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C1．　welchii，　PB6Kのsubstrains内での

　　　毒素原性と胞子形成能との関係

金沢大学医学部微生物学教室（主任　西田尚紀教授）

　　　　　石　　丸　　幹　　夫

　　　　　　（昭和39年10月2日受付）

　最近，石田ら1、～3）は土壌材料からCl．　welchiiを分

離する際，加熱をませばます程，毒性の弱い株が分離

されるごと，或いはまた毒性株のすべては耐熱性を欠

き，耐熱性の株のすべてはまた毒性を欠くと述べた．

この耐熱性（100qc　10分）は当然細菌の胞子形成を意

味するから，　この菌のtoxigenesisがこの菌の胞子

形成の生理機構と密接な関係をもつことが予想され

た．石田は諸種の加熱温度を用いて多数の株を分離

し，如上の推定を行なったが，同一株のsubstrains

についてtoxigenesisと胞子形成能を検討すること

によって，この関係は一層明らかとなると思えたので

本邦ではこれについて検討した．

実　験　方　法

　使用菌株PB6Kは予研細菌第2部村田良介氏より

得たものであり，WF1603は当研究室によって糞便よ

り分離されたものである．

　胞子形成能の測定は石田3）らが先に報告した方法に

従った．即ちcooked　meat　brothに24時間前培養

後，更に48時問cooked　meat　brothで本培養し，こ

こから小試験管に0．5ないし1．Omlをとり，80。C　10

分或いは90。C　10分加熱した後，直ちに冷却し，生残

忌数をmost　provable　number　method（MPN法）

によって測定した．この時，菌数計算用としては1％

1actose加cooked　meat　brothを用いた．

　α・toxinの測定はEvansの法4）にしたがい，毒素

1mlを中和するに要するantitoxinのtiterであら

わした．この抗血清は千葉血清の永井吉郎氏の好意に

より，試験用血清（1mlあたり300単位）として分与

を受けた．その1単位はα・toxin産生用培地5）からの

毒素57LD50を中和するから表記の単位より実際の単

位は，やや低いと考えられる．しかし，以下の報告は

表記そのままの単位を用いることとした．α・toxin測

定の際，用いた卵黄溶液はVan且eyningen　6、によ

った．1

　θ・toxinの測定は0．2m1の1．5％羊血球浮游液の

100％haemolysisを生ずる培養濾液の最小量（最高

稀釈のend　point）を求めることでなされた．用いた

毒素液は前もってM／5thioglycollate　O．1m1十培養

濾液0．4m1，これに生理食塩水0．3m1をくわえたも

のを37。Cの水槽で20分ひたし，θ一toxinを活性化し

たものを用いた．その術式は，0．2mlの段階稀釈培養

濾液，0．3m1のM／5　phosphate　bμffer（pH　6．5），

0．1m1のM／20　thioglycoUateこれに0．2m1ずつの

1．5％羊血球浮游液をくわえて，37。Cの水槽で1時間

の後，1夜室温に放置’し，翌日判定した．測定に用い

る小試験管の口径は7～8mmで一定にすべきである．

　κ・toxin（collagenase）の測定はAzocoll洗7）を

使用した．Azocollの懸濁液（1％Manuco1・British

Drug　House面一100m1中Azoco11330mg含む）

の0．5ml，段階稀釈液の培養濾液0．5m1，これにM／

15phosphate　buffer（pH　6．8）を0．5m1くわえ，

更にトルエンを3～4滴くわえて表面を覆い，雑菌の

混入を防ぎながら35～36Cの水槽に1夜置き，　Azo・

co11から赤いazo色素の遊離されるのを観察測定し

た．

　μ・toxin（hyaluronidase）の測定はACRA・test　8》

法で測定された．牛のsynovial　fluidは採取してか

ら氷室に静置し，清澄になった上清を小試験管に1ml

ずつ分注，冷蔵庫（一25C）に保管した．必要に応じ

てそれを取り出して使用した，

　α・toxin産生用培地5）は3％亜鈴ペプトン加の

cooked　meat　brothに1％フラクトースを菌移植前

にくわえ，容器は中試験管を用いた．培用は15時間培

養の菌を1％にくわえ，7時間37Cで行なった．α・

μ，κ・toxinの測定には，この培養液を3000r．p．m．20
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分間遠心し，その上清液を用いた，この培地はα，μ，

