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Clostridtum　botulinumの毒素原性

1．C1．　botulinum　type　B菌のnontoxigenic　substrainsの解離

金沢大学医学部微生物学教室（主任　西田尚紀教授）

　　　　河　　合　　康　　守

　　　　　　（昭和41年3，月8日受付）

　Clostridium　botulinumがnontoxigenic　subst・

rainを生じやすいことに関しては既によく知られて

いる．Smith　1）はその著書の中で「colonyに開き

そのsubstrainsについてtoxigenicとnontoxi・

genic　strainの関係を検索しようとしてもその努力

はむしろexasperatingである」と記述している位で

あり，Dolman　2）もC1．・botulinumのtoxigensis

を知る手懸りのないことを認めている．しかしDo1・

man　3）はCl．　botulinum　type　E．が，　brain　heart

infusion　agarでの培養集落の特徴を指標として，

TOX　phase（縞模様の集落を形成し，毒素を産生す

る），TP　phase（平滑で透明な集落を形成し，　pro・

teolyticではあるが毒素産生能がない），及びOS

phase（opaqueな集落を形成し，　microscopicに

は主としてsporeから成り，毒素産生能がない）に

分類し，これによって毒性，生物性状が律されている

ことを述べて以来，我が国でもこの追試4）5）が行なわ

れ，確認されるに至っている．これらの現象は私の同

僚6）7）8）9）10）11）のclostridiaの各株について各species

のtoxigenesisや生物性状が胞子形成能によって強

く影響を受けていることと関連するように思えたの

で，私はC1．　botulinumのtoxigenesisを支配す

る因子を求め，先ず本報ではtype　B（NIH：株）の子

孫株についてそのtoxigenesisを検：記した結果につ

いて述べる．

実　験　方　法

　1．使用菌株：国立予防衛生研究所坂口玄二博：土よ

り供与され，当教室において肝，肝ブイヨンで継代保

存された，Clostridium　botulinum　type　B（NIH）

株

　2．毒素産生試験

　i）培地　brain　heart　infusion　broth（Nissan）

を使用した．これを10m1ずつ中試験管に入れたが，

本培地には既に0．2％にglucoseを含有しているの

で更に最終濃度が1％になるように菌を植える直前に

glucoseを加えaerobicのまま使用した．始発pH：

は7．0～7．2と「した．

　ii）毒素液の作製上記の培地にcooked　meat

brothで37。C24時間，前培養した菌液を肉カスが含

まれないように注意して0．5m1植糊し，これを37。C

24時間培養した，この培養液を30QOr．p．m．15分間遠

心し，この遠心上清にトルェシを加え充分振平し一昼

夜室温に放置した後，水で濡した濾紙で濾過してトル

エンを除きこれを毒素液とした．

　iii）毒素の測定上記の毒素液を生理食塩水かまた

は，酢酸緩衝液（pH＝6．0）によって10倍稀釈法で稀

釈し，各稀釈段階の毒素液の0．5mlずつを，重量約

20gの2匹のマウスの腹腔内に各々注射し3日聞観察

し2匹のマウスを死に至らしめたM．L．D．／m1を求め

た．

　またtrypsinによって毒素が活性化されることを

Bonventreら13）が報告したのでこれに従って，0．1

％にtrypsin（Difco）を含有する酢酸緩衝液（pH＝

6．0）を毒素液と等量に加え37。Cの水浴で1時間作

用させ活性化を行なった．この活性化毒素液について

も同様の方法でそのM．L．D．／m1を測定した．

　3．胞子形成能の測定（耐熱性の定量的試験）

　石田12）のC1．　welchii，玉井14）のCl．　sordellii及

びCI．　bifermentansにおける耐熱性の定量的分析

によって詳細に報告されている如く，その菌の耐熱性

忌数と総生菌数との割合によって胞子形成能を測定し

た，即ちその方法は，cooked　meat　brothで37℃

24時間の前培養をした菌液を，中試験管に10mlず
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つ入れたbrain　heart　infusion　broth（0．2％glu－

