－

raputruficum，　C．　innocuum，　C．　botulinum

type　E，　C．　sphenoides，　Genus　Inflabilis数

株，C．　perfringens類似菌全株，未同定株So6－

4，C。　carnis類似菌TFIであった．これら81一フェ

ノンを90％以上のS一値でシングル・リンケージする

もの（90一フェノン）によって分けると7グループに分

かれた．おのおののグループをそれぞれフェノン1，
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図2

75

Sacharolytic　clostridiaおよび対照株のデンドログラム

●0 85 go 95

‘艦，＊

ユ00

　C．P8gape＝f＝ingen8
　C．P＆98P●＝fτingen8
　C・P＆＝魯perfτingen8
　C・P＆r邑peτfringen8
　工oba置ati
　I．1剛8t五
　C・P己＝ap●rfringen8
　1．1亀cu8tごi8
　C・P＆蓄邑pezf＝i恥9●n8

　C●par8P●rfring●n8
　C・P●rfging●馳●
　C・1鴫gf＝工ng●n6

3－3
9
F】［S－1脚

FIS－5
222●7

7606
H
12！16B
3。1

G
S16550
S1610

C・P●rf＝i隔9●屍5　typ●唱4964
C・P●gfτing●駆6　typ●F410
C●p●rfτ」．ng●n・　typ6　C　3182

C・P●「f犀i屍9●n8　typ●DLg
C・P●gfring●n8　type　A　P66K
C。P●蓄f＝ing●n8　type　E　411
C●P●＝fτ五ngen8　　　　　　　SOO2｝3

C・pe＝f「iagen8　type　F　398
C・pe＝f＝i馳9●a8　　　　　　S16102
1●80nguicole　　　　　　　　　　12782「、

H3L－7107　（unidentified）
田ト9103　（unidentified）
麗A－7ユ．03　（unidentified）

C．poraputrificum
C．innocuum
C．セe＝tium
C．tertiuln
Pユ・P8eudo－tetaniCU加
SO604　｛unidentifio己）
C．butyzicum
C●mu工tif●τmentan8
C●b魑セy＝icum

C．acotobutyr　icum
C．au】．tifGr顕entans
C．邑C●tob篭tyr　icum
C．8●ptic1国m
C．80pticu双緊
C．8epticu駅覧

C．8epticum
C．8●pticu重富

C。8●pticu鵬
C．chauvoe　i
C．ch己uvoei
C．ch己uvoe　i

C．cぬauvoei
C．chauvoei
C．chauv◎ei
C。chauvoe　i
TFI　｛塑ident二fied⊃
C．botulintロ鴨t罰pe　B

C．sphenoides
I．sanguiCOle
I．1aCU8セris
I．t己1i8
C．bifer冒頭ntans
C◎80rdellii
C・spor（》～搾「睡∋s

Cotetanユ
C．difficile
C．diff．¢ile
C．tetaao験orphum
C・fallax

17864
14501
2C1一ユ

4C－2
965

3847
17795
3858
3346
2C。2
3859
94
8

7281
C－61
616
5

Franklring
C－59
Morkov
ll
AA－11
C6H
Holland

E－59
3560
1259
12／16C
1231
315
470b
800ユl
PO5
1785囑
9689
289
義ミ7P

ノ

（％）＊：similarity　value

∬，皿1，IV，　V，VI，田とした．64株中残り11株のう

ち2株が91％のS一値で連なり，グループを形成した

ので，このグループをフェノン皿とした，次いでおの

おののフェノン内，およびフェノン間の平均相似値を

算出し・フェノンの均一性，ならびにフェノン間の関係

を検討した（表4）．各フェノン内平均相似値は90～9

6％と高い値を示し，フェノンの均一性が高いことを

示した．フェノン間平均相似値をみると，フェノン1

とフェノン皿の間，フェノンVIと珊の間は85％と高い

平均相似値を示し，これらのフェノンは他に比べお互

に類似性が高いことを示した．以下各フェノンについ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　丘

て述べる．おのおのの菌株について属するフェノンの

他菌株に対するS一値の平均値を求め，その値が最も

高い菌株を，そのフェノンの代表株とした．

　　フェノン1．代表株：Inflabilis　barati　2227．

　　このフェノンに含まれた菌は，　1．barati　2227，

7606，　1．1acustris　12／16B，　C．　paraperfringens

3－3，9，FIS－1W，　FIS－5，　H，3－1，　Gの10株であ
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表4　フエノン内およびフェノン間平均相似値（mean　simllarity　values＞