κ・toxinの産生には都合よいが，θ・toxin（oxygen

labile　haemolysin）の産生には全く適せず，．この目

的にはpH　8．0に調整した普通ブイヨンにフラクトー

ス0．25％をにくわえそ培養した．もちろん培養に用い

るすべての培地は菌移植直前15～20分煮沸した後，急

冷し使用した．

実験結果
　一斗亭亭からPB6K無毒株の選択一
　耐熱性と毒素原性との関係を見るため，PB6K株の

培養液を諸種の条件下で加熱し，加熱に耐えて発育し

て来たsubstrainSをえらび，その毒素原性を検し

た，原料をcooked　meat　brothに48時間培養後，肉

をまじえぬようにしてその培養液を小試験管に0．5m1

うつし，これを80℃10分加熱して直ちに別のcooked

meat，brothにうつし，熱に耐えて発育して来たもの

に対してPB6K・NO．2と名づけた（なお加熱したあ

とでZeissler平板培地上でコロニー選択を行なって

いない．したがって，80。C　10分に耐えたものを培養

しただけで，この中には更に高温に耐えるものも含ま

れる可能性はある．以下，何度何分に耐えた株という

時は如上と同様な意味をもつ）．

　この株を更に同上の培地で48時間培養後0．5mlを

小試験管にとり，更に’100。C　10分加熱した所，これ

に耐えて発育してくるめを認め，これをPB6K・NO．3

と名づけた．この際原始の培養を同様に100。C　10分

加熱しても，決して耐性の菌株をうることができなか

った，これらの菌の毒素原性は原株，NO．2，　NO．3

の順で9．3～0，8，0．8～0．2となりNO，3はこの後

長期保存の結果，現在（1964）は安定した弱毒株（0．1

α・toxin値を示しつつある）として保存されている．

この原寸に対する耐性株の他の毒素産生能及び胞子形

成能を表1に示した．

　胞子形成能の差は今まで我々の同僚がたびたび他の

clostridiaで説明したものであるが，この数値の意義

を示すため，念のため次の如き実験を行なった．即ち

原株とNO．3について，各々の胞子形成能をしらべ

た．それらの菌株をZeissler平板にひらき，各4か

ら9個のコロニーをとり9株ずつのsubstrainsを確

立し，　その胞子形成能を測定したが（表2），個々の

substrainsの殆んどは守株の胞子形成能に近いもの

から成立していることが判った．以上の結果から耐熱

性をえらぶことによって無毒株をえられることが判っ

た．

　一コロニー選択による種々の毒素原性株の選

　択一
　これまで多くの研究者は強毒株をうるために絶えず

表2　PB6K原株とPB6K・No．3の胞子形成能

使用菌株

PB6K原株

substrain

NOs． 1
2
3
4
5
6
7
8
9

PB6K－No．3

substrain

NOs． 1
2
3
4
5
6
7
8
9

加熱前の生
菌数／m1

1．7×　107

3．3×

4，9×

1．1×

2．3×

0．8×

1．3×

2．3×

3，3×

2．2×

7
7
7
7
7
7
7
7
7

0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1

2．2×　107

5，4×

0．8×

2．2×

3．5×

1．7×

1．1x
3．5×

2．4×

1．7×

107

107

107

107

107

107

107

107

107

鱗
熱
数
。

加
菌
9
0

　
　
（

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0

8×　100

　2×　100

　8×　100

2，2×　101

　2×　100

3．3×　101

　　　　0

　　　　0

1・7×10兆

　　　　0

表1　PB6軒置株とその耐熱性株の各種毒産生能と胞子形成能

菌　　株

PB6K原義

PB6K－No．3

toxins 胞子形成能
　　ゆ
（α1・toxin値

　　　／ml）

9

0．2－0．8

　K
（1．D．）＊

8

8

　o
（1．D．）＊

1024

256

（1．D．）＊

50

5

加熱前の生
菌数／m1

2．4×108

3．5x108

加熱後の生
菌数／m1

（90。C　10分）

0

4．9×101

米1．D．　Indicating　dosis単位のとり方についてはNishida　et　a1．：Japan　J．　Microbio1．

6：33（1962）参照．
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コロニー選択を行なって来たが，私はコロニー選択に