cose含有，（pH－7．0）に0．5m1ずつ植菌し37つC

24時間培養後，減菌小試験管にこの培養液を1m1採

り80。C　30分間加熱し，この加熱に耐えて生存する

菌の数と原培養液中の：総生菌数を，most　probable

unmber（M．P．N．）法15）によって測定した．なおM．

P．N．法によって二三測定を行う際，生死を判定する

培地について色々検討し1％glucose加cooked

meat　brothが最適であったのでこれを使用し37cC

72時間培養後判定した．

　4．蛋白分解能の測定

　玉井8）の行なったgelatinase　activityによって測

定した．即ち，cooked　meat　brothで37⊃C　24時間

の前培養をした菌液の0．5m1を，中試験管に10　ml

ずつ入れたbrain　heart　infusion　broth（1．0％

glucose含有，（pH二7．0）にそれぞれ植菌し，37。C

で6，12，18，24時間培養し，その菌液を3000r．p．

m．15分間遠心し，その上清を1％ポリペフ。トン水に

よって2倍稀釈法で稀釈し，この各稀釈段階の菌上清

液と等量の1％ゲラチン液を加え，よく振盈して37℃

で6時間作用させ，氷室に一夜放置した後，その液化

の状態を観察し完全に液化する最高稀釈倍数で判定し

た．なお培養後の操作は無菌的ではないので，雑菌が

混入し6時間の作用時間内に起る急激な菌の増殖に留

意したが，かかる例は全くなかった．

　5．解糖能の測定

　i）培地内に残存するglucoseの定量

　cooked　meat　brothで37。C24時間の前培養され

た菌液0．5m1を，1．0％glucose加brain　heart

infusion　broth（pH＝7．0）1こ植え，37。Cで24，48

時間培養し，その培地内に残存するglucoseの量を

酸化酵素法16）（使用したglucose　oxidaseはBoe・

hringer製）で定量し解糖消費されたglucose量を

求めた．

　ii）Warburg検圧計による測定

　brain　heart　infusion　broth（1．0％glucose含

有，pH＝7．0）にて37。C　18時間培養の菌を採取し，

Krebs　Ringer　Solution（K．　R．　S．）で2回洗源した

後，同じK．R．S．で1mgN／mlに調製浮游させた菌

液0．5m1を検圧計の二二に入れ，側室の1側には10

％にglucoseを含有するKR．S．を0．3ml，他の1

側には3NのH2SO4を0．2m1入れた．気相は5％

CO2加N2で，　NaHCO3－CO2緩衝系，　pH篇7．4を

用いた．これらの方式はすべてUrnbreitら17）に従っ

た．

実　験　結　果

　I　SubstrainSの毒素酸性能の安定性

　C！．botulinumはその…毒素平生能に関して極めて

不安定であり，有毒株が容易に無毒株に変異し，有毒

株のcolony分析によって安定した有毒株や無毒株

を選び出すことができるかどうかを見るために，元来

有毒株である　type　B（NIH）株をcooked　meat

brothで前培し，これをZeissler血液寒天平板に拡

げ，37℃48時間嫌気的に培養し形態学的に差異のな

い20個のcolonyを釣涌して，これらをsubstrains

としてcooked　meat　brothに培養保存し必要に応

じて実験に使用した．この20株のsubstrainsについ

て毒素産生能を測定し，続く7カ月間にわたって6回

の毒素産生試験を行なった，

表1　NIH原株とそのsubstrains　20株の
　　　　　　　毒素産生試験

田
株　
1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7
1
8
1
9
2
0

N
原

実 験 回 数

・｝皿1皿lwlvlw
施　　行　　年　　月　　日

　196324／x130／皿

十

十

十

十

十

「
十

十

　　　　1　9　6　4
14／l120／皿110副14／V

十

十

十

十

十

＋1

十

十

十
十

十
十

十
十
十
一
十

十

十

101（102）

0（100）

0（0）

0（0＞

0（0）

0（0）

0（0）
100（101）

0（0）

0（0）

0（0）

o（o）
100（101）

o（o）

o（o）
101（101）

0（0）

0（0）

0（0）
102（102）

0（100）

（＋），（一）は毒素産生の有無を示し，数値は

　　毒素のM．LD．／ml

（）内の数値は活性化した毒素のM．L．　D／

　　mlを示す．
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　表1に示す如く6回の毒素産生試験の結果

　i）原株と同様に102～101M．　L．　D．／mlの毒素を常

に産生するsubstrainsとしてNo．15，19，