phenon
No．　of　　　　●stralns

Mean ．

Slmilarity　ValueS

1 10 90零
一 一 一 一 一 一 一

I
I

12 81 90 一 一 『 一 一 一

旦姓 3 85 81 96 一 一 一 一 一

w 3 80 72 73 94 一 一 一 一

V 6 75 72 71 77 90 一 一 一

VI 6 74 75 79 76 70 96 一 一

孤 7 78 76 78 78 68 86 95 一

皿 2 68 63 62 62 64 68 65 96

・数値はmean　similarity　value（％）を示す．

った．フェノン内菌株相互間S一値の変異域は83～100

％であり，各菌株の他の菌株に対するS一値の平均値

は86～93％であった．このフェノンは後述の　C．

perfringensからなるフェノン1とは，フェノン1

に属する　C．paraperfringens　3－3とフェノンH

に属する　1．sanguicole　1278Aを通じ89％のS一

値で連った．C．　paraperfringens　3－3のフェノ

ン1，∬に対する平均相似値はおのおの91％，82％で

あり，フェノン1に対しては高く，フェノン亘には低

い値を示したが，1．sanguicole　1278Aはフェノン

1，1に対し，それぞれ84％，85％の平均相似値を示

し，数値的には両フェノンに対し中間的な態度を示し

た．ただしフェノン1内でのフェノン内平均相似値は

90％，フェノン1では90％とそれぞれ高いのに，両フ

ェノン間のフェノン間平均相似値は81％を示し，両群

は別種とさるべきことを示した．即ち両群は類似して

いるが別種とすべきことが確認された．

　フェノン1．代表株：C．perfringens　typeD　L9．

　このフェノンはC．perfringens　11株，Lsangui－

cole　1278A一の12株により構成された．フェノン内菌

株相互間S一値の変異域は81～96％であった．各菌株

の他の菌株に対するS一値の平均値は85～92努であり，

Lsanguicole　1278Aが最も低い値を示した．この

株はC．perfringens　S16102と91％のS一値でもっ

て連り，このフェノンに属したのだが，前述した様に

フェノン1とも89％の高いS一値で連り数値的には両

フェノンの中間的位置を占めた．しかしながらこの菌

の　Nagler平板上のレチシネース反応はウェルシュ

菌抗α血清により完全に抑制され，菌幅とも　C．

perfringensと同一の態度を示した．

　フェノン皿．代表株：未同定株HA－7103，　HA－71

07．

　このフェノンは新分離の末同定　C．perfringens

類似菌　HA－7103，　HA－7107，　HA－9103の3株か

らなり，3株相互の平均相似値は96％と高い値を示し

た．このフェノンのフェノン1，皿に対するフェノン

間平均相似値はそれぞれ85％，81％であり，フェノン

1に対し，より高い類似性を示した．　HA－7103，

HA－9103はフェノン1に属する　1．　lacustris　12／

16Bと89％のS一値で連ったが，フェノン1に対する

平均相似値は両菌共に85％であり両群は別種とさるべ

きことを示した，これらの菌はマウスに対し，微弱な

がら致死活性を示した．表3中の　CPP－8はこの数

値分類には用いなかったが，形態学的所見ならびに生

物性状所見からこの群に分類しだ．

　フェノンIV．代表株：C．　tertium　4C－2．

　C，tertiufn　2C－1，4C－2，　Plectridium　pseudo－

tetanicum　965の3株からなり，フェノン内の他菌

との平均相似値はそれぞれ95，96，92％を示した．P．

pseudo－tetanicum　965はPasteur研究所から
送付された菌株で誤って同定されているものと思われ

る．

　フェノンV，代表株：C．butyricum　3858

　C．multifermentans　17795，9689，　C．　butyrト

cum　3858，3859，　C．　acetobutyricum　3346の5

株からなり，全株共に93％でシングル・リンケージが

