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Clostridium　tetaniの生物性状

〔1〕　Clostridum　tetani　Harvard　A－47とその

　　　　耐熱株の生物性状の差異について

金沢大学医学部微生物学講座（主任　西田尚紀教授）

　　　　　山　　岸　　高　　由

　　　　　　（受取昭和44年4月2日）

　従来，Clostridium　tetani（以下Cl．　tetaniと略）

は多くの教科書，専門書にグルコース分解陰性と記載

されている1）一7）．しかしながら少数の人は分解すると

のべている8）吻11）．　真田12）は，土壌を種々の温度で加

熱しCL　tetaniを分離するに際し，加熱温度をあげ

るにしたがい毒素原性が弱まると同時にグルコース分

解株が増えてくること，およびゲラチン液化陰性の株

が増えてくることを報告した．このことはCl．　tetani

の無毒株がグルコース分解陽性，ゲラチン液化陰性と

なり，従来Cl．　tetanomorphumと定義されるspe・

cies　13）14）と区別出来ない可能性を示した，このこと

は一面からいってclostridia研究の上での難関であ

る有毒speciesの無毒株の同定という問題，および

toxigenesisの解明の問題であり，他面からいって

Cl．　tetanomorphumとC1．　tetaniの分類学上の問

題であるといえる．そこで本命では先ずC1．　tetani

のグルコース分解に関する論争を解決すべく，　Cl．

tetani　Harvard　A－47とその耐熱性のsubstrainを

用いて検討をこころみた．即ち，先に真田15）はこの株

を用い，加熱して無毒になると共にグルコース分解陽

性のsubstrainsを得ているので，この原株および耐

熱性のsubstrainを用いて，単なる加熱のような単

純な操作を経ただけでいかにしてグルコース分解が陰

性から陽性に変るのか，その冷点について検討をここ

ろみ，更にグルコース分解以外の生物性状の変異につ

いても併せ検討した．

実　験　：方　法

　菌株は，C1．　tetani　Harvard　A－47の原株および

その100。C10分加熱耐性株16）を更にcooked　meat

broth　17）で48時間培養した菌液を100。C　30分加熱し，

これに耐えた株（K－130と命名），グルコース分解陽

性のC1．　tetani　111018），111318），130318），113118），

グルコース分解陰性のCI．　tetani　610118），611418），

陸3（教室保存株），およびPasteur研究所由来の

Cl．　tetanomorphum　1772C，　CLAを使用した．

　生菌数，発育量，培地pHおよびグルコース分解酵

素活性を測定するための培地として，VFブイヨン19）

をpH　7．50に調整し200　mlの投薬ビンに180　mI

ずつ分注したものを作製し，使用直前に煮沸急冷しチ

オグリコール酸ナトリウムを0．1％の割合に加えたも

のを使用した．

　培養方法は上記培地に，弱々ブイヨン19）で24時間間

隔で2回継代した菌を1％に植え，37。Cで24，48，

72および96時間好気的に培養した，

　また，培地へ侵入する空気（即ち分子状の酸素）の

影響を，表面積対深さの比の変った容器で菌を保存す

ることによって検討した．即ち，VFブイヨンで24時

間培養した菌を培養液のまま信組のペトリ皿（90×20

mm）と中試験管（16．5×165　mm）に分注し（ペトリ

皿には10ml，中試験管には15　mlの培養液を入れ

た），さらに37。Cで好気的に培養して0，24，48，

72および96の各培養時間の生菌数，発育量および培地

pHを測定した．

　蛋白分解と菌の死滅の関係を検討するために，VF

ブイヨンで24時商培養した菌液を等量の20％ゲラチン

培地と混合して面前のペトリ皿と中試験管に分注し，

（容器の大きさと分注量は前項に同じ），さらに37。C

で好気的に培養し0，1，3，5および7日目のゲラチン

液化および培地pHを測定した．

　生菌数測定は最確数測定法（Most　Probable　Num・

ber，　M．P．N．）20）で行ない，測定用の培地，培養時間

などについては真田15）の方法にしたがった．

　総発育量の測定は日立光電比色計EPO－B型を用

　Biological　Properties　of　Cloε〃ゴ4伽彿　∫6ごσπゴ．（1）　Difference　in　the　Biological

Properties　between　a　Parent　Strain　and　its　Heat－resistant　Substrain　of　Cloε”∫4伽〃2
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い（フィルターはNo．53），吸光度よりmg：N／d1で