よって強毒株，弱毒株或いは無毒株がえられればこれ

について耐熱性との関係を検討したいと考えた．しか

し実験をすすめているうちに我々のcooked　meat

brothはかなりの培地誤差による毒素産生力の差があ

ることが推定されるに至ったので，先ず24時間培養の

中試験管前培養から0．2m1ずつ同一培地50本にうえ

て毒素原性の変異する分布をしらべた．表3に見る如

く算術平均を7．29にもつ4から9α・toxin値におい

て正規分布カーブを示した（3本の中試験管培養破損

のため47本の成績）．

表3　PB6Kの同一培養菌液を同一ロット
　のα・toxin産生培地47本で培養した

　　　場合のα・toxin値のばらつき

∫
α一toxin値／m1

4
5
6
7
8
9

左記の毒性を示す
試験乱数

－
占
4
4
5
1
凸
2

　
　
1
↓
－
馬
－

表4（a）PB6Kの51　substrains＊の
　　α一toxinogenicityのばらつき

　　　　　（第1回の実験）

左記の毒性を示す
株数

　これに対してZeissler上の51個のコロニーをとり

確立された51のsubstrainsについて毒素原性の変異

域を検査すると，その正規分布カーブは表4（a）の如

くなり，先の正規分布カーブではなく，そのモード値

（流行値）を毒性の最低の所におく非対称のカーブと

なった．この実験を再度くり返して表4（b）の如き成

績をえたが，コロニー選択をすると毒素のひくい株の

ポピュレーションが多いという前記の事実を確認する

こととなった．これらの事実はcooked　meat　broth

の中で前培養1代の内に毒性の高い菌がoutgrowth

することを暗示した．

　如上の分離株の中からα・toxinが2，3，4，5，6，

7と異なる6株について4論ずつを用いて毒性を検査

すると表5（a）の如くで，分散分析法によりNO．24

とそれ以外の5株との間には1％以下の危険率で有意

の差を示した．しかしこの5株の間には20％の危険率

でも有意の差はなかった．事実，再度しらべると3α・

toxin値を示したNO．40も7α・toxin値を示した

NO．48も差がなく，主として培地誤差によるものと

思われた．一方cooked　meat　brothの中で継代と共

に毒性菌がoutgrowthすると考えられたが，事実，

2α・toxin値を示したこのNO．24株は継代と共に

α一toxin値／m1

4
5
ρ
0
7
・

1
8
3
Q
4

ワ
臼
　
－

＊51substrainsはZeissler平板培地
上のコロニー51より確立された．

表5（a）PB6Kのsubstrainsの
　　　　α一tOXinOgeniCity

Sub・
strains
NOs．

4
（
U
9
臼
9
臼
P
O
只
∪

2
4
溜
　
一
b
　4

分離時の
α・toxin

値／m1

2
Q
U
4
F
O
ρ
0
7
・

cooked　meat　broth　1
代継代後，再測定された
α一toxin値／m1

4
ワ
」
ρ
0
ρ
0
8
ρ
0

4
ρ
0
ρ
0
ワ
」
F
O
7
■

4
R
）
ワ
・
7
・
8
ρ
0

2
7
8
7
・
ワ
・
F
O

表4（b）PB6Kの52　substrains帯の
　　α一toxinogenicityのぱらつき

　　　　　（第2回の実験）

左記の毒性を示す
株数

米各substrainにつき4本の培地にうえ

た際のα一toxin値

α一toxin値／m1

ワ
臼
n
δ
4
F
O
ρ
0
7
‘

ー
ム
ー
占
8
ハ
0
9
臼
4

　
　
1
1
1
↓

崇52のsubstrainsはZeissler平板培
地上のコロニー52より確立された．

表5（b）数代継代した後のNo．24，　No．48

　　の各20substrains（コロニーより

　　　　分離）の毒素原性の上昇

菌　株

PB6K
No．24

PB6K
No．48

α一toxin値／m1

4

5

7

8

左記の毒素原
性を示すsub・
strain数

5

15

10

10
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表6　保存により弱毒化されたPB6K株のα一toxinogenicityと耐熱性