見られ，フェノン内の他菌との平均相似値はそれぞれ

88，89，92，90，90％であった．

　フェノンVI．代表株：C．　septicum　7281．

　このフェノンは6株により構成され，全株　C．
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septicumであった，フェノン内菌株相互間S一値の

．変異域は91～100％であり，相互に高いS一六で連り，

各菌株の他の菌株に対するS一値の平均値は94～97％

であった．

　フェノンW．代表株：C．chauvoei　C－5g．

　このフェノンはC，chauvoei　7株により構成され

た．フェノン内菌株相互間S一値の変異域は92～99％

であり，各菌株の他の菌株に対するS一丁の平均値は

94～97％であった．フェノンVIとフェノン皿のフェノ

ン間平均相似値は85％とかなり高く，両フェノンは分

類学的には近い関係にあることを示した．しかしなが

ら両フェノンのフェノン内平均相似値は共に95％の高

値を示し，両群は類似しているが別種とすべきであ

る．

　フェノン皿．代表株：C．difficile　17857，9689．

　C．difficile　17857，9689の2株からなり互に96

劣のS一値で連つた．後に　Pasteur研究所から分与

された．1．setiensis　2866はC．　difficile　17857，

9689とおのおの95，96％のS一値で肥ったが，これに

ついては考察の項で述べる．

　さらに用いられた菌のどれとも90％以下のS一丁を

示すものをここに集めた．

　C．paraputrificum　17864，　C．　innocuum　14501，

未同定株　So－6－4，　C．　carnis類似未同定株　TFI，

C．botulinum　type　E　E－59，　C．　sphenoides

3560，　1．　sanguicole　1259，　1．　1acustris　12／　16C，

1．talis　1231，　C，　bifermentans　315，　C．　sordellii

4708，　C，　sporogenes　80011，　C．　tetani　PO5，

C．tetanomorphum　288，　C．　fallax　Hの計15株，

典型的な糖非分解菌であるC．tetani　PO5はC．　Per－

fringensを中心とした糖分解菌に75％でシングル・

リンケージするにすぎなかった，

2．各フェノンの鑑別性状．

　被験培養性状に基づき，フェノン1，H，皿，IV，

V，VI，　W，の鑑別性状を検討した（表5，6）．　表

5から，フェノン1，1，皿をフェノンIV，　V，VI，

田から鑑別するのに最も有効な鑑別点はレチシネース

産生であることが判る．即ちフェノン1，H，皿はレ

表5　フェノン1～田の相異点

　　　　　　フェノン

ｫ　　状

1，II，　III

@（25＊）

lV

i3）

V
（
6
）

VI

i6）

冊
（
7
）

コロニー，性　状
スムース，ラフ

ﾎ色，無色

スムース

ｳ　　色

スムース

秩@　色

ラ　　　フ

ｳ　　色

ラ　　　フ

ｳ　　色

好　　気　　性
strictly
≠獅≠?窒盾b奄

　・高撃モ窒盾

erophilic�
trictlya
獅≠?窒盾b奄�

trictlya
獅≠?窒盾b奄�

trictlya
獅≠?窒盾b奄

　　　　　膜� ，一� � � �
　分　解　

Vュクロース　

Tリシン　

Uイロース　

}ニトール　

Aラビノース�

十十

C一　

黶@

黶@

�

　　　十　

@　十　

@　十　

@　十　

@　一�

十
十
十
十
�

十
一
一
一
�

一
一
一
一

ラチン消化� ，一� � � �

チシネース産生� � � � �
タノール産生� ，一� � ，一� �

0℃での発育フ

Hスファターゼ産生�

　十，一匙
@　　十�

一
�

一
�
÷
�

一

数値は各々のフェノンに含まれる菌株数
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表6　C．perfringensとC．　perfringens・like　strainsの相異点