表わした．

　pHの測定はホリバpHメーターを使用した．

　グルコース分解酵素活性の測定にはWarburg検

圧計を用いた．その方法はUmbreitら21）によった

が，測定用の菌液は，菌を数本の投薬ビンに作製した

VFブイヨンに培養し，各測定時間毎に1本ずつ培地

をとり出し5，000rpm，10分間遠心し，沈査を生理食

塩水で洗写して再び5，000rpm，10分間遠心し，沈子

をKrebs－Ringer－Bicarbonate液（0．90％NaC1：

100m1，1．15％KC1：4m111．22％CaC12：3ml，

2ぎ11％KH2PO4：1mi，3．82％MgSO4・7H20：1

m1，1．30％NaHCO3：21　m1，計130　m1とし，　CO2

ガスを通気しpH　7．4とする）で1mgN／m1の菌量

になるように調整した．検圧計の気相を5％CO2，95

％N2ガス系とし，容器主室に菌液0，5m1，一方の側

室に0．1MグルコースKreウs－Ringer－Bicarbonate

液0．3ml，他方の側室に0．2m1の1N　H2SO4を入

れ，温度：平衡の後，満室にグルコースKrebs－Ringer

－Blcarbonate液を混入して1時間に発生したCO2

（Qco2）の量をもってグルコース分解酵素活性（グル

コース代謝量）とした．

　生物性状試験および発育量の測定にはSterneら6）

の培地およびペプトン水（2％ポリペプトン，0．5％

イーストエキス，pH　7．2）を使用したが，培地量は両

者共小試験管（12×105mmlに3．5m1とし糖量は

1％，接種菌量は0．15m1とした．寒天を含む培地

での0・D・（発育量）の測定は，菌液の寒天を溶解す

るため，試験管を沸とう水中で約1分間加温し寒天を

溶解して均等にした後，常温に冷えてから行なった．

　20％ゲラチン培地の組成は2％プロテオーゼペプト

ン（Difco），0．5％NaC1および20％ゲラチンでpH

7．0とした．

　嫌気培養は室温触媒法22）を用いた．

実　験　結　果

　C1．　tetani　Harvard　A－47の原株およびその耐熱

株の各培養時間（7，24，48，72および96時間）にお

ける生菌数発育量，培地pHおよびグルコース分解

三三活性は表1のごとくになった．

　原株については，生菌数は48時間以後になると初日

の％～封。に減少したが，発育量はほとんど不変であ

り，培地pHは時間の経過と共にアルカリ性が強くな

った．グルコース分解酵素活性は不安定で24時間値で

7時間値の％以下に減少した．

　耐熱株については，生菌数は時間が経過してもほと

んど不変で，発育量は著じるしい増加を示した．培地

pHは時間的変化がほとんどなく，グルコース分解酵

素活性は比較的長く（48時間以上）安定であることが

わかった．

　又，両者の生菌数を比較するとき，耐熱株は比較的

長く安定であるが，原盤は生菌数が減少する傾向を示

した．元来，死菌の増大が培地pHをアルカリに変え

る作用のあることはC1．　tetaniに限らず細菌培養の

際にしばしば経験することであるから，この生菌数の

減少が培地のアルカリ化を示し，グルコース分解によ

表1・CI・tetani　Harvard　A－47原株および耐熱株の生菌数発育量，　pH

　　　　　　　　およびグルコース分解酵素活性の比較

使　用　株

’原 株

耐　熱　株

培養時間
（hr．）

7

24

48

72

96

7

24

48

72

96

生，声遣／m1

1，1×108

1．1×108

乞．4×107

7．9×106

1．3×107

2．4×108

3．3×108

3，3×108

4，9×108

2．4×108

発育量来
mgN／d1

4．23

5．18