　ii）時には原株よりやや低い100　M．　L．　D．／mlの…毒

素を産生するが，毒素を産生しない場合ももある

substrainsとしてNo．1，2，4，7，12，14，20

　iii）有毒株から採ったにもかかわらず，常に毒素

を産生しないsubstrainsとしてNo，3，5，6，8，

9，10，11，13，16，17，18，の3種類に分類される

ことを知った．従ってSmith　1）の「毒性に関して安

定した有毒株，無毒株をcolony分析によって得る

ことはできない」という記述とは異なり，substrain

No．15，19，の如く安定した毒素産生能を持つ株や，

substrain　No，3，5，6，その他の如く安定した無毒

株を得ることができた．

　また第6回目の実験では，trypsinによる毒素の

活性化を試みたが，substrain　No．1及びNo．20

のように活性化の処置によって毒素を証明し得る場合

もあった，これらの株は以前の5回の実験で1回以上

毒素産生を証明された株でありこのような株9株のう

ち，活性化によって毒素を証明された株は6株であ

り，残りの3株は活性化によっても毒素を証明するこ

とはできなかった．また前5回の実験で全く毒素産生

を証明されていない11株は活性化によっても毒素を証

明することはできなかった．

　以後の実験において，常に毒素を産生する有毒株と

してsubstrain　No．15，19の2株（このうちNo．

19は常に102ML．D．／mlを示したのに対して，　No．

15は102M．L．D．／m1を示すことは殆んどなく，100～

101ML．D．／mlを示した，），　常に毒素を産生しない

無毒株としてsubstrain　No．5，6，の2株を使用し

て有毒株と無毒株の生物学的差異を究明したいと考え

た．

　皿　胞子形成能と毒素産生能

　毒素産生能と関係が深いと考えられている胞子形成

能を有毒株，無毒株について測定した．

　表2に示す如く，3回にわたった同じ方法で耐熱菌

の定量分析による胞子形成能の測定実験を繰り返して

行なった．また同時にその毒素産生能も定量的に測定

した．その結果，有毒株であるsubstrain　No．19，

15，と無毒株であるsubstrain　No．6，5，の胞子形

成能の間には，耐熱性試験法を用いる限り有意なる差

異を認めることはできなかった．

　皿　蛋白分解能及び解糖能

　Townsend　18）は「無毒株は有毒株よりもsaccha・

rolyticでありproteolyticではない」と述べてい

るので，有毒株と無毒株の蛋白分解能と解糖能につい

て検討した．先ず蛋白分解能については，表3で示す

表3　Substrains　4株のgelatinase　activity

培
養
時
間
（
時
）

6
2
8
4
Ω
り

　
1
1
ー
ウ
臼
4

有毒株 無毒株
N・，・glN…51N・・61N・・5

0
噌
1
（
U
－
∴
－
↓

（
U
－
占
4
9
臼
－
▲

A
U
2
眉
4
2
開
噌
⊥

ハ
U
9
旧
4
9
鉗
－
凸米gelatinの液化を示した最高稀釈倍数

如く，強い毒素産生能を持つ有毒株substrain　No．

19を除いて他の3株は共に増殖の進行につれて活性

化が上昇し，18時間目で培養液の4倍稀釈まで陽性を

示し，培養の継続につれてその活性値が下降した．有

毒株substrain　No．19は前記の3株と異なりその

活性値は培養時間に関係なく低い値を示し，TOWI1・

sendの意見と相違する様相を示した．

　次に解糖能を1％にglucose（C6H1206・H20）を

含有するbrain　heart　infusion　broth（実測値912

表2　Substrains　4株の毒素酸性能と胞子形成能

有
毒
虚

無
爪
甲

No．19

No．15

No．6

No．5

実　　験　　1

毒　素

M．L．D．／

　　mI
101

101

0

0

胞子形成能
総生菌椛ﾏ紬蓄
1．7×108

2．2×108

1．2×108

2．2×108

3．3×105

1．7×106

L3×106

4．9×106

実　　験　　皿

毒　素

M．L．D．／i
　　　m1

102

101

0

0

胞子形成能
総生戦li耐葡監

2．4x106

7．0×107

1．3×107

4．9x106

2．2x105

2．2x105

9．5×105

1．1×104

実　　験　　皿

毒　素

M．L．D．／
l
　　　m1

101

100

0

0

胞子形成能

掛戦1「耐継鑑

2．3×107

4．9x107

2．4×108

4．9×107

1．7x106

1．3×106

1．7x106

4．9×105

※30分加熱後，1％91ucosec加ooked　meat　brothに発育してきた函数
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mg／dl　glucose）に菌を培養し，経過中に消費され