　　　　　　フェノン

ｫ　　状

　　フェノンI

b．paraperfringens

　フェノンII

b．perfringens

フェノンm

@　？

菌　　　　　　　幅 0．5～0．6μ 1．0～1．5μ 0．9～1．0μ

コ　　　ロ　　　ニ　　一

ｫ　　　状

辺縁鋸歯状

宴t，緑化

X向なし　　　　亀

釦　　状

Xムース

ﾎ化する

　　釦　　状

@　スムース

ﾎ化傾向少しあり

溶　　　　　　　血 一，（稀に＋） 十 十

糖　分　解

@　ラフィノース

@　イノシット

@　サリシン

　一

@一
ｦ時分解

　　　十

{（稀に一）

A性か遅延分解

　一

@一
ｦ時分解

ゼラチン消化

@　2％ゼラチン

@　10％ゼラチン
一
一

十
十

十
一

英　　膜　　形　　成 狭 広
　
　
狭
㍉

ブタノール産生 一 十
一

レチシネース反応

i抗血清に対し）

60単位

U00単位

　十＊

黶@±　，
一
一

十
十

※＋：抑制されない．±：ほとんど抑制される．一：完全に抑制される．

チシネース陽性，IV，　V，VI，皿はレチシネース陰性

の性状を示した．フェノンIV，　V，VI，皿は糖分解性

状，およびゼラチン消化能により簡単にお互に鑑別す

ることができる．フェノンIC．　paraperfringens，

フェノンH　C．　perfringens，　フェノン皿の鑑別

点を表6に示した．C．　paraperfringens，フェノ

ン皿はイノシット，　ラフィノース分解陰性，サリシ

ン即時分解の諸性状から比較的簡単に　C．perfrin・

9ensから鑑別可能である．C．　paraperfringens，フ

ェノン皿の両群は相互に非常に類した菌群であり，被

験性状の中で顕著な相違を示したものはゼラチン消化

ならびに細菌幅であった．即ちC．paraperfringens

は2％ゼラチン消化陰性，菌幅0．5～0．6μ　を示

し，フェノン皿は2％ゼラチン消化陽性，二幅0．9～

1．0μであった．しかし実際的には前述した両群のレ

チシネース反応により容易に両者を区別することが出

来た．

　皿．DNA－DNA相同性実験

　上述のフェノン1，H，皿を区別すべきであるとす

る数値分類の成績をさらに検討するためDNA－DNA

相同性実験を行った．フェノン1，∬，皿についてそ

1れそれ　1．barati　2227，　C．　perfringens　PB6K，

HA－7103を基準面とし，　DNAを寒天に固定した．

DNAの相同性は相同菌株間を100％とする相対値で

表わした（表7）．これらのDNA－DNA相伺性の値

から三者はそれぞれ区別される菌群であるが，フェノ

ン1とフェノン皿は28～43％の相同値を示し遺伝学的

に近い関係にあるのに対し，一方フェノンHはフェノ

ン1，皿とは遺伝学的にも明らかに異るものであるこ

とを示し，数値分類の成績が確認された．Reciprocal

hybridization　により，えられた相同性の信頼性

をチェックした，　1．barati　2227　に対する　C．

perfringens　PB6Kの相同性は13％，逆に　C．

perfringens　PB6Kに対するLbarati　2227の

相同性は17％，同様に　1．barati　2227とHA－

7103の組合せは35％と28％，　C．perfringens

PB6K　と　HA－7103の組合せは10％と14％であり，

えられた測定値に高い信頼性があるものと考えられ
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表7　DNA－DNAハィブリダイゼーション