5．07

4．46

4．85

4．08

5．51

6．27

8．08

7．16

pH

7．48

7．42

7．52

7．80

7．90

7．46

7．25

7．28

7．40

7．40

QCO2
（μ1／hr．）

98

19

10

5

59

43

43

19

＊0．D．より測定
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る酸を消去しさるのでないかと考え次の実験を行なっ

た．即ち，死菌を増大させるために，嫌気生菌である

ことを利用して，培地量に対して表面積をかえること

を応用した．即ち，24時間培養の菌液を中試験管およ

びペトリ皿に分注して，培養容器で空気侵入速度の差

を作り，この時点を0として，以下両培養法での培地

pH，発育量および生菌数を24時間毎に96時間まで観

察した（表2）．

　空気の侵入速度の遅い中試験管培養と空気の侵入速

度の速いペトリ皿での培養の差を比較すると，原株お

よび耐熱株の両者共，．中試験管培養に比べて，ペトリ

皿培養の方が明らかに菌の死滅が速く，培地pHのア

ルカリ化が急速であった．原株と耐熱株を比較してみ

ると，原株の生菌数の減少およびpHのアルカリ化の

速度は，ペトリ皿および中試験管培養のそれぞれの場

合，耐熱株のそれらに比べて速いことがわかった．

　以上よりC1．　tetani　Harvard　A－47の原株も耐

熱株も共にグルコース分解酵素活性をもっているが，

耐熱株のグルコース分解酵素活性が比較的安定である

のに対して，旧株のそれは不安定であること，原株は

耐熱株に比して培地をアルカリ化レやすいこと，これ

らの現象は菌の死滅と深い関係のあることなどがわか

った．

　ゲラチン分解に関しては，原株は陽性，耐熱株は陰

性であるが，この変異も菌の死滅と関係している可能

性が考えられた，そこで，表2で得られた成績をもと

に，旧株をVFブイヨンで24時間培養した菌液と20％

ゲラチン培地を等量に混合して，ペトリ皿と中試験管

に分注して37。Cで好気的に培養し，ゲラチン液化の

有無を検討した．（表3）．

表2．C1．　tetani　Harvard　A－47増株と耐熱株のpH：，肇育量

　　　　　　および生菌数に及ぼす培養容器の影響

使　用　株

旧 株

耐熱株

培養容器

ペトリ回

申試験管

ペトリ皿

中試験管1

培養時間
（hr．）

0

24

48

72

96

0

24

48

72

96

0

24

48

72

96

0

24

48

72

96

pH

7．40

8．30

8．31

8．12

8．07

7．40

7．75

7．81

7．70』

7．83

7．23

7．73

7，76

7，70

7．83

7．23

7．48

7．47

7．48

7．69

発育量＊
mgN／d1

4．40

4．15

4．15

4．15

4．15

4．40

4．82

4．76

5．13

4．05

5．13

4．90

5．00

5・．00

4．80

5．13

5．75

6．20

6．43

6．71

生菌数／m1

3．3　×　108

0

0

0

0

3，3×108

1．3×107

2，4×107

9．2x107

3．3×107

1．1×109

2．0×103

2．2x102

4．9×102

6．8×101

1．1×109

9．2×108

5．2×108

1．3×108

1．6x　108

＊0．D．より測定
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　菌の死滅速度の速い原株は，培養容器の差が認めら