る糖の量を測定することによって検討した。表4で示

されている如く，有毒株及び無毒株は始めの24時間

ま1で両者共glucoseの消費量に殆んど差はなかった

（12時間までのそれにも差はなかった）．しかし48時間

目に至るとき，有毒株substrain　No．19の解糖能

は極端に落ち，他の3株はほぼ等しい解糖値を示し

た．

表4　Substrains　4株のglucose消費量

　
（
時
）

培
養
時
間

24

48

有毒株

No．19

648＊

822

二割134

No．15

648

906

358

無毒株

No．6

567

884

317

No．5

648

912

i264

＊・912mg／dlのglucoseを含有するB．H．1．B．

　で培養し，培地内に残存するglμcoseの定量
　に，よ，り消費量を計算した．

＊＊ �l欄の数値は24時間目から48時間目の間に消
　費された量を示した．

　更に解糖の際に発生するCO2の量をWarburg検

圧計によって測定し，有毒株と無毒株の解糖能の差を

追求した．表5に示す如く，同一の条件で2回の実験

を繰り返して行なった．30分間に発生するCO2量は

毒素産生能の強い有毒株substrain　No．19において

低く，他の3株においてはほぼ同様に高い値を示した．

表5　4株のSubstrainsのglucose
　　　解糖によるCO2の発生量

産生の変異関係を追跡することはexasperatingで

ある．」とSmith　1）は述べている．私はこのうち前

半の部分を確かめ得たが，そのsubstrainsのtoxi・

genicityは必ずしも“fickle”ではなく毒性株は安

定して有毒であり，無毒株は安定して無毒であるもの

を得ることができた．従って以後私はこの両群の差異

点を明らかにすることによってそのtoxigenesisを

明確にしたい考えている．

　Dolman　2）によればtype　BのOS　colonyは無

毒で，TOX　colonyは有毒であると述べているが，

私の用いたblood　agar上ではcolonyの三態によ

る差は全く見ることができなかった（私のsubstra・

insは生物性状の上でも差はなかった）．　しかし私は

colonyの解析をする場合，　brain　heart　infusion

agarがblood　agarより優れていることをtype　E

で確かめているので今後はcolony三態との関係は

適した培地で行ないたいと考えている．

　Townsend　18）はfermentationの強いもの（sa・

ccharolytic）が弱…毒でproteolyticではないと述べ

ているが，これも私の得た無毒株と有毒株にはあて

はまらないことが判った．本報ですでにtoxigenic

strainが持にfermentration力やgelatinase活性

が低いと述べたが，この株は発育に関してはnonto・

xigenic　strainと殆んど差を見ることがないことか

ら別にdegenerated　strainsのようには見えなかっ

た．本報では耐熱性を指標として胞子形成能を調べた

が，clostridiaにおける胞子形成能の重要性から考

えて更に形態学的見地から検討したいと考えている．

Expt　I

Expt皿

有毒株

No．19

84．2米

96．1

No．15

159．1

118．7

無毒株

No．6

119．7

103．2

No．5

147．2

117．7

＊　warburg検圧計を使用した際の

　CO2発生量（cmm／30min）

考 察

　「ボトリヌス菌の毒素を産生する株を平板の上に開

き，数十個のcolonyをsubstrainsとして釣菌

し，その毒素産生を試験すればそのうちのかなりの

substrainsは親株と異なって無毒であり，有毒の

substrainsはわずかに存在する．更にこの有毒の

substrainsをcolonyに開き毒素産生を試験すれば

再び違った毒素産生能を示す．従ってこのような毒素

結 論

　Clostridium　botulinum　type　B　NIH株のsub・

strains　20株について毒素原性の分析を試み，安定し

た有毒株と無毒株を得ることができた．これらの代表

株をそれぞれ2信ずつ選びその胞子形成能，蛋白分解

能及び解糖能を検索した．胞子形成能には有意なる差

異を見ることができなかったが，蛋白分解能及び解糖

能に関しては有毒株のうちでも毒性の強い株のgela・

tinase活性は低く，　glucoseの醗酵能も弱いことを

知った．

稿を終えるにのぞみ，終始御懇篤なる御指導を賜った恩師西田

尚紀教授並びに御協力下さった山岸高由氏及びその他の教室員の

皆様に，心より謝意を表します．
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                               Abstract
   Twenty substrains of a Clostridium bolulinum type B strain (NIH) were
analyzed for their toxigenicity and the substrains with consistent toxigenicity as

well as those with consistent nontoxigenicity were established. Their sporulating
potencies, when examined by the heat resistance test, did not show any significant

difference among each other of both groups, whilst both proteolytic and fermenta-
tive abilities were weaker in the toxigenic than in the nontoxigenic substrains.