Agar　DNA

Labeled－DNA

Phenon＿1
五ゐα7α翻

2227

Phenon＿II　　　Phenon＿m

C．pe？ゾ7ゴηgθπ8　unidentifed

PB6K　　　　　HA－7103

Phenon－1

　1．6α¢α孟‘．　2227

　C．Pα7αPθ7プ＝3－3

　C．Pα7αPθが　9

　C．Pα7αPθがG

Phenon＿II

　C．pθがtype　A　PB6K

　C．pθη～type　A　SOO2－3

　C．peがtype　A　S16102

　C．pθη£type　B　4964

　C壕）eがtype　C　3182

　αpθ嬬type　E　411E

　C．pθη6type　F　410F

　1．8απg伽coZε1278A

Phenon＿III

　HA－7103

　HA－7107

　HA－9103

Reference　strains

　C．壼e7厄％観2Cl＿1

　C．6％孟㌢グピ。πητ　3858

　C．82p孟‘cπ魏　7281

100＊

67

75

95

3
自
U

－
⊥
－
⊥

3
り
自
9
自

－
⊥
－
⊥
－

［
U
8
バ
仙

Q
U
Q
U
O
Q4
唯
⊥
4

1
⊥
－
⊥
－
⊥

7
－
9
臼
4
4

ゴ
⊥
　
－
⊥
　
1
　
1
⊥

1

∩
）
0
3

乖
⊥
　
可
⊥
　
－
⊥

10

X
1
2

　
8
Q
U
9
臼
り
O

n
∠
9
臼
9
臼
4
4
4
7

f
⊥
つ
⊥

［
O
i
⊥
7

1
1
1
⊥
100

100

95

4
∴
Q
J
6

1
⊥
　
－
⊥
　
り
⊥

＊数値は相同菌株間DNA－DNAハイブリッド形成を100とした相対値

る．対照株として用いた　C．tertium　4C－2，　C．

butyricum　3858，　C．　s⑳ticum　7281は上述の基

準3株に対し，それぞれ11～14％，9～12％，13～16

％の相同性を示したにすぎなかった．

　形態，生物性状，レチシネースの性状，数値分類，

およびDNA－DNA相同性の相違により，フェノン1

の　C．perfringens類似菌群は前審3）で述べた新種

　C．paraperfringensとして分類されるべきであ

ることが確認された．フェノン1は　Lbarati　2

株，1．lacustris　1株を含んでいるが，考察の項で

述べる理由によりこれらの名称を用いることは不適当

と思われた．フェノン皿の　C．perfringens類似

菌群に関しては考察の項で述べる理由により命名しな

かった。

　　　　　　　　　考　　　　　察

　本研究は2群のC．perfringens類似菌群，即ち

C．paraperfringens　Nakamura，　Tamai　and

Nishida3），および別の未同定　C．　perfringens

類似菌株の　C．perfringensに対する分類学的関

係を明らかにするたあに行われたものである．その結

果，著者らの　C．peraperfringensは　Pasteur
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研究所の　1．barati　2227，7606．1．　lacustris