れず，ペトリ皿および中試験管培養の両方法で共に培

地pHの上昇が認められ，ゲラチンを1日で液化し

た．

　生存力の安定した耐熱株は，培養容器の差が馬じる

しく，中試験管培養ではpHの上昇もゲラチン液化も

認められなかったのに対して，菌の死滅を速めるため

にペトリ皿で培養すると1日目でpHの上昇が，5日

目でゲラチン液化が認められた，ゲラチンの液化は

pHの上昇と密接に関連して起ったが，培養の条件か

ら考えてアルカリ化は菌の死滅と関連するものと思わ

れる．即ちCl．　tet包ni　Harvard　A－47の丁丁と耐熱

臨めグルコース分解とゲラチン液化の変異は，グルコ

ース分解酵素やゲラテナーゼの欠如によるものでな

く，酵素活性の安定性や菌の死滅と関係していること

がわかった．

　更に又，その他の反応にも差異が認められることも

考えられたので，各種糖に対しての両株の生物性状を

比較した（表4）．

　検討した生物性状の中で，ガラクトrスとキシロー

スの分解に変異が認められたので，原株と耐熱株がこ

の2種の糖を含む9種の糖を利用するか否かを検討し

た，即ち，両流を肝’々ブイヨンで24時間培養し，これ

を各糖の含まれたペプトン水に0．15m1の割に接種

し，37。Cで好気的に培養し，1週間目と2週間目の

酸産生の定性反応と0．D．（発育量）を測定した（表5）．

　耐熱株はグルコ戸スのみならずガラクトースおよび

キシロースの分解に対しても陽性を示すことは生物性、

状試験の際と同一であるが，その発育はグルコース，

ガラクトースおよびキシロースによっても特に促進さ

れることはなかった．但し，耐熱株の発育は糖の欠如

した状態でも原株に比べて2倍以上の0．D．を示すこ

とがわかった．

　このCL　tetani　Harvard　A－47の耐熱株はすでに

無毒であることが判っているので，その糖分解（グル

コース，ガラクトースおよびキシロース分解陽性）お

よびゲラチン液化陰性の性状から推定して　CL　teta・

nomorphum（Mclntosh，1917、，　Bu116ch，1919）と

表3．C1．　terani　Harvard　A－47原土と

　耐熱株のゲラチン液化およびpHに
　　　　およぼす培養容器の影響

使
用
株

原

株

耐

熱

株

培養容器

ペトリ皿

中試験管

ペトリ畠

中試験管

培養
日数

0

1

3

5

7

0

1

3

5

7

0

1

3

5

7

0

1

3

5

7

ゲラチ
ン液化 pH

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

7．10

7．51

7．48，

7．50

7．28

7．10

7．10

7．20

7．43

7．33

7．03

7．40

－7．45

7，50

7．50

7．03

7．03

7．10

7．09

7．05

表4．C1．　tetani　Harvard　A－47原株および耐熱株の生物性状の比較

グ
．
ル
コ
ー
ズ

原　　株

耐熱株 十

マ
ル
ト
ー
ス

ラ
ク
ト
ー
ス

シ
ュ
ー
ク
ロ
ー
ス

サ

リ

シ

ン

ガ
ラ
ク
ト
ー
ス

±

フ
ラ
ク
ト
ー
ス

キ
シ
ロ
ー
ス

十

マ
ン
ノ
ー
ス

マ
ン
ニ
ッ
ト

ア
ラ
ビ
ノ
ー
ス

グ
リ
セ
リ
ン

イ
ン
ド
ー
ル
産
生

十1

凝
宙
卵
白
液
化

硝
酸
塩
還
元

ゲ
ラ
チ
ン
液
化

十
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似ているのでPasteur研究所よりC1．　tetanomor・