激1’・7／w

A
B

D
E
F

G
J

K
L

No．3

4　（十）

2　（＋）

4　（＋）

4　（＋）

3　（一）

2　（一）

2　（一）

0．1（＋）

3佃

）
）
】
ノ
）
　

）

一
一
隔
十
十

（
（
（
（
　
　
（

4
4
4
P
O
4
Q
J
4

）
　
）

十
十

（
　
（　

1

4

　
0

16加

5（一）

3（＋）

5（一）

4　（＋）

3（＋）

2　（＋）

3　（＋）

5　（一）

0．1（＋）

19ハ肛

4　（一）

3（一）

1（一）

3（一）

0．1（＋）

2／皿

）
）
）
）
）
）
）

一
一
ロ
一
幽
十
一

（
（
（
（
（
（
（

4
5
5
F
D
F
O
3
5

5

）十（1
●

0

4畑

）十（6

）
）
）

一
一
十

（
（
（

ρ
O
F
O
3

）
一

（5

）十（1
・

0

6佃

（一）

（＋）

（十）

（一）

5　（＋）

0．1（＋）

（十）：80。C　10分分に耐熱性あり　　（一）：80。C　10分に耐熱性なし　　数値はα一toxin値／m1

　　　　　　　　表7（a）各種培地継代によるα一toxinognicityの変化

菌　　株

5

10

20

30

PB6K－No．3

cooked　meat
broth　pH　7．4

0。4＊

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．4

0．6

0．2

0．2

0．2

0．2

0．2

0．2

1．0

0．1

0．1

0．1

0．2

0．2

Pope培地
pH　6．0

0．4

0．4

0．4

0．2

0．8

0．4

0．6

0．6

0．4

0．6

0．6

0．4

只
）
ρ
0
0
0
6
Ω
U

O
O
¶
⊥
1
0
0

Nagler培
地pH　7．0

0．4

0．4

0．8

0．6

0．4

0．6

0．4

0．2

0．2

0．4

0．4

0．4

0．2

0。2

0．4

0．4

0．2

0．4

0．6

0．8

0．8

0．6

0．6

0．6

2
2
2
2
2
2

0
0
0
0
0
0

WF1603

cooked・meat
broth　pH：7．4

4
2
2
2
2
1
占

0
0
0
0
0
0

2
2
4
4
4
4

0
0
0
0
0
0

0．2

0．6

0．2

0．6

0．4

0．6

噌
⊥
9
耐
－
↓
ー
ム
噌
⊥
9
臼

0
0
0
0
0
0

Pope培地
pH　6．0

4
凸
2
4
4
4
一
2

0
0
0
0
0
0

0．4

0．4

0．4

0．2

0．2

0．2

0．4

0．6

0．4

0．4

0．6

0．8

0．2

0．4

0．4

0．6

0．4

0．4

Nagler培
地pH　7．0

0．4

0．4

0．4

0．2

0．4

0．4

4
〃
6
6
4
4
4
一

〇
〇
（
U
O
O
O

R
V
只
）
O
Q
り
R
）
只
）

0
0
1
▲
0
0
A
U

0．6

0．4

0．4

0．6

0．6

0．6

＊同時に6本の培地にうえた際のα一toxin値，原性株の毒素原性はPB6K　No．3：0．8，0．8，

1．0，1．00．8，0．8　　WF1603：0．6，0．6，0．8，0。8，0．6，0．6
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表7（b）各種培地継代と胞子形成能の変化