12／16Bと同一であることが判った．しかしながら

如上の　1．barati（Tissier）Pr6vot，1938の2

株の生物性状は　La　Bacille　de　Baratに関する

TissierZDの原著記載．とは著しく異ったものであっ

た．　TissierはLa　Bacille　de　Baratについ

て，①一円．形胞子空．形成す．る．⑦カレイ状の形（恐らく

はいわゆ．．るBl翫formか）を取りやすい．③ヨー

ドで染まる穎粒が菌体内に存在する．④マニットール

を分解し酸を生ずる．⑤糖のない所でもすみやかに，

かっ大量に増殖する．⑥酷酸を作らぬ．と述べてい

る．しかし本研究においてフェノン1に属した

Pasteur研究所の3株，および我々の分離株の7株

共に上述の①～⑥の性状において　La　Bacille　de

耳aratとは一致しなかった．　Tissierが記載した

La　Bacille　de　Baratについて，　Tissier自身

C，butyricumでないかと述べているが著者も同意

見である．フェノン1はまた別の既命名株　1．

1acustris　12／16Bを含んでいるが，著者は

Pasteur研究所からこの　1．　lacustris　12／16B

および　Llacustris　12／16Cの分与をうけ，数値

分類に加え検討したところ，これら2株は76％の相似

値を持つにすぎず，別種とさるべきと考えるに至っ

た．したがっていずれの株が　1．1acustrisに相当

するのかを検討した結果　1．lacustris　12／16Cは

形態学的，培養性状，生物性状共に原著記載2」）に一致

したのに，1．lacustris　12／16Bはインドール産

生陰性，かっ細胞幅も0．5μと細く原著記載とは異っ

たものであった．また　Genus名Inflabilisに関

してもその特徴として　Pr6votは月賦を持たぬと述

べているが，1．barati　2227，7606，1．　iacustris

12／16B共に，1％グルコース加血清ブイヨンを用

い培養した時，C．　perfringengより決定的に狭い

が確実に英膜形成がみられた．細菌の命名に関し国際

細菌命名規約原則10に「細菌学者は事実の一層深い知

識に基づくか，またはこの命名規約の規則に違反して

いる名を廃棄する必要に基づくかの重大な動機がない

限り，みだりに　Taxonの名を変更してはならな

い．」26）と記載されている．しかしながら上に述べた

女口く　1，barati　2227，7606，1．　lacustris　12／16B

はそれぞれ原著記載とは異るものであり誤って名付け

られており，したがって著者はこれらを新しく　C．

paraperfringensと命名した．

　DNA相同性実験の結果，　C．　paraperfringens

はC。perfringens　PB6Kに対し，12～19％と低

い値を示し，両者は明らかに異るものであることが確

認された．一方フェノン皿のHA－7103に対し28～43

％と比較的高い値を示し，両者は系統発生的に近い関

係にあることを暗示した．

　Bergey’s　Manua127）にはC．　perfringensの生

物性状について，ゼラチン消化陽性，凝固卵白消化陰

性，グルコース，フラクトース，マンノース，マル

トース，ラクトース，シュクロース，ザイロース，ト

レハロース，ラフィノース，澱粉，グリコーゲン，イ

ノシット分解陽性，サリシンについては稀に分解する

とされているが，数値分類に使用した　C．perfrin・

gens　11株ならびに教室保存の百株余の　C．

perfringensの糖分解性状を検討した結果，ザ・イ

ロース分解株は全くなく，グルコース，フラクトー

ス，マンノース，マルトース，ラクトース，シュク

コース，ラフィノース，イノシット，ガラクトースは

ほとんど全ての菌株が分解陽性の性状を示し，サリシ

ン分解菌は少なかった．C．　paraperfringensの

糖分解については，グルコース，フラクトース，マン

ノース，マルトース，ラクトース，シュクロース，ガ

ラクトース，サリシン分解陽性，イノシット，ラフィ

ノース分解陰性で，サリシン，イノシット，ラフィ

ノース分解性の相違，ならびにゼラチン分解陰性の性

状により，C．　paraperfringensとC．　perfrin・

gensの鑑別は簡単な様に思われた．　C．　perfringρ一

nsのサリシン分解については　Bergey’s　ManuaF7）

には稀に分解すると記載されているが，　Mansson

ら28）は高蛋白食を与えたブタから分離した　C，

perfringensはサリシン分解陽性であり，同時にカ

ゼインあるいは凝固アルブミン消化陽性であると述

4べ，Nishidaら～9）は分離時の加熱条件により耐熱性

が強い程サリシン分解株が多いと述べた。著者はサリ

シン分解様式を検討した結果　「C．perfringensは

遅延分解の性状を示すのに対し，　C．paraperfrin・

gensは即時分解の性状を示し，サリシン分解陽性と

いえども，両者の分解様式は異るものであった．中川・

30）は非加熱分離　C．perfringens　33相中2株のラ

フィノース分解陰性株を報告しているが，著者は100

株余の　C．perfringensを検討したが，ラフィ

ノース分解陰性株は一株もみられなかった．C．

perfringensのイノシット分解について従来分解陽

性と記載されているが，最近著者は1000C10分以上の

加熱により分離された　C．perfr且ngensはイノシ

ット分解陰性の性状を示すことを明らかにした．（未

発表）ゼラチン消化に関して　Nishidaら29）は耐熱

性　C．perfringensの60％がゼラチン消化陰性で

あると述べたが，著者らはその後10％ゼラチンの他に
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2％ゼラチンを用いゼラチン消化を判定した結果，弱