phum　2株を得て検討を加えた．特に分解に関係する

糖として，グルコース，キシロース，ガラクトース，

グリセリンの他にマルトースを加えた．（Bergey’s

ManualにはCI．　tetanomorphumがマルトース分

解陽性と記載されいる）．即ちこれらの糖を含む生物

性状用培地に各種菌株を接種し，37。Cで嫌気ビンの

中で培養し，48時間および’7日目の0．D．（発育量）

と培地pHを測定した・この際，嫌気ビンを使用した

のは，培地中に侵入する02の影響をのぞき糖利用を

正確に知るためである．

　表6に見るごとく，Cl．・tetanomorphumは2株と

もグルコースとガラクトースによってその増殖が促進

されるが，キシロースとグリセリンは1株のみによっ

て利用される成績を示した．マルトスは両者の発育

に対して何等影響をあたえなかった．これらの糖に対

して，教室保存のグルコース分解陽性のCl．　tetani有

毒株（1110，1113，1303，1131一分離当初の毒性はそ

れぞれ0，0．5×101，0．5x101，0MLD／ml，真田の

プロテオーゼペプトン培地で4日間培養，1962）は，

グルコースから酸を作り，発育の促進がみられたが，

ガラクトースは2株，グリセリンは1株に発育促進を

示した．

　しかし強毒株の6101，6114，Harvard　A－47およ

び陸3ではグルコースによる発育促進は2株で，他の

どの糖も発育とは関係がなかった．

　これらの事からC1．　tetaniのうちにはキシロース，

ガラクトースおよびグリセリンを分解する菌株の存在

する可能性のあることがわかった．この見地からいえ

ばPasteur研究所のCl．　tetanomorphumの生物性状

はCl．　tetaniのそれの変異域の中に入り，　Cl．　tetani

無毒株と区別し難いものと思われた．

考 察

　多くの代表的な成書や分類学の書1）印7）は，CL　tetani

はグルコースを利用出来ないと記載しているが，Bo・

orsmaら8），　Lernerら9），　Martinezら10），　Pr6vot

11）はグルコースを利用すると述べている．

　著者は，生物性状試験においてグルコース分解が陰

性であっても，実際にグルコース消費を測定してみる

と，CI．　tetaniがグルコースを利用することを証明し

た。又，耐熱株を選ぶことによって，その株は生物性

状試験の上でも培地中にグルコースの分解産物として

の酸を証明し得るにいたることがわかった．

表5．Cl．　tetani　Harvard　A－47原株と耐熱株の発育におよぼす各種糖の影響

使
用
声

門

株

耐

熱

株

培
養
時
間

1週間

培　　養

2週間

培　　養

1週間

培　　養

2週間

培　　養

判
定
法

定性反応帯

発育量懸

定性反応

発育量

定性反応

発育量

定性反応

発育量

グ
ル
コ
ー
ス

0．64

0．85

十

1．50

十

1．50

マ
ル
ト
ー
ス

0．42

0．54

1．25

1．25

ラ
ク
ト
ー
ス

0．41

0．47

1．00

1。30

シ
ユ
！
ク
ロ
ー
ス

0．30

0．54

1．05

1．10

ガ
ラ
ク
ト
ー
ス

0．43

0．54

十

1．25

1．30

フ
ラ
ク
ト
ー
ス

0．40

0．56

1．05

1．15

キ
シ
ロ
ー
ス

0．49

0．58

十

1．30

十

1．40

マ
ン
ニ

ッ
ト

0．38

0．46

1．00

1．15

ア
ラ
ビ
ノ
ー
ス

0．43

0．54

1．00

1．25

対

照

0．37

0．56

1．15

1．25

　崇　生物性状試験法の反応

崇崇　O　D．
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　C1，　tetani　Harvard　A－47の原株と耐熱株の生物