継代前の原野＊
の胞子形成能

継代培地

30代継代後の＊
胞子形成能

PB6K－No．3

1．1×104

9．2×107

cooked　meat
broth　pH　7．4

2．8×104

7．9×106

Pope培地
pH　6．0

7。9×101

4．1x106

Nagler培
地PH　7．0

4．9×103

2．1×106

WF　1603

4．9×103

4．5×106

臨舗ip欝
7．9x103
2．3×106

1．7×102

4．5x106

Nagler培
地pH　7．0

3．3×101

1．3×107

　　80。C　10分加熱後の生菌数／m1
＊　　　加熱直前の生菌数／m1

4α一toxin値を主として示すに至り，更に数代継する

と6α・toxin値を示すものへと変化、した．表5（b）

にNO．24の20　substrainsとNO．48の20　sub・

strains（コロニーよりそれぞれ20　substrainsをえ

らんだ）について検査した成績を示した．即ち，NO，

24とNO．48の間にはなお差をもちつつ毒素原性は

上昇した．したがってこれらの実験から，無毒のコロ

ニーを選ぼうとして弱毒株をZeissler培地でえらん

で行ってもこれらの毒素原性は低下せず，むしろ上昇

してゆき，この条件では安定して毒素原性に差のある

菌をうることは不可能であることが判った．

　一培地保存により弱毒化された株の毒素原性及び

　耐熱性一
　毒性株を研究室に永く放置すると，自然に毒性が低

下していることはよく経験する所であるが，我々も

PB6Kを数本の小試験管のcooked　meat　brothに培

養したものを200日以上保存した際，これらの数本が

弱毒化されていることが判った．しかるにこれらの株

は時々その後，毒性をしらべると次第に強毒化した

（表6）．この間，培養に先だつてcooked　meat　broth

に継代されたのみである．対照に耐熱性のNO．3株

を用いて耐熱性との関係をしらべたが（80。C　10分を

用いた），耐熱性の毒素原性との間に何らの関係も見

出せ・なかった．

　以上はコロニー選択によってえられた2～9α・toxin

値に及ぶ様々の毒毒原性をもつPB6Kのsubstrains

の間には結局，安定して有意の差のある毒素原性を

もつ株を発見しえないこと，同時にまた，これらの

substrainsの間には胞子形成能の上でも差を見つけ

ることは不可能であることを示した．しかし乍ら，加

熱によってえたNO．3株は安定して無毒のまま保持

された（胞子形成能の上でも差をもつ）．

　一継代による毒性の変化一

　PB6K－NO，3の未だ毒性を僅かにのこしているも

の（0．8α・toxin値）をcooked　meat　broth，　Pope

消化培地9），Nagler培地10｝に継代した．この時，同

時に弱毒株WF　1603をも同一培地に同様な条件で継

代した．表7（a）の5代，10代，20代，30代目に毒性

を測定した（これらの毒素産生培地のロットは同一で

ないので培地産生力によって，いくらか影響をうける

と考えられる）．cooked　Imeat　brothで24時間継代を

つづけると，その毒性は落ちたが，この時，胞子形成

能は強化していた．但し胞子形成能はPope培地で継

代すると弱化したが，その毒素原性は増大しなかっ

た．この傾向は同時に実験したWF　1603株について

もあてはまった（表7（b））．　　、

考 案

　Clostridiaの各speciesで胞子形成能によって

toxigenesisが強く左右されていることは我々の同僚

によって，これまでCl．　welchii　3），　C1．　tetani　11），　Cl．

novyi　12），　C1．　sordellii　13）でたびたび述べられて来

た．しかし，私はC1．　welchii強毒株PB6Kを用い

て2α・toxin値から9α・toxin値までの毒素原性を

示すものについて，その耐熱性を定性的並びに定量的

（胞子形成能）にしらべても，遂にその関係を見出しえ

なかった．これは一つにはPB6K株が殊に耐熱性の

弱い株であり，2～9α・toxin値のものは，我々の培

養条件では90。C　10分の加熱にさえ耐えないことによ

ると思われる．石田2）は沢山の株を用いて，その毒素

原性と耐熱性を検討した際，彼の培養条件下では100

。C　10分の耐熱性機構をもつ菌はすべてが無毒である

旨述べたが90。C　10分或いは80。C　10分は用いられな

いことを示した．私がPB6Kに800C　10分の加熱条

件を用いたのは，止むをえぬ上述の理由の他に，同一

株のsubstrainSであれば比較的整一であり，この温

度で検：釈しうるかとも考えたのであるが，これが不可

能であることが判った．しかしまた一面ではこれらの

substrainsの間では胞子形成能の差のないことが，

毒素原性の上でも実際には確実な差をもたないことと
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一致しているようにも見えた．

　胞子形成能が強化すれば毒性は弱化しても，この逆

は必ずしも真ではないことは，私の継代における毒性

の変化実験或いは石田の成績から明白である，耐熱性

は様々の因子から成立し14），毒性とかかわりなく失わ

れることがあるものと考えられる．

結 論

　C1．　welchiiの強毒株PB6Kのsubstrainsの中で

加熱耐性の株をえらぶと，弱毒株（1¢・toxin値以下）

がえられた．この株は胞子形成能及び毒素原性の上で

原株と確実に区別された．これに反してコロニー選択

或いは長；期保存によりえられた2～9α・toxin値の株

はいずれも胞子形成能及び毒素原性の上で確実な差を

もたなかった．

　稿を終るに当り終始御懇切な御指導と御校閲を賜った恩師西田

尚紀教授に感謝の表を表します．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　Correlation　between　toxigenicity　and　sporulating　potency　was　analysed　among　substrains

of　Cl．　welchii’PB6K，　strongly　toxigenic　strain．　The　results　obtained　were　as　follows；

　1、Asubstrain　with　distinctly　higher　sporulating　Potency　was　obtained　by　heating　the

parent　strain．　The　heat－resistant　substrain　was　distinctly　less　toxigenic　than　the　parent

strain♂The　attenuated　toxicity　have　remained　stable　for　about　a　year．

　2．The　attenuated　substrians　obtained　from　colony－fishing　or　after　a　long　storage　of　the

parent　strain　were　not　different　from　the　parent　strain　in　toxigenicity　and　sporulatng　potency，

when　they　were　examined　after　several　processes　of　subculture．