いが確実にゼラチン消化陽性であることが判った．実

際的には　C．paraperfringensはそのレチシネー

ス反応がウェルシュ菌抗α血清により抑制されにくい

こと，門門が0．5μと　C．perfringensに較べ決定

的に細いことにより簡単に　C．perfringensと区

別することが出来る．フェノン皿の菌群に関しては，

そのレチシネース反応がウェルシュ国難α血清により

ほとんど抑制されないこと，ラフィノース，イノシッ

ト分解陰性，サリシン即時分解の性状により　C．

perfringensとは区別されうる．またフェノン皿と

C．perfringensのDNA－DNA相同性も10～13
％と低く明らかに両者は別種とさるべきである．フェ

ノン皿と　C．paraperfringensはコロニー形態，

菌幅，溶血性，ゼラチン消化の諸点で異るのみで，分

類学的に近接した菌群と思われたがDNA－DNA相同

性を調べた結果からも両者は近接した領域の菌である

ことが判った．ただ29～43％のDNA－DNA相同性か

ら同一種目してとりあつかい難いことを示したが，こ

のフェノン皿の菌群は無毒のフェノン1の　C．

paraperfringensと異り毒性を持つζと，かっその

レチシネースがウェルシュ菌抗α血清によって中和さ

れないなどの重要な性質をもつ点にかんがみ，更に多

数の菌株を分離し，如上の所見あるいは梢困難な上記

菌種との鑑別性状について更に検討した上でSp．

nov．の設定を考慮したいと考え，ここでは命名をさ

しひかえた．

　Prるvot’s　Manua13Dの　1．　setiensis犯）はBe・

rgey’s　Manua1第7版に　C．　setiense（Pr6vot

and　Raynaud）McClung　and　McCoyと記載され

ているが，著者は　Pasteur研究所から　1．　setie・

nsis　2866，3131の分与を受け検討した結果，両者

とも　Pr6votの記載とは著しく異ったものであつ

いた．即ち1．setiensis　2866はsaccharolytic

な菌性状を示し，C．　difficile　17857，9689と数

値分類上おのおの95，96鮨の高い相似値を示し，L

setiensis　3131は全く糖を分解しない菌であった．

Pasteur研究所から分与されたその他の　Genus

Inflabilisに属する菌株についても新種として設定

するには更に検討が必要な様に思われた．また著者の

数値分類の結果では，C，　multifermentans，　C．

butyricum，　C．　acetobutyricumは同一種である

可能性を示したが，最近　Cumminsら31Dは細胞壁糖

構成，栄養要求性，DNA相同性により，　C．　buty1・

icumを2つのグループに分け，一方のグループには

C．butylicum，他方には　C．　beijerinkiiの名称

村

を提議し，従来の　C．multifermentansは独立し

たグループを形成することなく，C．　butylicumあ

るいはC．beijerinkiiに属し，　C．　acetobutyri－

cumは両者のいずれに対してもDNA－DNA相同性
は低かったと述べている．

　分類上問題のある　C．septicum，　C．　chauvoei

聴）については数値分類の結果，両者は類似している

が別種であるとする現行の分け方を支持する方が妥当

の様に思われる．他の問題菌群の　C．sordelliiと

C．bifermentans14）36）～38）については他日更に多くの

菌株を用い検：討したい．

結 論

　レチシネースを産生し，生物性状が　C．perfrin－

gensに類似したC．　perfringens類似菌に関し，

分類学的関係を明らかにすべく数値分類，DNA相同

性実験を行った結果，C．　perfringens類似菌群は

2群に分かれ一群は先に提唱したC．paraperfrin・

gens　Nakamura，　Tamai，　and　Nishida　1969

であり，この群は数値分類上でも，DNA相同性にお

いても　C．perfringensと区別さるべきことが確

認された．数値分類上フェノン皿を形成した別の一群

はDNA相同性においても　C．　perfringens，　C．

paraperfringensとは区別さるべきであると思われ

たが，この群は毒性を持つこと，かっそのレチシネー

スがウェルシュ等等α血清によって中和されないなど

の重要な性質を．持つ点にかんがみ，更に多数の菌株を

分離し，如上の所見あるいはやや困難な上記菌種との

鑑別性状について更に検討した上で新種の設定を考慮

したいと考え，ここでは命名を差し控えた．C．

paraperfringensのC．　perfringensとの鑑別

点は1％グルコース加血液寒天，ならびに　Nagler

平板上のコロニー形態，ウェルシュ菌抗α血清と低い

親和性を持つレチシネースの産生，菌幅（0．5μ），イ

ノシット，ラフィノース分解陰性，サリシン即時分解

陽性，ゼラチン消化陰性，ブタノール産生陰性などであ

った．他の一群，フェノン皿はイノシット，ラフィノー

ス分解陰性，サリシン即時分解，ブタノール産生陰性