性状における変異は，加熱によって一挙に多数の変異

が現われるように見えるがgenetic　mutationとい

うより，むしろ加熱によって選ばれてきた菌と旧株

の生存能力の差（グルコー・ス分解酵素の安定性と培地

pHのアルカリ化の差となって現われるが）による

phenotypic　variationと解釈すべきものと思われ

た．

　菌の死滅がなぜ培地pHをアルカリ化しやすいかに

ついてはまだ検討していないが，菌の増殖が停止した

とき，強いアルカリ変性が起ることは，今泉ら23）が，

C1．　histolyticumの実験で証明しており，これは

clostridiaのほとんどの菌種：に起る現象で一般細菌に

共通の現象と思われる．

　C1．　tetaniのゲラチン液化に関しては陽性と記載

しているものが多いが1）”7），Kendalら24）はゲラチン

液化陰性と報告し，Fildes　25）は58株中5株にゲラチ

ン液化陰性のC1．　tetaniが存在すると述べ，真田12）

16）はゲラチン液化の多様性について報告した．

　C1．　tet知omorphumのゲラチン液化については，

Bergey’s’Manualでは陰悔と記載しているが，　HalI

26）は彼の使用した株はゲラチン液化が陽性であったと

報告し，Narayan　27）はゲラチン液化はvariableと

記載している．

　このように研究者各人の意見が相違しているが，こ

れは胞子形成能や耐熱性と生物性状の間に重要な関連

があることが知られており，玉井28）はCl．　sordellii

の胞子形成の強くなったものはC1．　bifermentansと

一致すると述べ，更に中川29）は耐熱性の強いC1．

welchiiの多くはサリシン分解陽性であったが，この

株が耐熱性を失なうと同時にサリシン分解陰性となっ

たと述べた．これは一面からいって，これらの変異は

菌の生存力（菌の死滅）との関係において説明される

可能性が考えられる．

　C1．　tetanomorphumの生物性状は，多くはグルコ

ースおよびマルトースを分解し酸を産生しゲラチン液

表6－1．C1．　tetaniとCl．　tetanomorphumの発育におよぼす各種糖の影響（1）

使　用　株

C1．

tetanomorphum

1772C

Cl．　tetani　1110

C1．　tetani　1113

使　用　糖

グルコース

マル　トース

キシロース

ガラクトース

グリセリン

対　　　　　照

グルコース

マル　トース

キシロース

ガラクトース

グリセリン

対 照

グルコース

マル　トース

キシロース

ガラクトース

グリセリン

対 照

48時間培養1
発　育　量
（0．D．）

0．64

0．32

0．28

0．47

0．25

0．28

0．35

0．27

0．26

0．34

0．39

0．28

0．75

0．30

0．25

0．38

0．41

0，33

pH

5．90

6．85

6．80

6．40

6．75

6．95

6．20

6．80

6．80

6．75

6．75

6．90

6、30

6．90

6．90

6．90

6．80

7．00

7　日　間　培養

発　育　量
（0．D．）

0．63

0．27

0．35

0．42

0．20

0，23

0．58

0．28

0．19

0．30

0．42

0．29

0．87

0．32

0．26

0．47

0，38

0．35

pH

5．50

7，00

7．00

6．90

7，00

7．10

6．10

7．25

7．30

7．15

7．20

7．30

5．80

7．20

7．05

6，90

7．05

7．37
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化陰性と記載しているが，Pasteur研究由来のCI．

tetanomorphumはグルコースから酸を産生するがマ

ルトース分解陰性でゲラチン液化は陽性（極めて弱く

2％ゲラチン培地ではじめて陽性となる）又は陰性で

あり，更に検討すべき問題である．

　今回は，インドール産生についての変異については

検討しなかったが，Reed　30）によればトリフ。トフアン

からインドールを産生するが、ζ．の産生されたインド

ールを更に分解してしまうことを報告しており，Na・

rayan　27）も同様に記載している．真田12）はすでにイ

ンドール産生は使用するペプトンや培養時間によって

差が生じることを報告しているので，Cl．　tetani　Ha・

rvard　A－47の原子と耐熱株のインドール産生の変異

も糖分解やゲラチン液化の変異と同様に説明出来ると

考えられる．

結 論

　C1．　tetani　Harvard　A－47の原株がグルコース分

解陰性なのに対して，その耐熱株のグルコース分解が

陽性となるのは，後者がよく発育し生存力がよいこ

表6－2．Cl．　tetaniとCl．　tetanomorphumの発育におよぼす各種糖の影響（2）

発育量
（0． D．）

使　用　株 使　用　糖
48時間 7日間
培　養 培　養

グルコース 0．44

マルトース 0．29

Cl．
キシロース 0．52

tetanomorphum NT
CLA ガラクトース 0．39

グリセリン 0．44

対　　　1照 0．24

グルコース 0．40 0．52

マルトース 0．26 0．27

キシロース 0．23 0．24

Cl．　tetani　1303

ガラクトース 0．27 0．28

グリセリン 0．30 0．34

対　　　照 0．24 0．25

グルコース 0．49 0．27

マルトース 0．22 0．22

キシロース 0．19 0．22

CL　tetani　l131
ガラクトース 0．21 0．24

グリセリン 0．22 0．19

対　　　照 0．22 0．21

グルコース O．49 0．72

マルトース 0．21 0．22

C1．　tetani キシロース 0．17 0．18

Harvard　A－47 ガラクトース 0．24 0．24

グリセリン 0．26 0．27

対　　　照 0．23 0．22

使　用　株

Cl．　tetani　6101

Cl．　tetani　6114

Cl．　tetani陸3

使　用　糖

グルコーズ

マルトース

キシローヌ！

ガラクトース

グリセリン

対　　　照

グルコース

マルトース

キシロース

ガラグトース

グリセリン

対　　　照

グルコース

マルトース

キシロース

ガラクトース

グリセリン

対　　　照

発育量
（0．D。）

48時間
培　養

0．41

0．27・

0．20

0．30

0．34

0．28

0．16

0．17

0．15

0．16

0．20

0．18

0．25

0．25

0．34

0．27

0．22

0．26

7日間
培　養

0．27

0．19

0．22

0．26

0．27

0．19

0，15

0．17

0．14

0．16

0．20

0．17

0．18

0．26

0．27

0．20

0．28

0．27

NT：測定しなかった．
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と，両者共グルコrス分解酵素をもっているが後者の

方がより安定であること，前者の方が培地をアルカリ

化しやすいことによるもので，これらはすべて菌の死

滅と関係していることがわかった．

　グルコース以外の糖分解およびゲラチン液化に対す

る変異も，グルコース分解の変異と同様，菌の死滅と

関係しているものと思われる．したがって生物性状試

験における旧株と耐熱株のグルコース分解，ゲラチン

液化その他の糖分解の変異は，これらの酵素を支配

する10ciの変化というよりむしろ菌のregulatory

functionによるものと推定したが，これは胞子を形

成する力であると考える．

　CL　tetani　Harvard　A－47の耐熱株は無毒である

ばかりでなく，形態，生物性状の上からPasteur研

究所由来のCl．　tetanomorphumと区別出来ない性

状を示した．

　稿を終るに当り，終始御懇篤なる御指導御校閲を戴いた西田教

授，御助力を得た微生物学教室中村信一氏および教室員各位に深

く感謝の意を表します．また菌株を分与下さったPasteur研究

所のA．R．　Prevot博士に感謝致します．
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                                Abstract
  Cl. tetani Harvard A-47, when committed to heat-selection, gave rise to a sub-
strain which was positive in glucose fermentatin. The manner in which the glucose-

fermenting abilities of both strains differed was analysed. Viable cell counts,
glucose'fermenting activities and cultural pH of both strains grovvn in VF broth

were estimated.
  Heat-resistant substrains exhibited much higher yields of viable cells as well as

of growth than the parent strain. The difference in the cultural pH proved to be
closely correlated with the viability of culture; this indicated that the failure of

the parent strain to attack glucose was not due to the absence of glucose-fermenting

activity but due to the higher yield of alkalinity which was caused by its rapidly

dying cells.
  Further investigations disclosed that differences in the fermentation of xylose
and galactose as well as gelatinolysis were also caused by the difference in the

viability between both strains.
  As the heat-resistant strain of Harvard A-47 turned out to be positive in gelati-
nolysis and nontoxigenic, its correlation with Cl. tetanomo2zPhum was analysed.

The substrain proved to be indistinguishable in these respects from Cl. tetanomor-

Phum 1772C & CLA, stock strains of Pasteur Institute, Paris.