で　C．perfringensとは異り，ゼラチン消化弱陽

性，マウスに対する致死活性陽性の性状で　C．

paraperfringensとは異ったものであった．実際的

には　Nagler平板上のレチシネースと，ウェルシュ

菌抗α血清との反応により如上3者の区別は容易に行

われた．

　またおのおの別種とされている　C．multiferme－

ntans，　C．　butyricum，　C．　acetobutyricumは
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同一の90一フェノンに属した．その他同時に用いた数

種の菌株について検討を加えた．

　　稿を終るにあたり，．終始御懇篤なる御指導と三校閣を

　戴いた西田尚紀教授ならびに御助力を得た微生物学教室
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　　に御助力を得た金沢大学計算機センター車古正樹氏，菌

　株分与に御協力を得た　ATcc（u．s．A．）c．　Mills

　博士，NCTC（England）S．　Lapage博士，　L．　A．

　Tarassevich　State　Controi　Institute　（USSR）B．

　D，Bychenko博士，　the　State　Veterinary　Serum

　Laboratory（Denmrk）1．　Hφgh博士，国立予防
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                                Abst ract
 Clostridium perfringens-like strains, the taxonomic position of which cannot be found

in the present Bergey's Manual, were reexamined in detail as to their cultural pro-

perties.Lecithinase of these strains exhibited less avidity to alpha-antitoxin of C.

perfringens than C. perfringens lecithinase. As a result of computation to elucidate

the taxonomic position of these strains in clostridia, the C. perfringens-like strains

were grouped into two phenons, I and M, distnctly separable from C. perfringens

group (phenon-ll). The strains which were designated by us as Clostridium paraper-

fringens sp. nov. in the previous short communication belonged to phenon8I, whilst

strains of phenon-M were left unnamed in the present papers, although they seemed

to be d!ose to phenon-I strains taxonomical!y. The main criteria differentiating C.

paraperfringens from C. perfringens were as follows ; colonial morphology on 1%

glucose blood agar and on Nagler's plate production of lecithinase which
exhibited low avidity to C. perfringens alpha'antitoxin, width of cells (O.5u), negative

reaction in inositor and raffinose fermentation, gelatinolysis, and butanol production.

Phenon-M strains differed from C. perfringens in the properties of negative reaction

of inositol and raffinose fermentation, and positive reaction of salicin fermentation,

and differed from C. paraPerfringens in the properties of positive gelationolysis and

lethal toxicity to mouse. Further anlysis of DNA-DNA homology of phenon-I, ll,

and M confirmed the validity of the above-mentioned computing.


